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Περίληψη 

 

Στην παροϑςα διδακτορικό διατριβό μελετόθηκαν τϐςο ςε μοριακϐ ϐςο 

και ςε βιοχημικϐ επύπεδο δϑο εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ των 

ημικυτταρινών απϐ δϑο ευκαρυωτικοϑσ μικροοργανιςμοϑσ, το μεςϐφιλο μϑκητα 

Fusarium oxysporum και το θερμϐφιλο μϑκητα Sporotrichum thermophile. 

Αρχικϊ, πραγματοποιόθηκε in silico ανϊλυςη των γονιδιωμϊτων των 

παραπϊνω μικροοργανιςμών και ςτη ςυνϋχεια των αλληλουχιών των 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ που ςυναντώνται ςε αυτοϑσ. Οι αλληλουχύεσ 

δϑο γονιδύων που κωδικοποιοϑν για εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

απομονώθηκαν και πολλαπλαςιϊςτηκαν με τη βοόθεια αλυςιδωτόσ αντύδραςησ 

πολυμερϊςησ και ϋπειτα κλωνοποιόθηκαν και εκφρϊςτηκαν λειτουργικϊ μϋςω 

του ςυςτόματοσ ϋκφραςησ του μεθυλϐτροφου ζυμομϑκητα Pichia pastoris Χ33. 

Επιπλϋον, μελετόθηκαν οι φυςικοχημικϋσ ιδιϐτητεσ των αναςυνδυαςμϋνων 

ενζϑμων που παρόχθηςαν, FoFaeC και StFaeB. H ύδια διαδικαςύα ακολουθόθηκε 

για μια τρύτη ημικυτταρινϊςη, την ξυλανϊςη FoXyn11 τησ οικογϋνειασ 11 των 

γλυκοζυλ-υδρολαςών απϐ το F. oxysporum και επιχειρόθηκε επιτυχώσ η 

ενύςχυςη τησ παραγωγόσ των ενζϑμων FoFaeC και FoXyn11 μϋςω 

βελτιςτοπούηςησ των ςυνθηκών ζϑμωςησ του μϑκητα P. pastoris. 

Σε επϐμενο ςτϊδιο τησ διατριβόσ, κατευθυνϐμενεσ ςημειακϋσ μεταλλϊξεισ 

ςτισ νουκλεοτιδικϋσ αλληλουχύεσ των καταλυτικών κϋντρων των ενζϑμων 

FoFaeC και StFaeB, οδόγηςαν ςτον εντοπιςμϐ τησ καταλυτικόσ ςερύνησ η οπούα 

μετϋχει ςτο μηχανιςμϐ υδρϐλυςησ των εςτερικών δεςμών, επαληθεϑοντασ την 

κατηγοριοπούηςό τουσ ςτην οικογϋνεια των εςτεραςών ςερύνησ και 

ςυγκεκριμϋνα ςτην ομϊδα των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ. Περαιτϋρω 

ανϊλυςη τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ τησ StFaeB, με τη βοόθεια εργαλεύων τησ 

Bιοπληροφορικόσ, ςυνϋβαλλε ςτην πρϐβλεψη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ. 

Ο πλόρησ χαρακτηριςμϐσ τησ εξειδύκευςησ υποςτρώματοσ των υπϐ 

μελϋτη εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ διενεργόθηκε με τη χρόςη διαφϐρων 

ςυνθετικών και φυςικών υποςτρωμϊτων, ςυμπεριλαμβανομϋνων των 

κινναμικών μεθυλεςτϋρων, των αλκυλ-εςτϋρων του φερουλικοϑ οξϋοσ και των 

π-νιτροφαινυλ-αραβινοφουρανοζιτών. Τα αποτελϋςματα των πειραμϊτων 

αυτών οδόγηςαν ςτην κατηγοριοπούηςη των εςτεραςών FoFaeC και StFaeB ςτισ 



ομϊδεσ C και Β, αντύςτοιχα, ςϑμφωνα με βιβλιογραφικϊ δεδομϋνα, ενώ η 

ςϑγκριςη των αμινοξικών τουσ αλληλουχιών με αλληλουχύεσ γνωςτών απϐ τη 

βιβλιογραφύα εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, επϋτρεψαν την 

κατηγοριοπούηςη τουσ ςτισ υποοικογϋνειεσ (Subfamilies) SF1 και SF6 

αντύςτοιχα. Παρϊλληλα, τα εν λϐγω πρωτεώνικϊ μϐρια εξετϊςτηκαν ωσ προσ τισ 

βϋλτιςτεσ ςυνθόκεσ δρϊςησ τουσ και τη ςταθερϐτητα που εμφανύζουν ςε ϋνα 

εϑροσ τιμών pH και θερμοκραςιών. 

Στη ςυνϋχεια μελετόθηκε εκτενώσ η ςυνεργιςτικό δρϊςη μεταξϑ των 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ και των ξυλαναςών. Και οι δϑο εξεταζϐμενεσ 

αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ, αποδεύχθηκε ϐτι ϋχουν την ικανϐτητα να 

απελευθερώνουν φερουλικϐ οξϑ απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ, μϐνο με τη 

βοόθεια ξυλαναςών. Η μϋγιςτη τιμό παραγϐμενου - απϐ τα ζεϑγη των ενζϑμων - 

φερουλικοϑ οξϋοσ μετρόθηκε κατϊ τη ςυνεργιςτικό δρϊςη τησ εςτερϊςησ 

FoFaeC και τησ εμπορικόσ ξυλανϊςησ TlXyn11 απϐ το μϑκητα Trichoderma 

longibrachiatum. Ο ςυγκεκριμϋνοσ ςυνδυαςμϐσ ενζϑμων χρηςιμοποιόθηκε και 

ςε αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του ςτερεοϑ υπολεύμματοσ βϑνησ, ενώ περαιτϋρω 

ενύςχυςη τησ απελευθϋρωςησ φερουλικοϑ οξϋοσ παρατηρόθηκε κατϐπιν 

προςθόκησ πολυενζυμικοϑ εκχυλύςματοσ απϐ το μϑκητα F. oxysporum. 

Τϋλοσ, οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ των ανενεργών μορφών των υπϐ 

μελϋτη εςτεραςών, οι οπούεσ δημιουργόθηκαν κατϐπιν ςημειακόσ 

μεταλλαξιγϋνεςησ, και των ολιγοςακχαριτών απϐ αραβινοξυλϊνη ςύτου, 

διερευνόθηκαν μϋςω Θερμιδομετρύασ Ιςϐθερμησ Τιτλοδϐτηςησ, με ςκοπϐ την 

κατανϐηςη τησ ποικιλομορφύασ των ενζϑμων αυτών και του ρϐλου τουσ ςτην 

αποικοδϐμηςη των φυτικών κυτταρικών τοιχωμϊτων. Ο φερουλοποιημϋνοσ 

αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτησ εμφϊνιςε ιςχυρϐτερη δϋςμευςη ςτην εςτερϊςη 

FoFaeC S217A, ενώ η 1,5-α-L-αραβινοτετραϐζη φϊνηκε να μην αλληλεπιδρϊ με τισ 

ςυγκεκριμϋνεσ πρωτεϏνεσ. 

Για πρώτη φορϊ, πραγματοποιόθηκε μια επιτυχημϋνη προςπϊθεια 

μελϋτησ και ερμηνεύασ των μηχανιςμών κατϊλυςησ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μϑκητεσ F. oxysporum και S. thermophile, με χρόςη 

μοριακών τεχνικών και εργαλεύων Bιοπληροφορικόσ, ςηματοδοτώντασ ϋτςι την 

απαρχό μιασ νϋασ πορεύασ ςτην εκμετϊλλευςη των ενζϑμων αυτών ςτουσ 

διϊφορουσ τομεύσ τησ βιομηχανύασ. 



Abstract 

 

The present PhD thesis focuses on the molecular and biochemical study of 

the ferulic acid esterases of hemicellulose by two eukaryotic microorganisms, the 

mesophilic fungus Fusarium oxysporum and the thermophilic fungus 

Sporotrichum thermophile. 

An in silico analysis of the microorganism genomes followed by esterase 

of ferulic acid sequences analysis were held. The sequences of two genes coding 

for ferulic acid esterases were isolated and amplified using polymerase chain 

reaction and then cloned and functionally expressed in the expression system of 

methylotrophic yeast Pichia pastoris X33. Furthermore, the physicochemical 

properties of the produced recombinant enzymes FoFaeC and StFaeB, were 

studied. The same procedure was followed using a third hemicellulose, xylanase 

FoXyn11, member of fungal glycosyl-hydrolase family 11 from F. oxysporum and 

the production enhancement of the enzymes FoFaeC and FoXyn11 was 

successfully carried out by optimizing the P. pastoris fermentation conditions. 

The molecular biology technique site-directed mutagenesis was chosen in 

order to experimentally prove that the enzymes FoFaeC and StFaeB harbor the 

catalytic serine and classified in serine esterases family, especially in ferulic acid 

esterases group. Additional analysis of the amino acid sequence of StFaeB, using 

several bioinformatics tools, resulted in three-dimensional structure prediction. 

The complete characterization of ferulic acid esterases hydrolytic profiles 

was performed using various synthetic and natural substrates, including methyl 

esters of hydroxycinnamates, alkyl ferulates and monoferuloylated 4-nitrophenyl 

glycosides. The results of these experiments allowed the classification of the 

esterases FoFaeC and StFaeB into types C and B, respectively, according to 

literature, while the comparison of the amino acid sequences of these enzymes 

with known ferulic acid esterases allowed their categorization into subfamilies 

SF1 and SF6, respectively. The optimum temperature and pH value of the above 

enzyme activities and their thermo- and pH-stability were also determined. 

The synergism of ferulic acid esterases with xylanases was extensively 

studied. Both of the studied recombinant esterases showed the ability to release 

ferulic acid from ligninocellulosic materials only with the aid of xylanase. The 



maximum ferulic acid production was achieved by the synergistic action of 

esterase FoFaeC with commercial xylanase TlXyn11 by the fungus Trichoderma 

longibrachiatum. This certain combination of enzymes was used for the 

hydrolysis of brewers’ spent grain, while further increase of the ferulic acid 

release was observed after the addition of crude extract from F. oxysporum in the 

reaction. 

The synergistic interaction between the inactive forms of the enzymes 

that were produced after site-directed mutagenesis, and oligosaccharides from 

wheat arabinoxylan, were investigated using Isothermal Titration Calorimetry, in 

order to understand the ferulic acid esterases diversity and their role in plant 

cell wall degradation. The feruloylated oligosaccharide was showed stronger 

binding affinity to esterase FoFaeC S217A, while 1,5-α-L-arabinotetraose didn’t 

interact with any of the above proteins. 

This is the first report concerning a successful study and understanding of 

the catalytic mechanisms of ferulic acid esterases from the fungi F. oxysporum 

and S. thermophile, using molecular techniques and bioinformatics tools, 

indicating a new beginning in the exploitation of these enzymes in various fields 

of industry. 
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BMMY Buffered Methanol-complex Medium Ρυθμιςτικϐ διϊλυμα που περιϋχει 
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υδατανθρϊκων 
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cGMP cyclic Guanosine Monophosphate Κυκλικό Μονοφωςφορικό 

γουανοςύνη 

di-FA diferulic acid Διφερουλικϐ οξϑ 

DMSO Dimethyl Sulfoxide Διμεθυλοςουλφοξεύδιο 

DNA Deoxyribonucleic acid Δεοξυριβονουκλεώκϐ οξϑ 

DNS 3,5-Dinitrosalicylic 3,5-δινιτροςαλικυλικϐ οξϑ 

dNTPs Triphosphoro-Deoxyribonucleotide Διςοξυτριφωςφορικϊ νουκλεοτύδια 

DSWB Destarch Wheat Bran  Απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου 

EC no Enzyme Commission number Αριθμϐσ κατηγοριοπούηςησ ενζϑμων 

με βϊςη τη χημικό αντύδραςη που 

καταλϑουν 

EDTA Ethylene Diamine Tetra-acetic Acid Αιθυλενοδιϊμινο-τετραοξικϐ οξϑ 

EtBr Ethidium Bromide Βρωμιοϑχο αιθύδιο 

FA Ferulic Acid Υερουλικϐ οξϑ 

FAE Feruloyl Esterase Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ 

FAX Feruloyl Arabino-Xylooligosaccharide Υερουλοποιηµϋνοσ αραβινο-

ξυλοολιγοςακχαρύτησ 

FAX2 Feruloyl Arabino-Xylobiose Υερουλοποιηµϋνοσ αραβινο-

ξυλοδιςακχαρύτησ 

FAX3 Feruloyl Arabino-Xylotriose Υερουλοποιηµϋνοσ αραβινο-

ξυλοτριςακχαρύτησ 

FAX4 Feruloyl Arabino-Xylotetraose Υερουλοποιηµϋνοσ αραβινο-

ξυλοτετραςακχαρύτησ 

FEF Feruloyl Esterases Family Οικογϋνεια των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

FoFaeC Fusarium oxysporum type C Feruloyl 

esterase 

Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ 

τϑπου C απϐ το µϑκητα Fusarium 

oxysporum 



FoXyn11 Fusarium oxysporum family 11 

xylanase 

Ξυλανϊςη τησ οικογϋνειασ 11 απϐ το 

µϑκητα Fusarium oxysporum 

GLC Gas-Liquid Chromatography Αϋρια-Yγρό Xρωµατογραφύα 

GH Glucosyl Hydrolases  Γλυκοζιδικϋσ υδρολϊςεσ 

h hour Ώρα 

HDL High Density Lipoprotein ΛιποπρωτεϏνη υψηλόσ πυκνϐτητασ 

HIV Human Immunodeficiency Virus Ιϐσ Ανθρώπινησ Ανοςοανεπϊρκειασ 

HPAEC High Performance Anion Exchange 

Chromatography 

Φρωµατογραφύα Ανταλλαγόσ Ιϐντων 

Τψηλόσ Απϐδοςησ 

HPLC High Performance Liquid 

Chromatography 

Τγρό Φρωµατογραφύα Τψηλόσ 

Απϐδοςησ 

IEF-PAGE Isoelectric Focusing-PAGE 

 

Ηλεκτροφϐρηςη ιςοηλεκτρικόσ 

εςτύαςησ ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου 

IMAC Immobilized Metal Affinity 

Chromatography 

Φρωµατογραφύα υγγενεύασ 

Ακινητοποιηµϋνου Μετϊλλου 

ITC Isothermal Titration Calorimetry Θερμιδομετρύα Ιςϐθερμησ 

Σιτλοδϐτηςησ  

LB Luria-Bertani medium θρεπτικϐ μϋςο Luria-Bertani 

LDL Low Density Lipoprotein ΛιποπρωτεϏνη χαμηλόσ πυκνϐτητασ 

LS LB Low Salt Luria-Bertani medium Θρεπτικϐ μϋςο Luria-Bertani χαμηλόσ 

αλατϐτητασ 

MCA Caffeic Acid Methyl Ester Μεθυλεςτϋρασ του καφεώκοϑ οξϋοσ 

MD Medium Dextrose Θρεπτικϐ υλικϐ δεξτρϐζησ 

MeUF-ferulate 4-methylumbelliferyl dihydroferulate 4-μεθυλ-ουμπελλιφερυλικϐσ εςτϋρασ 

του διϒδρο-φερουλικοϑ οξϋοσ 

MFA Ferulic Acid Methyl Ester Μεθυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

min minute Λεπτϐ 

MM Medium Methanol Θρεπτικϐ υλικϐ μεθανϐλησ 

MOPS 3-(N-morpholino)propanesulfonic 

acid 

3-(Ν-µορφολινο)-

προπανοςουλφονικϐ οξϑ 

MpCA p-Coumaric Acid Methyl Ester  Μεθυλεςτϋρασ του π-κουμαρικοϑ 

οξϋοσ  

MSA Sinapinic Acid Methyl Ester Μεθυλεςτϋρασ του ςιναπινικοϑ οξϋοσ 

MUF Methyl-umbelliferulate 4-µεθυλ-ουµπελλιφερυλικϐσ εςτϋρασ  

MW Molecular Weight Μοριακϐ Βϊροσ 

NCBI National Centre for Biotechnology 

Information 

Κϋντρο Πληροφοριών ςε Θϋματα 

Βιοτεχνολογύασ των Η.Π.Α. 

NMR Nuclear Magnetic Resonance Πυρηνικϐσ Μαγνητικϐσ υντονιςµϐσ 

OD Optical Density Οπτικό πυκνϐτητα 

ORF Open Reading Frame Ανοιχτϐ πλαύςιο ανϊγνωςησ 

Pa Pascal Μονϊδα μϋτρηςησ πύεςησ 

PAGE Polyacrylamide Gel Electrophoresis Ηλεκτροφϐρηςη πηκτώματοσ 

πολυακρυλαμιδύου 

PBS Phosphate Buffer Saline Ρυθµιςτικϐ διϊλυµα φωςφορικών 

αλϊτων 

PCR Polymerase Chain Reaction Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυµερϊςησ 



PDA Potato Dextrose Agar Άγαρ πατϊτασ-δεξτρϐζησ 

PDB Protein Data Bank Βϊςη δεδομϋνων πρωτεώνών 

PHB Polyhydroxybutyrate πολυ-3-υδροξυβουτυρικϐ 

PNPF p-Nitrophenylferulate π-νιτροφαινυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

p-NPh-2-Fe-Araf p-Nitrophenyl-2-Feruloyl-

Arabinofuranoside 

π-νιτροφαινυλ 2-Ο-trans-

φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

p-NPh-5-Fe-Araf p-Nitrophenyl-5-Feruloyl-

Arabinofuranoside 

π-νιτροφαινυλ 5-Ο-trans-

φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

ROS Reactive Oxygen Species Ενεργϋσ μορφϋσ οξυγϐνου 

rpm Rounds per minute τροφϋσ ανϊ λεπτϐ 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate Θειώκϐ δωδεκυλικϐ νϊτριο 

PAGE Poly Acrylamide Gel Electrophoresis Ηλεκτροφϐρηςη ςε πηκτό 

πολυακρυλαµιδύου  

sec second δευτερϐλεπτο 

SF Subfamily Τποοικογϋνεια 

SOE-PCR Splicing by Overlapping Extension 

PCR 

Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ 

με επϋκταςη μϋςω επικϊλυψησ 

εκκινητών 

StFaeB Sporotrichum thermophile type Β 

Feruloyl esterase 

Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ  

τϑπου B απϐ το µϑκητα Sporotrichum 

thermophile 

TBE Buffer solution containing Tris-base 

[Tris(hydroxymethyl)- 

aminomethane], boric acid and EDTA 

Διϊλυμα που περιϋχει Tris-

(υδροξυμεθυλ)-αμινομεθϊνιο, βορικϐ 

οξϑ και EDTA 

TCA Trichloroacetic acid Σριχλωροοξικϐ οξϑ 

TE Tris-EDTA Διϊλυμα που περιϋχει Tris-

(υδροξυμεθυλ)-αμινομεθϊνιο και 

EDTA 

TEMED Tetramethylethylenediamine Σετρα-µεθυλ-αιθυλενοδιαµύνη 

TFA Trifluoroacetic Acid Σριφθοροοξικϐ οξϑ 

TlXyn11 Trichoderma longibrachiatum family 

11 xylanase 

Ξυλανϊςη τησ οικογϋνειασ 11 απϐ το 

μϑκητα Trichoderma longibrachiatum 

TMMR Trans-Membrane Migration Ratio υχνϐτητα διαμεμβρανικόσ 

διαπύδυςησ 

Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane Σρι-υδροξυμεθυλ-αμινομεθϊνιο 

U Unit Μονϊδα ενζυµικόσ ενεργϐτητασ 

v/v volume/volume υγκϋντρωςη κατ’ ϐγκο  

(mL διαλυμϋνησ ουςύασ ανϊ mL δ/τη) 

w/v weight/volume υγκϋντρωςη κατϊ βϊροσ  

(g διαλυμϋνησ ουςύασ ανϊ mL δ/τη) 

WU-AX Water-Unextractable Arabinoxylan Αδιϊλυτο ςτο νερϐ κλϊςµα τησ 

αραβινοξυλϊνησ ςύτου 

X Xylose Ξυλϐζη 

X2 Xylobiose  Ξυλοβιϐζη 



X3 Xylotriose Ξυλοτριϐζη 

X4 Xylotetraose Ξυλοτετραϐζη 

YNB Yeast Nitrogen Base Αζωτοϑχοσ βϊςη ζϑμησ 

YPD Yeast Peptone Dextrose Θρεπτικϐ μϋςο που περιϋχει 

εκχϑλιςμα μϑκητα, πεπτϐνη και 

δεξτρϐζη 

YPDS Yeast Peptone Dextrose Sorbitol Θρεπτικϐ μϋςο που περιϋχει 

εκχϑλιςμα μϑκητα, πεπτϐνη, δεξτρϐζη 

και ςορβιτϐλη 

ΕΥΟ  Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ 

Ρ-Δ  Ρυθμιςτικϐ Διϊλυμα 
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magine a world where babies are born without defects, criminals are identified within 

minutes, diseases are identified and treated right in your own home, and there is enough food to 
feed everyone. The makings of a science fiction novel you might say, but this "fiction" is closer than 
you think. Every day new advances in the field of biotechnology bring the possibilities of curing 
disease, wiping out hunger, and improving the quality of life for all people closer to a reality. Some 
say we are undergoing a biotechnology revolution where the discoveries and products made are 
revolutionizing the way we live. 

Now, imagine being a part of this revolution. Imagine working on a team that constructs a 
vaccine for the HIV virus, which causes AIDS. Imagine working in a company that produces a high-
protein peanut which can be grown in drought conditions in third-world countries. Imagine being in 
the laboratory that develops a bacterium, which digests petroleum from oil spills. Imagine the sense 
of accomplishment and gratification you'd feel as a contributor to these breakthroughs. Imagine 
how you can help improve the quality of life for your friends and family. 
 

[Φανταςτεύτε ϋναν κϐςμο ϐπου τα μωρϊ γεννιοϑνται χωρύσ ελαττώματα, οι εγκληματύεσ 
ςυλλαμβϊνονται μϋςα ςε λύγα λεπτϊ, οι αςθϋνειεσ διαγιγνώςκονται και αντιμετωπύζονται μϋςα 
ςτο ύδιο ςασ το ςπύτι και υπϊρχει αρκετϐ φαγητϐ για να θρϋψει τουσ πϊντεσ. Θα μποροϑςατε να 
πεύτε ϐτι ϐλα αυτϊ αποτελοϑν ςενϊριο μυθιςτορόματοσ επιςτημονικόσ φανταςύασ, αλλϊ αυτό η 
«φανταςύα» εύναι πιο κοντϊ απ' ϐςο νομύζετε. Κϊθε μϋρα νϋεσ εξελύξεισ ςτον τομϋα τησ 
βιοτεχνολογύασ αυξϊνουν τισ δυνατϐτητεσ τησ θεραπεύασ των αςθενειών, εξαφανύζουν την πεύνα, 
και βελτιώνουν την ποιϐτητα τησ ζωόσ για ϐλουσ τουσ ανθρώπουσ πληςιϊζοντασ ςτην 
πραγματικϐτητα. Μερικού λϋνε ϐτι διανϑουμε μια επανϊςταςη ςτο χώρο τησ βιοτεχνολογύασ, ϐπου 
οι ανακαλϑψεισ και τα προώϐντα που δημιουργοϑνται φϋρνουν ριζικό αλλαγό ςτον τρϐπο ζωόσ. 

Τώρα, φανταςτεύτε ϐτι εύςαςτε ϋνα μϋροσ αυτόσ τησ επανϊςταςησ. Φανταςτεύτε ϐτι 
εργϊζεςτε ςε μύα ομϊδα που καταςκευϊζει ϋνα εμβϐλιο για τον ιϐ τησ ανθρώπινησ 
ανοςοανεπϊρκειασ (HIV) που προκαλεύ το AIDS. Φανταςτεύτε ϐτι εργϊζεςτε ςε μια εταιρεύα που 
παρϊγει αραχύδεσ πλοϑςιεσ ςε πρωτεϏνη οι οπούεσ μποροϑν να καλλιεργηθοϑν ςε ςυνθόκεσ 
ξηραςύασ ςτισ χώρεσ του τρύτου κϐςμου. Φανταςτεύτε ϐτι εύςτε μϋλοσ ενϐσ εργαςτηρύου που 
αναπτϑςςει ϋνα βακτόριο, το οπούο αφομοιώνει το πετρελαύου απϐ τισ πετρελαιοκηλύδεσ. 
Φανταςτεύτε την αύςθηςη τησ ολοκλόρωςησ και τησ ικανοπούηςησ που θα αιςθανϐςαςταν ωσ ϋνασ 
παρϊγοντασ που ςυμβϊλλει ςε αυτϋσ τισ ανακαλϑψεισ. Φανταςτεύτε με ποιον τρϐπο μπορεύτε να 
βοηθόςετε ςτη βελτύωςη τησ ποιϐτητασ ζωόσ των φύλων ςασ και τησ οικογϋνειϊσ ςασ.] 

E. Daugherty 
Biotechnology: Science for the New Millennium, 

EMC Paradigm Publishing, 2006. 
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Η Βιομηχανικό Βιοτεχνολογύα (Industrial Biotechnology), γνωςτό κυρύωσ ςτην 

Ευρώπη και ωσ Λευκό Βιοτεχνολογύα (White Biotechnology) (Maury et al., 2005), 

αποτελεύ ϋνα διακριτό κλϊδο τησ Βιοτεχνολογύασ, δηλαδό τησ τεχνολογύασ που 

χρηςιμοποιεύ τισ βιολογικϋσ διεργαςύεσ για την παραγωγό προώόντων και υπηρεςιών 

προσ όφελοσ του ανθρώπου. 

Επιςόμωσ, η Βιομηχανικό Βιοτεχνολογύα ορύζεται ωσ η βιομετατροπό, εύτε μϋςω 

μικροβιακών ζυμώςεων, εύτε μϋςω βιοκαταλύςεων, των οργανικών ςυςτατικών που 

προϋρχονται από τη βιομϊζα ό τα παρϊγωγα αυτών ςε χημικϋσ ουςύεσ, υλικϊ αγαθϊ 

και/ό ενϋργεια. O όροσ αυτόσ πρωτοεμφανύςτηκε ςτη βιβλιογραφύα ςτισ αρχϋσ τησ 

δεκαετύασ του ’80, όταν η γενετικό μηχανικό, ωθούμενη από την τεχνολογύα του 

αναςυνδυαςμϋνου DNA, αναζητούςε εφαρμογϋσ πϋραν τησ Ιατρικόσ Βιοτεχνολογύασ 

(Pass 1981, Ferrandiz-Garcia, 1982). Αργότερα, ο οριςμόσ λευκό βιοτεχνολογύα, ο 

οπούοσ προτϊθηκε από αρμόδιουσ οργανιςμούσ τησ Ευρωπαώκόσ Ένωςησ, καθιερώθηκε 

παγκοςμύωσ, αναφερόμενοσ ςτισ θετικϋσ περιβαλλοντικϋσ πτυχϋσ που ςυνδϋονται με 

την εφαρμογό τησ Βιομηχανικόσ Βιοτεχνολογύασ. Σόμερα, αποτελεύ ϋναν καλϊ 

καθοριςμϋνο τομϋα με ςημαντικό ακαδημαώκό, κυβερνητικό και επιχειρηματικό 

αντιπροςώπευςη. 

Κεντρικό ϋννοια τησ Βιομηχανικόσ Βιοτεχνολογύασ αποτελεύ η βιομϊζα, δηλαδό 

το ινώδεσ, ξυλώδεσ και γενικϊ μη εδώδιμο τμόμα των φυτών που ςχηματύζεται μϋςω 

τησ δϋςμευςησ του ϊνθρακα κατϊ τη διεργαςύα τησ φωτοςύνθεςησ. Η βιομϊζα 

θεωρεύται μια μορφό αποθηκευμϋνησ ηλιακόσ ενϋργειασ, ενώ αποτελεύ παγκοςμύωσ την 

τϋταρτη κατϊ ςειρϊ μεγαλύτερη πηγό μετϊ τον ϊνθρακα, το πετρϋλαιο και το φυςικό 

αϋριο, που υπολογύζεται ςτο 14% τησ πρωτογενούσ ενϋργειασ, ποςοςτό που αυξϊνεται 

κατϊ πολύ ςτισ αναπτυςςόμενεσ χώρεσ. Εκτιμϊται ότι οι υπϊρχουςεσ ποςότητεσ τησ 

βιομϊζασ δύνανται να καλύψουν τισ ενεργειακϋσ ανϊγκεσ παγκοςμύωσ ςε ποςοςτό 10-

20% μϋχρι το 2050 (World Energy Outlook, International Energy Agency, 2008). 

Ο τομϋασ τησ Βιομηχανικόσ Βιοτεχνολογύασ, ςτοχεύει ςτην εύρεςη οικονομικϊ 

ανταγωνιςτικών, περιβαλλοντικϊ φιλικών και αυτόνομων εναλλακτικών διεργαςιών 

απϋναντι ςτισ όδη υπϊρχουςεσ, καθώσ και ςτισ νϋεσ προτεινόμενεσ χημικϋσ διεργαςύεσ. 

Μϋςα από αυτϋσ εύναι δυνατό η παραγωγό και ςύνθεςη νϋων προώόντων και 

ςυςτημϊτων με χαμηλότερο κόςτοσ, περιοριςμϋνεσ απαιτόςεισ ςε ενϋργεια και 

μειωμϋνη παραγωγό αποβλότων (Otero et al., 2007). 

Απαιτούνται ακόμη ςημαντικϋσ προςπϊθειεσ για την ενύςχυςη τησ 

ευαιςθητοπούηςησ του κοινού απϋναντι ςτον κλϊδο τησ Λευκόσ Βιοτεχνολογύασ και 

γενικότερα ςτη Βιοτεχνολογύα, μια κύνηςη η οπούα αδιαμφιςβότητα θα οδηγόςει εν 
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ευθϋτω χρόνω ςτην αειφόρο και βιώςιμη ανϊπτυξη τησ κοινωνύασ, τησ οικονομύασ και 

του περιβϊλλοντοσ. 

 
 

H παρούςα διδακτορικό διατριβό εντϊςςεται ςτα πλαύςια τησ Βιομηχανικόσ 

Βιοτεχνολογύασ και πραγματεύεται τη χρόςη μοριακών εργαλεύων για τη μελϋτη τησ 

καταλυτικόσ εξειδύκευςησ των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ. Τα ϋνζυμα αυτϊ 

ςυμμετϋχουν ςτην απελευθϋρωςη του φερουλικού οξϋοσ και των ϊλλων κινναμικών 

οξϋων από τουσ πολυςακχαρύτεσ του κυτταρικού τοιχώματοσ των φυτών. Τα οξϋα αυτϊ 

αποτελούν βιολογικϊ ενεργϋσ ουςύεσ, λόγω των αντιοξειδωτικών, αντιμικροβιακών, 

φωτοπροςτατευτικών και αντικαρκινικών ιδιοτότων τουσ (Davidson et al., 1981, 

McCarthy, 1987). Χρηςιμοποιούνται όδη ωσ ςυντηρητικϊ ςτη βιομηχανύα τροφύμων, 

ενώ η τροποπούηςό τουσ μϋςω εςτεροπούηςησ, διευρύνει το πεδύο εφαρμογών τουσ, 

οδηγώντασ ςτο ςχηματιςμό προώόντων υψηλόσ προςτιθϋμενησ αξύασ με νϋεσ ιδιότητεσ. 

Συγκεκριμϋνα, μελετόθηκε η εξειδύκευςη και η κατανόηςη του καταλυτικού 

μηχανιςμού των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ από δύο ευκαρυωτικούσ 

μικροοργανιςμούσ, το μεςόφιλο μύκητα Fusarium oxysporum και το θερμόφιλο μύκητα 

Sporotrichum thermophile, ωσ προσ μια ςειρϊ διαφορετικών ςυνθετικών και φυςικών 

υποςτρωμϊτων. Τα εργαλεύα που χρηςιμοποιόθηκαν για το ςκοπό αυτό όταν κυρύωσ 

μϋθοδοι τησ μοριακόσ βιολογύασ, καθώσ και διϊφοροι αλγόριθμοι τησ Βιοπληροφορικόσ. 
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Οι μεθοδολογύεσ αυτϋσ διαφοροποιούν τη ςυγκεκριμϋνη διδακτορικό διατριβό από τισ 

προηγούμενεσ ερευνητικϋσ δραςτηριότητεσ τησ ερευνητικόσ ομϊδασ BIOtechMASS του 

Εργαςτηρύου Βιοτεχνολογύασ ςτο ςχετικό πεδύο.  

Αναλυτικότερα, οι αλληλουχύεσ των γονιδύων που κωδικοποιούν για τα δύο 

παραπϊνω πρωτεώνικϊ μόρια απομονώθηκαν και πολλαπλαςιϊςτηκαν με τη βοόθεια 

τησ αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ. Στη ςυνϋχεια κλωνοποιόθηκαν και 

εκφρϊςτηκαν λειτουργικϊ μϋςω του ςυςτόματοσ ϋκφραςησ του μεθυλότροφου 

ζυμομύκητα Pichia pastoris και πραγματοποιόθηκε ο προςδιοριςμόσ των 

φυςικοχημικών ιδιοτότων των καθαρών ενζύμων και ο πλόρησ χαρακτηριςμόσ των 

υδρολυτικών τουσ προφύλ. Τϋλοσ, οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξύ των υπό μελϋτη ενζύμων 

και των ολιγοςακχαριτών διερευνόθηκαν μϋςω τησ τεχνικόσ τησ Θερμιδομετρύασ 

Ιςόθερμησ Τιτλοδότηςησ ςε μια προςπϊθεια να κατανοηθεύ ο καταλυτικόσ μηχανιςμόσ 

των ενζύμων αυτών ςτην αποικοδόμηςη των φυςικών υποςτρωμϊτων. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1. Σο κυτταρικβ τοίχωμα των φυτών 

1.1 γςταςη του κυτταρικογ τοιχώματοσ των φυτών 

 

ο κυτταρικϐ τούχωμα των φυτών (plant cell wall) 

αντιπροςωπεϑει ϋνα πολυςακχαριτικϐ, ςτην πλειονϐτητα των 

περιπτώςεων, «κϋλυφοσ», το οπούο περιβϊλλει τον 

πρωτοπλϊςτη των κυττϊρων. Ο χώροσ αυτϐσ εύναι το ϊμεςο περιβϊλλον, ςτο 

οπούο τα φυτικϊ κϑτταρα ζουν και διαμϋςου του οπούου ο οργανιςμϐσ 

προςλαμβϊνει εξωτερικϊ ερεθύςματα. Η προςβολό των φυτών απϐ μϑκητεσ, 

βακτόρια και ιοϑσ επιτυγχϊνεται αφοϑ πρώτα εξαςφαλιςθεύ η λϑςη τησ 

ςυνεχεύασ του τοιχώματοσ. Ο ρϐλοσ του ϐμωσ δεν περιορύζεται μϐνο ςτην 

προςταςύα του φυτοϑ, αλλϊ εντοπύζεται και ςε ϊλλεσ λειτουργύεσ, ϐπωσ εύναι η 

μηχανικό ςτόριξη και οι διακυτταρικϋσ ςχϋςεισ ςε ϋνα φυτικϐ ιςτϐ. 

Η ςϑςταςη των κυτταρικών τοιχωμϊτων των φυτών εύναι πολϑπλοκη 

και ποικύλει, τϐςο μεταξϑ των φυτικών ειδών, ϐςο και μεταξϑ των ιςτών του 

ύδιου φυτοϑ. Ανομοιογϋνεια παρατηρεύται ακϐμη και ανϊμεςα ςε κυτταρικϊ 

τοιχώματα διαφϐρων αναπτυξιακών ςταδύων. Τα βαςικϊ ςυςτατικϊ τουσ εύναι 

η κυτταρίνη (cellulose), η ημικυτταρίνη (hemicellulose), η πηκτίνη (pectin), 

η λιγνίνη (lignin), οι πρωτεανεσ και διϊφορεσ φαινολικέσ ενώςεισ.  

 

Τ 
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Εικβνα 1.1: Δομό του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών (Smith, 2001). 

 

Ανϊλογα με το ςτϊδιο ανϊπτυξησ του φυτικοϑ οργανιςμοϑ, διακρύνονται 

δυο τϑποι κυτταρικών τοιχωμϊτων: το πρωτογενέσ και το δευτερογενέσ 

κυτταρικϐ τούχωμα. Το πρωτογενϋσ κυτταρικϐ τούχωμα εύναι εκεύνο που 

εναποτύθεται ςτη φϊςη κατϊ την οπούα το κϑτταρο αυξϊνει και εύναι λεπτϐ, 

πλαςτικϐ, περιϋχει μεγϊλη ποςϐτητα ϑδατοσ και διαςχύζεται απϐ μεγϊλο αριθμϐ 

πλαςμοδεςμών που εξυπηρετοϑν τη διακυτταρικό επικοινωνύα. Η χημικό του 

ςϑςταςη ποικύλλει ςημαντικϊ ςτουσ διϊφορουσ κυτταρικοϑσ τϑπουσ. Το 

δευτερογενϋσ κυτταρικϐ τούχωμα εύναι εκεύνο που εναποτύθεται ϐταν το φυτικϐ 

κϑτταρο ϋχει ολοκληρώςει την ανϊπτυξό του, ςχηματύζεται ομοιϐμορφα ό 

τοπικϊ επύ του πρωτογενοϑσ τοιχώματοσ και περιϋχει περιςςϐτερη κυτταρύνη, 

λιγϐτερεσ ημικυτταρύνεσ και πηκτικϋσ ενώςεισ απϐ το πρωτογενϋσ. Τα 

δευτερογενό τοιχώματα περιϋχουν και χημικϋσ ενώςεισ οι οπούεσ δεν 

ανευρύςκονται ςτα πρωτογενό τοιχώματα, ϐπωσ εύναι η λιγνύνη και η 

ςουβερίνη (suberin) ό φελλίνη. Στα κϑτταρα ϐπου ϋχει ςχηματιςτεύ το 

δευτερογενϋσ τούχωμα, ςυνυπϊρχει και το πρωτογενϋσ. Τα κϑτταρα ςτουσ 

φυτικοϑσ ιςτοϑσ ςυγκρατοϑνται μεταξϑ τουσ με τη βοόθεια τησ μέςησ πλάκασ, 

ϋνα λεπτϐ μεςοκυττϊριο ςτρώμα που περιϋχει κυρύωσ πηκτικϋσ ενώςεισ. 
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1.1.1 Η κυτταρίνη 

 

Η κυτταρύνη αντιπροςωπεϑει το κϑριο ςυςτατικϐ των πολυςακχαριτών 

και αποτελεύται απϐ ϋνα γραμμικϐ πολυμερϋσ γλυκϐζησ, μόκουσ 8000-15000 

μορύων, τα οπούα ςυνδϋονται μεταξϑ τουσ με β-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ. Τα 

πολυμερό τησ ςυνδϋονται μεταξϑ τουσ με δεςμοϑσ υδρογϐνου ςχηματύζοντασ 

κρυςταλλικϋσ δομϋσ, τα μικροΰνίδια κυτταρίνησ (cellulose microfibrils) 

(Koplak & Blackwell, 1976). Σε κϊθε μικροώνύδιο ομϊδεσ απϐ 35-100 μϐρια 

κυτταρύνησ δημιουργοϑν κρυςταλλικϋσ δομϋσ, οι οπούεσ προςδύδουν αντοχό 

κατϊ την επιμόκυνςη. Υπϊρχουν ϐμωσ και περιπτώςεισ ςτισ οπούεσ 

ςυναντώνται μη κρυςταλλικϋσ περιοχϋσ μϋςα ςτα μικροώνύδια. Η περιεκτικϐτητα 

ςε κρυςταλλικό και μη κρυςταλλικό κυτταρύνη ποικύλει ανϊλογα με το εύδοσ του 

φυτοϑ. 

Εικβνα 1.2: Δομό και οργϊνωςη 

του δευτερογενοϑσ τοιχώματοσ 

των φυτικών κυττϊρων   
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Εικβνα 1.3: Δομό μικροώνιδύων κυτταρύνησ 

 

1.1.2 Η ημικυτταρίνη 

 

Το 1891 ο Schulze, ειςόγαγε την ονομαςύα ημικυτταρύνη για το κλϊςμα 

που απομονώνεται ό εκχυλύζεται απϐ τα φυτϊ με τη βοόθεια αραιοϑ αλκϊλεωσ. 

Οι ημικυτταρύνεσ εύναι το δεϑτερο πιο ϊφθονο οργανικϐ ςυςτατικϐ των 

φυτικών κυτταρικών τοιχωμϊτων (Collins et al., 2005) και αποτελοϑνται 

κυρύωσ απϐ ςϊκχαρα, ϐπωσ εξϐζεσ (D- και L-γαλακτϐζη, D-μαννϐζη), πεντϐζεσ 

(D-ξυλϐζη, L-αραβινϐζη) και ουρονικϊ οξϋα (D-γλυκουρονικϐ οξϑ). Περιϋχουν 

επύςησ ςημαντικϋσ ποςϐτητεσ οξικοϑ οξϋοσ, καθώσ επύςησ και φαινολικϊ οξϋα, 

ϐπωσ φερουλικϐ και π-κουμαρικϐ οξϑ (Zaldivar et al., 2001). Ένα τυπικϐ 

πρωτογενϋσ τούχωμα περιϋχει ημικυτταρύνη ςε ποςοςτϐ 15-25% επύ του ξηροϑ 

του βϊρουσ. Σε αντύθεςη με τισ πηκτύνεσ, οι ημικυτταρύνεσ ποικύλουν ςε μεγϊλο 

βαθμϐ ανϊμεςα ςτα φυτικϊ εύδη, αλλϊ και ανϊμεςα ςτα διαφορετικϊ κϑτταρα 

των φυτών. Στουσ περιςςϐτερουσ κυτταρικοϑσ τϑπουσ, ϋνα εύδοσ 

ημικυτταρινών κυριαρχεύ, με τα υπϐλοιπα να εντοπύζονται ςε μικρϐτερεσ 

ποςϐτητεσ.  
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Το ςημαντικϐτερο ημικυτταρινοϑχο πολυμερϋσ που ςυναντϊται ςτα 

δημητριακϊ και το ςκληρϐ ξϑλο εύναι η ξυλάνη (xylan). Η ξυλϊνη αποτελεύται 

απϐ μια κϑρια αλυςύδα μονϊδων D-ξυλϐζησ, ςυνδεδεμϋνων με β-1,4 

γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ (Ebringerova & Heinze, 2000). Εκτϐσ απϐ ξυλϐζη, οι 

ξυλϊνεσ μπορεύ να περιϋχουν L-αραβινϐζη, D-γαλακτϐζη, οξικϐ, φερουλικϐ και π-

κουμαρικϐ οξϑ και τϋλοσ, μονϊδεσ γλυκουρονικοϑ οξϋοσ ό 4-Ο-μεθυλ-αιθϋρα του 

(Wilkie & Woo, 1979). Αν και οι περιςςϐτερεσ ξυλϊνεσ αποτελοϑν 

διακλαδιςμϋνεσ δομϋσ, ϋχουν απομονωθεύ και μερικού γραμμικού πολυςακχαρύτεσ 

απϐ μύςχο καπνοϑ, φλοιϐ ςπϐρου κυαμϐψεωσ και ύνεσ ςπϊρτου (Montgomery et 

al., 1956, Eda et al., 1976). Οι ξυλϊνεσ των δημητριακών περιϋχουν μεγϊλεσ 

ποςϐτητεσ L-αραβινϐζησ και αναφϋρονται ωσ αραβινοξυλϊνεσ, ενώ οι ξυλϊνεσ 

του ςκληροϑ ξϑλου αναφϋρονται ωσ γλυκουρονοξυλϊνεσ, λϐγω τησ υψηλόσ 

ποςϐτητασ D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ που ςυνδϋεται με την κϑρια αλυςύδα. Άλλοι 

τϑποι ξυλανών εύναι οι αραβινογλυκουρονοξυλϊνεσ, οι γλυκομαννϊνεσ, οι 

αραβινογαλακτϊνεσ και οι γαλακτoγλυκομαννϊνεσ (Polizeli et al., 2005). 

Η αραβινοξυλάνη (arabinoxylan) ϋχει ταυτοποιηθεύ ςε ςπϐρουσ, ϐπωσ 

το ςιτϊρι, τη ςύκαλη, το κριθϊρι, τη βρώμη, το ρϑζι, το ςϐργο, καθώσ και ςτουσ 

βλαςτοϑσ μπαμποϑ, το χϐρτο ςύκαλησ και το χϐρτο του φυτοϑ pangola. Παρϐλο 

που αποτελοϑν δευτερεϑον ςυςτατικϐ των ςπϐρων των δημητριακών, 

ςυνιςτοϑν ϋνα ςημαντικϐ τμόμα του φυτικοϑ κυτταρικοϑ τοιχώματοσ 

(Izydorczyk & Biliaderis, 1995). Τα μϐρια αραβινϐζησ ςυνδϋονται με την κϑρια 

αλυςύδα τησ ξυλϊνησ μϋςω α-1,2 ό α-1,3 γλυκοζιτικών δεςμών, εύτε ωσ απλϋσ 

μονϊδεσ, εύτε ωσ κοντϋσ πλευρικϋσ αλυςύδεσ. Αυτϋσ οι πλευρικϋσ αλυςύδεσ 

μποροϑν επύςησ να περιϋχουν ξυλϐζη, ςυνδεδεμϋνη με β-1,2 δεςμϐ με την 

αραβινϐζη και γαλακτϐζη ενωμϋνη εύτε με β-1,5 με την αραβινϐζη, εύτε με β-1,4 

με την ξυλϐζη. Οι ακετυλ-ομϊδεσ εύναι ςυνδεδεμϋνεσ ςτην Ο-2 ό Ο-3 θϋςη τησ 

ξυλϐζησ τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ ξυλϊνησ, αλλϊ ο βαθμϐσ ακετυλύωςησ διαφϋρει 

ςημαντικϊ μεταξϑ ξυλανών απϐ διαφορετικϊ εύδη φυτών. Στισ ξυλϊνεσ ςκληροϑ 

ξϑλου, περύπου το 60-70% των μονϊδων ξυλϐζησ εύναι ακετυλιωμϋνα (Timell, 

1967). Το γλυκουρονικϐ οξϑ και ο 4-Ο-μεθυλ-αιθϋρασ του εύναι ενωμϋνοι ςτην 

κϑρια αλυςύδα τησ ξυλϊνησ μϋςω ϋνοσ δεςμοϑ α-1,2, ενώ τα αρωματικϊ μϐρια 

(φερουλικϐ και π-κουμαρικϐ οξϑ) ςυνδϋονται με το Ο-5 των τελικών μονϊδων 
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αραβινϐζησ. Συμπεραςματικϊ, μετϊ απϐ τη μελϋτη των βαςικών 

χαρακτηριςτικών γνωριςμϊτων τουσ, αποδεικνϑεται ϐτι οι ξυλϊνεσ απαρτύζουν 

μια πολϑ ετερογενό ομϊδα πολυςακχαριτών, με ςημαντικϋσ διαφορϋσ ςτη 

ςϑςταςό τουσ ανϊμεςα ςτα εύδη των φυτών (Brillouet & Joselau, 1987, Bajpai, 

1997, Schooneveld-Bergmans et al., 1998). 

 

Πίνακασ 1.1: Σϑςταςη των διαφϐρων ειδών ξυλϊνησ ςε ςϊκχαρα. 

ΕΙΔΗ ΞΤΛΑΝΗ 
Ξυλόζη 

(%) 

Αραβινόζη 

(%) 

Γλυκόζη 

(%) 

Γαλακτόζη 

(%) 

Μαννόζη 

(%) 

Γλυκουρονικό 

οξύ (%) 

Ξυλάνη         
Ξγλου ημγδασ 

89,3 1,0 1,4 - - 8,3 

Ουδέτερη Ξυλάνη 
Πίτυρου Ρυζιογ 

46,0 44,9 1,9 6,1 - 1,1 

Αραβινοξυλάνη 
ίτου 

65,8 33,5 0,3 0,1 0,1 - 

Ξυλάνη απβ      
Ίνεσ Αραβοςίτου 

48-54 33-35 - 5-11 - 3-6 

 

Μια δεϑτερη μορφό ημικυτταρύνησ, η ξυλογλυκάνη (xyloglucan), 

χαρακτηρύζεται ωσ η βαςικό ημικυτταρύνη των πρωτογενών τοιχωμϊτων των 

δικοτυλόδονων φυτών και αποτελεύται απϐ μια κϑρια αλυςύδα μορύων γλυκϐζησ 

ενωμϋνων με β-1,4 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ. Σε ποςοςτϐ που ανϋρχεται ςτο 60-

75%, τα μϐρια αυτϊ ςυνδϋονται μϋςω α-1,6 δεςμών με μονϊδεσ ξυλϐζησ 

(Joseleau & Chambat, 1984), ενώ μϐρια γαλακτϐζησ ςυνδϋονται ςτο 30-35% των 

μονϊδων ξυλϐζησ με β-1,2 δεςμοϑσ. Στα πρωτογενό τοιχώματα των 

περιςςϐτερων φυτών, επιπλϋον υπϊρχει και ϋνα μϐριο φουκϐζησ το οπούο 

ςυνδϋεται ςτο μϐριο τησ γαλακτϐζησ μϋςω α-1,2 γλυκοζιτικών δεςμών (Hayashi, 

1989). Οι ξυλογλυκϊνεσ ςχηματύζουν δεςμοϑσ υδρογϐνου με τα μικροώνύδια 

κυτταρύνησ, δημιουργώντασ μια ϊκαμπτη δομό, ενώ παύζουν ςημαντικϐ ρϐλο 

ςτην ακεραιϐτητα του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ και ςτη ρϑθμιςη τησ ανϊπτυξόσ 

του. 

Η (γαλακτο)γλυκομαννάνη (galactoglucomannan) εύναι ϋνασ τϑποσ 

ημικυτταρύνησ, η οπούα ςυνόθωσ βρύςκεται τϐςο ςτα μαλακϊ, ϐςο και ςτα 

ςκληρϊ ξϑλα (Timell, 1967). Αποτελεύται απϐ μια κϑρια αλυςύδα μονϊδων D-

μαννϐζησ και D-γλυκϐζησ, ςυνδεδεμϋνων με β-1,4 γλυκοζιτικϐ δεςμϐ, καθώσ και 

απϐ μονϊδεσ D-γαλακτϐζησ ωσ πλευρικϋσ ομϊδεσ. Τα μαλακϊ ξϑλα περιϋχουν 
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κυρύωσ γαλακτογλυκομαννϊνη, ενώ ςτα ςκληρϊ ξϑλα η γλυκομαννϊνη εύναι η 

πιο κοινό μορφό.  

Άλλεσ ημικυτταρύνεσ εύναι η καλλβζη (callose), οι μαννάνεσ (mannans), 

οι γλυκουρομαννάνεσ (glucuromannans), η β-1,3 και β-1,4 γλυκάνη (glucan) 

που υπϊρχουν ςτα αγρωςτώδη και η αραβινογαλακτάνη ΙΙ (arabinogalactan 

II) των γυμνοςπϋρμων. 

 

1.1.3 Η πηκτίνη 

 

Οι πηκτύνεσ αποτελοϑν μια ϊλλη ομϊδα ετεροπολυςακχαριτών, οι οπούεσ 

ςυμμετϋχουν ςε ποςοςτϐ ϋωσ 35% επύ του ξηροϑ βϊρουσ του τοιχώματοσ και 

διακρύνονται ςε ουδέτερεσ και βξινεσ. Οι ουδϋτερεσ ενώςεισ περιλαμβϊνουν τα 

ομοιοπολυμερό αραβινϐζησ και γαλακτϐζησ, αραβινάνη (arabinan) και 

γαλακτάνη (galactan) και ϋνα ετεροπολυμερϋσ, την αραβινογαλακτάνη Ι 

(arabinogalactan I), ςτο οπούο ςυμμετϋχουν και τα δυο παραπϊνω ςϊκχαρα. Οι 

ϐξινεσ πηκτύνεσ περιλαμβϊνουν την ομογαλακτουρονάνη (homogalacturonan), 

που αποτελεύται απϐ μονϊδεσ γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ ενωμϋνων με α-1,4 

γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ και τισ ραμνογαλακτουρονάνεσ Ι και ΙΙ 

(rhamnogalacturonan I & II), που εύναι πολυμερό μονϊδων ραμνϐζησ και 

γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ, ςυνδεδεμϋνων με α-1,2 γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ. Σε 

μερικϊ εύδη πηκτινών (π.χ. ςτον πολτϐ ςακχαρϐτευτλων και μόλων), το 

φερουλικϐ οξϑ εύναι παρϐν ωσ τελικό μονϊδα που ςυνδϋεται ςτη θϋςη Ο-2 τησ 

αραβινϐζησ ό ςτη θϋςη Ο-6 τησ γαλακτϐζησ. Η πηκτύνη ςταθεροποιεύ το πλϋγμα 

που δημιουργεύται ςτην περύπτωςη των πρωτογενών κυτταρικών τοιχωμϊτων 

απϐ την κυτταρύνη και την ημικυτταρύνη και ςυμμετϋχει ςτη ρϑθμιςη τησ 

διαπερατϐτητϊσ τουσ απϐ ιϐντα και ϋνζυμα, ενώ επιπλϋον, θεωρεύται ϐτι 

ευθϑνεται ςε μεγϊλο βαθμϐ για την πλαςτικϐτητα τουσ.  

Οι πηκτύνεσ περιλαμβϊνουν δϑο διαφορετικϋσ καθοριςμϋνεσ περιοχϋσ: τισ 

«ομαλέσ» (smooth) και τισ «τριχώδεισ» (hairy). Οι πρώτεσ αποτελοϑνται απϐ 

μια κϑρια αλυςύδα μονϊδων γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ, ςυνδεδεμϋνων με α-1,4 

γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ, οι οπούεσ μποροϑν να εύναι μεθυλιωμϋνεσ ό 
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ακετυλιωμϋνεσ. Οι δεϑτερεσ περιοχϋσ αποτελοϑνται απϐ ραμνογαλακτουρονϊνεσ 

Ι και ΙΙ. 

 

Εικβνα 1.4: Σχηματικό αναπαρϊςταςη μακρομορύων πηκτύνησ 

 

1.1.4. Η λιγνίνη 

 

Στα δευτερογενό τοιχώματα αντύςτοιχο ρϐλο με αυτϐν τησ πηκτύνησ 

παύζει η λιγνύνη ό ξυλύνη. Το δευτερογενϋσ τούχωμα ςυντύθεται ϐταν 

ολοκληρωθεύ η αϑξηςη του κυττϊρου, εναποτύθεται ομοιϐμορφα ό τοπικϊ επύ 

του πρωτογενοϑσ τοιχώματοσ και περιϋχει περιςςϐτερη κυτταρύνη και λιγϐτερεσ 

ημικυτταρύνεσ και πηκτικϋσ ενώςεισ απϐ το πρωτογενϋσ. Η λιγνύνη εύναι ϋνα 

μεγαλομοριακϐ υδρϐφοβο, αρωματικϐ πολυμερϋσ και αποτελεύ το δεϑτερο πιο 

ϊφθονο οργανικϐ πολυμερϋσ ςτη γη και το 25-35% τησ ξηρόσ μϊζασ του ξϑλου. 

Εντοπύζεται κυρύωσ ςτο ςκληρϋγχημα και ςτισ τραχεϏδεσ, καθώσ και ςτα αγγεύα 

του ξυλώδουσ παρεγχϑματοσ. Τα μονομερό τησ λιγνύνησ εύναι τρεισ αρωματικϋσ 

αλκοϐλεσ, η κονυφερυλικό, η ςυναπυλικό και η π-κουμαρυλικό αλκοϐλη.  

Η εμφϊνιςη τησ λιγνύνησ ςυνδϋεται με τον εποικιςμϐ τησ χϋρςου απϐ τουσ 

φυτικοϑσ οργανιςμοϑσ. Με την απϐθεςη τησ ςτουσ χώρουσ μεταξϑ μικροώνιδύων 

τησ κυτταρύνησ ενιςχϑεται ςημαντικϊ η μηχανικό αντοχό του δευτερογενοϑσ 
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τοιχώματοσ, ενώ παρϊλληλα εμποδύζεται τϐςο η μεταφορϊ ουςιών διαμϋςου 

αυτοϑ, αλλϊ και η εύςοδοσ παθογϐνων οργανιςμών ςτο κϑτταρο. Το 

αποξυλωμϋνο τούχωμα χϊνει την ικανϐτητα τησ επιμόκυνςησ του και το κϑτταρο 

θεωρεύται «νεκρϐ», προςτατεϑοντασ ϋτςι το υπϐλοιπο φυτϐ απϐ πιθανοϑσ 

ειςβολεύσ. Ωςτϐςο, αν και η λιγνύνη θεωρεύται ανθεκτικό ςτουσ 

μικροοργανιςμοϑσ, η διϊςπαςό τησ επιτυγχϊνεται απϐ οριςμϋνα ςτελϋχη 

μυκότων (Ruiz-Duenas & Martinez, 2009). 

 

Πίνακασ 1.2: Σϑςταςη διαφϐρων λιγνινοκυτταρινοϑχων υλικών (Saha, 2003). 

 Σγςταςη (%, ξηρήσ γλησ) 

Κυτταρίνη Ημικυτταρίνη Λιγνίνη 

Ινεσ αραβοςίτου 15 35 8 

Στάχυσ αραβοςίτου 45 35 15 

Στέλεχοσ αραβοςίτου 40 25 17 

Άχυρο ρυζιογ 35 25 12 

Άχυρο ςίτου 30 50 20 

Βαγάςςη ζακχαροκαλάμου 40 24 25 

Switchgrass (είδοσ κεχριογ) 45 30 12 

Αγριββρομο 25 35 6 

 

1.1.5 Πρωτεανεσ 

 

Τα πρωτογενό τοιχώματα των δικοτυλόδονων φυτών περιϋχουν 

πρωτεϏνεσ ςε ποςοςτϐ που ανϋρχεται ςτο 2-10% του ξηροϑ τουσ βϊρουσ, οι 

περιςςϐτερεσ απϐ τισ οπούεσ εύναι γλυκοζυλιωμϋνεσ. Οι δομικϋσ πρωτεϏνεσ 

μποροϑν να ομαδοποιηθοϑν ςε πϋντε κϑριεσ οικογϋνειεσ:  

α) τισ εκταςίνεσ (extensins), οι οπούεσ περιϋχουν ςε μεγϊλο ποςοςτϐ (περύπου 

40%) το αμινοξϑ υδροξυπρολύνη, μαζύ με μεγϊλεσ ποςϐτητεσ ςερύνησ και εύναι η 

πλϋον μελετημϋνη ομϊδα πρωτεώνών,  

β) πρωτεϏνεσ που εύναι πλοϑςιεσ ςε γλυκίνη,  

γ) πρωτεϏνεσ που εύναι πλοϑςιεσ ςε προλίνη,  

δ) τισ λεκτίνεσ  
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ε) πρωτεϏνεσ τησ αραβινογαλακτάνησ. 

Τα ϋνζυμα του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ μποροϑν επύςησ να 

ομαδοποιηθοϑν ςε οικογϋνειεσ ανϊλογα με τη λειτουργύα τουσ:  

(1) τισ υπεροξειδάςεσ, οι οπούεσ ςυμμετϋχουν ςτη διαδικαςύα παραγωγόσ τησ 

λιγνύνησ ςτο κυτταρικϐ τούχωμα,  

(2) τισ τρανςγλυκοζιδάςεσ, που καταλϑουν τη λϑςη και το ςχηματιςμϐ των 

γλυκοζιτικών δεςμών ςτο τούχωμα του κυττϊρου,  

(3) τισ υδρολάςεσ (κυτταρινϊςεσ, γλουκουρονοζιδϊςεσ, β-γλυκοζιδϊςεσ, β-

ξυλοζιδϊςεσ, ενδογλουκανϊςεσ, γαλακτοζιδϊςεσ, πολυγαλακτουρονϊςεσ, 

γλυκανϊςεσ, κυτταρινϊςεσ, κ.λπ., Varner & Lin, 1989) και 

(4) τισ εξπανςίνεσ (expansins), πρωτεϏνεσ που διαςποϑν τουσ δεςμοϑσ 

υδρογϐνου μεταξϑ των μικροώνύδιων τησ κυτταρύνησ και των ξυλογλυκϊνων.  

 

1.1.6 Υαινολικέσ ενώςεισ 

 

Εκτϐσ απϐ τα ςυςτατικϊ που αναφϋρθηκαν παραπϊνω, ςτα κυτταρικϊ 

τοιχώματα των φυτών υπϊρχουν και φαινολικϋσ ενώςεισ. Η ςημαντικϐτερη απϐ 

αυτϋσ εύναι το φερουλικβ οξγ, ενώ ϊλλα κινναμικϊ οξϋα εύναι το π-κουμαρικβ, 

το καφεΰκβ και το ςιναπινικβ οξγ. Η ανϊλυςη των ολιγοςακχαριτών που 

απομονώθηκαν απϐ διϊφορα ακατϋργαςτα φυτικϊ προώϐντα ϋδειξε ϐτι το 

φερουλικϐ οξϑ ςυνδϋεται ςτη θϋςη C-5 τησ α-L-αραβινοφουρανϐζησ των 

πλευρικών ομϊδων τησ αραβινοξυλϊνησ (Wende & Fry, 1997), ενώ ςτισ 

πηκτύνεσ, το φερουλικϐ οξϑ εύναι εςτεροποιημϋνο εύτε με το C-2 τησ α-L-

αραβινοφουρανϐζησ, εύτε με το C-6 τησ β-γαλακτοπυρανϐζησ των πλευρικών 

ομϊδων τησ αραβινϊνησ και γαλακτϊνησ των πηκτινών, αντύςτοιχα (Colquhoun 

et al., 1994). Τϋλοσ, απϐ βλαςτοϑσ μπαμποϑ ϋχουν απομονωθεύ ολιγοςακχαρύτεσ, 

ϐπου το φερουλικϐ οξϑ εύναι ενωμϋνο με το C-4 τησ α-D-ξυλοπυρανϐζησ τησ 

ξυλογλυκϊνησ (Ishii et al., 1990). 



  Θεωρητικβ Μέροσ 

 

19 

 

1.2 Μοριακή οργάνωςη και αρχιτεκτονική του κυτταρικογ τοιχώματοσ 

 

Η κατανϐηςη των δεςμών που αναπτϑςςονται μεταξϑ των μακρομορύων 

του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ αποτελεύ μια απϐ τισ μεγαλϑτερεσ προκλόςεισ τησ 

ϋρευνασ ςτον τομϋα αυτϐ. Μελϋτεσ με μεθϐδουσ που ςτηρύζονται ςτην εκχϑλιςη 

και ςτον καθαριςμϐ των προαναφερθϋντων ςυςτατικών, απϋδειξαν ϐτι ςτο 

τούχωμα των φυτών δημιουργοϑνται ςυγκεκριμϋνοι δεςμού μεταξϑ των μορύων 

του, οι οπούοι χωρύζονται ςε ομοιοπολικοϑσ και μη-ομοιοπολικοϑσ δεςμοϑσ. Οι 

πολυςακχαρύτεσ ημικυτταρύνησ και πηκτύνησ, ϐπωσ επύςησ και το αρωματικϐ 

πολυμερϋσ τησ λιγνύνησ, αλληλεπιδροϑν με τα μικροώνύδια κυτταρύνησ, με τη 

βοόθεια δεςμών υδρογϐνου, δημιουργώντασ ϋτςι μια ϊκαμπτη δομό που 

ενιςχϑει το κυτταρικϐ τούχωμα των φυτών. Τα μϐρια τησ ξυλογλυκϊνησ 

ενώνονται ομοιοπολικϊ με την ουδϋτερη πηκτικό ϋνωςη αραβινογαλακτϊνη, η 

οπούα με τη ςειρϊ τησ ενώνεται με την ραμνογαλακτουρονϊνη Ι. Το πρϐτυπο 

αυτϐ ςυμπληρώνεται με την παρουςύα πρωτεώνικών μορύων, τα οπούα 

ςυνδϋονται με την τελευταύα. Μεταξϑ των πρωτεώνών αναπτϑςςονται 

ιςοτυροςινικού εγκϊρςιοι δεςμού, οι οπούοι βοηθοϑν ςτην ςταθεροπούηςη των 

μικροώνιδύων κυτταρύνησ (Brett & Waldron, 1990). Ο μεγϊλοσ αριθμϐσ δεςμών 

υδρογϐνου που ςχηματύζονται μεταξϑ των μικροώνιδύων και των ημικυτταρινών, 

θεωρεύται ϐτι ευθϑνεται για τη αδιαλυτϐτητα των ξυλανών, των ξυλογλυκϊνων 

και των γλυκομαννϊνων του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ. 

Οι τϑποι των ομοιοπολικών δεςμών μεταξϑ των πολυςακχαριτών και τησ 

λιγνύνησ, οι οπούοι ϋχουν εξακριβωθεύ μϋχρι ςόμερα εύναι δϑο (Fry, 1986): α) ο 

εςτερικϐσ δεςμϐσ μεταξϑ τησ λιγνύνησ και του 4-Ο-μεθυλ-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ 

τησ ξυλϊνησ, ο οπούοσ προςδιορύςτηκε αρχικϊ ςε ξϑλο οξιϊσ (Takahashi & 

Koshijima, 1988, Imamura et al., 1994, Spanikova & Biely, 2006) και β) οι 

γϋφυρεσ διφερουλικοϑ οξϋοσ μεταξϑ των πολυςακχαριτών και τησ λιγνύνησ, οι 

οπούεσ απαντώνται ςε πολλοϑσ φυτικοϑσ οργανιςμοϑσ. Ειδικϐτερα, εντοπύζονται 

μεταξϑ αλυςύδων αραβινοξυλϊνησ ςτα κυτταρικϊ τοιχώματα βλαςτών μπαμποϑ 

(Ishii, 1991), μεταξϑ των πολυμερών πηκτύνησ ςτον πολτϐ ςακχαρϐτευτλων 

(Oosterveldt et al., 1997) και μεταξϑ λιγνύνησ και ξυλϊνησ ςτο ςιτϊρι (Bach Tuyet 

Lam et al., 1992). Η ϑπαρξη ενϐσ τρύτου τϑπου δεςμών, πιθανϐτατα μη-
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ομοιοπολικών, ϋχει ερευνηθεύ απϐ τουσ Rizk et al., (1999) ςτο μπιζϋλι. 

Συγκεκριμϋνα, η νεοςυντιθϋμενη πηκτύνη και η γλυκουρονοαραβινοξυλϊνη 

δεςμεϑονται ςτην ξυλογλυκϊνη με τρϐπο εξαρτώμενο απϐ την τιμό του pH και 

απϐ τισ πρωτεϏνεσ. Καλϑτερη δϋςμευςη επιτυγχϊνεται, ςϑμφωνα με τουσ 

ερευνητϋσ, ϐταν το pH εύναι χαμηλϐ και ϐταν απομακρϑνονται οι πρωτεϏνεσ αλλϊ 

και τα μϐρια φουκϐζησ απϐ την ξυλογλυκϊνη. 

 

Εικβνα 1.5: Μοριακό δομό και οργϊνωςη των ςυςτατικών του δευτερογενοϑσ 

κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών (Bidlack et al., 1992). 

 

1.3 Ένζυμα που εμπλέκονται ςτην αποικοδβμηςη των πολυςακχαριτών 

του κυτταρικογ τοιχώματοσ των φυτών 

 

Η φυτικό βιομϊζα ςυνιςτϊ τη μϋγιςτη πηγό ανανεώςιμησ ενϋργειασ ςτον 

πλανότη γη, με δυναμικϐ ςτην παραγωγό καυςύμων και ϊλλων προώϐντων 

υψηλόσ προςτιθϋμενησ αξύασ (Rubin, 2008). Ο πλόρησ θερμοχημικϐσ 

αποπολυμεριςμϐσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών και η 

προεπεξεργαςύα του εύναι διαδικαςύεσ πολϑπλοκεσ, χρονοβϐρεσ και κοςτοβϐρεσ 
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(Himmel et al., 2007). Αντιθϋτωσ, η χρόςη υδρολυτικών ενζϑμων που 

παρϊγονται απϐ μϑκητεσ ό βακτόρια για τη βιοαποικοδϐμηςη τησ βιομϊζασ, 

αποτελεύ μια εναλλακτικό προςϋγγιςη με την οπούα τα παραπϊνω εμπϐδια 

δϑνανται να ξεπεραςτοϑν (Lynd et al., 2002).  

Τα ϋνζυμα που διαςποϑν, τροποποιοϑν ό ςχηματύζουν γλυκοζιδικοϑσ 

δεςμοϑσ ϋχουν κατηγοριοποιηθεύ με βϊςη την αμινοξικό τουσ αλληλουχύα ςε μύα 

διαρκώσ αναπτυςςϐμενη βϊςη δεδομϋνων, την CAZy (Carbohydrate-Active 

enZYmes Database, http://www.cazy.org/, Cantarel et al., 2009). H CAZy 

διαθϋτει 128 οικογϋνειεσ γλυκοζιδικών υδρολαςών (Glycoside Hydrolases, GHs), 

94 γλυκοζυλ-τρανςφεραςών (GlycosylTransferases, GTs), 22 λυαςών 

(Polysaccharide Lyases, PLs) 16 εςτεραςών των πολυςακχαριτών 

(Carbohydrate Esterases, CEs) και 64 οικογϋνειεσ πρωτεώνών πρϐςδεςησ ςε 

υδατϊνθρακεσ (CBMs). Παρακϊτω παρατύθενται αναλυτικϊ οι κατηγορύεσ των 

ενζϑμων που εμπλϋκονται ςτην ενζυμικό υδρϐλυςη του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ 

των φυτών. 

 

1.3.1 Κυτταρινάςεσ 

 

Η ολικό υδρϐλυςη τησ κυτταρύνησ ςε μϐρια γλυκϐζησ, απαιτεύ 

ςυνδυαςτικό δρϊςη ποικύλων ενζϑμων με εξειδύκευςη ςε διαφορετικϊ 

υποςτρώματα. Οι εξωγλουκανάςεσ ό κελλοβιοδδρολάςεσ (EC 3.2.1.91, 1,4-β-

D-γλουκανο-κελλοβιοϒδρολϊςεσ) αφαιροϑν τισ μονϊδεσ κελλοβιϐζησ απϐ το 

τϋλοσ τησ αλυςύδασ των πολυςακχαριτών. Οι ενδογλουκανάςεσ (EC 3.2.1.4, 

1,4-β-D-γλουκανο-4-γλουκανοϒδρολϊςεσ) διαςποϑν εςωτερικϊ τισ αλυςύδεσ 

κυτταρύνησ ξεκινώντασ κυρύωσ απϐ την ϊμορφη περιοχό τουσ, παρϋχοντασ 

περιςςϐτερα ϊκρα ςτισ κελλοβιοϒδρολϊςεσ για να δρϊςουν (Teeri, 1997). Τϋλοσ, 

οι β-γλυκοζιδάςεσ (EC 3.2.1.21) υδρολϑουν την κελλοβιϐζη ςε γλυκϐζη, η οπούα 

αποτελεύ μια εϑκολα μεταβολύςιμη πηγό ϊνθρακα για τουσ μϑκητεσ (Beguin, 

1990). 

 

http://www.cazy.org/


Θεωρητικβ Μέροσ  

  

22 

 

 

Εικβνα 1.6: Η βαςικό δομό του μορύου τησ κυτταρύνησ και οι κυτταρινϊςεσ οι οπούεσ 

αποικοδομοϑν την αλυςύδα τησ. 

 

Πρϐςφατα, νϋοι τϑποι κυτταριναςών ϋχουν χαρακτηριςθεύ και ϋχουν 

προςτεθεύ ςτα παλαιϐτερα κλαςςικϊ ϋνζυμα. Συγκεκριμϋνα, η swollenin απϐ το 

μϑκητα Trichoderma reesei (Hypocrea jecorina) παρουςιϊζει αμινοξικό ομολογύα 

με τισ πρωτεϏνεσ εξπανςύνεσ, οι οπούεσ διαςποϑν τισ ύνεσ κυτταρύνησ χωρύσ να 

εμφανύζουν υδρολυτικό ενεργϐτητα. Έχει διαπιςτωθεύ ϐτι η δρϊςη του νϋου 

ενζϑμου διευκολϑνει την υδρϐλυςη τησ κυτταρύνησ απϐ τισ ϊλλεσ κυτταρινϊςεσ 

(Saloheimo et al., 2002).  

 

1.3.2 Ημικυτταρινάςεσ 

 

Παρϐλο που οι ημικυτταρύνεσ δημιουργοϑν ςχετικϊ πολϑπλοκεσ δομϋσ 

ςτο κυτταρικϐ τούχωμα των φυτών, ο μηχανιςμϐσ τησ ενζυμικόσ τουσ 

αποικοδϐμηςησ εύναι καλϊ μελετημϋνοσ. Η υδρϐλυςη των ημικυτταρινών 

επιτυγχϊνεται απϐ τη ςυντονιςμϋνη δρϊςη των ενδο-ενζϑμων, τα οπούα 

προςβϊλλουν εςωτερικϊ την κϑρια αλυςύδα, των εξω-ενζϑμων, τα οπούα 

απελευθερώνουν μονομερό ςϊκχαρα και των βοηθητικών ενζϑμων, τα οπούα 

διαςποϑν τισ πλευρικϋσ αλυςύδεσ των πολυμερών ό των ολιγοςακχαριτών 

αποδεςμεϑοντασ ποικύλουσ μονο- ό διςακχαρύτεσ, ανϊλογα κϊθε φορϊ με τον 

τϑπο τησ ημικυτταρύνησ.  
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Εικβνα 1.7: Η βαςικό δομό του μορύου τησ αραβινογλυκουρονοξυλϊνησ και οι 

ημικυτταρινϊςεσ οι οπούεσ αποικοδομοϑν την αλυςύδα τησ. 

 

Συγκεκριμϋνα, η βιοαποικοδϐμηςη τησ ξυλϊνησ οφεύλεται ςτη 

ςυνεργιτικό δρϊςη δϑο τουλϊχιςτον ενζϑμων, των ενδο-1,4-β-D-ξυλαναςών 

(EC 3.2.1.8), οι οπούεσ εύναι ςε θϋςη να διαςποϑν την αλυςύδα τησ ξυλϊνησ ςε 

μικρϐτερουσ ολιγοςακχαρύτεσ και των β-ξυλοζιδαςών (EC 3.2.1.37), οι οπούεσ 

αποικοδομοϑν τουσ ολιγοςακχαρύτεσ περαιτϋρω ςε ξυλϐζη. Ανϊλογα φυςικϊ με 

τον τϑπο τησ ξυλϊνησ, ςυμμετϋχουν ςτην υδρϐλυςη και ϊλλα βοηθητικϊ ϋνζυμα, 

ϐπωσ οι α-L-αραβινοφουρανοζιδάςεσ ό αραβινοφουρανοδδρολάςεσ τησ 

αραβινοξυλάνησ (EC 3.2.1.55), οι α-γλυκουρονοζιδάςεσ (EC 3.2.1.131), οι 

εςτεράςεσ του οξικογ τησ ξυλάνησ (EC 3.1.1.72), οι γλυκουρονικέσ 

εςτεράςεσ (EC 3.1.1.x), οι εςτεράςεσ του φερουλικογ (EC 3.1.1.73) και οι 

εςτεράςεσ του π-κουμαρικογ οξέοσ (EC 3.1.1.x). 

Οι ενδο-1,4-β-D-ξυλανϊςεσ, οι οπούεσ εύναι γνωςτϋσ και ωσ ξυλανϊςεσ, 

ενδοξυλανϊςεσ, 1,4-β-D-ξυλανοϒδρολϊςεσ τησ ξυλϊνησ, β-1,4-ξυλανϊςεσ και β-

ξυλανϊςεσ, ανόκουν ςτισ γλυκοζιδϊςεσ (Ο-γλυκοζιδοϒδρολϊςεσ, EC 3.2.1.x) και 

διαςποϑν τυχαύα την β-1,4 κϑρια αλυςύδα τησ πολϑπλοκησ δομόσ τησ ξυλϊνησ 

των κυτταρικών τοιχωμϊτων των φυτών. Αποτελοϑν μύα ευρϋωσ διαδεδομϋνη 

ομϊδα ενζϑμων, καθώσ εμπλϋκονται ςτην παραγωγό μιασ βαςικόσ πηγόσ 

ϊνθρακα, τησ ξυλϐζησ και παρϊγονται απϐ μια πληθώρα οργανιςμών, 
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ςυμπεριλαμβανομϋνων των βακτηρύων, των αλγών, των μυκότων, των 

πρωτϐζωων, των γαςτρϐποδων και των αρθρϐποδων (Prade, 1995).  

Οι ξυλανϊςεσ πρώτη φορϊ αναφϋρθηκαν ςτη βιβλιογραφύα το 1955 

(Whistler & Masek, 1955) με τον ϐρο πεντοζανϊςεσ (pentosanases) και ϋγιναν 

αποδεκτϋσ απϐ τη Διεθνό Ένωςη Βιοχημεύασ και Μοριακόσ Βιολογύασ 

(International Union of Biochemistry and Molecular Biology, IUBMB) το 1961, 

ϐπου τουσ δϐθηκε και ο κωδικϐσ EC 3.2.1.8 (Enzyme Commission number). 

Σϑμφωνα με τη βϊςη δεδομϋνων CAZy, οι ξυλανϊςεσ ανόκουν ςτισ οικογϋνειεσ 

των γλυκοζιδοϒδρολαςών (glycoside hydrolase, GH) 5, 7, 8, 10, 11, και 43, με 

βαςικϊ κριτόρια τα φυςικοχημικϊ τουσ χαρακτηριςτικϊ, τη δομό, τον τρϐπο 

δρϊςησ τουσ και την εξειδύκευςη ωσ προσ το υπϐςτρωμα (Collins et al., 2005). Οι 

πιο καλϊ μελετημϋνεσ ομϊδεσ ξυλαναςών εύναι η GH10 και GH11, ενώ οι γνώςεισ 

των καταλυτικών ιδιοτότων αρκετών ξυλαναςών των οικογενειών GH5, GH7, 

GH8 και GH43 που ανακαλϑφθηκαν πρϐςφατα, παραμϋνουν περιοριςμϋνεσ. 

Οι β-D-ξυλοζιδϊςεσ (1,4-β-D-ξυλανο-ξυλοϒδρολϊςεσ) μποροϑν να 

κατηγοριοποιηθοϑν ςϑμφωνα με τη ςυγγϋνεια τουσ ϋναντι τησ ξυλοβιϐζησ και 

των μεγαλϑτερων ξυλοολιγοςακχαριτών. Οι ξυλοβιϊςεσ και οι εξω-1,4-β-

ξυλανϊςεσ αν και αναγνωρύςτηκαν απϐ το Δρ. Peter Biely (1985, 1993) ωσ 

ανεξϊρτητοι τϑποι ενζϑμων, θεωροϑνται ξυλοζιδϊςεσ οι οπούεσ υδρολϑουν τουσ 

μικροϑσ ξυλοολιγοςακχαρύτεσ και την ξυλοβιϐζη, απελευθερώνοντασ μονϊδεσ β-

D-ξυλοπυρανϐζησ απϐ τα μη-αναγωγικϊ ϊκρα. Επιπλϋον, η ξυλοβιϐζη αποτελεύ 

το βϋλτιςτο υπϐςτρωμα των ενζϑμων αυτών, ενώ η ειδύκευςό τουσ για τουσ 

ξυλοολιγοςακχαρύτεσ εύναι αντιςτρϐφωσ ανϊλογη με το βαθμϐ πολυμεριςμοϑ 

τουσ (Polizeli et al., 2005). 

Οι α-L-αραβινοφουρανοζιδϊςεσ (ό αραβινοφουρανοϒδρολϊςεσ τησ 

αραβινοξυλϊνησ) καταλϑουν την υδρϐλυςη των α-1,2, α-1,3 και α-1,5-L-

αραβινοφουρανοζιδικών δεςμών ςτισ ημικυτταρύνεσ οι οπούεσ περιϋχουν μϐρια 

L-αραβινϐζησ, ϐπωσ εύναι οι αραβινοξυλϊνεσ και οι L-αραβινϊνεσ. Τα ϋνζυμα 

αυτϊ ανόκουν ςτισ οικογϋνειεσ 3, 43, 51, 54 και 62 των γλυκοζιδοϒδρολαςών 

(GH), ενώ τα γονύδιϊ τουσ ϋχουν μελετηθεύ ευρϋωσ ςε πολλοϑσ 

μικροοργανιςμοϑσ. 

Οι α-γλυκουρονιδϊςεσ μποροϑν να απομακρϑνουν τισ μονϊδεσ του 

γλυκουρονικοϑ οξϋοσ και τουσ 4-μεθυλο-αιθϋρεσ του απϐ την κϑρια αλυςύδα τησ 
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γλουκουρονοξυλϊνησ και ανόκουν αποκλειςτικϊ ςτην οικογϋνεια GH67. Αν και η 

δραςτικϐτητα αυτών των ενζϑμων ϋχει ανιχνευθεύ ςε μια πληθώρα μυκητιακών 

και βακτηριακών καλλιεργειών, λιγοςτϊ απϐ αυτϊ ϋχουν απομονωθεύ και 

χαρακτηριςτεύ. Οριςμϋνα μϊλιςτα εύναι κυρύωσ ενεργϊ μϐνο ςε μικρϊ ξυλο-

ολιγομερό, ενώ κϊποια δϑνανται να απελευθερώνουν γλυκουρονικϐ οξϑ απϐ 

πολυμερό ξυλϊνησ (Puls, 1992).  

Οι εςτερϊςεσ του οξικοϑ τησ ξυλϊνησ αφαιροϑν την ακετυλο-ομϊδα απϐ 

την ακετυλιωμϋνη ξυλϊνη. Σε αντύθεςη με τα περιςςϐτερα βοηθητικϊ ϋνζυμα, οι 

ακετυλο-εςτερϊςεσ εύναι ιδιαύτερα δραςτικϋσ ςτο πολυμερϋσ υπϐςτρωμα και 

θεωροϑνται ςημαντικϋσ για την αποτελεςματικό αποικοδϐμηςη τησ ξυλϊνησ 

απϐ τισ ενδοξυλανϊςεσ, καθώσ η απομϊκρυνςη των ακετυλ-ομϊδων διευκολϑνει 

τη δρϊςη των τελευταύων πϊνω ςτην κϑρια αλυςύδα (Borneman et al., 1993). Τα 

ϋνζυμα αυτϊ ανακαλϑφθηκαν ςχετικϊ πρϐςφατα, λϐγω ϋλλειψησ των 

κατϊλληλων υποςτρωμϊτων. 

Οι γλουκουρονικϋσ εςτερϊςεσ κατηγοριοποιοϑνται ςτην ομϊδα 15 των 

υδατανθρακικών εςτεραςών και ανακαλϑφθηκαν για πρώτη φορϊ το 2006 

(Spanikova & Biely, 2006) απϐ το ςαπροφυτικϐ μϑκητα Schizophyllum commune. 

Οι εςτερϊςεσ αυτϋσ παύζουν ςημαντικϐ ρϐλο ςτην αποικοδϐμηςη τησ φυτικόσ 

βιομϊζασ, καθώσ απομακρϑνουν την ημικυτταρύνη απϐ τη λιγνύνη, μϋςω τησ 

υδρϐλυςησ του εςτερικοϑ δεςμοϑ που ςχηματύζεται μεταξϑ των μονϊδων του 4-

Ο-μεθυλ-D-γλυκουρονικοϑ οξϋοσ τησ γλυκουρονοξυλϊνησ και των αρωματικών 

αλκοολών τησ λιγνύνησ. 

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ ϋχουν την ιδιϐτητα να υδρολϑουν τον 

εςτερικϐ δεςμϐ μεταξϑ υδροξυ-κινναμικών οξϋων ό διυδρο-διμερών μορφών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ και των κϑριων πολυμερών αλυςύδων τησ ξυλϊνησ και τησ 

πηκτύνησ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών. Η δρϊςη των ενζϑμων αυτών 

διευκολϑνει την πρϐςβαςη των γλυκοζυλ-υδρολαςών ςτουσ κϑριουσ 

πολυςακχαρύτεσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ και κατ’ επϋκταςη την 

αποτελεςματικϐτερη υδρϐλυςη του απϐ τουσ διϊφορουσ μικροοργανιςμοϑσ. Οι 

εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ αποτελοϑν τον κεντρικϐ πρωταγωνιςτό τησ 

ςυγκεκριμϋνησ διδακτορικόσ διατριβόσ και αναλϑονται εκτενϋςτερα ςτα 

επϐμενα κεφϊλαια. 
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1.3.3 Πηκτινάςεσ 

 

Τα ϋνζυμα τα οπούα αποικοδομοϑν την πηκτύνη διαφοροποιοϑνται 

ανϊλογα με τον τϑπο τησ αλυςύδασ τησ. Οι «ομαλϋσ» περιοχϋσ των 

ετεροπολυςακχαριτών οι οπούεσ αποτελοϑνται απϐ μια κϑρια αλυςύδα μονϊδων 

γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ ςυνδεδεμϋνων με α-1,4 δεςμϐ, υδρολϑονται απϐ τισ 

λυάςεσ τησ πηκτίνησ (EC 4.2.2.10), τισ λυάςεσ του πηκτικογ (EC 4.2.2.2) και 

τισ πολυγαλακτουρονάςεσ (EC 3.2.1.15 και EC 3.2.1.67). Η διϊςπαςη των 

«τριχωδών» περιοχών ςτισ οπούεσ οι μονϊδεσ γαλακτουρονικοϑ οξϋοσ τησ κϑριασ 

αλυςύδασ διακϐπτονται απϐ κατϊλοιπα ραμνϐζησ ενωμϋνων με α-1,2 

γλυκοζιτικοϑσ δεςμοϑσ, επιτελεύται απϐ τισ υδρολάςεσ και λυάςεσ τησ 

ραμνογαλακτουρονάνησ. 

 

1.3.4 Λιγνινάςεσ 

 

Η αποικοδϐμηςη τησ λιγνύνησ ςυνιςτϊ αναγκαύα προϒπϐθεςη για την 

περαιτϋρω διϊςπαςη τησ κυτταρύνησ και τησ ημικυτταρύνησ και για την 

εκμετϊλλευςη τησ απϐ τουσ μϑκητεσ ωσ πηγό ϊνθρακα και ενϋργειασ. Ωςτϐςο, 

λϐγω τησ υδροφοβικϐτητασ και τησ δομόσ του πολυμεροϑσ, λιγοςτού 

μικροοργανιςμού εύναι ικανού να διαςπϊςουν τουσ δεςμοϑσ τησ. Τα ϋνζυμα που 

αποικοδομοϑν τη λιγνύνη εύναι οξειδωτικϊ, μη-ειδικϊ και δρουν μϋςω μη-

πρωτεώνικών ενδιαμϋςων ςε αντύθεςη με τισ κυτταρινϊςεσ και ημικυτταρινϊςεσ. 

Τα βαςικϐτερα λιγνινολυτικϊ ϋνζυμα των μυκότων εύναι οι υπεροξειδάςεσ του 

μαγγανίου (EC 1.11.1.13) και οι υπεροξειδάςεσ τησ λιγνίνησ (EC 1.11.1.14) οι 

οπούεσ καταλϑουν μια πληθώρα οξειδωτικών αντιδρϊςεων που εξαρτώνται απϐ 

το H2O2 και οι λακκάςεσ (EC 1.10.3.1), οι οπούεσ οξειδώνουν τισ φαινολικϋσ 

ενώςεισ και ανϊγουν το μοριακϐ οξυγϐνο ςε νερϐ. Επιπλϋον, ϋνζυμα ϐπωσ η 

γλυοξυλ-οξειδάςη (EC 1.2.3.-) και η γλυκοζη-2-οξειδάςη (EC 1.1.3.10) 

παύζουν ςημαντικϐ ρϐλο ςτη διαδικαςύα τησ αποξϑλωςησ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2. Εςτεράςεσ του φερουλικογ οξέοσ 

2.1 Ειςαγωγή – Ιςτορική αναδρομή  

 

ι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ (EC 3.1.1.73), γνωςτϋσ και ωσ 

εςτερϊςεσ του κινναμικοϑ οξϋοσ, αποτελοϑν μια υποομϊδα των 

καρβοξυλ-εςτεραςών (ΕC 3.1.1), οι οπούεσ ςυμμετϋχουν ςτην 

απελευθϋρωςη των μονομερών και διμερών μορφών του φερουλικοϑ οξϋοσ και 

των ϊλλων κινναμικών οξϋων απϐ τουσ πολυςακχαρύτεσ του κυτταρικοϑ 

τοιχώματοσ των φυτών. 

Οι πρώτεσ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που απομονώθηκαν απϐ 

μικροοργανιςμοϑσ εμφανύζονται ςτη διεθνό επιςτημονικό βιβλιογραφύα το 

1991 (Faulds & Williamson, 1991, Tenkanen et al., 1991). Απϐ τϐτε, 

περιςςϐτερεσ απϐ 50 εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ ϋχουν απομονωθεύ και 

χαρακτηριςθεύ απϐ διϊφορουσ μϑκητεσ, αλλϊ και απϐ βακτόρια (πύνακασ 2.1). 

Αξιοςημεύωτη εύναι η περύπτωςη τησ εςτερϊςησ που απομονώθηκε απϐ το 

βακτόριο Lactobacillus acidophilus, το οπούο ςυναντϊται ςτην εντερικό χλωρύδα 

του ανθρώπου (Wang et al., 2004). 

Ενεργϐτητα εςτερϊςησ των κινναμικών οξϋων ϋχει επύςησ ανιχνευθεύ και 

ςε κϊποια εύδη φυτών, ϐπωσ ςτη βϑνη (Bartolome et al., 1996) και ςτουσ 

ςπϐρουσ κριθαριοϑ (Sancho et al., 1999, Vanbeneden et al., 2007). Το ενζυμικϐ 

εκχϑλιςμα κριθαριοϑ παρουςύαςε ενεργϐτητα ϋναντι των μεθυλεςτϋρων του 

φερουλικοϑ, του ςιναπινικοϑ, του π-κουμαρικοϑ και του καφεώκοϑ οξϋοσ, καθώσ 

Ο 
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επύςησ και ϋναντι φερουλοποιημϋνων διςακχαριτών. Ωςτϐςο, δεν ϋχει 

αναφερθεύ ςτη βιβλιογραφύα μϋχρι ςόμερα, η απομϐνωςη και ο χαρακτηριςμϐσ 

μιασ τϋτοιασ πρωτεϏνησ, παρϊ μϐνο ενϐσ ενζϑμου που απομονώθηκε απϐ 

βυνοποιημϋνο ςϐργο και εμφϊνιςε ικανϐτητα υδρϐλυςησ του υποςτρώματοσ π-

νιτροφαινυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ (p-nitrophenylferulate, PNPF) 

(Madhavi Latha et al., 2007). Τα ϋνζυμα τα οπούα προϋρχονται απϐ φυτϊ 

παρουςιϊζουν ςημαντικϋσ ιδιϐτητεσ, καθώσ μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν 

εναλλακτικϊ για την απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ, ςε περιπτώςεισ ϐπου η 

χρόςη μικροβιακών εςτεραςών δεν εύναι εφικτό. 

Έπειτα απϐ μελϋτη των φυςικοχημικών χαρακτηριςτικών των 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, παρατηρόθηκε ςημαντικό ποικιλομορφύα 

ςτα μοριακϊ τουσ βϊρη, ςτα ιςοηλεκτρικϊ τουσ ςημεύα και ςτισ ςυνθόκεσ ςτισ 

οπούεσ παρουςιϊζουν βϋλτιςτη υδρολυτικό δρϊςη. Αναλυτικϐτερα, τα μοριακϊ 

τουσ βϊρη κυμαύνονται μεταξϑ 11 και 210 kDa, με μεγαλϑτερη ςυχνϐτητα οι 

τιμϋσ απϐ 25-60 kDa. Στισ ακραύεσ τιμϋσ ςυναντώνται η εςτερϊςη του π-

κουμαρικοϑ οξϋοσ απϐ το μϑκητα Neocallimastix και η μονομερόσ πρωτεϏνη απϐ 

τον A. pullulans, αντύςτοιχα, η οπούα παρουςιϊζει το υψηλϐτερο μοριακϐ βϊροσ 

λϐγω του βαθμοϑ γλυκοζυλύωςησ που εμφανύζει. Τα ιςοηλεκτρικϊ ςημεύα των 

εςτεραςών εντοπύζονται ςτην περιοχό τιμών pH μεταξϑ 3 και 9,9, με τη Fae-I 

απϐ τον Aspergillus niger και την FAE-II απϐ το Fusarium oxysporum να 

εμφανύζουν, αντύςτοιχα, τισ ακραύεσ τιμϋσ. Η μϋγιςτη θερμοκραςύα 

δραςτικϐτητασ των εςτεραςών που ϋχουν ϋωσ τώρα μελετηθεύ κυμαύνεται 

μεταξϑ 30 και 60OC, με ακραύα εκεύνη του θερμϐφιλου βακτηρύου T. maritima 

(95OC). Οι τιμϋσ pH ςτισ οπούεσ τα ϋνζυμα αυτϊ εμφανύζουν τη μϋγιςτη 

ενεργϐτητα κυμαύνονται απϐ 5,5 ϋωσ 8,0, ενώ δϑο εςτερϊςεσ απϐ τουσ 

μικροοργανιςμοϑσ A. oryzae και C. thermocellum διατηροϑνται ενεργϋσ ςε ϋνα 

φϊςμα τιμών pH, με εϑροσ 4,5-6,0 και 4,0-7,0, αντιςτούχωσ. 
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Πίνακασ 2.1: Οι φυςικοχημικϋσ ιδιϐτητεσ και τα βαςικϊ χαρακτηριςτικϊ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ που ϋχουν απομονωθεύ ϋωσ το 

Νοϋμβριο του 2011. 

 

Μικροοργανιςμβσ Ένζυμο Τγποσ 
Υπο-

οικογένεια 
(SF) 

MW 
(kDa) 

pHopt 
Topt 
(OC) 

pI Γονίδιο 
Αριθμβσ 

Καταχώρηςησ 
GenBank 

Βιβλιογραφία 

Aspergillus awamori FE   112   3,7   McCrae et al., 1994 

Aspergillus awamori CE   75   4,2   McCrae et al., 1994 

Aspergillus awamori AwFAEA A SF7 37 5,0 45 3,8 AwfaeA BAA92937 Koseki et al., 1998, 2005 

Aspergillus awamori AwFAEA A SF7 35 5,5 55 4,2 AwfaeA BAA92937 Fazary et al., 2010 

Aspergillus nidulans AnFaeB B-C SF1 56 7,0 45  AN1772.2 EAA63948 Shin & Chen, 2007 

Aspergillus niger FAE-I B  63*      Faulds & Williamson, 1993 

Aspergillus niger FAE-II A  29      Faulds & Williamson, 1993 

Aspergillus niger 
FAE-III ό 
AnFaeA 

A SF7 36 5,0 55 5,0 faeA CAA70510 
de Vries et al., 1997  

Faulds & Williamson, 1993 

Aspergillus niger 
CinnAE  

ό AnFaeB 
B-C SF1 75,8* 6,0 50 6,0 faeB CAC83933 

Kroon et al., 1996  
de Vries et al., 2002 

Levasseur et al., 2004a, b 

Aspergillus niger CE   120      Barbe & Dubourdieu, 1998 

Aspergillus oryzae FAE   30 4,5-6,0 45 3,6   Tenkanen et al., 1991 

Aspergillus oryzae AoFaeB B-C SF1 61 6,0   faeB BAE56626 Koseki et al., 2009 

Aspergillus oryzae AoFaeC C SF1 75 6,0   faeC BAE57089 Koseki et al., 2009 

Aspergillus 
tubingensis 

FaeA A SF7 36    faeA CAA70511 
de Vries et al., 1997  

Faulds & Williamson, 1993 

Aureobasidium 
pullulans 

FeE B  210 6,7 60 6,5   Rumbold et al., 2003 

Burkholderia 
multivorans  

EstEFH5   37    estEFH5  Rashamuse et al., 2007 

Butyrivibrio 
fibrisolvents 

       cinI ό cinA AAC44493 Dalrymple et al., 1996 

Butyrivibrio 
fibrisolvents 

       cinII ό cinB AAB57775 
Dalrymple & Swadling, 

1997 
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Μικροοργανιςμβσ Ένζυμο Τγποσ 
Υπο-

οικογένεια 
(SF) 

MW 
(kDa) 

pHopt 
Topt 
(OC) 

pI Γονίδιο 
Αριθμβσ 

Καταχώρηςησ 
GenBank 

Βιβλιογραφία 

Butyrivibrio 
proteoclasticus 

Est1E   31,6    est1E  Golstone et al., 2010 

Cellvibrio japonicus 
XYLD ό 
CjFaeD 

D  59 6,0   xynD CAA41727 
Ferreira et al., 1993  

DeBoy et al., 2008 

Clostridium 
stercorarium 

 C ό D  33 8,0 65    Donaghy et al., 2000 

Clostridium 
thermocellum 

XynZ   45 4,0-7,0 50-60 5,8 XynZ AAA23286 Blum et al., 2000 

Clostridium 
thermocellum 

XynY       XynY CAA58242 Blum et al., 2000 

Coprinopsis cinerea CcEst1   45     BAJ10857 Hashimoto et al., 2010 

Fusarium oxysporum 
FoFAE-I ό 

FoFaeB 
B  31 7,0 55 >9,5   Topakas et al., 2003b 

Fusarium oxysporum 
FAE-II ό 
FoFaeA 

A  27 7,0 45 9,9   Topakas et al., 2003a 

Fusarium 
proliferatum 

FAE B  31 6,5-7,5 50    Shin & Chen, 2006 

Lactobacillus 
acidophilus 

   36 5,6 37    Wang et al., 2004 

Neocallimastix MC-2 pCAE   11* 7,2  4,7   Borneman et al., 1993 

Neocallimastix MC-2 FAE-I   69 6,2  4,2   Borneman et al., 1992 

Neocallimastix MC-2 FAE-II   24 5,7  5,7   Borneman et al., 1992 

Neurospora crassa Fae-1 B SF6 35 6,0 55  Fae-1 CAC05587 Crepin et al., 2003a 

Neurospora crassa 
NcFaeD-

3.544 
D  32    faeD-3.544  Crepin et al., 2004b 

Orpinomyces sp PC-2 FaeA  ---     faeA AAF70241 Blum et al., 2000 

Penicillium 
brevicompactum 

FE    6,0 25-30    Donaghy & McKay, 1995 

Penicillium 
chrysogenum 

FAE-1 B-C SF1 62 6,0-7,0 50  fae-1 BAE44304 Sakamoto et al., 2005 
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Μικροοργανιςμβσ Ένζυμο Τγποσ 
Υπο-

οικογένεια 
(SF) 

MW 
(kDa) 

pHopt 
Topt 
(OC) 

pI Γονίδιο 
Αριθμβσ 

Καταχώρηςησ 
GenBank 

Βιβλιογραφία 

Penicillium expansum FE   57,5 5,6 37    Donaghy & McKay, 1997 

Penicillium 
funiculosum 

FAE-B ό 
PfFaeB 

B SF6 53   6,0 faeB CAC14144 Kroon et al, 2000 

Penicillium 
pinophilum 

p-CAE/ 
FAE 

  57 6,0 55 4,6   Castanares et al., 1992 

Piromyces equi EstA D --- 55,5 6,7 50-60  estA AAD45376 Fillingham et al., 1999 

Piromyces sp E2 FaeA       faeA AAP30751 Harhangi et al., 2003 

Prevotella ruminicola 
Xyn10D-

Fae1A 
  84 5,0 <40  

xyn10D-
fae1A 

ACN78954 Dodd et al., 2009 

Pseudoalteromonas 
halosplanktis 

Phest   30 8,0 20  PSHAa1385 CAI86460 Aurilia et al., 2007 

Sporotrichum 
thermophile 

StFAE-A ό 
StFaeB 

B  33* 6,0 55-60 3,5   Topakas et al., 2004 

Sporotrichum 
thermophile 

StFaeC C  23* 6,0 55 <3,5   Topakas et al., 2005b 

Streptomyces 
olivochromogenes 

FAE   29 5,5 30 7,9   Faulds & Williamson, 1991 

Talaromyces 
stipitatus 

TsFaeA A  35   5,3   Garcia-Conesa et al., 2004 

Talaromyces 
stipitatus 

TsFaeB B  35   3,5   Garcia-Conesa et al., 2004 

Talaromyces 
stipitatus 

TsFaeC C SF1 66 6,0-7,0 60 4,6 faeC CAD44531 
Crepin et al., 2003b 

Garcia-Conesa et al., 2004  

Thermoanaerobacter 
tengcongensis 

TtFae A  33 8,0     Abokitse et al., 2010 

Thermotoga maritima EstA   43 8,5 95  estA AAD35127 Levisson et al., 2009 

 
*Διμερεύσ πρωτεϏνεσ (το μοριακϐ τουσ βϊροσ προςδιορύςτηκε μετϊ απϐ ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου με αποδιατακτικϐ παρϊγοντα, SDS-
PAGE). 
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2.2 Σαξινβμηςη των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Το 2004 προτϊθηκε απϐ την ερευνότρια Valérie Crepin και την 

ερευνητικό τησ ομϊδα μια πιο λειτουργικό ομαδοπούηςη των εςτεραςών ςε 

τϑπουσ A, B, C, και D, η οπούα βαςύζεται ςτην εξειδύκευςη των ενζϑμων ωσ προσ 

το υπϐςτρωμα και ςτην ϑπαρξη πιθανόσ ομολογύασ μεταξϑ των πρωτοταγών 

τουσ δομών.  

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ τϑπου Α επϊγονται ςυνόθωσ, κατϊ την 

ανϊπτυξη ενϐσ μικροοργανιςμοϑ ςε δημητριακϊ. Δεύχνουν προτύμηςη ςε 

υποςτρώματα τα οπούα περιϋχουν μεθοξυ-ομϊδεσ ςτην 3- ό/και ςτην 5- θϋςη 

του βενζολικοϑ δακτυλύου, ϐπωσ ςυμβαύνει ςτην περύπτωςη του φερουλικοϑ και 

ςιναπινικοϑ οξϋοσ. Η εξειδύκευςη των εςτεραςών αυτών ωσ προσ τουσ 

μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυ-κινναμικών οξϋων εύναι υψηλό με μοναδικό εξαύρεςη 

των μεθυλεςτϋρα του καφεώκοϑ οξϋοσ (MCA), ςτον οπούο δεν εμφανύζουν καμύα 

δραςτικϐτητα. Χαρακτηριςτικϐ παρϊδειγμα τησ ομϊδασ Α αποτελεύ η εςτερϊςη 

AnFaeA απϐ τον Aspergillus niger.   

Οι εςτερϊςεσ τϑπου Β επϊγονται κυρύωσ κατϊ την ανϊπτυξη 

μικροοργανιςμών ςε υλικϊ που περιϋχουν πηκτύνη, ϐπωσ ο πολτϐσ 

ςακχαρϐτευτλου. Εμφανύζουν προτύμηςη ςε υποςτρώματα τα οπούα περιϋχουν 

μύα ό δϑο υδρϐξυ (-ΟΗ) ομϊδεσ ωσ υποκαταςτϊτεσ του βενζολικοϑ δακτυλύου 

(π-κουμαρικϐ και καφεώκϐ οξϑ). Οι εςτερϊςεσ τϑπου Β παρουςιϊζουν 

δραςτικϐτητα ςτουσ μεθυλεςτϋρεσ του καφεώκοϑ (caffeic acid methyl ester, 

MCA), του φερουλικοϑ (ferulic acid methyl ester, MFA) και του π-κουμαρικοϑ 

οξϋοσ (p-coumaric acid methyl ester, MpCA), αλλϊ ϐχι ςτο μεθυλεςτϋρα του 

ςιναπινικοϑ οξϋοσ (sinapinic acid methyl ester, MSA). Τυπικϊ παραδεύγματα 

ενζϑμων τησ κατηγορύασ αυτόσ εύναι η FAE-B του μϑκητα Penicillium 

funiculosum και η FAE-I απϐ το Neurospora crassa.  

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτον τϑπο C και D, 

παρουςιϊζουν ευρεύα εξειδύκευςη ςτην υδρϐλυςη των μεθυλεςτϋρων των 

υδροξυκινναμικών οξϋων (MFA, MCA, MSA, MpCA). Τα ϋνζυμα τϑπου C 

καλϑπτουν υδρολυτικϊ το ρϐλο των Α εςτεραςών, καθώσ επϊγονται ομούωσ 

κατϊ την ανϊπτυξη μυκότων ςε πολτϐ ςακχαρϐτευτλου, χωρύσ ϐμωσ να ϋχουν 

την ικανϐτητα να απελευθερώνουν διφερουλικϊ οξϋα. Οι εςτερϊςεσ απϐ τον 
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A. niger AnFaeB και απϐ τον Talaromyces stipitatus FAE-C ανόκουν ςτην ομϊδα 

αυτό, ενώ ο τϑποσ D περιλαμβϊνει τα ϋνζυμα EstA απϐ τον αναερϐβιο μϑκητα 

Piromyces equi και την εςτερϊςη D απϐ το πρωτεοβακτόριο Cellvibrio japonicus 

(πύνακασ 2.2).  

 

Πίνακασ 2.2: Κατηγοριοπούηςη των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ (Crepin et al., 

2004). 

 

Τγποσ 

εςτεράςησ του 

φερουλικογ οξέοσ 

Α Β C D 

Προτιμώμενο μέςο 

επαγωγήσ 

Πύτυρο 

ςύτου 

Πολτϐσ 

ζαχ/τευτλου 

Πολτϐσ ζαχ/τευτλου 

Πύτυρο ςύτου 

Πύτυρο 

ςύτου 

Υδρβλυςη 

μεθυλεςτέρων 

ΜFA 

MSA 

MpCA 

ΜFA 

MpCA 

MCA 

ΜFA 

MCA 

MSA 

MpCA 

ΜFA 

MSA 

MCA 

MpCA 

Απελευθέρωςη 

διφερουλικών 

οξέων 

NAI 

(5-5’) 
OXI OXI 

NAI 

(5-5’) 

Ομολογία 

πρωτοταγογσ 

αλληλουχίασ 

Λιπϊςεσ 

Eςτερϊςεσ του 

οξικοϑ οξϋοσ 

(οικογϋνεια 1) 

Εςτερϊςεσ του 

χλωρογενικοϑ 

οξϋοσ/ταννϊςεσ 

Ξυλανϊςεσ 

 

Το 2008 προτϊθηκε μια βελτιωμϋνη εκδοχό τησ παραπϊνω 

κατηγοριοπούηςησ, η οπούα βαςύςτηκε ςτη φυλογενετικό ανϊλυςη των μϋχρι 

τϐτε γνωςτών γονιδιωμϊτων (Benoit et al., 2008). Οι ερευνητϋσ χρηςιμοπούηςαν 

ειδικϊ προγρϊμματα και αλγϐριθμουσ Βιοπληροφορικόσ, ϐπωσ το BLASTP (Basic 

Local Alignment Search Tool Program, Altschul et al., 1997), το MUSCLE (Edgar 

2004a, b), το PhyML (Phylogenetic inferences using Maximum Likelihood, 

Guindon & Gascuel, 2003), το FastME (Fast Minimum Evolution, Desper & 

Gascuel, 2002), το PHYLIP (Phylogeny Inference Package, Felsenstein, 1989) το 

πρϐγραμμα γραφικών SEAVIEW (Galtier et al., 1996) και το ATV (A Tree Viewer, 

Zmasek & Eddy, 2001).  
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Εικβνα 2.1: Φυλογενετικϐ δϋνδρο των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ 

προϋκυψε απϐ το ςυνδυαςμϐ των προγραμμϊτων PhyML και FastME. Οι αριθμού 

ςυμβολύζουν τισ φυλογενετικϋσ αποςτϊςεισ των γονιδύων και ςτα δϑο κλαδογρϊμματα 

(ML_ME). Οι εςτερϊςεσ οι οπούεσ ϋχουν χαρακτηριςθεύ βιοχημικϊ παρουςιϊζονται με 

ϋντονα γρϊμματα. SF: subfamily-υποοικογϋνεια, AF: Aspergillus fumigatus, AN: 
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Aspergillus niger, AO: Aspergillus oryzae, AT: Aspergillus terreus, BF: Botryotinia 

fuckeliana (Botrytis cinerea), CC: Coprinopsis cinereus (Coprinus cinereus), CG: 

Chaetomium globosum, EN: Emericella nidulans (Aspergillus nidulans), GZ: Gibberella 

zeae (Fusarium greminearum), MaG: Magnaporthe grisea, MyG: Mycosphaerella 

graminicola (Septoria tritici), NC: Neurospora crassa, NH: Nectria haematococca 

(Fusarium solani), Orp: Orpinomyces sp PC-2, PE: Piromyces equi, PF: Penicillium 

funiculosum, Pir: Piromyces sp E2, PN: Phaeosphaeria nodorum (Stagonospora nodorum), 

TS: Talaromyces stipitatus (Benoit et al., 2008). 

 

Έπειτα απϐ μελϋτη και ςϑγκριςη των φυλογενετικών δϋνδρων που 

προϋκυψαν, δημιουργόθηκαν επτϊ υποκατηγορύεσ εςτεραςών (Subfamilies, 

SF1-7), οι οπούεσ περιεύχαν μϐνο τουσ πρώτουσ τρεισ τϑπουσ βιοχημικϊ 

χαρακτηριςμϋνων εςτεραςών (A, B, C), αποκλεύοντασ τα ϋνζυμα που 

ομαδοποιόθηκαν παλαιϐτερα ςτον τϑπο D (Crepin et al., 2004). Η υποοικογϋνεια 

SF7 περιϋχει την εςτερϊςη FaeA του A. niger, καθώσ και εςτερϊςεσ ϊλλων ειδών 

του ύδιου γϋνουσ. Στην κατηγορύα SF1 ανόκει η FaeB του A. niger και η FaeC του 

T. stipitatus, η οπούα ςχετύζεται και με την ομϊδα SF2, ενώ η SF7 

διαφοροποιεύται αρκετϊ απϐ ϐλεσ τισ υπϐλοιπεσ. Η διαφορϊ μεταξϑ των SF1 και 

SF2 εύναι φυλογενετικό παρϊ λειτουργικό, με την SF1 να περιϋχει τουσ 

ευρωτομϑκητεσ (Eurotiomycetes sp.) και την SF2 τουσ ςορδαριομϑκητεσ 

(Sordariomycetes sp.). Απϐ λειτουργικόσ ϊποψησ, εύναι πιθανϐ οι δϑο αυτϋσ 

ομϊδεσ να περιϋχουν παρϐμοιεσ ενεργϐτητεσ ενζϑμων, κϊτι που ιςχϑει επύςησ 

και για τισ πρωτεϏνεσ των μικροοργανιςμών M. grisea, N. haematococca, P. 

nodorum και M. graminicola, τα οπούα ταξινομοϑνται ςτον ύδιο κλϊδο με τισ SF1 

και SF2, χωρύσ ϐμωσ να κατηγοριοποιοϑνται ςε αυτϋσ. Τα όδη χαρακτηριςμϋνα 

μϋλη των διαφορετικών υποοικογενειών ϋχουν διαφορετικϋσ βιοχημικϋσ 

ιδιϐτητεσ, γεγονϐσ που υποδηλώνει ϐτι αυτϋσ οι υποοικογϋνειεσ μπορεύ ςτην 

πραγματικϐτητα να περιγρϊφουν διαφορετικϋσ ομϊδεσ εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ.  

Ο ςυγκεκριμϋνοσ τρϐποσ ταξινϐμηςησ χρόζει περαιτϋρω ανϊλυςησ και 

διαρκοϑσ ενημϋρωςησ, καθώσ τα δεδομϋνα τροποποιοϑνται καθημερινώσ, ενώ 

παρϊλληλα, νϋα ϋνζυμα απομονώνονται ςυνεχώσ και χαρακτηρύζονται ωσ προσ 

τισ βιοχημικϋσ και μοριακϋσ τουσ ιδιϐτητεσ. 

Πρϐςφατα, το 2011, προτϊθηκε απϐ τον ερευνητό Gupta D.B.R.K. Udatha 

ϋνα νϋο διαφορετικϐ ςϑςτημα ταξινϐμηςησ, το οπούο βαςύζεται ςτη ςϑνθετη 



Θεωρητικβ Μέροσ    

36 

 

υπολογιςτικό ανϊλυςη των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ με τη χρόςη 

φαρμακοφϐρων μοντϋλων (pharmacophore models) (Udatha et al., 2011, 

Industrial Biotechnology Group, Chalmers University of Technology, Gotemburg, 

Σουηδύα, http://faeclassification.webs.com/sequencesubmissionform.htm).  

 

Πίνακασ 2.3: Το προτεινϐμενο ςϑςτημα ταξινϐμηςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ των μυκότων, των βακτηρύων και των φυτών (Udatha et al., 2011). Συνολικϊ 324 

αλληλουχύεσ κατηγοριοποιόθηκαν ςε οικογϋνειεσ και ςε υποοικογϋνειεσ. 

 
Οικογένειεσ 
εςτεραςών 
του 
φερουλικογ 
οξέοσ (FEF) 

Αριθμβσ 
αλληλουχιών 

γονιδίων 

Υποοικογένειεσ Αριθμβσ 
αλληλουχιών 

γονιδίων 

Κατανομή των 
εςτεραςών του 

φερουλικογ οξέοσ 
(ΕΦΟ) τγπου 

A, B, C & D 

FEF 1 33 1A 26 - 

1B 7 - 

FEF 2 1 - 1 1 ΕΦΟ τϑπου D 

FEF 3 28 3A 24 - 

3B 3 - 

3C 1 - 

FEF 4 50 4A 35 3 ΕΦΟ τϑπου B 

4B 9 3 ΕΦΟ τϑπου C 

4C 4 - 

4D 2 1 ΕΦΟ τϑπου D 

FEF 5 14 5A 7 - 

5B 5 1 ΕΦΟ τϑπου B 

5C 2 - 

FEF 6 27 6A 11 1 ΕΦΟ τϑπου B 

6B 16 - 

FEF 7 47 7A 36 - 

7B 9 - 

7C 2 - 

FEF 8 33 8A 26 - 

8B 2 - 

8C 2 - 

8D 3 - 

FEF 9 16 9A 8 - 

9B 6 - 

9C 2 - 

FEF 10 23 10A 17 - 

10B 4 - 

10C 2 - 

FEF 11 28 11A 25 - 

11B 3 - 

FEF 12 24 12A 7 3 ΕΦΟ τϑπου A 

12B 17 1 ΕΦΟ τϑπου B 

 

Σϑμφωνα με το μοντϋλο αυτϐ, οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

ομαδοποιοϑνται ςε 12 διαφορετικϋσ οικογϋνειεσ (Ferulic Esterase Families, FEF1 

http://faeclassification.webs.com/sequencesubmissionform.htm
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ϋωσ FEF12), οι οπούεσ με τη ςειρϊ τουσ κατηγοριοποιοϑνται λεπτομερώσ ςε 

διϊφορεσ υποοικογϋνειεσ (A, B, C και D). Οι εςτερϊςεσ, οι οπούεσ εμπειρικϊ 

χαρακτηρύζονταν ωσ τϑπου Α-D (Crepin et al., 2004), ϋχουν τοποθετηθεύ ςε 

διαφορετικϋσ υποοικογϋνειεσ, με εξαύρεςη τισ τϑπου Β, οι οπούεσ χωρύζονται 

περαιτϋρω ανϊμεςα ςε τρεισ υποοικογϋνειεσ, γεγονϐσ που αποδεικνϑει την 

ϑψιςτη βιολογικό ςημαςύα του νϋου αυτοϑ ςυςτόματοσ. Το προτεινϐμενο 

μοντϋλο ταξινϐμηςησ ςε καμύα περύπτωςη δεν αντικροϑει τα όδη υπϊρχοντα 

ςυςτόματα ομαδοπούηςησ, αλλϊ διευρϑνει την υπϊρχουςα γνώςη και επιτρϋπει 

τη ςυςτηματικό κατανϐηςη του τρϐπου δρϊςησ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ και την ανακϊλυψη νϋων υποςτρωμϊτων δρϊςησ. 

 

2.3 Ποικιλομορφία των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ  

 

Έπειτα απϐ την in silico ανϊλυςη των αμινοξικών αλληλουχιών 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μϑκητεσ P. funiculosum, N. crassa, 

A. nidulans και P. equi, εςτεραςών οξικοϑ τησ ξυλϊνησ (acetyl xylan esterases, 

AXEs) απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ A. ficuum, A. niger, A. oryzae, A. awamori, 

Hypocrea jecorina, Penicillium aurantiogriseum, Penicillium purpurogenum και 

Volvariella volvacea και κουτιναςών (cutinases) απϐ τουσ μϑκητεσ A. oryzae, 

Fusarium solani και Orpinomyces sp. PC-2, προϋκυψε το κλαδϐγραμμα τησ 

εικϐνασ 2.2 (Koseki et al., 2009). 

Σϑμφωνα με το ακϐλουθο ςχόμα, οι αλληλουχύεσ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου Β, ϐπωσ εύναι αυτϋσ του μϑκητα N. crassa, Fae-1 

(CAC05587) και του P. funiculosum, FAEB (CAC14144), παρουςιϊζουν ομοιϐτητα 

με τισ εςτερϊςεσ του οξικοϑ τησ ξυλϊνησ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ V. volvacea 

(ABI63599), P. purpurogenum (AAM93261), A. niger (CAK46215), A. awamori 

(BAA13434), A. ficuum (AAK60128) και A. oryzae (BAD12626). Οι εςτερϊςεσ 

αυτϋσ ταξινομοϑνται ςτην οικογϋνεια 1 των εςτεραςών των υδατανθρϊκων 

(Carbohydrate Esterases, CE1), ςτο ειδικϐ διακομιςτό του διαδικτϑου CAZy 

(Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.cazy.org). Η εςτερϊςη FAEB του 

P. funiculosum, η Αxe1 του V. volvacea και η AXEI του P. purpurogenum 

παρουςιϊζουν ϐμοια δομοςτοιχειωτό αρχιτεκτονικό που αποτελεύται απϐ ϋνα 

αμινοτελικϐ καταλυτικϐ δομοςτοιχεύο, μια ςυνδετικό αλληλουχύα πλοϑςια ςτα 

http://www.cazy.org/
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αμινοξϋα ςερύνη και θρεονύνη και ϋνα καρβοξυτελικϐ ςτοιχεύο δϋςμευςησ 

υδατανθρϊκων τησ οικογϋνειασ 1.  

 

 

Εικβνα 2.2: Φυλογενετικϐ δϋνδρο των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, των 

εςτεραςών οξικοϑ τησ ξυλϊνησ (AXEs) και των κουτιναςών των μυκότων. 

Af: Aspergillus ficuum, An: Aspergillus niger, Ao: Aspergillus oryzae, 

Aw: Aspergillus awamori, Fs: Fusarium solani, Hj: Hypocrea jecorina, 

Nc: Neurospora crassa, Ori: Orpinomyces sp. PC-2, Pa: Penicillium aurantiogriseum, 

Pe: Piromyces equi, Pf: Penicillium funiculosum, Pp: Penicillium purpurogenum, 

Vv: Volvariella volvacea, AN: Aspergillus nidulans (Koseki et al., 2009). 

 

Απϐ την ϊλλη πλευρϊ, οι αλληλουχύεσ τησ AxeII του P. purpurogenum 

(AAC39371), τησ Axe του P. aurantiogriseum και τησ Axe1 του Hypocrea jecorina 

(CAA93247) εύναι ομϐλογεσ με τισ αλληλουχύεσ των κουτιναςών απϐ τουσ 

μϑκητεσ A. oryzae (BAE58548) και Fusarium solani (AAA33334) και ανόκουν 

ςτην οικογϋνεια 5 των εςτεραςών των υδατανθρϊκων (CE5). 

Τϋλοσ, οι αλληλουχύεσ των εςτεραςών FaeD του Ν. crassa (XP_330902), 

FAEA του P. funiculosum (CAC85738) και τησ AnFaeB απϐ τον A. nidulans 

(EAA62427), παρουςιϊζουν ομοιϐτητα με την αμινοξικό αλληλουχύα τησ EstΑ 

του Piromyces equi (Fillingham et al., 1999) η οπούα κατηγοριοποιεύται ςτον 

τϑπο D των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ. Οι εςτερϊςεσ FaeD του N. crassa, 
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FAEA του P. funiculosum, EstΑ του P. equi, FaeA του Orpinomyces sp PC-2 και η 

AnFaeB του A. nidulans, εντϊςςονται ςτην οικογϋνεια CE1. 

 

2.4 Μηχανιςμβσ υδρβλυςησ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Ο μηχανιςμϐσ υδρϐλυςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ 

ςτηρύζεται ςτη δρϊςη τησ τριϊδασ των αμινοξϋων Σερύνη-Ιςτιδύνη-Αςπαραγύνη, 

μιασ χαρακτηριςτικόσ αλληλουχύασ που ςυναντϊται ςτα ϋνζυμα αυτϊ (Schubot 

et al., 2001) και παρουςιϊζει μεγϊλη ομοιϐτητα με την υδρολυτικό δρϊςη των 

πρωτεαςών τησ ςερύνησ, των λιπαςών και ϊλλων εςτεραςών, η οπούα 

πραγματοποιεύται μϋςω ενϐσ ενδιϊμεςου ςυμπλϐκου, του ακυλο-ενζϑμου 

(Wong, 1995).  

Στο βόμα τησ ακυλύωςησ, μετϊ τη δϋςμευςη του υποςτρώματοσ, η ςερύνη 

ενεργοποιεύται απϐ την ιςτιδύνη γεγονϐσ που επιτρϋπει την πυρηνϐφιλη επύθεςη 

ςτο ϊτομο ϊνθρακα του καρβονυλύου του υποςτρώματοσ. Το τετραεδρικϐ 

ενδιϊμεςο που προκϑπτει ςταθεροποιεύται μϋςω δεςμών υδρογϐνου με δϑο 

ομϊδεσ ΝΗ των αμινοξϋων που αποτελοϑν την οξυανιονικό οπό. Ο ςχηματιςμϐσ 

ενϐσ δεϑτερου ενδιϊμεςου, του ακυλο-ενζϑμου, πραγματοποιεύται με τη 

μεταφορϊ ενϐσ πρωτονύου απϐ την ιςτιδύνη ςτο ςχηματιζϐμενο αλκοολικϐ 

ςυςτατικϐ του υποςτρώματοσ. 

Στο βόμα τησ αποακυλύωςησ, η πυρηνϐφιλη προςβολό ςτον ϊνθρακα του 

καρβονυλύου προκαλεύται απϐ ϋνα μϐριο νεροϑ, το οπούο ενεργοποιεύται απϐ τη 

μονϊδα τησ ιςτιδύνησ, οδηγώντασ ςτο ςχηματιςμϐ ενϐσ δεϑτερου τετραεδρικοϑ 

ενδιαμϋςου. Στη ςυνϋχεια, η ιςτιδύνη καταλϑει την προςθόκη ενϐσ πρωτονύου 

ςτη ςερύνη προκαλώντασ αποικοδϐμηςη του ενδιαμϋςου και απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ (εικϐνα 2.3). 

Η ςυνολικό ςυνειςφορϊ των δεςμών υδρογϐνου ςτη ςταθεροπούηςη τησ 

κατανομόσ του φορτύου και τησ ενϋργειασ αναγωγόσ μπορεύ να φτϊςει τα 

14 kcal/mol για τισ πρωτεϊςεσ ςερύνησ (Dagget et al., 1991, Warshel & Russel, 

1986, Warshel et al., 1989).  
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Εικβνα 2.3: Ο προτεινϐμενοσ μηχανιςμϐσ υδρολϑςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ (R1: υδατϊνθρακασ, R2: φαινολικϐ οξϑ). Η αρύθμηςη των αμινοξϋων τησ 

καταλυτικόσ τριϊδασ και τησ οξυανιονικόσ οπόσ βαςύςτηκε ςτην εςτερϊςη του 

φερουλικοϑ οξϋοσ AnFaeA του A. niger (Wong et al., 2006).  

 

2.5 υνεργιςμβσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ με άλλα ένζυμα 

 

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ δρουν ςυνεργιςτικϊ με ϊλλα ϋνζυμα, 

ϐπωσ ημικυτταρινϊςεσ και πηκτινϊςεσ, για τη βελτιςτοπούηςη τησ 

αποικοδϐμηςησ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών (Brezillon et al., 1996). 

Μια ετερογενόσ ομϊδα ενζϑμων, β-ξυλοζιδαςών, α-αραβινοφουρανοζιδαςών, 

ενδοξυλαναςών και εςτεραςών, εμπλϋκονται ςτη διϊςπαςη τησ αραβινοξυλϊνησ 

(Coughlan et al., 1996). Οι ενδο-1,4-D-ξυλανϊςεσ αποικοδομοϑν ςε τυχαύα 

ςημεύα την κϑρια αλυςύδα τησ ξυλϊνησ, οι β-D-ξυλοζιδϊςεσ διαςποϑν τα 

μονομερό τησ ξυλϐζησ απϐ τα μη-αναγωγικϊ ϊκρα των ξυλο-ολιγοςακχαριτών 

και τησ ξυλοβιϐζησ, ενώ η απομϊκρυνςη των πλευρικών ομϊδων τησ δομόσ 

καταλϑεται απϐ τισ α-L-αραβινοφουρανοζιδϊςεσ, τισ α-D-γλουκουρονιδϊςεσ, τισ 

εςτερϊςεσ του οξικοϑ τησ ξυλϊνησ και τισ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ. 

Έτςι, μια αμοιβαύα ςυνεργιςτικό αλληλεπύδραςη ςυντελεύται κατϊ τη διϊςπαςη 

τησ φυτικόσ βιομϊζασ απϐ τισ ξυλανϊςεσ ςε τμόματα μικρϐτερου μοριακοϑ 
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βϊρουσ, τα οπούα αποτελοϑν ιδανικϐ υπϐςτρωμα για τη δρϊςη των εςτεραςών. 

Οι εςτερϊςεσ με τη ςειρϊ τουσ βοηθοϑν ςτην απελευθϋρωςη των φαινολικών 

ομϊδων, διευκολϑνοντασ την προςβαςιμϐτητα των ξυλαναςών ςτην κϑρια 

αλυςύδα τησ ξυλϊνησ (Bartolome et al., 1995).  

Αυτοϑ του εύδουσ ο ετεροςυνεργιςμϐσ, ο οπούοσ παρατηρεύται μεταξϑ 

των ενζϑμων τησ κϑριασ αλυςύδασ τησ ξυλϊνησ και των βοηθητικών ενζϑμων, 

ϋχει αναλυθεύ εκτενώσ ςτο παρελθϐν μεταξϑ των εςτεραςών του φερουλικοϑ 

και των ξυλαναςών ςε ςυςτόματα μυκότων, ϐπωσ του Schizophyllum commune 

(Mac Kenzie & Bilous, 1988), του Streptomyces olivochromogenes (Faulds & 

Williamson, 1991), του A. awamori (McCrae et al., 1994) και του Pseudomonas 

fluorescens (Faulds et al., 1994). Επιπλϋον, ϋχει μελετηθεύ η ςυνεργιςτικό δρϊςη 

μεταξϑ ενζϑμων που προϋρχονται απϐ διαφορετικοϑσ μικροοργανιςμοϑσ, ϐπωσ 

η περύπτωςη τησ εςτερϊςησ FAE-III του A. niger και τησ ξυλανϊςησ του 

Trichoderma viride (Faulds & Williamson, 1994) και η περύπτωςη των δϑο 

μικροβιακών ενδο-β-1,4-ξυλαναςών απϐ το μικροοργανιςμϐ Thermoascus 

aurantiacus (οικογϋνεια 10) και το Sporotrichum thermophile (οικογϋνεια 11) 

αντύςτοιχα, και τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFAE-II, απϐ το μϑκητα 

Fusarium oxysporum (Vardakou et al., 2004). 

Η προϋλευςη και ο τϑποσ τησ κϊθε ξυλανϊςησ καθορύζει ϊμεςα την 

απϐδοςη τησ παραγωγόσ φερουλικοϑ ό διφερουλικοϑ οξϋοσ. Οι ξυλανϊςεσ τησ 

ομϊδασ 11 βρϋθηκε ϐτι εύναι πιο αποτελεςματικϋσ ςτην απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ, ενώ οι ξυλανϊςεσ που ανόκουν ςτην ομϊδα 10 κατϊ τη 

ςυνεργιςτικό τουσ δρϊςη με εςτερϊςεσ οδηγοϑν ςτην παραγωγό μορύων 

διφερουλικοϑ οξϋοσ (Faulds et al., 2003). Για παρϊδειγμα, η επώαςη φυτικόσ 

βιομϊζασ απϐ ςύτο και κριθϊρι παρουςύα εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, εύτε 

απϐ το μϑκητα A. niger (FAE-III), εύτε απϐ το βακτόριο P. fluorescens (XylD), εύχε 

ςαν αποτϋλεςμα την απελευθϋρωςη διμερών (5-5’ diFA) φερουλικοϑ οξϋοσ, 

κατϐπιν επεξεργαςύασ του υποςτρώματοσ με ξυλανϊςεσ απϐ τουσ 

μικροοργανιςμοϑσ A. niger, P. fluorescens και T. viride (Bartolome et al., 1997). 

Στην αποικοδϐμηςη τησ πηκτύνησ απϐ ςακχαρϐτευτλα, η υδρϐλυςη 

επηρεϊζεται απϐ την προςθόκη ενδοπηκτικόσ λυϊςησ και ϐχι απϐ την παρουςύα 

ϊλλων βοηθητικών ενζϑμων (de Vries et al., 1997, 2000). Η εςτερϊςη του 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τον A. niger (AnFaeB), απελευθερώνει ποςοςτϐ 
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μικρϐτερο του 1% του ςυνϐλου των φερουλικών ομϊδων που υπϊρχουν ςτον 

πολτϐ απϐ ςακχαρϐτευτλο. Με την προςθόκη μεύγματοσ ενδο-αραβινανϊςησ και 

α-L-αραβινοφουρανοζιδϊςησ, η απελευθϋρωςη του φερουλικοϑ οξϋοσ αυξϊνεται 

δώδεκα φορϋσ. Το γεγονϐσ αυτϐ αποδεικνϑει τη ςυνεργιςτικό δρϊςη μεταξϑ των 

αραβινανϊςων και των αραβινοφουρανοζιδαςών, οι οπούεσ ϐταν ενεργοϑν 

μϐνεσ τουσ αποδύδουν μϐλισ 5,7% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ (Kroon & 

Williamson, 1996). 

 

2.6 Πρωτεΰνική Μηχανική των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Πολλϊ μικροβιακϊ ϋνζυμα που εμπλϋκονται ςτην αποικοδϐμηςη του 

κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών εύναι δομοςτοιχειωτϊ και αποτελοϑνται 

απϐ ϋνα καταλυτικϐ κϋντρο το οπούο βρύςκεται ομοιοπολικϊ ενωμϋνο με ϋνα μη 

καταλυτικϐ δομικϐ ςτοιχεύο δϋςμευςησ υδατανθρϊκων (Carbohydrate Binding 

Module, CBM). Ωσ ςτοιχεύο δϋςμευςησ υδατανθρϊκων ορύζεται η ςυνεχόσ 

αμινοξικό αλληλουχύα που εντοπύζεται ςε ϋνα ενεργϐ ϋναντι των υδατανθρϊκων 

ϋνζυμο, η οπούα περιϋχει μια διακριτό αναδύπλωςη με ενεργϐτητα δϋςμευςησ 

υδατανθρϊκων (Boraston et al., 1998).  

Ανϊμεςα ςτισ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που ϋχουν απομονωθεύ 

μεχρι ςόμερα η εςτερϊςη τϑπου Β, FAEB, απϐ το μικροοργανιςμϐ P. funiculosum, 

η οπούα ανόκει ςτην υποοικογϋνεια SF6, καθώσ και η EstA απϐ τον P. equi 

(τϑπου D) εύναι δομοςτοιχειωτϊ ϋνζυμα (Crepin et al., 2003a, 2003b, Kroon et 

al., 2000, Fillingham et al., 1999). Συγκεκριμϋνα, η πρώτη αποτελεύται απϐ μια 

αμινοτελικό καταλυτικό περιοχό 276 αμινοξϋων και απϐ ϋνα καρβοξυτελικϐ 

δομικϐ ςτοιχεύο δϋςμευςησ υδατανθρϊκων (39 αμινοξϋα), ειδικϐ για τη 

δϋςμευςη τησ κυτταρύνησ.  

Έχουν, επύςησ, απομονωθεύ εςτερϊςεσ οι οπούεσ αποτελοϑν τμόματα 

πολλαπλών πρωτεώνικών δομών, ϐπωσ εύναι τα κυτταρινοςώματα 

(cellulosomes, Blum et al., 2000). Ένα χιμαιρικϐ ϋνζυμο που ςυνδϋει την 

εςτερϊςη τϑπου A (FAEA) του μϑκητα A. niger με ϋνα τμόμα του 

κυτταρινοςώματοσ του βακτηρύου C. thermocellum που ονομϊζεται dockerin και 

εύναι υπεϑθυνο για τη ςωςτό ευθυγρϊμμιςη του ικριώματοσ, παρϊχθηκε 

ετερϐλογα ςε καλλιϋργεια του A. niger και χαρακτηρύςθηκε επιτυχώσ (Levasseur 
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et al., 2004b). Επιπλϋον, προηγοϑμενεσ μελϋτεσ αναφϋρουν ϐτι χιμαιρικϊ ϋνζυμα 

καταςκευϊςτηκαν, ςτην πρώτη περύπτωςη, με ςυνϋνωςη τησ FAEA με την 

ενδοξυλανϊςη B (XYNB) και με ϋνα CBM μιασ κελλοβιοϒδρολϊςησ (οικογϋνειασ 

1) του μϑκητα A. niger και ςτη δεϑτερη περύπτωςη, με ϋνωςη μιασ FAEA με την 

πρωτεϏνη swollenin απϐ το μϑκητα Trichoderma reesei (Levasseur et al., 2005, 

2006). Πρϐςφατα, ςχεδιϊςτηκε ϋνα ενζυμικϐ ςϑμπλεγμα (AwFaeA-CBM42), το 

οπούο περιλαμβϊνει την εςτερϊςη τϑπου Α απϐ τον μϑκητα A. awamori 

(AwFaeA) και το ςτοιχεύο δϋςμευςησ υδατανθρϊκων τησ οικογϋνειασ 42 

(AkCBM42) απϐ μύα α-L-αραβινοφουρανοζιδϊςη τησ οικογϋνειασ 54 των 

γλυκοζιδικών υδρολαςών (Koseki et al., 2010).  

Η δημιουργύα χιμαιρικών ενζϑμων ςυντελεύ ςτην ενύςχυςη τησ 

ςυνεργιςτικόσ τουσ δρϊςησ. Το ςυμπϋραςμα αυτϐ εξόχθη κατϐπιν ςϑγκριςησ 

των αποτελεςμϊτων που προϋκυψαν απϐ την υδρϐλυςη του αποαμυλωμϋνου 

πύτυρου ςύτου και αραβοςύτου, τϐςο απϐ τισ χιμαιρικϋσ, ϐςο και απϐ τισ 

ελεϑθερεσ μορφϋσ των ενζϑμων. Ειδικϐτερα, ςτην περύπτωςη του ςυμπλϋγματοσ 

AwFaeA-CBM42, η απελευθϋρωςη του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ την 

αραβινοξυλϊνη αυξόθηκε κατϊ τϋςςερισ φορϋσ, ςε ςϑγκριςη με τη δρϊςη του 

μονοενζϑμου AwFaeA. 

 

2.7 Κρυςταλλική Δομή των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Μϋχρι ςόμερα, ςχετικϊ λύγεσ μελϋτεσ ϋχουν διεξαχθεύ για τη διαλεϑκανςη 

τησ ςχϋςησ μεταξϑ τησ δομόσ και τησ λειτουργύασ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ. Οι κρυςταλλικϋσ δομϋσ που ϋχουν βρεθεύ και ϋχουν 

καταχωρηθεύ ςτην βϊςη δεδομϋνων Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics Protein Databank (RCSB PDB, http://www.rcsb.org ό 

http://www.pdb.org), ανόκουν ςτισ εςτερϊςεσ AnFaeA/FAE-III απϐ τον A. niger 

(Hermoso et al., 2004, McAuley et al., 2004), XynY (Prates et al., 2001) και XynZ 

(Schubot et al., 2001), απϐ τισ κυτταροςωμικϋσ πρωτεϏνεσ του C. thermocellum 

και Est1E απϐ το Butyribivrio proteoclasticus (Goldstone et al., 2010) (Πύνακασ 

2.4). Τα ϋνζυμα αυτϊ ανόκουν ςτην υπεροικογϋνεια των πρωτεώνών που 

ακολουθοϑν τον τϑπο αναδύπλωςησ α/β υδρολϊςησ (Nardini & Dijkstra, 1999), 

διαθϋτοντασ την καταλυτικό τριϊδα Σερύνησ-Αςπαραγύνησ-Ιςτιδύνησ ό Σερύνησ-

http://www.rcsb.org/
http://www.pdb.org/
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Γλουταμικοϑ οξϋοσ-Ιςτιδύνησ. 

Οι ανενεργϋσ μορφϋσ των εςτεραςών του C. thermocellum ϋχουν 

ςυγκρυςταλλωθεύ με ελεϑθερο φερουλικϐ οξϑ ό με φερουλοποιημϋνουσ 

ολιγοςακχαρύτεσ (φερουλοποιημϋνοσ αραβινο-ξυλοδιςακχαρύτησ, FAX2 και 

φερουλοποιημϋνοσ αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτησ, FAX3) για τη διερεϑνηςη τησ 

δομόσ του ενεργοϑ κϋντρου και των ςημεύων δϋςμευςησ των υποςτρωμϊτων. 

Στην περύπτωςη τησ εςτερϊςησ XynZ, καθορύςτηκε με επιτυχύα μϐνο το 

υδρϐφοβο τμόμα του ενεργοϑ κϋντρου, ςτο οπούο οφεύλεται η δϋςμευςη του 

φερουλικοϑ οξϋοσ και ϐχι το υδρϐφιλο ςημεύο δϋςμευςησ του ςακχϊρου 

(Schubot et al., 2001). Η καταλυτικό τριϊδα του ενζϑμου αποτελεύται απϐ μύα 

ςερύνη ςτη θϋςη 954, μύα αςπαραγύνη ςτη θϋςη 1018 και μύα ιςτιδύνη ςτη θϋςη 

1058. 

Η κρυςταλλικό δομό τησ AnFaeA απϐ τον A. niger, η ϋκφραςη τησ οπούασ 

ρυθμύζεται απϐ το μεταγραφικϐ ενεργοποιητό XlnR, ϋχει «λυθεύ» επιτυχώσ 

(Bourne et al., 2004). Ο ςυγκεκριμϋνοσ μεταγραφικϐσ ρυθμιςτόσ δεν ελϋγχει 

μϐνο την ϋκφραςη των εξωκυτταρικών κυτταρινολυτικών και ξυλανολυτικών 

ενζϑμων που αποικοδομοϑν τισ αλυςύδεσ κυτταρύνησ και ξυλϊνησ, αλλϊ και 

βοηθητικών-δευτερευϐντων ενζϑμων, ϐπωσ των εςτεραςών του οξικοϑ τησ 

ξυλϊνησ και των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ (van Peiji et al., 1998a, 

1998b). Παρουςιϊζει τη χαρακτηριςτικό δομό α/β υδρολϊςησ, ελαφρώσ ϐμωσ 

διαφορετικό απϐ εκεύνη των εςτεραςών XynY και XynZ, αλλϊ παρϐμοια με 

εκεύνη των λιπαςών τησ οικογϋνειασ Rhizomucor miehei. Έπειτα απο πειρϊματα 

μεταλλαξιγϋνεςησ, βρϋθηκε οτι η καταλυτικό τριϊδα τησ AnFaeA αποτελεύται 

απϐ μύα ςερύνη ςτη θϋςη 133, μύα ιςτιδύνη ςτη θϋςη 247 και μύα αςπαραγύνη ςτη 

θϋςη 194. 

Το ενεργϐ κϋντρο τησ Est1E του βακτηρύου Butyribivrio proteoclasticus 

εντοπύζεται ςτην εςοχό του καρβοξυτελικοϑ ϊκρου τησ αλυςύδασ β5 και 

ςηματοδοτεύται ςε κϊθε μονομερϋσ απϐ την παρουςύα ενϐσ μορύου φωςφορικοϑ 

ϊλατοσ. Η ςυντηρημϋνη καταλυτικό τριϊδα ςχηματύζεται απϐ τη ςερύνη ςτη 

θϋςη 105, την Ιςτιδύνη ςτη 225 και την Αςπαραγύνη ςτη θϋςη 197.  

Η μελϋτη τησ δϋςμευςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ πϊνω ςτισ παραπϊνω 

εςτερϊςεσ απϋδειξε ϐτι υπϊρχει ϋνα παρϐμοιο μοτύβο, το οπούο ςυναντϊται και 

ςτισ τρεισ περιπτώςεισ. Αναλυτικϐτερα, ςτισ εςτερϊςεσ Est1E και XynZ το 
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φερουλικϐ οξϑ φαύνεται να δεςμεϑεται, με τον ύδιο τρϐπο, ςτο μονομερϋσ Β, ενώ 

ςτισ υπϐλοιπεσ δομϋσ εντοπύζεται γειτονικϊ του ενεργοϑ κϋντρου, με το 

καρβοξυτελικϐ ϊκρο να μη ςυντϊςςεται ςτην οξυανιονικό οπό. Σε καμύα απϐ 

αυτϋσ τισ δομϋσ δεν παρατηρεύται παρϐμοια δϋςμευςη του φερουλικοϑ οξϋοσ με 

αυτό που διαπιςτώθηκε ςτο μονομερϋσ Α τησ Est1E. 

 

Πίνακασ 2.4: Κρυςταλλικϋσ δομϋσ εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ που ϋχουν βρεθεύ 

και ϋχουν καταχωρηθεύ ςτην βϊςη δεδομϋνων Research Collaboratory for Structural 

Bioinformatics Protein Databank. 
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Βιβλιογραφία 

1JJF Clostridium 

thermocellum 

 

1,75 268 Α Schubot et al., 

2001 

1JT2 Clostridium 

thermocellum 

 

1,80 268 A Schubot et al., 

2001 

1GKK Clostridium 

thermocellum 

 

1,60 297 A 

B 

Prates et al., 

2001 

1GKL Clostridium 

thermocellum 

 

1,40 297 A 

B 

Prates et al., 

2001 
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1WB4 Clostridium 

thermocellum 

 

1,40 297 A 

B 

Tarbouriech et 

al., 2005 

 

1WB5 Clostridium 

thermocellum 

 

1,40 297 A 

B 

Tarbouriech et 

al., 2005 

 

1WB6 Clostridium 

thermocellum 

 

1,40 297 A 

B 

Tarbouriech et 

al., 2005 

 

1USW Aspergillus niger 

 

2,50 260 A Hermoso et al., 

2004 

1UWC Aspergillus niger 

 

1,08 261 A 

B 

Mcauley et al., 

2004 

1UZA Aspergillus niger 

 

1,50 261 A 

B 

Mcauley et al., 

2004 
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2BJH Aspergillus niger 

 

2,54 260 A 

B 

C 

Faulds et al., 

2005 

2IX9 Aspergillus niger 

 

1,70 260 A 

B 

Benoit et al., 

2006 

2HL6 Aspergillus niger 

 

1,55 260 A 

B 

Benoit et al., 

2006 

2WTM Butyrivibrio 

proteoclasticus 

 

1,50 251 A 

B 

C 

D 

Goldstone et 

al., 2010 

2WTN Butyrivibrio 

proteoclasticus 

 

2,10 251 A 

B 

Goldstone et 

al., 2010 

 

2.8 Μοριακή ανάλυςη των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Όπωσ, αναφϋρθηκε ςτην παρϊγραφο 2.1, η πρώτη απομϐνωςη 

εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ μικροοργανιςμϐ, πραγματοποιόθηκε ςτισ 

αρχϋσ του ’90 (Faulds & Williamson, 1991, Tenkanen, 1991), ενώ χρειϊςτηκαν 

ϋξι χρϐνια για να δημοςιευθεύ για πρώτη φορϊ η κλωνοπούηςη ενϐσ γονιδύου, το 

οπούο κωδικοποιοϑςε για μια εςτερϊςη τϑπου Α απϐ τουσ μϑκητεσ A. niger και 
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Α. tubingensis (de Vries et al., 1997). Απϐ το 1997, περιςςϐτερεσ απϐ 20 

εςτερϊςεσ ϋχουν απομονωθεύ με τη βοόθεια εργαλεύων μοριακόσ βιολογύασ και 

ϋχουν χαρακτηριςθεύ βιοχημικϊ, μοριακϊ και φυλογενετικϊ. 

Στον πύνακα 2.5 παρουςιϊζονται ςτην πλειοψηφύα τουσ, οι εςτερϊςεσ 

που απομονώθηκαν με μοριακϐ τρϐπο απϐ μϑκητεσ και βακτόρια και 

καταγραφόκαν ςτη βϊςη δεδομϋνων GenBank του Κϋντρου Πληροφοριών ςε 

Θϋματα Βιοτεχνολογύασ των Η.Π.Α. (National Centre for Biotechnology 

Information, NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Οι πιθανϋσ θϋςεισ Ν-

γλυκοζυλύωςησ (μετα-μεταφραςτικό τροποπούηςη που πραγματοποιεύται με 

την προςθόκη ολιγοςακχαρύτη ςε κατϊλοιπο αςπαραγύνησ) υπολογύςτηκαν για 

την κϊθε αλληλουχύα, με τη βοόθεια του αλγορύθμου NetNGlyc 1.0 

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc, Gupta et al., 2004), ενώ το μόκοσ 

των γονιδύων και οι θεωρητικϋσ τιμϋσ των ιςοηλεκτρικών ςημεύων και των 

μοριακών τουσ βαρών πραγματοποιόθηκαν με το πρϐγραμμα ProtParam μϋςω 

του διακομιςτό ExPASy (Gasteiger et al., 2005, Expert Protein Analysis System, 

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). 

Σϑμφωνα με τον ακϐλουθο πύνακα, το προβλεπϐμενο μόκοσ των 

αλληλουχιών των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ κυμαύνεται απϐ 140 ϋωσ 

540 αμινοξϋα, ενώ ο μϋςοσ ϐροσ βρύςκεται ςτα 350 αμινοξϋα. Οι θεωρητικϋσ 

τιμϋσ του ιςοηλεκτρικοϑ ςημεύου των ενζϑμων αυτών υπολογύζονται απϐ 4,0 

ϋωσ 9,0 και του μοριακοϑ τουσ βϊρουσ απϐ 16,0 ϋωσ 59,0 kDa, περύπου. Για τισ 

δομοςτοιχειωτϋσ πρωτεϏνεσ οι τιμϋσ των μοριακών βαρών ανϋρχονται ςτα 120 

kDa. Έπειτα απϐ επεξεργαςύα των αμινοξικών αλληλουχιών με το πρϐγραμμα 

NetNGlyc 1.0, προϋκυψε ϐτι τα πιθανϊ ςημεύα Ν-γλυκοζυλύωςησ των εςτεραςών 

των ευκαρυωτικών οργανιςμών υπολογύζονται απϐ μηδϋν ϋωσ 10, ενώ ςε 

κϊποιεσ περιπτώςεισ ενδεχομϋνωσ να φτϊνουν και τα 14 ςε αριθμϐ. Στα 

βακτόρια, λϐγω τησ απουςύασ μετα-μεταφραςτικών τροποποιόςεων, δεν 

παρατηροϑνται γλυκοζυλιωμϋνεσ πρωτεϏνεσ, εκτϐσ απϐ κϊποιεσ εξαιρϋςεισ, 

ϐπωσ εύναι τα παθογϐνα βακτόρια Campylobacter jejuni και Cambylobacter coli 

(Doig et al., 1996, Guerry et al., 1996). 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc
http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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Πίνακασ 2.5: Βαςικϊ χαρακτηριςτικϊ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ που ϋχουν 

κλωνοποιηθεύ ϋωσ ςόμερα.  

 

Μικροοργανιςμβσ 
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Βιβλιογραφία 

pI 
MW 

(kDa) 

Aspergillus awamori 1 281 4,59 30,4 BAA92937 
Koseki et al., 1998 
Koseki et al., 2005 

Aspergillus nidulans 5 527 4,73 58,1 EAA63948 Shin & Chen, 2007 

Aspergillus niger 1 281 433 30,5 CAA70510 
de Vries et al., 1997  

Faulds & Williamson, 
1993 

Aspergillus niger 12 521 5,06 57,1 CAC83933 
Kroon et al., 1996  

de Vries et al., 2002 
Levasseur et al., 2004 

Aspergillus oryzae 10 540 4,99 58,4 BAE56626 Koseki et al., 2009 
Aspergillus oryzae 10 526 5,61 57,7 BAE57089 Koseki et al., 2009 

Aspergillus 
tubingensis 

1 280 4,47 30,5 CAA70511 
de Vries et al., 1997  

Faulds & Williamson, 
1993 

Butyrivibrio* 
fibrisolvents 

- 246 5,13 27,1 AAC44493 Dalrymple et al., 1996 

Butyrivibrio 
fibrisolvents* 

- 142 9,04 16,1 AAB57775 
Dalrymple & 

Swadling, 1997 

Cellvibrio japonicus* - 583 8,69 60,6** CAA41727 
Ferreira et al., 1993  

DeBoy et al., 2008 
Clostridium 
thermocellum* 

- 837 5,56 92,2** AAA23286 Blum et al., 2000 

Clostridium 
thermocellum* 

- 1077 5,34 119,7** CAA58242 Blum et al., 2000 

Neurospora crassa 1 292 8,47 31,0 CAC05587 Crepin et al., 2003a 
Orpinomyces sp. PC-2 1 530 5,06 59,0 AAF70241 Blum et al., 2000 
Penicillium 
chrysogenum 

6 527 5,44 57,7 BAE44304 Sakamoto et al., 2005 

Penicillium 
funiculosum 

2 353 5,23 37,3** CAC14144 Kroon et al, 2000 

Piromyces equi 0 536 4,38 55,5** AAD45376 Fillingham et al., 1999 
Prevotella 
ruminicola* 

- 726 7,90 82,2** ACN78954 Dodd et al., 2009 

Pseydoalteromonas 
haloplanktis* 

- 280 5,70 30,8 CAI86460 
Aurilia et al., 2007, 
Aurilia et al., 2010 

Talaromyces 
stipitatus* 

10 530 4,81 58,0 CAD44531 
Garcia-Conesa et al., 

2004  
Crepin et al., 2003b 

Thermotoga 
maritima* 

- 395 5,07 44,7 AAD35127 Levisson et al., 2009 

*Οι πρωτεϏνεσ των βακτηρύων δεν υφύςτανται γλυκοζυλύωςη, εκτϐσ απϐ κϊποιεσ εξαιρϋςεισ. 
**Μοριακϐ βϊροσ δομοςτοιχειωτών πρωτεώνών. 
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2.8.1 Μοριακή ανάλυςη των τεςςάρων τγπων των εςτεραςών του 

φερουλικογ οξέοσ (A, B, C, D) 

 

Το χαρακτηριςτικϐ ςυντηρημϋνο μοτύβο τησ οικογϋνειασ των εςτεραςών 

τησ ςερύνησ [G-X-S-X-G] (Brenner, 1988, Dodson & Wlodawer, 1998), και κατ’ 

επϋκταςη των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, αποτελεύται απϐ πϋντε 

πεπτύδια:  

α) μια ςερίνη (S), η οπούα ςυμμετϋχει ςτο ενεργϐ κϋντρο του ενζϑμου και 

ςυναντϊται ςτη μϋςη του πενταπεπτιδύου,  

β) δϑο οποιαδήποτε αμινοξϋα (X), τα οπούα «πλαιςιώνουν» τη ςερύνη 

και διαφοροποιοϑνται ςε κϊθε ϋνζυμο και απϐ 

γ) δϑο γλυκίνεσ (G) που εντοπύζονται ςτα δϑο ϊκρα του μοτύβου 

εκατϋρωθεν των δϑο αμινοξϋων Χ. 

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ προαναφϋρθηκε ςτην 

παρϊγραφο 2.2, ομαδοποιόθηκαν το 2004 (Crepin et al., 2004) ςε τϋςςερισ 

τϑπουσ ςϑμφωνα με την εξειδύκευςη που παρουςιϊζουν ωσ προσ το υπϐςτρωμα 

και με βϊςη την πιθανό ομολογύα τησ πρωτοταγοϑσ τουσ δομόσ.  

Οι εςτερϊςεσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ A. niger, A. tubingensis και 

Α. awamori (Genbank: CAA70510, CAA70511, BAA92937, αντύςτοιχα), 

χαρακτηρύςθηκαν επιτυχώσ και ταξινομόθηκαν ςτον τϑπο Α. Τα εν λϐγω 

πρωτεώνικϊ μϐρια απϐ τουσ A. niger και A. tubingensis αποτελοϑνται απϐ 281 και 

280 αμινοξϋα, αντύςτοιχα, ϋχουν παρϐμοιο υποθετικϐ μοριακϐ βϊροσ και 

παρουςιϊζουν 92% ομολογύα και 96% ομοιϐτητα μεταξϑ τουσ. Η 

ηλεκτροφϐρηςη SDS-PAGE, ϋδειξε ϐτι το μοριακϐ τουσ βϊροσ κυμαύνεται ςτα 

36 kDa, υποδηλώνοντασ ϐτι και τα δϑο ϋνζυμα εύναι γλυκοζυλιωμϋνα. Η FaeA 

του μϑκητα Α. awamori αποτελεύται απϐ 281 αμινοξϋα, ενώ εμφανύζει 91% 

ομολογύα με την εςτερϊςη του A. niger. Μϊλιςτα, ςτα ϋνζυμα αυτϊ παρατηρεύται 

μια ςυντηρημϋνη ακολουθύα, η οπούα καταλαμβϊνει 16 αμινοξϋα 

(ALTVTGHSLGASLAAL), γεγονϐσ που δεύχνει ϐτι η περιοχό γϑρω απϐ το μοτύβο 

του ενεργοϑ κϋντρου πιθανϐτατα παύζει πολϑ ςημαντικϐ ρϐλο ςτην εξειδύκευςη 

του υποςτρώματοσ. Οι τρεισ αυτϋσ εςτερϊςεσ εύναι 36% ομϐλογεσ με γονιδιακϋσ 

αλληλουχύεσ διαφϐρων λιπαςών, ςυμπεριλαμβανομϋνων των λιπαςών απϐ τουσ 

μικροοργανιςμοϑσ R. miehei, R. delemar, Penicillium camembertii και Humicola 
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lanuginosa, ενώ μοιρϊζονται μια ςυντηρημϋνη περιοχό επτϊ πεπτιδύων 

(VTGHSLG), η οπούα εμπεριϋχει το κλαςικϐ μοτύβο των εςτεραςών τϑπου Α (G-

H-S-L-G) και κατ’ επϋκταςη του ενεργοϑ κϋντρου των εςτεραςών τησ ςερύνησ 

(G-X-S-X-G).  

Στισ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου Β ανόκουν οι Fae-1 απϐ το 

N. crassa (CAC05587) και η FAE-B απϐ το P. funiculosum (CAC14144). Η 

πρωτεϏνη του N. crassa αποτελεύται απϐ 292 αμινοξϋα, ενώ το μοριακϐ τησ 

βϊροσ, ϐπωσ προϋκυψε ϋπειτα απϐ ηλεκτροφϐρηςη SDS-PAGE, εύναι 6 kDa 

υψηλϐτερο απϐ το εκτιμώμενο, μια αϑξηςη που οφεύλεται πιθανϐτατα ςτην 

παρουςύα γλυκοζυλύωςησ. Η ϑπαρξη Ν-γλυκοζυλιωμϋνησ θϋςησ επιβεβαιώθηκε 

και με την τεχνικό τησ Φαςματομετρύασ Μϊζασ με Ηλεκτροψεκαςμϐ Ιονιςμοϑ 

(Electrospray Ionization-Mass Spectrometry), ϐπου το μοριακϐ βϊροσ μετρόθηκε 

ςτα 35 kDa. Η αμινοξικό αλληλουχύα τησ εςτερϊςησ του P. funiculosum 

απαρτύζεται απϐ 353 αμινοξϋα και παρουςιϊζει 50% ομολογύα και 69% 

ομοιϐτητα με την αλληλουχύα τησ Fae-1. Τϋλοσ, οι εςτερϊςεσ τϑπου Β 

εμφανύζουν περύπου 60% ομοιϐτητα με τισ αλληλουχύεσ των πρωτεώνικών 

μορύων των εςτεραςών του οξικοϑ τησ ξυλϊνησ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ 

A. ficuum, A. awamori, A. oryzae και P. purpurogenum και περιϋχουν το 

χαρακτηριςτικϐ μοτύβο G-X-S-X-G. 

Οι εςτερϊςεσ FAE-C απϐ τον T. stipitatus (CAD44531), AoFaeC απϐ τον 

A. oryzae (ΒΑΕ57089) και AnFaeB απϐ τον A. niger (CAC83933) εντϊςςονται 

ςτην κατηγορύα C των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ. Η AnFaeB περιϋχει 521 

αμινοξϋα και ϋχει θεωρητικϐ μοριακϐ βϊροσ 57,1 kDa. Ωςτϐςο, το ϋνζυμο λϐγω 

γλυκοζυλύωςησ αποδύδει μοριακϐ βϊροσ 74 kDa, περύπου. Η FAE-C αποτελεύται 

απϐ 530 αμινοξικϊ κατϊλοιπα και παρουςιϊζει 48% ομολογύα με την 

αλληλουχύα των αμινοξϋων τησ AnFaeB. Και τα δϑο ϋνζυμα εύναι κατϊ 25% 

ομϐλογα και 40% ϐμοια με τισ εςτερϊςεσ του χλωρογενικοϑ οξϋοσ των 

βακτηρύων Burkholderia mallei και Acinetobacter sp. και τισ ταννϊςεσ των 

Xanthomonas campestris και A. oryzae, αντιςτούχωσ. Η κοινό χαρακτηριςτικό 

αλληλουχύα των εςτεραςών που ανόκουν ςτην ομϊδα αυτόν, αποτελεύται απϐ 

τα αμινοξϋα G-C-S-T-G και ανόκει ςε ϋνα ϊκρωσ ςυντηρημϋνο τμόμα 13 

αμινοξϋων (SYYLGCSTGGRQG).  
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Δϋον να ςημειωθεύ ϐτι η AnFaeB του A. niger, η AnFaeB του A. nidulans 

(ΕΑΑ63948), η AoFaeB του A. oryzae (ΒΑΕ56626) και η FAE-1 του P. stipitatus 

(CAD44531), αν και εμφανύζουν ιδιαύτερα υψηλό ομολογύα με τισ εςτερϊςεσ 

τϑπου C, ταξινομοϑνται ςτην κατηγορύα Β λϐγω τησ εξειδύκευςησ τουσ ωσ προσ 

το υπϐςτρωμα.  

Στον τϑπο D ανόκουν οι εςτερϊςεσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ P. equi 

(AAD45376) και C. japonicus (CAA41727). Η EstA απϐ τον P. equi αποτελεύται 

απϐ 536 αμινοξϋα και η EstD του C. japonicus απϐ 583. Η αμινοξικό αλληλουχύα 

τησ EstD ςυνύςτανται απϐ μια αμινοτελικό περιοχό δϋςμευςησ υδατανθρϊκων 

(273 αμινοξϋα) και απϐ μύα καρβοξυτελικό καταλυτικό περιοχό. Η αμινοτελικό 

περιοχό παρουςιϊζει μεγϊλη ομολογύα με αντύςτοιχεσ περιοχϋσ ξυλαναςών και 

αραβινοφουρανοςιδαςών, οι οπούεσ προϋρχονται απϐ τον ύδιο μικροοργανιςμϐ. 

Η χαρακτηριςτικό περιοχό των εςτεραςών αυτοϑ του τϑπου εύναι λιγϐτερο 

ςυντηρημϋνη, ϐπωσ ϊλλωςτε ςυμβαύνει και ςτισ εςτερϊςεσ τϑπου Β. 

Περαιτϋρω ανϊλυςη των πεπτιδικών αλυςύδων των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, επϋδειξε μια ςημαντικό ιδιομορφύα τριών μελών τησ 

ςυγκεκριμϋνησ ομϊδασ ενζϑμων. Οι αλληλουχύεσ των Fae-1 απϐ το N. crassa 

(CAC05587), FAE-C απϐ τον T. stipitatus (CAD44531) και μιασ εςτερϊςησ απϐ το 

βακτόριο Butyrivibrio fibrisolvents (ΑΑC44493) περιϋχουν περιςςϐτερα απϐ ϋνα 

χαρακτηριςτικϊ μοτύβα (G-X-S-X-G) τησ οικογϋνειασ των εςτεραςών τησ 

ςερύνησ. Η εςτερϊςη TsFaeC απϐ τον T. stipitatus περιλαμβϊνει δϑο κλαςικϊ 

πενταπεπτύδια, GCSTG και GASLG, ςτισ θϋςεισ 164 ϋωσ 168 και 487 ϋωσ 491, 

αντύςτοιχα. Το ενεργϐ κϋντρο εντοπύζεται ςτην πυρηνϐφιλη ςερύνη ςτη θϋςη 

166, ϐπωσ προϋκυψε ϋπειτα απϐ την τεχνικό τησ μετϊλλαξησ ςημεύου, η οπούα 

ϋλαβε χώρα ςτην προαναφερθεύςα ςυντηρημϋνη περιοχό (Garcia-Conesa et al., 

2004, Crepin et al., 2003b). Στην περύπτωςη τησ Fae-1 απϐ το μικροοργανιςμϐ 

N. crassa (Crepin et al., 2003), υπϊρχουν δϑο μοτύβα, τα οπούα εντοπύζονται ςτισ 

θϋςεισ 107 και 134. Η δεϑτερη αλληλουχύα (GTSSG), ςε αντύθεςη με την πρώτη 

(GASLG), ανόκει ςε μια περιοχό, η οπούα θεωρεύται ςυντηρημϋνη και ςυναντϊται 

ςτην εςτερϊςη του κινναμικοϑ απϐ τον P. funiculosum, ςτην αμινοξικό 

αλληλουχύα τησ εςτερϊςησ του οξικοϑ απϐ τον μϑκητα A. awamori, καθώσ και ςε 

ϊλλα μϋλη τησ οικογϋνειασ των εςτεραςών τησ ςερύνησ (Kroon et al., 2000). Με 

βϊςη την παραπϊνω μελϋτη, ενιςχϑεται η υπϐθεςη, κατϊ την οπούα το ενεργϐ 
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κϋντρο του ενζϑμου πιθανϐτατα εντοπύζεται ςτη θϋςη 136, ςτη ςερύνη, δηλαδό, 

που ανόκει ςτην καταλυτικό τριϊδα. 

 

2.9 τοίχιςη των αμινοξικών αλληλουχιών των γνωςτών εςτεραςών του 

φερουλικογ οξέοσ  

 

Οι αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ ςε μορφό FASTA (αμινοξικό ό νουκλεοτιδικό 

αλληλουχύα ςε μορφό κειμϋνου, ϐπου τα αμινοξϋα ό οι βϊςεισ ακολουθοϑν 

κώδικα ενϐσ γρϊμματοσ), των κλωνοποιημϋνων εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ, ςτοιχόθηκαν και αναλϑθηκαν με τη βοόθεια του αλγϐριθμου ClustalW2 

του Ευρωπαώκοϑ Ινςτιτοϑτου Βιοπληροφορικόσ (Larkin et al., 2007, European 

Bioinformatics Institute, EBI, http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) και ςτη ςυνϋχεια 

με το βοηθητικϐ πρϐγραμμα Jalview 2.5.1 (Waterhouse et al., 2009), το οπούο 

χρηςιμοποιεύ την γλώςςα προγραμματιςμοϑ Java. Η ομαδοπούηςη τουσ ϋγινε με 

βϊςη την κατηγοριοπούηςό τουσ ςε ομϊδεσ A, B, C, και D, για τισ εςτερϊςεσ που 

ϋχουν όδη χαρακτηριςθεύ, ενώ η ςτούχιςη καταςκευϊςτηκε χωρύσ την 

παρεμβολό κενών. 

Σϑμφωνα με τον παρακϊτω πύνακα (πύνακασ 2.6), το μοτύβο G-X-S-X-G, 

ϐπωσ εύναι αναμενϐμενο, εύναι κοινϐ για ϐλεσ τισ εςτερϊςεσ. Αμϋςωσ μετϊ απϐ 

αυτϐ το πενταπεπτύδιο ακολουθεύ, ςτο 80% των περιπτώςεων, το αμινοξϑ 

γλυκύνη (G), ενώ ςτισ υπϐλοιπεσ αλληλουχύεσ ςυναντϊται το αμινοξϑ με την 

υδρϐφοβη πλευρικό αλυςύδα, αλανύνη (Α). Οι περαιτϋρω ομοιϐτητεσ που 

παρατηροϑνται μεταξϑ των αμινοξικών ακολουθιών και η ομολογύα που 

εμφανύζουν μεταξϑ τουσ ςτισ διϊφορεσ περιοχϋσ, οφεύλονται ςτην ομαδοπούηςη 

των εςτεραςών ςτισ επτϊ υποοικογϋνειεσ (Subfamilies, SF, Benoit et al., 2008) 

για τισ οπούεσ ϋχει γύνει λϐγοσ ςε προηγοϑμενη παρϊγραφο. Με μπλε χρώμα 

χρωματύζονται τα αμινοξϋα που ςυναντώνται ςε ποςοςτϐ μεγαλϑτερο απϐ 80% 

ςτο ςϑνολο των εξεταζϐμενων αλληλουχιών και με ανοιχτϐ μπλε ςτισ 

περιπτώςεισ ςτισ οπούεσ το ποςοςτϐ αυτϐ κυμαύνεται απϐ 60 ϋωσ 80%.  

http://www.ebi.ac.uk/clustalw/
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Πίνακασ 2.6: Στούχιςη των αμινοξικών αλληλουχιών των γνωςτών εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ (ClustalW2, Jalview 2.5.1).  

 

Μικροοργανιςμβσ Ένζυμο Τγποσ SF Στοίχιςη Αλληλουχιών 

Αριθμβσ 

Καταχώρηςησ 

Genbank 

A. awamori  AwFAEA A 7  BAA92937 

A. niger  AnFaeA A 7 CAA70510 

A. tubingensis  FaeA A 7 CAA70511 

N. crassa  Fae-1 Β 6 CAC05587 

P. funiculosum  FAE-B Β 6 CAC14144 

A. nidulans AnFaeB Β (C) 1 EAA63948 

A. niger  AnFaeB B (C) 1 CAC83933 

A. oryzae  AoFaeB B (C) 1 BAE56626 

P. chrysogenum  FAE-1 B (C) 1 BAE44304 

A. oryzae  AoFaeC C 1 BAE57089 

T. stipitatus  TsFaeC C 1 CAD44531 

C. japonicus  XYLD D - CAA41727 

P. equi  EstA D - AAD45376 

B. fibrisolvents   - - AAC44493 

B. fibrisolvents  - - AAB57775 

C. thermocellum  XynY - - CAA58242 

C. thermocellum  XynZ - - AAA23286 

Orpinomyces sp. PC-2  FaeA - - AAF70241 

P. ruminicola  Fae1A - - ACN78954 

P. haloplanktis Phest - - CAI86460 

T. maritima  EstA - - AAD35127 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3. Εφαρμογέσ και ςημαςία των εςτεραςών του 

φερουλικογ οξέοσ  

3.1. Ειςαγωγή 

 

α τελευταύα χρϐνια οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ ϋχουν 

προςελκϑςει το ενδιαφϋρον των ερευνητών, λϐγω τησ 

ενδεχϐμενησ ςυμμετοχόσ τουσ ςε ϋνα πλόθοσ διεργαςιών ςε 

διϊφορεσ βιομηχανύεσ, ϐπωσ εύναι η βιομηχανύα χημικών προώϐντων, 

φυτοχημικών και καυςύμων, η ζυθοποιύα, η βιομηχανύα χϊρτου, η βιομηχανύα 

ζωοτροφών, ενώ παρϊλληλα μποροϑν να χρηςιμοποιηθοϑν ςτη ςϑνθεςη 

εςτϋρων των υδροξυ-κινναμικών οξϋων. Αρκετϋσ εύναι οι επιςτημονικϋσ ομϊδεσ, 

οι οπούεσ χρηςιμοποιώντασ εργαλεύα γενετικόσ μηχανικόσ και μοριακόσ 

βιολογύασ, ϋχουν εςτιϊςει τισ μελϋτεσ και την ϋρευνα τουσ ϐχι μϐνο ςτην 

απομϐνωςη νϋων ημικυτταριναςών απϐ διϊφορουσ οργανιςμοϑσ, αλλϊ και ςτην 

υπερϋκφραςό τουσ, με απώτερο ςκοπϐ την εκμετϊλλευςη τουσ ςε βιομηχανικϊ 

πλϋον επύπεδα ςτουσ διϊφορουσ τομεύσ. Παρακϊτω παρουςιϊζονται αναλυτικϊ 

οι εφαρμογϋσ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτισ βιομηχανύεσ, ενώ 

γύνεται εκτενόσ αναφορϊ ςτισ φυςιολογικϋσ δρϊςεισ και το ρϐλο του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, κυρύωσ ςτον ιατροφαρμακευτικϐ τομϋα και ςτη βιομηχανύα 

τροφύμων. 

Τ 
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Εικβνα 3.1: Συγκεντρωτικό θεώρηςη των εφαρμογών των εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ και του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτισ διϊφορεσ βιομηχανύεσ. 

 

3.1.1 Εφαρμογέσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ ςτη βιομηχανία 

χάρτου 

 

Εκτενόσ ϋρευνα ϋχει γύνει τισ τελευταύεσ δεκαετύεσ πϊνω ςτην ανακϊλυψη 

νϋων ενζϑμων με εφαρμογϋσ ςτη βιομηχανύα χϊρτου και χαρτοπολτοϑ. Η χρόςη 

των ξυλαναςών, οι οπούεσ απελευθερώνουν τη λιγνύνη υδρολϑοντασ το 

πολυμερϋσ τησ ξυλϊνησ, οδηγοϑν ςτη μεύωςη τησ χρόςησ τησ χλωρύνησ ςτο 

ςτϊδιο τησ λεϑκανςησ και ςτη βελτύωςη τησ φωτεινϐτητασ του πολτοϑ. Κατϊ 

ςυνϋπεια, περιορύζεται η παραγωγό επικύνδυνων παραπροώϐντων και η 

απελευθϋρωςη τουσ ςτο περιβϊλλον. Οι κυτταρινϊςεσ και οι ημικυτταρινϊςεσ 

προςφϋρουν εναλλακτικοϑσ τρϐπουσ χημικόσ και μηχανικόσ πολτοπούηςησ του 

χϊρτου (Williamson et al., 1998). Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ και οι 

ακετυλο-εςτερϊςεσ μποροϑν να ενιςχϑςουν αυτό τη διαδικαςύα 

απομακρϑνοντασ τουσ υποκαταςτϊτεσ και διαςπώντασ τισ γϋφυρεσ 
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διφερουλικών που ςυνδϋουν τη λιγνύνη με τουσ υδατϊνθρακεσ ςτο κυτταρικϐ 

τούχωμα των φυτών, διευκολϑνοντασ τη διαλυτοπούηςη του ςυμπλϋγματοσ 

αυτοϑ (Topakas et al., 2004a, 2004b, Tarbouriech et al., 2001, Faulds et al., 1993, 

Ralet et al., 1994, Kroon et al., 1999, 1996a, 1996b, Fillingham et al., 1999). 

Έρευνα ϋδειξε ϐτι μια αναςυνδυαςμϋνη εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το 

μϑκητα Aspergillus niger ϋδωςε καλϑτερα αποτελϋςματα μετϊ απϐ τη 

ςυνεργιςτικό τησ δρϊςη με ξυλανϊςη και λακκϊςη, απομακρϑνοντασ τη λιγνύνη 

ςε ποςοςτϐ 75%, με αριθμϐ Κ να ιςοϑται με 3,9 (ο αριθμϐσ Κ αποτελεύ ποςοτικϐ 

μϋγεθοσ τησ λιγνύνησ που περιϋχεται ςτουσ προσ λεϑκανςη χαρτοπολτοϑσ, 

Record et al., 2003). Η χρόςη τησ παραπϊνω εςτερϊςησ παρουςύα μϐνο 

ξυλαναςών, εύχε ωσ ςυνϋπεια την ελϊττωςη του αριθμοϑ Κ κατϊ ϋνα ποςοςτϐ 

25%, αμϋςωσ πριν απϐ την λεϑκανςη με υπεροξεύδιο (Sigoillot et al., 2005).  

 

3.1.2 Εφαρμογέσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ ςτη βιομηχανία 

άρτου 

 

Το φερουλικϐ οξϑ, ϋχει την ικανϐτητα να ςχηματύζει διαςταυροϑμενουσ 

δεςμοϑσ με τισ πρωτεϏνεσ ςτο κυτταρικϐ τούχωμα του ςύτου (Hoseney & 

Faubion, 1981), γεγονϐσ το οπούο παύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτη ρεολογύα των 

ζυμαριών. Η παρουςύα υδατοδιαλυτόσ αραβινοξυλϊνησ δημιουργεύ προβλόματα 

ωσ αναφορϊ το ιξώδεσ του διαλϑματοσ, παρεμποδύζοντασ ϋτςι τη διαδικαςύα τησ 

ζϑμωςησ και την περαιτϋρω εκμετϊλλευςό των παραπροώϐντων τησ αρτοποιύασ 

ςτη βιομηχανύα των ζωοτροφών. Προκειμϋνου να ξεπεραςτοϑν οι δυςκολύεσ 

αυτϋσ πραγματοποιεύται ενζυμικό αποικοδϐμηςη με τη χρόςη ενζϑμων, ϐπωσ 

εύναι οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, οι αραβινοφουρανοςιδϊςεσ και οι 

ξυλανϊςεσ. Η επιλογό του κατϊλληλου τϑπου εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

εύναι βαςικό, καθώσ τα διϒδρο-διμερό φερουλικϊ οξϋα που υπϊρχουν ςτο 

κυτταρικϐ τούχωμα των δημητριακών, πιθανϐτατα να παγιδεϑουν νερϐ 

ενιςχϑοντασ ϋτςι το ιξώδεσ του υδατικοϑ εκχυλύςματοσ και κατ΄ επϋκταςη τη 

ρεολογύα του ζυμαριοϑ (Delcour et al., 1991). Για παρϊδειγμα, η χρόςη τησ 

εςτερϊςησ τϑπου C απϐ το μικροοργανιςμϐ T. stipitatus επϋφερε καλϑτερα 

αποτελϋςματα ςτο ζϑμωμα του ψωμιοϑ απο τισ εςτερϊςεσ τϑπου Α, AnFaeA και 
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NcFae-1 απϐ τον Aspergillus niger και απϐ το Neurospora crassa, αντύςτοιχα 

(Faulds et al., 2003a, 2003b). 

 

3.1.3 Εφαρμογέσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ ςτη ζυθοποιία 

 

Η β-γλυκϊνη επηρεϊζει ςημαντικϊ τη βιομηχανικό εκμετϊλλευςη των 

ςπϐρων του κριθαριοϑ. Σχηματύζει υδατικϊ διαλϑματα υψηλοϑ ιξώδουσ και 

ιδιαύτερα ςτον τομϋα τησ ζυθοποιύασ οδηγεύ ςε μειωμϋνεσ αποδϐςεισ 

βυνογλεϑκουσ και ςτη δημιουργύα ιζόματοσ και θολϐτητασ ςτη μπϑρα μετϊ απϐ 

την αποθόκευςό τησ (McCleary, 1986). Οπϐτε, με τη χρόςη των εςτεραςών 

μπορεύ να γύνει αποτελεςματικϐτερη κατεργαςύα των β-γλυκανών και των 

αραβινοξυλανών κατϊ τη διϊρκεια τησ βυνοπούηςησ και ζϑμωςησ, καθώσ επύςησ 

και μεύωςη του ιξώδουσ κατϊ το φιλτρϊριςμα τησ μπϑρασ. Οι εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ μποροϑν μελλοντικϊ να χρηςιμοποιηθοϑν για την κατεργαςύα του 

ζυμωτικοϑ υπολεύμματοσ ζυθοποιύασ (brewers’ spent grain) και ϊλλων 

υποπροώϐντων ολικόσ αλϋςεωσ.  

 

3.1.4 Εφαρμογέσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ ςτη βιομηχανία 

ζωοτροφών 

 

Η παρουςύα διμερών και τριμερών μορφών του φερουλικοϑ οξϋοσ και η 

υψηλό ποςϐτητα υδροξυκινναμικών οξϋων, κυρύωσ φερουλικοϑ, ςτισ 

ζωοτροφϋσ, αποτελοϑν απϐ τουσ πλϋον αναςταλτικοϑσ παρϊγοντεσ τησ 

αποικοδϐμηςησ και τησ πϋψησ τουσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ των 

μηρυκαςτικών θηλαςτικών (Yu et al., 2005a). Κατ’ επϋκταςη, η δυνατϐτητα 

αφομούωςησ των κυτταρικών τοιχωμϊτων των τροφών απϐ τα ζώα ςυνδϋεται 

ϊμεςα με το φαινολικϐ περιεχϐμενο των πρώτων. Προκειμϋνου να 

δημιουργηθοϑν πιο εϑπεπτα υλικϊ, αλλϊ και να αποκτόςουν μεγαλϑτερη 

θερμιδικό αξύα οριςμϋνα παραπροώϐντα τησ βιομηχανύασ (π.χ. πύτυρο ςύτου, 

αραβοςύτου και ρυζιοϑ, Chen et al., 1995a), χρηςιμοποιοϑνται μεύγματα ενζϑμων 

κυτταριναςών, ημικυτταριναςών και λιγνινών. Έρευνεσ ϋδειξαν ϐτι μεύγμα 

ενζϑμων που περιϋχει καθαρό εςτερϊςη απϐ το μϑκητα Aspergillus niger 

(13 mU), ξυλανϊςη (4096 U), κυτταρινϊςη (1024 U), ενδογλουκανϊςη I και II 



  Θεωρητικβ Μέροσ 

59 

 

(256 U) και β-γλουκανϊςη (64 U), ςυνϋβαλλε ςε 86% αϑξηςη τησ δυνατϐτητασ 

αφομούωςησ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φλοιών βρώμησ και ςε ςημαντικό 

in vitro αποικοδϐμηςη απϐ την υπϊρχουςα μικροχλωρύδα τησ μεγϊλησ κοιλύασ 

των μηρυκαςτικών (Yu et al., 2005b). 

 

3.1.5 Εφαρμογέσ των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ ςτην παραγωγή 

βιοαιθανβλησ 

 

Τα τελευταύα χρϐνια οι απαιτόςεισ για αιθανϐλη αυξϊνονται ςυνεχώσ, 

δεδομϋνου ϐτι χρηςιμοποιεύται ευρϋωσ εύτε ςαν χημικό πρώτη ϑλη, εύτε για να 

ενιςχϑςει την ποιϐτητα των καυςύμων ό ωσ προςθετικϐ τησ βενζύνησ. Σϑμφωνα 

με παλαιϐτερεσ προβλϋψεισ, το 2050 η παγκϐςμια παραγωγό αργοϑ πετρελαύου 

θα οδηγηθεύ ςε μεύωςη απϐ τα 25 διςεκατομμϑρια βαρϋλια ςτα 5 περύπου δις. 

βαρϋλια (Benoit et al., 2006). Στην Αμερικό εκτιμϊται ϐτι γϑρω ςτα 4,54 δις. 

λύτρα αιθανϐλησ χρηςιμοποιοϑνται ςτον τομϋα των μετακινόςεων, ποςϐτητα 

που υπολογύζεται ϐτι θα αυξηθεύ κατακϐρυφα, καθώσ οι αμερικϊνικεσ 

αυτοκινητοβιομηχανύεσ ςχεδιϊζουν την καταςκευό ςημαντικοϑ αριθμοϑ 

υβριδικών μηχανών, οι οπούεσ θα μποροϑν να λειτουργοϑν με ϋνα μεύγμα απϐ 

85% (v/v) αιθανϐλη και 15% (v/v) βενζύνη. 

Η παραγωγό αιθανϐλησ απϐ ανανεώςιμα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ ϋχει 

μελετηθεύ εκτενώσ την τελευταύα δεκαετύα (Eriksson et al., 2002). Τα υλικϊ αυτϊ 

εύναι κυρύωσ αγροτικϊ υπολεύμματα, ϐπωσ το ϊχυρο, το πύτυρο, οι βλαςτού 

φυτών (π.χ. καλαμποκιοϑ), οριςμϋνα ενεργειακϊ φυτϊ, τα αςτικϊ οργανικϊ 

απϐβλητα, διϊφορα παραπροώϐντα τησ βιομηχανύασ τροφύμων και τα δαςικϊ 

υπολεύμματα (ξυλώδεισ φυτικού ιςτού). Tο κοινϐ χαρακτηριςτικϐ ϐλων αυτών, 

εύναι η παρουςύα ςτη ςϑςταςό τουσ, πολυμερών ϐπωσ η κυτταρύνη, η 

ημικυτταρύνη και η λιγνύνη. Η βιομετατροπό τουσ ςε αιθανϐλη (εικϐνα 3.2) 

μπορεύ να διακριθεύ λειτουργικϊ ςε τϋςςερα ςτϊδια (εκτϐσ απϐ την 

προκατεργαςύα): την παραγωγό των υδρολυτικών ενζϑμων, την υδρϐλυςη των 

υδατανθρϊκων ςε απλοϑςτερα ςϊκχαρα, τη ζϑμωςη των εξοζών και τη ζϑμωςη 

των πεντοζών (Lynd et al., 2002). Η πλόρησ ενζυμικό υδρϐλυςη των 

λιγνινοκυτταρινοϑχων υλικών επιτυγχϊνεται τϐςο με τον αποπολυμεριςμϐ ϐςο 

και με τη διϊςπαςη των πλευρικών ομϊδων απϐ ϋνζυμα, ϐπωσ εύναι οι 
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εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ και την απελευθϋρωςη τησ λιγνύνησ (Saha, 

2003). 

 

 

Εικβνα 3.2: Τα ςτϊδια τησ παραγωγόσ βιοαιθανϐλησ απϐ ανανεώςιμα 

λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ [βιοδώϑλιςη (Biorefinery ό Biorefining): προκατεργαςύα 

βιομϊζασ  ενζυμικό μετατροπό ςε ςϊκχαρα  ζϑμωςη ςακχϊρων  ανϊκτηςη υλικοϑ 

 αιθανϐλη]. 

 

Μελϋτεσ ϋδειξαν ϐτι η ςυνεργιςτικό δρϊςη μεταξϑ των κυτταριναςών, 

των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, των λακκαςών και των ξυλαναςών 

πιθανϐτατα λειτουργεύ πιο αποδοτικϊ. Για παρϊδειγμα, η χρόςη κατϊλληλων 

ςυγκεντρώςεων των ενζϑμων αυτών ςτη ςακχαροπούηςη προεπεξεργαςμϋνου 

ϊχυρου ςύτου (10 U/g κυτταρινϊςησ, 3 U/g ξυλανϊςησ και 10 U/g εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ) εύχε ωσ αποτϋλεςμα την απελευθϋρωςη γλυκϐζησ ςε 

ποςοςτϐ 51,4% ςτουσ 50OC, ενώ απουςύα εςτερϊςησ το ποςοςτϐ αυτϐ 

διαμορφώθηκε ςτα 35% (Tabka et al., 2006)  

 

3.1.6 Οι εςτεράςεσ του φερουλικογ οξέοσ ωσ βιοςυνθετικά εργαλεία 

 

Τα φαινολικϊ και υδροξυ-κινναμικϊ οξϋα (φερουλικϐ, π-κουμαρικϐ, 

καφεώκϐ, και ςιναπινικϐ οξϑ) παρουςιϊζουν μεγϊλο εϑροσ βιομηχανικών 

εφαρμογών λϐγω των αντιοξειδωτικών τουσ ιδιοτότων. Τα πιο κοινϊ φαινολικϊ 

οξϋα εύναι μερικώσ διαλυτϊ ςε υδατικϊ μϋςα, περιορύζοντασ τισ εφαρμογϋσ τουσ 

ςε λιπϐφιλεσ διεργαςύεσ. Η τροποπούηςό τουσ μϋςω εςτεροπούηςησ με 

αλειφατικϊ μϐρια (ϐπωσ αλκοϐλεσ) μπορεύ να οδηγόςει ςτη ςϑνθεςη λιπϐφιλων 

προώϐντων, καθιςτώντασ τισ ενώςεισ αυτϋσ ςυμβατϋσ ςε ςυςτόματα υδρϐφοβα 

ό ςε γαλακτώματα. Με το ύδιο ςκεπτικϐ, αλλϊ προσ την αντύθετη κατεϑθυνςη, 

κινεύται η τροποπούηςη των κινναμικών οξϋων μϋςω εςτεροπούηςησ με 
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περιςςϐτερο υδρϐφιλα μϐρια (π.χ. ςϊκχαρα, γλυκερϐλη). Οι εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ αποτελοϑν ϋνα νϋο, χρόςιμο βιοςυνθετικϐ εργαλεύο για την 

τροποπούηςη των οξϋων αυτών, κυρύωσ ςε μη ςυμβατικϊ (μη υδατικϊ) 

ςυςτόματα.  

Πρϐςφατα, μελετόθηκε η εςτεροπούηςη κινναμικών οξϋων ϋπειτα απϐ 

κατϊλυςη απϐ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, χρηςιμοποιώντασ ωσ 

ςυςτόματα αντιδρϊςεων μεύγματα νεροϑ-οργανικών διαλυτών (Topakas et al., 

2003a, 2003b, 2004, 2005, Vafiadi et al., 2006) ό μικρογαλακτώματα ελαύου ςε 

νερϐ (Giuliani et al., 2001). Επιπλϋον, η εςτερϊςη τϑπου C απϐ το μϑκητα 

Sporotrichum thermophile (StFaeC) αποδεύχθηκε ϐτι μπορεύ να καταλϑςει τη 

μεταφορϊ τησ φερουλοϒλομϊδασ ςτην L-αραβινϐζη και L-αραβινοβιϐζη, 

αντιπροςωπεϑοντασ ϋτςι τα πρώτα παραδεύγματα ενζυμικόσ φερουλοπούηςησ 

των υδατανθρϊκων (Topakas et al., 2005, Vafiadi et al., 2006).  

Έρευνεσ ϋδειξαν ϐτι οι εςτϋρεσ των φαινολικών οξϋων με ςϊκχαρα 

εμφανύζουν αντικαρκινικϋσ ιδιϐτητεσ και δϑναται να χρηςιμοποιηθοϑν ςτο 

ςχηματιςμϐ αντιμικροβιακών, αντι-ιικών και αντιφλεγμονωδών ςκευαςμϊτων 

(Tawata et al., 1996, Chen et al.,1995, Pattil et al., 1995). 

 

3.2 Βιολογικέσ δράςεισ του παραγβμενου φερουλικογ οξέοσ 

 

Όπωσ προαναφϋρθηκε το φερουλικϐ οξϑ αποτελεύ το προώϐν τησ 

υδρϐλυςησ των αλυςύδων των ημικυτταρινών και των πηκτινών, απϐ τισ 

εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ςε ςυνδυαςμϐ με ϊλλα ϋνζυμα αποικοδϐμηςησ 

τησ κϑριασ αλυςύδασ των πολυςακχαριτών. 

Το φερουλικϐ οξϑ (C10H10O4, Μ.Β.=194.184), εύναι μια οργανικό ϋνωςη, η 

οπούα ςυναντϊται ςε μεγϊλη αφθονύα ςτο βαςύλειο των φυτών, ςτα φροϑτα, 

ςτα λαχανικϊ, ςτουσ ςπϐρουσ, ςτα ϐςπρια, ςτα δημητριακϊ και ςτα 

φαρμακευτικϊ φυτϊ, καθώσ και ςτα παρϊγωγϊ τουσ (τςϊι, καφϋσ, λϊδι, 

απϐςταγμα). Η ςυγκϋντρωςό του αυξϊνεται ςε ςυγκεκριμϋνα τμόματα των 

φυτών, ϐπωσ το πύτυρο των δημητριακών, ςτο φλοιϐ των φροϑτων και ςτο 

φλοιϐ και τισ ρύζεσ των λαχανικών (Clifford, 1999, Herrmann, 1989). Σημαντικϋσ 

ποςϐτητεσ φερουλικοϑ οξϋοσ, ανιχνεϑθηκαν ςτα εδώδιμα τμόματα οχτώ τϑπων 

ςπϐρων, ςε 44 απϐ τουσ 45 τϑπουσ λαχανικών, ςε 14 ποικιλύεσ πατϊτασ, ςε 22 
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απϐ τουσ 24 τϑπουσ φροϑτων και ςε 25 απϐ 29 τϑπουσ μοϑρων (Mattila & 

Hellstrom 2007, Mattila et al., 2005, 2006). Ενδεικτικϊ, αναφϋρεται ϐτι η 

ςυγκϋντρωςό του κυμαύνεται απϐ 5 g/kg ςτο πύτυρο ςύτου και 9 g/kg ςτην 

ποϑλπα απϐ ςακχαρϐτευτλο, ςε 50 g/kg ςτον ςπϐρο αραβοςύτου (Kroon et al., 

1997, Rosazza et al., 1995). 

Η ονομαςύα του προϋρχεται απϐ το ςκιαδοφϐρο φυτϐ Ferula communis 

(εικϐνα 3.3), απϐ ϐπου απομονώθηκε για πρώτη φορϊ το 1866 (Fazary & Ju, 

2007), ενώ η χημικό του ςϑνθεςη αναλϑθηκε το 1925 (Graf, 1992). Ωςτϐςο, οι 

βιολογικϋσ του δρϊςεισ παρατηρόθηκαν ςτην δεκαετύα του ’70, ϐταν Ιϊπωνεσ 

ερευνητϋσ ανακϊλυψαν τισ αντιοξειδωτικϋσ ιδιϐτητεσ των ςτερυλεςτϋρων του 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ λϊδι ρυζιοϑ (Yagi & Ohishi, 1979).  

 

 

 

Το φερουλικϐ οξϑ ό 4-υδροξυ-3-μεθοξυκινναμικϐ οξϑ, εύναι ϋνα φαινυλ-

προπενοειδϋσ, το οπούο προϋρχεται απϐ το κινναμικϐ οξϑ 3-(4-υδροξυ-3-

μεθοξυφαινυλ)-2-προπενοώκϐ οξϑ και απαντϊται ςτη φϑςη ςε δϑο ιςομερό: cis 

(κύτρινο ελαιώδεσ υγρϐ) και trans (κρυςταλλικό ςκϐνη).  

Στα φυτϊ, το φερουλικϐ οξϑ ςπανύωσ παρατηρεύται ςτην ελεϑθερό του 

μορφό. Συναντϊται ςυνόθωσ, ςυζευγμϋνο με διϊφορουσ πολυςακχαρύτεσ μϋςω 

εςτερικών δεςμών (Mueller Harvey et al., 1986) και με τη λιγνύνη μϋςω 

εςτερικών ό αιθερικών δεςμών (Scalbert et al., 1985). Το φερουλικϐ οξϑ μπορεύ 

να ςυνδεθεύ και με το ημικυτταρινοϑχο (Smith & Hartley, 1983) και με το 

πηκτινικϐ μϋροσ του κυτταρικοϑ τοιχώματοσ των φυτών και ϋχει τη δυνατϐτητα 

να ςυνδϋει τουσ πολυςακχαρύτεσ αυτοϑσ μεταξϑ τουσ, καθώσ και με το 

Εικβνα 3.3: Το φυτϐ Ferula communis (οικογϋνεια 

των Σκιαδανθών, τϊξη των Σελινωδών, κατηγορύα 

των Αγγειοςπϋρμων). 
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αρωματικϐ πολυμερϋσ τησ λιγνύνησ (Lam et al., 1994, 2001, Ishii, 1997). Μετϊ 

απϐ αλκαλικό υδρϐλυςη των κυτταρικών τοιχωμϊτων των φυτών, διαφορετικού 

τϑποι διμερών μορφών του φερουλικοϑ οξϋοσ απομονώθηκαν (Bartolome et al., 

1997) (εικϐνα 3.4). Επιπλϋον, αποκαλϑφθηκε η ϑπαρξη διϒδροτριμερών δομών 

φερουλικοϑ οξϋοσ ςτο τούχωμα του πύτυρου αραβοςύτου (Rouau et al., 2003), οι 

οπούεσ περιϋχουν διϊφορουσ ςυνδυαςμοϑσ διμερών του οξϋοσ με ϋνα ακϐμη 

μϐριϐ του. 

 

 

 

 

Εικβνα 3.4: (α) Συντακτικού τϑποι των cis και trans 4-υδροξυ-3-μεθοξυ-κινναμικών 

οξϋων. (β) Διμερεύσ μορφϋσ του φερουλικοϑ οξϋοσ: 5-5’-DiFA, (E,E)-4,4’-διυδροξυ-5,5’ 

διμεθοξυ-3’-δικινναμικϐ οξϑ, 8-5%-DiFA, (E,E)-4,4’-διυδροξυ-3,5’-διμεθοξυ-3’ 

δικινναμικϐ οξϑ, 8-5’-BenDiFA, trans-5-[(E)-2-καρβοξυβινυλ)]-2-(4-υδροξυ-3 

μεθοξυφαινυλ)-7-μεθϐξυ-2,3’-διυδροβενζοφουραν-3-καρβοξυλικϐ οξϑ, 8-8’-DiFA, (4,4’- 

διυδροξυ-3,3’-διμεθοξυ-β,β’-δικινναμικϐ οξϑ, 8-O-4’-DiFA, (Z)-β-{4-[(E)-2-

καρβοξυβύνυλ)]-2-μεθοξυφαινοξυ}-4-υδροξυ-3-μεθοξυ-κινναμικϐ οξϑ. 

(α) 

(β) 
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Ο ςχηματιςμϐσ των γεφυρών διφερουλικοϑ οξϋοσ (δι-κινναμικϋσ) μεταξϑ 

των πολυςακχαριτών και τησ λιγνύνησ ϋχει μελετηθεύ εκτενώσ, λϐγω τησ 

επύδραςόσ τουσ ςτισ φυςικϋσ και μηχανικϋσ ιδιϐτητεσ των κυτταρικών 

τοιχωμϊτων των φυτών (Kamisaka et al., 1990, Bunzel et al., 2001). Η 

ςυγκεκριμϋνη επύδραςη βοηθϊ ςτην παρεμπϐδιςη τησ βιοαποικοδϐμηςησ των 

τελευταύων απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ, τουσ ιοϑσ (Sridhar, 1979) και τα 

παρϊςιτα, ενιςχϑοντασ ϋτςι τον αμυντικϐ μηχανιςμϐ του φυτοϑ (Vailhe et al., 

2000). Επιπρϐςθετα, ϋχει παρατηρηθεύ ϐτι οι παραπϊνω διαςυνδϋςεισ του 

φερουλικοϑ ευθϑνονται, ςε μεγϊλο βαθμϐ, για τον περιοριςμϐ τησ κυτταρικόσ 

ανϊπτυξησ (Mac Adam & Grabber, 2002, Eraso & Hartley, 1990, Grabber et al., 

1998). Τϋλοσ, οι μονομερεύσ και διμερεύσ μορφϋσ του φερουλικοϑ οξϋοσ ϋχουν 

αποδειχθεύ ϐτι αποτελοϑν περιοχϋσ-πυρόνεσ λιγνινοπούηςησ (Hatfield et al., 

1999). 

Τα τελευταύα χρϐνια, παρατηρεύται αξιοςημεύωτη αϑξηςη των αναφορών 

που ςχετύζονται με τισ φυςιολογικϋσ δρϊςεισ του φερουλικοϑ οξϋοσ και των 

παραγώγων του ςτον ϊνθρωπο και ςε ϊλλουσ ζωντανοϑσ οργανιςμοϑσ. Οι 

εφαρμογϋσ του εντοπύζονται, κυρύωσ, ςτον ιατροφαρμακευτικϐ τομϋα και ςτη 

βιομηχανύα τροφύμων, γεγονϐσ που καθιςτϊ το φερουλικϐ οξϑ ουςύα υψηλόσ 

προςτιθϋμενησ αξύασ.  

 

3.2.1 Υαρμακευτικέσ δράςεισ του φερουλικογ οξέοσ 

 

Το φερουλικϐ οξϑ, λϐγω του φαινολικοϑ του πυρόνα και τησ 

εκτεινϐμενησ πλευρικόσ του αλυςύδασ, ςχηματύζει δομϋσ ςυντονιςμοϑ, οι οπούεσ 

ςταθεροποιοϑνται με τη διαςπορϊ τησ φαινοξυ-ρύζασ (Graf, 1992, Palacios, 

1990). Περαιτϋρω ςταθεροπούηςη πραγματοποιεύται και εξαιτύασ τησ ςϑζευξησ 

του φαινολικοϑ δακτυλύου με την ακϐρεςτη πλευρικό αλυςύδα. Σε αυτό του την 

ιδιϐτητα οφεύλεται η αντιοξειδωτικό του δρϊςη.  

Έτςι το DNA και τα λιπύδια, παρουςύα φερουλικοϑ οξϋοσ, 

προςτατεϑονται ενϊντια ςτην οξεύδωςη απϐ ενεργϋσ μορφϋσ οξυγϐνου (Reactive 

Oxygen Species, ROS) (Andreasen et al., 2001b, Anselmi et al., 2004, Dinis et al., 

2002, Kanski et al., 2002, Kuenzig et al., 1984, Maurya & Nair, 2006, Ohta et al., 

1997, Shrinivasan et al., 2006).  
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Εικβνα 3.5: Σταθεροπούηςη τησ φαινοξυ-ρύζασ του φερουλικοϑ οξϋοσ λϐγω δομών 

ςυντονιςμοϑ 

 

Επιπλϋον, το φερουλικϐ οξϑ δϑναται να εύναι αποτελεςματικϐ ςτην 

πρϐληψη και ςτη θεραπεύα των διαταραχών που ςυνδϋονται με το οξειδωτικϐ 

ςτρεσ των κυττϊρων, ςυμπεριλαμβανομϋνων τησ νϐςου του Alzheimer (Jin et al., 

2005, Kim et al., 2004, Ono et al., 2005, Perluigi et al., 2006, Sultana et al., 2005, 

Yan et al., 2001), του διαβότη (Balasubashini et al., 2003, 2004, Ohnishi et al., 

2004), των διϊφορων μορφών καρκύνου (Asanoma et al., 1994, Chang et al., 

2006, Kampa et al., 2004, Kawabata et al., 2000, Tanaka et al., 1993, Taniguchi et 

al., 1999), τησ υπϋρταςησ (Suzuki et al., 2002, Suzuki et al., 2007), και τησ 

αθηροςκλόρωςησ (Dinis et al., 2002, Hiramatsu et al., 1990, Ohta et al., 1997, 

Wang & Ou-Yang, 2005, Wang et al., 2004).  

Συγκεκριμϋνα, η αντικαρκινικό δρϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ αποδεύχθηκε 

ςε πειραματϐζωα με καρκύνο τησ ςτοματικόσ κοιλϐτητασ (Mori et al, 1999). Οι 

αρουραύοι ϋπειτα απϐ ϋκθεςη ςτην καρκινογϐνα ουςύα οξεύδιο τησ κινολύνησ, 

λϊμβαναν φερουλικϐ οξϑ διαλυμϋνο ςτο νερϐ, για χρονικϐ διϊςτημα πϋντε 

εβδομϊδων. Μετϊ το πϋρασ του πειρϊματοσ (32 εβδομϊδεσ) η δυςπλαςύα ςτη 

γλώςςα όταν περιοριςμϋνη ςε ςϑγκριςη με τα πειραματϐζωα, ςτα οπούα δεν 

εύχε χορηγηθεύ το φερουλικϐ οξϑ.  

Η ςτενό ςχϋςη μεταξϑ τησ φλεγμονώδουσ αντύδραςησ και του 

οξειδωτικοϑ ςτρεσ καταδεικνϑει την πιθανό αποτελεςματικϐτητα του 

φερουλικοϑ οξϋοσ ϋναντι παθολογικών φλεγμονωδών αςθενειών (Chawla et al., 

1987, Fernandez et al., 1998, Murakami et al., 2002, Ozaki, 1992, Sakai et al., 

1997). Παρϊλληλα, ϋρευνεσ απϋδειξαν ϐτι τϐςο το φερουλικϐ, ϐςο και το 

ιςοφερουλικϐ οξϑ, ςυνειςφϋρουν ςτην ϊμυνα ενϊντια των ιών, 

ςυμπεριλαμβανομϋνου και του ιοϑ τησ Ανθρώπινησ Ανοςοανεπϊρκειασ (Human 

Immunodeficiency Virus, HIV) (Edeas et al., 1995), ενώ παρουςιϊζει μεγϊλο 
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εϑροσ αντιμικροβιακόσ ενεργϐτητασ, ενϊντια ςε μϑκητεσ, κατϊ gram-θετικϊ και 

κατϊ gram-αρνητικϊ βακτόρια (Jeong, 2000). 

Η ειδικό δομό του φερουλικοϑ οξϋοσ ευθϑνεται για την υψηλό 

φωτοπροςτατευτικό του ικανϐτητα, καθιςτώντασ το ςυγκεκριμϋνο μϐριο 

βαςικϐ ςυςτατικϐ πληθώρασ προώϐντων, τα οπούα ςχετύζονται με την 

προςταςύα των κυττϊρων απϐ την υπεριώδη ακτινοβολύα και τη γόρανςη (Chan 

et al., 2004, Lin et al., 2005, Mathew & Abraham, 2004, Saija et al., 1999). 

Μελϋτεσ ϋδειξαν ϐτι το φερουλικϐ οξϑ αυξϊνει τισ λιποπρωτεϏνεσ υψηλόσ 

πυκνϐτητασ (HDL-High Density Lipoprotein) ςτο πλϊςμα και μειώνει τη 

ςυγκϋντρωςη των λιποπρωτεώνών χαμηλόσ πυκνϐτητασ (LDL-Low Density 

Lipoprotein). Η ικανϐτητϊ του αυτόν αποδεύχθηκε ςε μια ϋρευνα των Kim et al., 

(2003), ςτην οπούα εκτιμόθηκε ϐτι το φερουλικϐ οξϑ αναςτϋλει τη ςϑνθεςη 

χοληςτερϐλησ μϋςω ανταγωνιςτικόσ αναςτολόσ τησ ενεργϐτητασ τησ υδροξυ-

μεθυλ-γλουταρυλ-CoA αναγωγϊςησ ςτο ςυκώτι και μϋςω αϑξηςησ τησ ϋκκριςησ 

τησ ϐξινησ ςτερϐλησ (Ou et al., 2001). 

Τϋλοσ, εκτϐσ απϐ τισ λειτουργύεσ που προαναφϋρθηκαν, το φερουλικϐ οξϑ 

φϋρεται να παύζει ςημαντικϐ ρϐλο ςτην αποικοδϐμηςη νιτρικών (Rundolf et al., 

2000) ςτην αϑξηςη τησ βιωςιμϐτητασ των ςπερματοζωαρύων, τη ςυχνϐτητα 

διαμεμβρανικόσ διαπύδυςησ (TMMR, trans-membrane migration ratio) και τα 

επύπεδα ενδοκυτταρικοϑ cAMP και cGMP ςτα ςπερματοζωϊρια (Zheng et al., 

1997).  

 

3.2.2 Φρήςη του φερουλικογ οξέοσ ςτην παραγωγή βανιλλίνησ 

 

Το φερουλικϐ οξϑ αποτελεύ πρϐδρομη ουςύα για την παραγωγό 

βανιλλύνησ (Gros-Falconnier, 1991) και βανιλλικοϑ οξϋοσ, αρωματικϊ μϐρια 

ευρϋοσ διαδεδομϋνα ςτη βιομηχανύα φαρμϊκων, τροφύμων και καλλυντικών 

(Clark, 1990). Η βανιλλύνη παρϊγεται με τουσ παρακϊτω δϑο τρϐπουσ:  

α) με χημικϐ τρϐπο, χρηςιμοποιώντασ ωσ πρώτη ϑλη τη γουαγιακϐλη ό τα 

απϐβλητα τησ χαρτοβιομηχανύασ.  

β) με αλκοολικό εκχϑλιςη περικαρπύων του φυτοϑ Vanilla planifolia (Ranadive, 

1994) ό απϐ το αιθϋριο ϋλαιο του τροπικοϑ φυτοϑ Java citronella.  
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Οι μεγϊλεσ απαιτόςεισ τησ αγορϊσ, την τελευταύα δεκαετύα, για φυςικϊ 

και φιλικϊ ςτο περιβϊλλον προώϐντα, οδόγηςαν τισ προςπϊθειεσ ςϑνθεςησ τησ 

βανιλλύνησ προσ τη μικροβιακό αποικοδϐμηςη φυςικών υποςτρωμϊτων, ϐπωσ 

εύναι το φερουλικϐ οξϑ (Achterholt et al., 2000, Edlin et al., 1998, Falconnier et 

al., 1994, Jurkova & Wurst, 1993, Karmakar et al., 2000, Labuda et al., 1992, 

Lesage-Meesen et al., 1996, Mulheim & Lerch, 1999). Τϋςςερα βαςικϊ 

μεταβολικϊ μονοπϊτια μποροϑν να διακριθοϑν ςτη διαδικαςύα αποικοδϐμηςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ (εικϐνα 3.6):  

α) το μονοπϊτι τησ μη οξειδωτικόσ αποκαρβοξυλύωςησ,  

β) το μονοπϊτι τησ αναγωγόσ τησ πλευρικόσ αλυςύδασ,  

γ) το μονοπϊτι τησ μη εξαρτώμενησ απϐ το ςυνϋνζυμο-Α αποακετυλύωςησ  

δ) το μονοπϊτι τησ εξαρτώμενη απϐ το ςυνϋνζυμο-Α αποακετυλύωςησ (Priefert 

et al., 2001). 

 

 

 

Εικβνα 3.6: Μικροβιακό αποκαρβοξυλύωςη (Α) και αναγωγικό μετατροπό (Β, Γ, Δ) του 

φερουλικοϑ οξϋοσ προσ βανιλλύνη. 
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3.2.3 Δράςεισ του φερουλικογ οξέοσ ςτη βιομηχανία τροφίμων  

 

Το φερουλικϐ οξϑ λϐγω τησ χαμηλόσ του τοξικϐτητασ, αλλϊ και εξαιτύασ 

τησ ικανϐτητϊσ του να ςυνδϋεται με πρωτεώνικϊ μϐρια και πολυςακχαρύτεσ, 

χρηςιμοποιεύται ςε μεγϊλη κλύμακα ςτη βιομηχανύα τροφύμων. Το 1975, πρώτοι 

οι Ιϊπωνεσ, χρηςιμοπούηςαν το ςυγκεκριμϋνο μϐριο για τη ςυντόρηςη των 

εςπεριδοειδών και για την παρεμπϐδιςη τησ οξεύδωςη του λαδιοϑ απϐ 

λιναρϐςπορο και ςϐγια. Συγκριτικϊ με ϊλλεσ φαινολικϋσ ενώςεισ, το φερουλικϐ 

οξϑ αποτελεύ ιδανικό ουςύα για τη ςυντόρηςη τροφύμων, λϐγω τησ 

αντιμικροβιακόσ του δρϊςησ, ενώ ςυναντϊται και ςε διϊφορα εύδη διατροφόσ 

ωσ αντιοξειδωτικϐ πρϐςθετο, λϐγω τησ αντιοξειδωτικόσ του ικανϐτητασ (Graf, 

1992, JFCRF, The Japan Food Chemical Research Foundation, 1996). 

Οι δεςμού που ςχηματύζει το φερουλικϐ οξϑ με τουσ πολυςακχαρύτεσ 

(πηκτύνη, αραβινοξυλϊνη) και τισ πρωτεϏνεσ του προςφϋρουν μια επιπλϋον 

χρόςιμη ιδιϐτητα: τη δημιουργύα πηκτωμϊτων ςτα βιομηχανοποιημϋνα τρϐφιμα 

(Fiqueroa-Espinoza, 1999) και κυρύωσ ςτα γαλακτοκομικϊ προώϐντα. Έρευνεσ 

ϋδειξαν ϐτι ποςϐτητα φερουλικοϑ οξϋοσ ύςη με 5,5 mmol/L, ϐταν προςτϋθηκε ςε 

γϊλα, ενύςχυςε τη ςταθερϐτητα του τελευταύου ςτουσ 140OC (O’Connell & Fox, 

1999). 

 

3.3 Διατροφική ςημαςία των εςτεραςών του φερουλικογ οξέοσ 

 

Το πύτυρο ςύτου αποτελεύ μια απϐ τισ πιο ςημαντικϋσ πηγϋσ φυτικών 

ινών, ςυμβϊλλοντασ ςτην προςταςύα ενϊντια ςτον καρκύνο του παχϋωσ εντϋρου 

(Lupton, 1999). Οι ύνεσ τησ αραβινοξυλϊνησ, ϋχει παρατηρηθεύ ϐτι δεν πϋπτονται 

ςτο ανώτερο πεπτικϐ, αλλϊ “ζυμώνονται” ταχϑτατα ςτο παχϑ ϋντερο, 

παρϊγοντασ κυρύωσ οξικϐ και μικρϋσ ποςϐτητεσ βουτυρικοϑ ςτο εγγϑτερο 

ϋντερο των αρουραύων (Glei et al., 2006) και προπιονικϐ ςτον ϊνθρωπο 

(Hopkins et al., 2003). Μελϋτεσ ϋδειξαν ϐτι μια αναλογύα υδροξυκινναμικών και 

διφερουλικών τησ αραβινοξυλϊνησ, δϑναται να αποικοδομεύται απϐ τισ 

εςτερϊςεσ εντϐσ των επιθηλιακών κυττϊρων, ενώ ςτη ςυνϋχεια 

απελευθερώνονται ωσ ελεϑθερα οξϋα τα οπούα μποροϑν να απορροφηθοϑν απϐ 

το κυκλοφορικϐ ςϑςτημα (Andreasen et al., 2001a, 2001b). Στην εικϐνα 3.7 



  Θεωρητικβ Μέροσ 

69 

 

παρουςιϊζονται τα ςημεύα του εντερικοϑ ςωλόνα, ϐπου πιθανϐτατα οι 

εςτερϊςεσ απελευθερώνουν φαινολικϊ οξϋα. Οι ενδοεπιθηλιακϋσ υδρολϊςεσ τησ 

ςερύνησ, ό γενικϐτερα οι καρβοξυλεςτερϊςεσ, οι οπούεσ εντοπύζονται ςτα 

ςιτευτικϊ κϑτταρα (ιςτικϊ κϑτταρα που κατανϋμονται ευρϋωσ ςτουσ ιςτοϑσ των 

θηλαςτικών), ευθϑνονται, ενδεχομϋνωσ, για την ενεργϐτητα των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ ςτο βλεννογϐνο του λεπτοϑ εντϋρου (Huntley et al., 1985).  

 

 

Η ενδογενόσ μικροχλωρύδα του ανθρώπινου εντϋρου, 

ςυμπεριλαμβανομϋνων των βακτηρύων Escherichia coli, και των γενών 

Lactobacilli και Bifidobacteria, ϋχει αποδειχθεύ ϐτι παρϊγει εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ. Το 2004 απομονώθηκε απϐ το εύδοσ Lactobacillus acidophilus 

μια εςτερϊςη με μοριακϐ βϊροσ 36 kDa (Wang et al., 2004), η οπούα απαιτεύ την 

παρουςύα ξυλανϊςησ για την απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ, κατ΄ αντιςτοιχύα 

με τισ εςτερϊςεσ των μυκότων. Η παρουςύα τησ ςυγκεκριμϋνησ ενδοκυτταρικόσ 

βακτηριακόσ ενεργϐτητασ εςτερϊςησ ϋρχεται ςε αντύθεςη με την εξωκυτταρικό 

δραςτικϐτητα, η οπούα ανιχνεϑθηκε ςε ανθρώπινα κϐπρανα (Kroon et al., 1997, 

Vardakou et al., 2007).  

Επαγώγιμη εξωκυτταρικό ενεργϐτητα εςτερϊςησ ςυναντϊται και ςτουσ 

Εικβνα 3.7: Πιθανϊ ςημεύα ςτον 

ανθρώπινο γαςτρεντερικϐ ςωλόνα 

(duodenum: δωδεκαδάκτυλον, jejunum: 

νήςτισ, ileum: ειλεόσ, ascending colon: 

ανιόν κόλον, transverse colon: εγκάρςιο 

κόλον, descending colon: κατιόν κόλον) 

ϐπου παρατηρεύται απελευθϋρωςη 

φαινολικών οξϋων μετϊ απϐ τη δρϊςη 

των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ. 

FA: φερουλικϐ οξϑ, CA: καφεώκϐ οξϑ, 

pCA: π-κουμαρικϐ οξϑ, 5,5’/8-Ο-4’: 

μορφϋσ διφερουλικοϑ οξϋοσ. 
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μικροοργανιςμοϑσ του ςτομϊχου. Στα ξυλανολυτικϊ εύδη του γϋνουσ Clostridia, η 

ενεργϐτητα εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ εντοπύζεται ωσ επύ το πλεύςτον 

ςτο κυτταρϐπλαςμα (McSweeney et al., 1999) ό εξωκυτταρικϊ (Donaghy et al., 

2000, Blum et al., 2000), καταδεικνϑοντασ το γεγονϐσ ϐτι η θϋςη των ενζϑμων 

αυτών μπορεύ να ποικύλει ανϊλογα με το φυςικϐ περιβϊλλον του κϊθε 

μικροοργανιςμοϑ, ακϐμη και ανϊμεςα ςτο ύδιο γϋνοσ. 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: Τλικϊ και Μϋθοδοι 

 

4.1 Τλικϊ 

 

4.1.1 Μικροοργανιςμού 

 

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό χρηςιμοποιόθηκαν οι 

παρακϊτω μικροοργανιςμού: 

 

α) Ο μεςϐφιλοσ μϑκητασ Fusarium oxysporum F3, ο οπούοσ ϋχει 

απομονωθεύ απϐ κϑμινο (Christakopoulos et al., 1989). 

β) Ο θερμϐφιλοσ μϑκητασ Sporotrichum thermophile ό Myceliophthora 

thermophila ATCC 42464, ο οπούοσ προμηθεϑτηκε απϐ την εταιρεύα DSMZ (DSM 

No:1799, Γερμανύα). 

γ) Σα βακτηριακϊ ςτελϋχη Esherichia coli TOP10 [γονϐτυποσ: F- mcrA 

Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 araD139 Δ(araleu)7697 

galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG] και Esherichia coli TOP10F’’ [γονϐτυποσ: 

F´{lacIq Tn10 (TetR)} mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Υ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 

araD139 Δ(ara-leu)7697 galU galK rpsL endA1 nupG] τησ εταιρεύασ Invitrogen 

(Η.Π.Α). Σο ςτϋλεχοσ E. coli TOP10 χρηςιμοποιόθηκε για την κλωνοπούηςη του 

φορϋα pCR® Blunt (Ιnvitrogen), ενϔ το TOP10F’’ για την κλωνοπούηςη του 

πλαςμιδιακοϑ φορϋα pPICZαC (Invitrogen). 
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δ) Σο ςτϋλεχοσ X33 (γονϐτυποσ: φυςικϐσ τϑποσ, φαινϐτυποσ: Mut+) τησ 

ζϑμησ Pichia pastoris (Invitrogen). Ο μικροοργανιςμϐσ P. pastoris, ο οπούοσ 

χρηςιμοποιόθηκε ςτην παροϑςα διατριβό ωσ ςϑςτημα ετερϐλογησ ϋκφραςησ 

γονιδύων απϐ ευκαρυωτικοϑσ οργανιςμοϑσ, αποτελεύ ϋνα μονοκϑτταρο 

μεθυλϐτροφο ζυμομϑκητα, ο οπούοσ χαρακτηρύζεται απϐ τα ειδικϊ λειτουργικϊ 

πλεονεκτόματα των ανϔτερων ςυςτημϊτων ϋκφραςησ, ϐπωσ εύναι οι 

μεταμεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ (δημιουργύα διςουλφιδικϔν δεςμϔν και 

γλυκοζυλύωςη πρωτεώνϔν). Αποτελεύ ςϑςτημα εϑκολο ςτη χρόςη, με υψηλϐ 

ρυθμϐ αϑξηςησ ακϐμη και ςε θρεπτικϊ μϋςα ιδιαύτερα χαμηλοϑ κϐςτουσ. Κϑριο 

χαρακτηριςτικϐ του φυςικοϑ ςτελϋχουσ αποτελεύ η δυνατϐτητϊ του να 

αυξϊνεται παρουςύα μεθανϐλησ, ωσ μοναδικό πηγό ϊνθρακα. Ειδικϐτερα, το 

ϋνζυμο αλκοολικό οξειδϊςη, το οπούο κωδικοποιεύται απϐ δϑο γονύδια με υψηλό 

ομολογύα (97% ομολογύα), το AOX1 και το ΑΟΧ2, καταβολύζει τη μεθανϐλη ςε 

φορμαλδεϓδη παρουςύα οξυγϐνου. Όταν εκφρϊζεται το γονύδιο AOX1 

παρϊγονται υψηλϊ επύπεδα ενζϑμου, εν αντιθϋςει με την ϋκφραςη του AOX2 που 

οδηγεύ ςε χαμηλϐτερα επύπεδα. Σα κϑτταρα ςτα οπούα εκφρϊζονται και τα δϑο 

γονύδια αυξϊνονται ςε υψηλϋσ ςυγκεντρϔςεισ μεθανϐλησ (φαινϐτυποσ Mut+, 

methanol utilization plus), ενϔ εκεύνα ςτα οπούα εκφρϊζεται μϐνο το AOX2 

γονύδιο, ϋχουν τη δυνατϐτητα να αυξϊνονται ςε μικρϋσ ςυγκεντρϔςεισ 

μεθανϐλησ (φαινϐτυποσ Muts, methanol utilization slow). Σϋλοσ, ςτο 

ςυγκεκριμϋνο μϑκητα, λϐγω ϋκκριςησ περιοριςμϋνων ποςοτότων ενδογενϔν 

πρωτεώνϔν, διευκολϑνεται η απομϐνωςη υψηλϔν ςυγκεντρϔςεων ετερϐλογων 

πρωτεώνικϔν μορύων.  

 

4.1.2 Φημικϊ Αντιδραςτόρια – Αναλώςιμα Τλικϊ 

 

Σα χημικϊ αντιδραςτόρια που χρηςιμοποιόθηκαν ςτη ςυγκεκριμϋνη 

διδακτορικό διατριβό προμηθεϑτηκαν απϐ τισ εταιρεύεσ Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.), 

LAB-SCAN (Ιρλανδύα) και AppliChem (Γερμανύα), και η καθαρϐτητϊ τουσ όταν 

αναλυτικοϑ βαθμοϑ. Σα πλαςτικϊ και γυϊλινα εργαςτηριακϊ υλικϊ που 

χρηςιμοποιόθηκαν όταν των εταιρειϔν Greiner-Bio One (Γερμανύα), Sterilin 

Limited (Ηνωμϋνο Βαςύλειο), SCHOTT AG (Γερμανύα), Eppendorf (Γερμανύα), 

Whatman (Ηνωμϋνο Βαςύλειο), Millipore (Η.Π.Α.) και ROTH (Η.Π.Α.). 
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4.1.3 Τλικϊ και τόλεσ Φρωματογραφύασ 

 

Σα υλικϊ χρωματογραφύασ που χρηςιμοποιόθηκαν όταν προώϐντα τησ 

BIORAD (Η.Π.Α.). Οι αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεϏνεσ απομονϔθηκαν με τη βοόθεια 

ςτηλϔν χρωματογραφύασ υλικοϑ Talon (Clontech Laboratories Inc., Η.Π.Α.). 

τη μϋθοδο τησ υγρόσ χρωματογραφύασ υψηλόσ απϐδοςησ (HPLC, High 

Performance Liquid Chromatography) χρηςιμοποιόθηκε ςτόλη αντύςτροφησ 

φϊςησ C-18 Nucleosil (250 mm  4,6 mm, Macherey-Nagel, Γερμανύα). 

 

4.1.4 υνθετικϊ Τποςτρώματα 

 

Σα ςυνθετικϊ υποςτρϔματα που χρηςιμοποιόθηκαν για την απομύμηςη 

των διαφορετικϔν δεςμϔν μεταξϑ του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ L-αραβινϐζησ 

των ημικυτταρινϔν όταν ο π-νιτροφαινυλ 5-Ο-trans-φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ (p-NPh-5-Fe-Araf) και ο π-νιτροφαινυλ 2-Ο-trans-

φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτησ (p-NPh-2-Fe-Araf). Σα παραπϊνω 

υποςτρϔματα όταν ευγενικό προςφορϊ του Δρ. Peter Biely (Institute of 

Chemistry, Slovak Academy of Sciences, λοβακύα) και παραςκευϊςτηκαν απϐ 

την ερευνητικό του ομϊδα (Mastihubova et al., 2002). 

Οι μεθυλεςτϋρεσ των κινναμικϔν οξϋων, φερουλικοϑ (Methyl-ferulate, 

MFA), π-κουμαρικοϑ (Methyl-p-coumarate, MpCA), καφεώκοϑ (Methyl-caffeate, 

MCA) και ςιναπινικοϑ (Methyl-sinapinate, MSA), προμηθεϑτηκαν απϐ την 

εταιρεύα Apin Chemicals Ltd (Ηνωμϋνο Βαςύλειο). 

Οι αλκυλεςτϋρεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ [αιθυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ (ethyl ferulate), κ-προπυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ οξϋοσ (n-propyl 

ferulate), ιςο-προπυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ οξϋοσ (iso-propyl ferulate), κ-

βουτυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ οξϋοσ (n-butyl ferulate), ιςο-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ (iso-butyl ferulate) και 2-βουτυλεςτϋρασ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ (2-butyl ferulate)] παραςκευϊςτηκαν ςϑμφωνα με την επιςτημονικό 

εργαςύα των Vafiadi et al., (2005). 
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4.1.5 Εμπορικϊ ϋνζυμα – Προςυςκευαςμϋνα χημικϊ αντιδραςτόρια (kits) 

 

Σα ϋνζυμα και τα προςυςκευαςμϋνα χημικϊ αντιδραςτόρια που 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτο πλαύςιο τησ ςυγκεκριμϋνησ διδακτορικόσ διατριβόσ 

προμηθεϑτηκαν απϐ τισ εταιρεύεσ: Sigma-Aldrich (Η.Π.Α.), Macherey-Nagel 

(Γερμανύα), Fermentas (Η.Π.Α.), New England Biolabs Inc., (Η.Π.Α.), Takara BIO 

Inc., (Ιαπωνύα), Invitrogen (Η.Π.Α.), Invivogen (Γαλλύα), Novagen (Η.Π.Α.), 

Clontech (Η.Π.Α.), EMD4Biosciences (Γερμανύα), Finnzymes (Υινλανδύα), 

Stratagene (Η.Π.Α.), BIORAD Laboratories (Η.Π.Α.), Megazyme (Ιρλανδύα). 

 

4.1.6 Θρεπτικϊ μϋςα – Ρυθμιςτικϊ διαλύματα (buffers) 

 

Σα θρεπτικϊ μϋςα και τα ρυθμιςτικϊ διαλϑματα παραςκευϊςτηκαν με 

απιονιςμϋνο νερϐ, ςϑμφωνα με τα πρωτϐκολλα των Ausubel (1998) και 

Sambrook (1996). Σα διαλϑματα των τεχνικϔν μοριακόσ βιολογύασ, καθϔσ και 

τησ χρωματογραφύασ προετοιμϊςτηκαν με υπερκϊθαρο νερϐ (R=18,2 MΩcm-1). 

Η αποςτεύρωςό τουσ πραγματοποιόθηκε ςε αυτϐκαυςτο ςε θερμοκραςύα 121OC, 

για 15 min, υπϐ πύεςη 0,1 mPa. Σα θερμοευαύςθητα υλικϊ, ϐπωσ τα αντιβιοτικϊ 

και οι βιταμύνεσ, παραςκευϊςτηκαν ςε ςυμπυκνωμϋνα διαλϑματα και 

αποςτειρϔθηκαν με διόθηςη απϐ φύλτρα ςϑριγγoσ με πϐρουσ διαμϋτρου 0,2 μm, 

ενϔ ςτη ςυνϋχεια προςτϋθηκαν ςτα θρεπτικϊ μϋςα ςε θερμοκραςύα 50-60OC 

περύπου.  

 

4.1.6.i Θρεπτικά μέςα 

 

Τγρϐ Θρεπτικϐ μϋςο 

F. oxysporum 

2 g/L ΚΗ2PO4, 0,3 g/L MgSO4
.7H2O, 0,3 g/L CaCl2

.2H2O, 

10 g/L (NH4)2HPO4, 15,6 g/L NaH2PO4.2H2O,  

2% (w/v) γλυκϐζη, pH 6,0 

τερεϐ Θρεπτικϐ 

μϋςο F. oxysporum 

(PDA) 

3,9% (w/v) ϊγαρ απϐ ζωμϐ πατϊτασ και δεξτρϐζη,  

0,1% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ 

Τγρϐ Θρεπτικϐ μϋςο 

S. thermophile 

1 g/L Κ2ΗPO4, 0,5 g/L MgSO4
.7H2O, 0,1 g/L CaCl2

.2H2O,  

10 g/L εκχϑλιςμα ζϑμησ, 1% (w/v) γλυκϐζη, pH 5,0 
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τερεϐ Θρεπτικϐ 

μϋςο S. thermophile 

30 g/L εκχϑλιςμα βϑνησ, 3 g/L πεπτϐνη, 1,5% (w/v) ϊγαρ,  

pH 5,6 

LB (Luria Bertani) ± 

καναμυκύνη 

1% (w/v) NaCl, 1% (w/v) τρυπτϐνη,  

0,5% (w/v)εκχϑλιςμα ζϑμησ, pΗ 7,4 ± 50 μg/mL καναμυκύνη 

LB-ϊγαρ ± 

καναμυκύνη 
LB με 1,5% (w/v) ϊγαρ ± 50 μg/mL καναμυκύνη 

LS LB (χαμηλόσ 

αλατϐτητασ LB) ± 

ζεοςύνη (zeocin) 

0,5% (w/v) NaCl, 1% (w/v) τρυπτϐνη,  

0,5% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ, pΗ 7,4 ± 25 μg/mL ζεοςύνη 

LS LB–ϊγαρ ±  

ζεοςύνη 
LB με 1,5% (w/v) ϊγαρ ± 25 μg/mL ζεοςύνη 

YPD ± ζεοςύνη 
1% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ, 2% (w/v) πεπτϐνη,  

2% (w/v) δεξτρϐζη ± 100 μg/mL ζεοςύνη 

YPD-ϊγαρ ±  

ζεοςύνη 
YPD με 2% (w/v) ϊγαρ ± 100 μg/mL ζεοςύνη 

YPDS ± ζεοςύνη 
1% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ, 2% (w/v) πεπτϐνη,  

2% (w/v) δεξτρϐζη, 1 Μ ςορβιτϐλη ± 100 μg/mL ζεοςύνη 

YPDS-ϊγαρ ± ζεοςύνη YPDS με 1,5% (w/v) ϊγαρ ± 100 μg/mL ζεοςύνη 

MD-ϊγαρ 
1,34% (w/v) yeast nitrogen base (YNB), 2% (w/v) δεξτρϐζη, 

4×10-5% (w/v) βιοτύνη και 1,5% (w/v) ϊγαρ 

MM-ϊγαρ 
1,34% (w/v) ΤΝΒ, 4×10-5 % (w/v) βιοτύνη,  

0,5% (v/v) μεθανϐλη και 1,5% (w/v) ϊγαρ 

BMGY 

1% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ, 2% (w/v) πεπτϐνη,  

100 mM Ρ-Δ φωςφορικϔν, pΗ 6,0, 1,34% (w/v) ΤΝΒ,  

4×10-5% (w/v) βιοτύνη, 1% (v/v) γλυκερϐλη 

ΒΜΜΤ 

1% (w/v) εκχϑλιςμα ζϑμησ, 2% (w/v) πεπτϐνη,  

100 mM Ρ-Δ φωςφορικϔν, pΗ 6,0, 1,34% (w/v) ΤΝΒ,  

4×10-5% (w/v) βιοτύνη, 0,5% (v/v)μεθανϐλη 

YNB 
34 gr/L YNB χωρύσ θειώκϐ αμμϔνιο και αμινοξϋα,  

100 gr/L θειώκϐ αμμϔνιο 
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4.1.6.ii Ρυθμιςτικά και λοιπά διαλύματα 

 

 

Εκχϑλιςη DNA 
0,1 Μ Tris, pH 7,5, 0,7 M NaCl, 10 mM EDTA, 1% (w/v) CTAB, 

1%(v/v) β-μερκαπτοαιθανϐλη  

TE  10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pΗ 8,0 

TBE (10×) 
108 g/L Tris base, 55 g/L βορικϐ οξϑ, 40 mL/L EDTA 0,5 M,  

pΗ 8,0 

Ρ-Δ δεύγματοσ  

Ηλεκτροφϐρηςησ 

αγαρϐζησ 

(Loading buffer) 

900 μL γλυκερϐλη 50% (v/v), 100 μL Μπλε Βρωμοφαινϐλησ 10× 

Ρ-Δ Talon  0,3 M NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8,0 

Ρ-Δ φωςφορικών  132 mL Κ2HPO4 1M, 868 mL KH2PO4 1M, pH 6,0 

Ρ-Δ δεύγματοσ  

SDS-PAGE 

(Sample buffer)  

3,55 mL 0,25Μ Tris Base pH 6,8, 1,8 mL Γλυκερϐλη 50% (v/v), 

1,8 mL β–Μερκαπτοαιθανϐλη, 0,71 gr SDS,  

2,85 mL Βρωμοφαινϐλη Blue 0,1 % (w/v) 

Ρ-Δ SDS-PAGE 

Ηλεκτροφϐρηςησ 

(Running buffer) 

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

Χρωματιςμϐσ 

πηκτώματοσ 

SDS-PAGE 

0,4% (w/v) Coomassie G-250, 400 mL μεθανϐλη,  

100 mL οξικϐ οξϑ, 500 mL ddH2O 

Αποχρωματιςμϐσ 

πηκτώματοσ 

SDS-PAGE 

200 mL μεθανϐλη, 100 mL οξικϐ οξϑ, 700 mL ddH2O 

Χρωματιςμϐσ 

πηκτώματοσ 

IEF-PAGE 

0,02% (w/v) Phast Gel Blue R, 0,1% (w/v) CuSO4,  

300 mL μεθανϐλη, 100 mL οξικϐ οξϑ, 600 mL ddH2O 

Αποχρωματιςμϐσ 

πηκτώματοσ 

IEF-PAGE 

300 mL μεθανϐλη, 100 mL οξικϐ οξϑ, 600 mL ddH2O 
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4.1.7 Πλαςμιδιακού Υορεύσ Κλωνοπούηςησ και Έκφραςησ 
 

Φρηςιμοποιόθηκαν δϑο διαφορετικού πλαςμιδιακού φορεύσ 

κλωνοπούηςησ: το πλαςμύδιο pCR® Blunt και το pPICZαC τησ εταιρεύασ 

Invitrogen (Η.Π.Α.). Σα χαρακτηριςτικϊ τουσ περιγρϊφονται αναλυτικϐτερα 

παρακϊτω. 

 

α) pCR® Blunt (Invitrogen) 

Ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ pCR® Blunt ϋχει ςχεδιαςτεύ για την κλωνοπούηςη 

τμημϊτων DNA που φϋρουν ιςοτελό ϊκρα. Σο πλαςμύδιο (3512 bp) περιϋχει το 

γονύδιο θανϊτου του E. coli ccdB, το οπούο εντοπύζεται μετϊ το τϋλοσ του 

γονιδύου LacZa. Όταν γύνεται ςϑνδεςη ενϐσ κομματιοϑ DNA ςτο πλαςμύδιο 

διακϐπτεται η ϋκφραςη του ςυςτόματοσ lacZa-ccdB, με αποτϋλεςμα να 

αναπτϑςςονται ςτο ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο μϐνο τα βακτηριακϊ κϑτταρα τα 

οπούα περιϋχουν τα αναςυνδυαςμϋνα πλαςμύδια. Αντιςτούχωσ, κϑτταρα που 

φϋρουν μη-αναςυνδυαςμϋνο φορϋα εύναι δϑςκολο να αναπτυχθοϑν, καθϔσ ςε 

αυτϊ εκφρϊζεται το γονύδιο ccdB. 

 

Εικϐνα 4.1: Ο χϊρτησ περιοριςμοϑ του πλαςμιδύου pCR® Blunt (Invitrogen, Η.Π.Α.). 
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Επιπλϋον, το πλαςμύδιο pCR® Blunt περιϋχει γονύδια ανθεκτικϐτητασ ςτα 

αντιβιοτικϊ ζεοςύνη και καναμυκύνη. 

 

β) pPICZαC (Invitrogen) 

Ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ κλωνοπούηςησ pPICZαC (3598 bp) (Invitrogen) 

που επιλϋχθηκε, επιτρϋπει την παραγωγό αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν ςτο 

μεθυλϐτροφο ζυμομϑκητα P. pastoris αλλϊ και την ϋκκριςη τουσ ςτον 

εξωκυττϊριο χϔρο με τη χρόςη τησ ςηματοδοτικόσ αλληλουχύασ α-factor τησ 

ζϑμησ Saccharomyces cerevisiae. Ο φορϋασ αναλυτικϐτερα περιλαμβϊνει: 

 Σμόμα 942 bp που περιϋχει τον υποκινητό τησ αλκοολικόσ οξειδϊςησ 

(ΑΟΧ1) και περιοχό ομολογύασ που επιτρϋπει την ενςωμϊτωςη ςτο χρωμϐςωμα 

του μϑκητα. 

 Γονύδιο ανθεκτικϐτητασ ςτο αντιβιοτικϐ ζεοςύνη (zeocin, Invivogen, 

Γαλλύα). 

 Επύτοπο του c-myc (Glu-Gln-Lys-Leu-Ile-Ser-Glu-Glu-Asp-Leu) και ϋξι 

κωδικϐνια His, τα οπούα επιτρϋπουν την ανύχνευςη των πρωτεώνϔν και τον 

καθαριςμϐ τουσ με τη χρόςη ςτηλϔν χρωματογραφύασ που περιϋχουν ιϐντα 

μετϊλλων. 

 

Εικϐνα 4.2: Ο χϊρτησ περιοριςμοϑ του πλαςμιδύου pPICZαC (Invitrogen, Η.Π.Α.). 
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4.1.8 υνθετικϊ ολιγονουκλεοτύδια-εκκινητϋσ (primers) 

 

Οι αλληλουχύεσ των εναρκτόριων μορύων που χρηςιμοποιόθηκαν για την 

ενύςχυςη τμημϊτων DNA, καταςκευϊςτηκαν απϐ την εταιρεύα Eurofins MWG 

Operon (Γερμανύα) και παρουςιϊζονται αναλυτικϊ για το κϊθε γονύδιο 

παρακϊτω:  

 

FoXyn11-09638 

FO_09638F 5’-GCA T CG ATG CTT CCC TCC GCT CAG CCC G-3’ 

 

FO_09638R 5’-CGT CTA GAG CCT GGG AGA CAG TCA TGC TGG-3’ 

 

09638SPF Phospho - 5’-CAC CAT CAA GTA CTC TGG-3’ 

09638SPR Phospho - 5’-CGA GAA GTA CCA GGC ATC-3’ 

 

FoFaeC-12213  

pICZ12213_Fp 
5’-CCA T CG ATG GAC ACC TCG ACT GAT ATT TG-3’ 

 

pICZ12213_R2 
5’-GCT CTA GAG GCA GCT CGC ACT TCC AGC-3’ 

 

FoFaeC-12213 S217 A 

S217A_F 5’-CTT ACT ATC TTG GAT GCG CAA CTG GTG GAC GAC AA-3’ 

S217A_R 5’-TTG TCG TCC ACC AGT TGC GCA TCC AAG ATA GTA AG-3’ 

 

StFaeB-96478  

StFaeB96478F 5’-CCA T CG ATG GCC TCG CTG CAG GAG GTC AC-3’ 

 

StFaeB96478R 5’-CGT CTA GAA TCA AGC CAA ACC ACT GGA GCA GC-3’ 

 

96478e1R 5’-GCC GCA GGG ATG GAG CGC AAC GAT CAC TGG GGG GTT GG-3’ 

96478e2F 5’-CTC CAT CCC TGC GGC GGA AG-3’ 

96478e2R 5’-GTA GCA GAT TCG GCG CCC GCA GCA CAA CCA AAG GCC -3’ 

96478e3F 5’-GCG CCG AAT CTG CTA CGC CG-3’ 

StFaeB-96478 S218 A 

S218F 5’-CCA TGG GCT TCG CGT CCG GCG GC-3’ 

S218R 5’-GCC GCC GGA CGC GAA GCC CAT GG-3’ 

 

ClaI 

XbaI 

ClaI 

XbaI 

ClaI 

XbaI 
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4.1.9 υςκευϋσ-Όργανα  

 

Οι ςυςκευϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα εργαςύα εύναι κατϊ 

αλφαβητικό ςειρϊ οι εξόσ: 

 Αυτϐκαυςτοσ Labo Autoclave του ούκου SANYO (Η.Π.Α.). 

 Θερμαινϐμενοσ επωαςτόρασ με ανϊδευςη Eppendorf Thermomixer 

Comfort (Eppendorf, Γερμανύα). 

 Θερμιδϐμετρο Ιςϐθερμησ Σιτλοδϐτηςησ (Isothermal Titration Calorimeter, 

ITC, Microcal, Northampton, Η.Π.Α.). 

 Θερμοςτατοϑμενα υδατϐλουτρα και επωαςτόρεσ. 

 Μονϊδα διαχωριςμοϑ, ελϋγχου και ανϊπτυξησ ηλεκτροφορόςεων 

(PhastSystem, Pharmacia, ουηδύα). 

 Μονϊδα ηλεκτροφϐρηςησ για το διαχωριςμϐ πρωτεώνϔν Mini-PROTEAN 3 

(BIORAD, Η.Π.Α.). 

 Περιςτρεφϐμενοι επωαςτόρεσ ZHWY-211C, ZHICHENG Analytical 

Instruments Manufacturing Co. Ltd (Κύνα). 

 υλλϋκτησ κλαςμϊτων (Waters, Millipore, Η.Π.Α.). 

 υςκευό αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ TC-512 TECHNE (Η.Π.Α.). 

 υςκευό ανϊδευςησ Orbit LS, Labnet (Μεγϊλη Βρετανύα). 

 υςκευό εξϊχνωςησ υπϐ κενϐ (freeze drying), Christ ALPHA 1-4, B.Braun 

Biotec. International, Melsungen, (Γερμανύα). 

 υςκευό ηλεκτρικόσ τροφοδοςύασ E863 CONSORT (Βϋλγιο). 

 υςκευό ηλεκτροδιϊτρηςησ Micropulser BIORAD (Η.Π.Α.). 

 υςκευό ηλεκτροφϐρηςησ αγαρϐζησ Easigel H1-set τησ εταιρεύασ Scie-plas 

(Μεγϊλη Βρετανύα). 

 υςκευό μϋτρηςησ pH, WTW 537 (WTW, Γερμανύα). 

 υςκευό υπερδιόθηςησ διαλυμϊτων Stirred Cell Model 8400, 400 mL και 

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

 υςκευό υπερόχων μοντϋλο VC 600, Sonics and Materials (Η.Π.Α.). 

 υςκευό φωτογρϊφηςησ ςε κλειςτϐ θϊλαμο InGenius BioImaging τησ 

Syngene (Μεγϊλη Βρετανύα) και λογιςμικϐ GeneSnap v6.05 και GeneTools 

v3.06. 

 ϑςτημα παραγωγόσ υπερκϊθαρου νεροϑ Direct-Q (Millipore, Η.Π.Α.). 
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 ϑςτημα αϋριασ χρωματογραφύασ (Varian 450-GC, Varian BV, Ολλανδύα) 

ςυζευγμϋνη με Υαςματογρϊφο Μϊζασ (Varian 220-MS, Varian BV, 

Ολλανδύα). Η ςτόλη που χρηςιμοποιόθηκε όταν η τριχοειδόσ ςτόλη Factor-

4 (30 m × 0,25 mm, 0,25 μm πϊχοσ του φιλμ, VF-5 ms, Varian, Varian BV, 

Ολλανδύα). 

 ϑςτημα χρωματογραφύασ διαχωριςμοϑ πρωτεώνϔν (ECONO gradient 

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

UV ακτινοβολύασ (280 nm) για την ανύχνευςη των εκλουϐμενων 

πρωτεώνϔν. 

 ϑςτημα χρωματογραφύασ υψηλόσ διαχωριςτικόσ ικανϐτητασ (HPLC) 

Jasco (Ιαπωνύα), που περιελϊμβανε αντλύα PU 987, φωτομετρικϐ ανιχνευτό 

UV 975 και λογιςμικϐ διαχεύριςησ και καταγραφόσ Clarity Version 

2.3.3.124 (DataApex, Σςεχύα). 

 Υυγϐκεντροι Model J2-21 και TJ-6 τησ Beckman Coulter (Η.Π.Α.), ALC 

4239R (Μεγϊλη Βρετανύα) και μικροφυγϐκεντροσ πϊγκου Eppendorf 3200 

(Γερμανύα). 

 Υωτϐμετρο SPECTRAmax 250 (Molecular Devices, Η.Π.Α.). 

 Υωτϐμετρο του ούκου Hitachi UV 2000 (Η.Π.Α.).  

 

4.2. Καλλιϋργειεσ κυττϊρων 

 

4.2.1 Τγρϋσ και ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ των μυκότων F. oxysporum και 

S. thermophile 

 

Η ανϊπτυξη των μικροοργανιςμϔν πραγματοποιόθηκε αρχικϊ ςε ςτερεϊ 

και ςτη ςυνϋχεια ςε υγρϊ θρεπτικϊ μϋςα ςε θερμοκραςύα 30OC για το μεςϐφιλο 

F. oxysporum και 47OC για το θερμϐφιλο μϑκητα S. thermophile ATCC 42464. Οι 

ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ ϋγιναν ςε ςωλόνεσ κεκλιμϋνου θρεπτικοϑ υλικοϑ και 

επωϊςτηκαν για 5 ημϋρεσ πριν τη φϑλαξό τουσ. Για τισ υγρϋσ καλλιϋργειεσ 

χρηςιμοποιόθηκαν κωνικϋσ φιϊλεσ Erlenmeyer ϐγκου 250 mL με 100 mL 

κατϊλληλο υγρϐ θρεπτικϐ μϋςο (παρϊγραφοσ 4.1.6.i). Η επϔαςό τουσ ϋλαβε 

χϔρα ςε περιςτρεφϐμενο επωαςτόρα (200 rpm) για ςυγκεκριμϋνο χρονικϐ 

διϊςτημα, με ςκοπϐ την παραγωγό βιομϊζασ. 
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4.2.2 Τγρϋσ και ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ των βακτηριακών κυττϊρων E. coli 

 

Σα ςτελϋχη E. coli TOP10 και TOP10F’’ αναπτϑχθηκαν εύτε ςε υγρϐ, εύτε ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο LB ό LS LB ςε θερμοκραςύα 37OC παρουςύα κατϊλληλου 

αντιβιοτικοϑ. την πρϔτη περύπτωςη η αϑξηςη των κυττϊρων 

πραγματοποιόθηκε ςε αποςτειρωμϋνουσ ςωλόνεσ ϐγκου 25 mL μιασ χρόςησ ό 

ςε μεγαλϑτερεσ φιϊλεσ, ϐταν το απαιτοϑςε η πειραματικό διαδικαςύα. Η επϔαςη 

διενεργόθηκε ςε περιςτρεφϐμενουσ αναδευτόρεσ υπϐ ςταθερό ταχϑτητα 

200 rpm, για 16 h περύπου. Οι ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ παραςκευϊςτηκαν μετϊ απϐ 

την προςθόκη ϊγαρ ςτο θρεπτικϐ μϋςο και επωϊςτηκαν για 16 h περύπου ςε 

θερμοκραςύα 37OC. τη ςυνϋχεια παρϋμειναν και διατηρόθηκαν ςε θερμοκραςύα 

4OC για διϊςτημα μερικϔν εβδομϊδων.  

 

4.2.3 Τγρϋσ και ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ κυττϊρων του ζυμομύκητα 

P. pastoris 

 

Σο ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ P. pastoris που χρηςιμοποιόθηκε όταν το X33, το 

οπούο αποτελεύ τον ϊγριο τϑπο του μϑκητα. Η υγρό καλλιϋργεια του 

πραγματοποιόθηκε ςε θερμοκραςύα 28-30OC μϋςα ςε γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ 

με εςωτερικϊ πτερϑγια (τϑπου baffled) για αϑξηςη του αεριςμοϑ, ςε θρεπτικϐ 

υλικϐ YPD, υπϐ ςυνεχό ανϊδευςη (200 rpm). Οι ςτερεϋσ καλλιϋργειεσ τησ ζϑμησ 

ςε τρυβλύα, ϋπειτα απϐ 48 h επϔαςησ ςε θερμοκραςύα 30OC, διατηρόθηκαν για 

λύγεσ εβδομϊδεσ ςτουσ 4OC.  

Για τη φϑλαξη μεταςχηματιςμϋνων και μη ςτελεχϔν τησ P. pastoris για 

μεγϊλα χρονικϊ διαςτόματα ςε θερμοκραςύεσ -20OC και -80OC, η διαδικαςύα που 

ακολουθόθηκε όταν η εξόσ: μεμονωμϋνεσ αποικύεσ αναπτϑχθηκαν ςε θρεπτικϐ 

υλικϐ YPD για περύπου 16 h ςτουσ 30OC. τη ςυνϋχεια τα κϑτταρα ςυλλϋχθηκαν 

με φυγοκϋντρηςη και επαναιωρόθηκαν ςε διϊλυμα YPD, που περιϋχει 15% (v/v) 

γλυκερϐλη, ϋτςι ϔςτε η τελικό OD600 να εύναι 50-100 (περύπου 2,5-

5,0×109 κϑτταρα/mL). 
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4.3. Μοριακϋσ Σεχνικϋσ 

 

4.3.1 Απομόνωςη γενετικού υλικού 

 

Η απομϐνωςη υψηλόσ καθαρϐτητασ γενωμικοϑ DNA, κρύθηκε 

απαραύτητη για την επιτυχύα των μετϋπειτα πειραμϊτων. Οι μϋθοδοι που 

χρηςιμοποιόθηκαν για τον ςκοπϐ αυτϐ όταν ποικύλεσ, ανϊλογα πϊντα με την 

προϋλευςη του γενετικοϑ υλικοϑ, ενϔ το τϋλοσ κϊθε πρωτοκϐλλου ακολοϑθηςε 

ανϊλυςη του DNA με ηλεκτροφϐρηςη αγαρϐζησ και φωτομετρικϐ ϋλεγχο. 

 

i) Απομόνωςη γενετικού υλικού από το F. oxysporum  

Η απομϐνωςη του ολικοϑ DNA απϐ το μϑκητα F. oxysporum ϋγινε 

ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο των Murray και Thompson (1980) με κϊποιεσ 

επιμϋρουσ τροποποιόςεισ. Παρακϊτω παρουςιϊζεται αναλυτικϐτερα η 

διαδικαςύα που πραγματοποιόθηκε:  

 Καλλιϋργεια ϐγκου 100 mL ςε κατϊλληλο υγρϐ θρεπτικϐ υλικϐ ϋπειτα 

απϐ επϔαςη 4 ημερϔν, φυγοκεντρόθηκε και η βιομϊζα ςυλλϋχθηκε για 

λυοφιλύωςη ςε ςυςκευό εξϊχνωςησ υπϐ κενϐ (freeze drying), Christ ALPHA 1-4, 

B.Braun Biotec. International, Melsungen, (Γερμανύα). 

 Ποςϐτητα ξηρόσ βιομϊζασ (0,5 gr), ϋπειτα απϐ κονιορτοπούηςη ςε γουδύ, 

προςτϋθηκε ςε 10 mL ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ εκχϑλιςησ και επωϊςτηκαν για 

30 min ςτουσ 65OC. 

 τη ςυνϋχεια 10 mL διαλϑματοσ χλωροφορμύου/ιςοαμυλικόσ αλκοϐλησ, 

24:1 (v/v) προςτϋθηκαν ςτο μύγμα και αφοϑ αναδεϑτηκαν όρεμα, 

φυγοκεντρόθηκαν για 10 min (1500×g). 

 Η υδατικό φϊςη ςυλλϋχθηκε ςε καινοϑριο ςωλόνα και προςτϋθηκε ύςοσ 

ϐγκοσ ιςοπροπανϐλησ. Σο διϊλυμα αναδεϑτηκε με όρεμεσ κινόςεισ. 

 Σο DNA που απομονϔθηκε μεταφϋρθηκε με μια καθαρό γυϊλινη ρϊβδο 

ςε προψυγμϋνo διϊλυμα αιθανϐλησ 70%, ϐπου και παρϋμεινε για 20 min πριν 

φυγοκεντρηθεύ. 

 τη ςυνϋχεια απομακρϑνθηκε η αιθανϐλη και αφοϑ το ύζημα του DNA 

ξηρϊθηκε ςε θερμοκραςύα δωματύου, προςτϋθηκαν 1-5 mL ρυθμιςτικοϑ 
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διαλϑματοσ ΣΕ παρουςύα 20 μg/mL Rnase A (ΝΕΒ, Η.Π.Α.) για την απομϊκρυνςη 

του RNA απϐ το διϊλυμα. Ακολοϑθηςε επϔαςη ςε θερμοκραςύα 37OC για 1 h.  

 Tο απομονωμϋνο DNA τϋλοσ, καθαρύςτηκε περαιτϋρω με διϊλυμα 

φαινϐλησ/χλωροφορμύου 1:1 και προψυγμϋνο διϊλυμα αιθανϐλησ 70%, με 

ενδιϊμεςη φυγοκϋντρηςη. Σο ύζημα αφϋθηκε για ξόρανςη ςε θερμοκραςύα 

δωματύου και αναδιαλϑθηκε ςε κατϊλληλο ϐγκο ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ TE 

(50-100 μL). 

 

ii) Απομόνωςη γενετικού υλικού από το S. thermophile  

H απομϐνωςη DNA απϐ το θερμϐφιλο μϑκητα S. thermophile 

πραγματοποιόθηκε ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο του προςυςκευαςμϋνου 

πακϋτου χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ Sigma–Aldrich, GenElute™ Plant, Genomic 

DNA Miniprep Kit. 

Ο μϑκητασ αναπτϑχθηκε για 48 h ςε υγρϐ θρεπτικϐ μϋςο, το οπούο 

περιεύχε γλυκϐζη ωσ πηγό ϊνθρακα (4.1.6.i), ενϔ ςτη ςυνϋχεια η βιομϊζα του 

ςυλλϋχθηκε με τη βοόθεια υφαςμϊτινου ηθμοϑ και λυοφιλιϔθηκε ςε ςυςκευό 

εξϊχνωςησ υπϐ κενϐ. Πραγματοποιόθηκε κονιορτοπούηςη ςε γουδύ και 0,1 gr 

ςκϐνησ χρηςιμοποιόθηκαν για την απομϐνωςη ολικοϑ DNA. 

 

iii) Απομόνωςη πλαςμιδιακού DNA  

Η απομϐνωςη πλαςμιδιακοϑ DNA μικρόσ κλύμακασ, ϋγινε ςϑμφωνα με το 

πρωτϐκολλο του προςυςκευαςμϋνου πακϋτου χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ 

Fermentas, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Αντιςτούχωσ, για την απομϐνωςη 

πλαςμιδιακοϑ DNA μεγαλϑτερησ κλύμακασ χρηςιμοποιόθηκε το ςϑςτημα τησ 

εταιρεύασ Macherey-Nagel, NucleoBond® Xtra Midi. 

 

iv) Απομόνωςη τμόματοσDNA από πόκτωμα αγαρόζησ 

Η διαδικαςύα τησ απομϐνωςησ του DNA απϐ το πόκτωμα τησ αγαρϐζησ 

ϋγκειται ςτην απομϊκρυνςη του τεμαχύου τησ αγαρϐζησ που περιϋχει το 

επιθυμητϐ τμόμα του DNA.  

Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε και τα αντιδραςτόρια που 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτην περύπτωςη αυτόν όταν τησ εταιρεύασ Macherey-Nagel, 

(Perfectprep Gel Clean up). Για την αποδοτικϐτερη απομϐνωςη του DNA 
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χρηςιμοποιόθηκε αγαρϐζη υψηλόσ ποιϐτητασ (Seakem® Gold Agarose, Cambrex 

Bio Science Rockland, Inc., Δανύα). 

 

4.3.2 Ποςοτικό και Ποιοτικό ανϊλυςη γενωμικού DNA 

 

Η ςυγκϋντρωςη του διαλϑματοσ μονϐκλωνου ό δύκλωνου DNA 

προςδιορύςτηκε φωτομετρικϊ, ϋπειτα απϐ μϋτρηςη τησ απορρϐφηςησ ςτο 

υπεριϔδεσ φωσ, ςε μόκοσ κϑματοσ 260 nm, ϐπου απορροφοϑν οι αζωτοϑχεσ 

βϊςεισ του DNA (Sambrook et al., 1989). 

Ο υπολογιςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ του DNA που απομονϔθηκε με τισ 

μεθϐδουσ που αναφϋρθηκαν ςε προηγοϑμενη παρϊγραφο (4.3.1), ϋγινε με τη 

βοόθεια τησ παρακϊτω μαθηματικόσ ςχϋςησ, ςϑμφωνα με την οπούα 

50 μg DNA/mL διαλϑματοσ αντιςτοιχοϑν ςε απορρϐφηςη ςτα 260 nm ύςη με τη 

μονϊδα.  

CDNA = [(OD260nm × 50 × αραύωςη) / 1000] (μg/μL) 

 

Η καθαρϐτητα ενϐσ διαλϑματοσ DNA δύδεται ενδεικτικϊ απϐ το λϐγο τησ 

απορρϐφηςησ του δεύγματοσ ςτα 260 nm προσ την απορρϐφηςη ςτα 280 nm. 

Καθαρϊ παραςκευϊςματα DNA εμφανύζουν τιμό του κλϊςματοσ OD260/OD280  

μεταξϑ 1,7 και 1,9, ενϔ η ϑπαρξη πρωτεώνϔν ςτο διϊλυμα ελαττϔνει αυτϐ το 

λϐγο.  

Σο δεύγμα DNA αραιϔθηκε κατϊλληλα ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα TE ό 

υπερκϊθαρο νερϐ και μετρόθηκε ςτα δϑο μόκη κϑματοσ. Οι τιμϋσ των 

απορροφόςεων του μϋςου αραύωςησ αφαιρϋθηκαν απϐ τισ τιμϋσ απορρϐφηςησ  

του δεύγματοσ. 

 

4.3.3 Ηλεκτροφόρηςη DNA ςε πόκτωμα αγαρόζησ 

 

Σα γραμμικϊ μϐρια DNA μετακινοϑνται ςε πόκτωμα αγαρϐζησ, κϊτω απϐ 

την εφαρμογό ηλεκτρικοϑ πεδύου, με ταχϑτητα ανϊλογη του μεγϋθουσ τουσ. Η 

πυκνϐτητα του πηκτϔματοσ καθϔσ και η εφαρμοζϐμενη τϊςη του πεδύου 

(volts/cm πηκτϔματοσ) ρυθμύζονται με βϊςη τα μεγϋθη των μορύων που θα 

διαχωριςτοϑν (Sambrook et al., 1989).  



Πειραματικό Μϋροσ   
 

88 

 

Η ηλεκτροφορητικό ικανϐτητα του DNA ςτα πηκτϔματα αγαρϐζησ 

εξαρτϊται κυρύωσ απϐ τϋςςερισ παραμϋτρουσ:  

i) το μϋγεθοσ του DNA: γραμμικϊ δύκλωνα μϐρια DNA κινοϑνται με ρυθμϐ 

αντιςτρϐφωσ ανϊλογο του δεκαδικοϑ λογαρύθμου του μοριακοϑ τουσ βϊρουσ, 

ii) η ςυγκϋντρωςη τησ αγαρϐζησ: η χρόςη πηκτωμϊτων με διαφορετικϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ επιτρϋπει το διαχωριςμϐ ενϐσ μεγϊλου εϑρουσ μεγεθϔν DNA, 

iii) η ςτερεοδιϊταξη του DNA: οι ποικύλεσ μορφϋσ του DNA ϋχουν διαφορετικό 

κινητικϐτητα ςε πηκτϔματα αγαρϐζησ, και  

iv) η ϋνταςη του ρεϑματοσ: η κινητικϐτητα γραμμικϔν τμημϊτων DNA εύναι 

ανϊλογη τησ τϊςησ του ηλεκτρικοϑ ρεϑματοσ, για μικρϋσ τιμϋσ τϊςησ.  

Η διαδικαςύα που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται παρακϊτω: 

 ε κωνικό φιϊλη προςτϋθηκαν 0,5 g [1% (w/v)] αγαρϐζησ ςε περύπου 

50 mL διαλϑματοσ 1 × ΣΒΕ (παρϊγραφοσ 4.1.6.ii). Για τα μεγϊλα τμόματα DNA 

(5-10 kb) χρηςιμοποιόθηκε πόκτωμα αγαρϐζησ 0,7% (w/v), ενϔ τα μικρϐτερα 

τμόματα διαχωρύςτηκαν αποτελεςματικϐτερα ςε πόκτωμα 2% (w/v). Η τόξη 

τησ αγαρϐζησ πραγματοποιόθηκε με βραςμϐ για 2 min περύπου ςε φοϑρνο 

μικροκυμϊτων ιςχϑοσ 450 Watt.  

 Σο διϊλυμα παρϋμεινε για λύγα λεπτϊ ςε θερμοκραςύα δωματύου μϋχρι η 

θερμοκραςύα τησ αγαρϐζησ να φτϊςει τουσ 60OC και ςτη ςυνϋχεια προςτϋθηκαν 

5 μL διαλϑματοσ βρωμιοϑχου αιθιδύου αρχικόσ ςυγκϋντρωςησ 1 mg/mL. 

 Σο διϊλυμα τησ αγαρϐζησ, αφοϑ αναδεϑθηκε, απλϔθηκε προςεκτικϊ ςτη 

μότρα τησ ςυςκευόσ ηλεκτροφϐρηςησ και εφαρμϐςτηκε η κατϊλληλη «χτϋνα» 

για το ςχηματιςμϐ των οπϔν φϐρτωςησ. 

 Αφοϑ το πόκτωμα ςτερεοποιόθηκε, βυθύςτηκε ςε 50 mL διαλϑματοσ 1× 

ΣΒΕ και αφαιρϋθηκε η «χτϋνα». 

 ε κϊθε οπό τοποθετόθηκε κατϊλληλη ποςϐτητα δεύγματοσ που εύχε 

αναμιχθεύ με διϊλυμα χρωςτικόσ (loading buffer) για την καταβϑθιςό του.  

 Η ηλεκτροφϐρηςη πραγματοποιόθηκε κϊτω απϐ ηλεκτρικό τϊςη 60-

80 Volt για 1 h περύπου.  

 τη ςυνϋχεια το πόκτωμα τοποθετόθηκε ςε ςυςκευό εκπομπόσ 

υπεριϔδουσ ακτινοβολύασ (UV), ϔςτε να διακριθοϑν και να φωτογραφηθοϑν με 

κατϊλληλο ςϑςτημα φωτογρϊφιςησ (InGenius BioImaging, Syngene, Μεγϊλη 

Βρετανύα), οι ζϔνεσ των τμημϊτων που διαχωρύςτηκαν. 
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 Ο προςδιοριςμϐσ του μεγϋθουσ, τησ ποςϐτητασ αλλϊ και τησ ποιϐτητασ 

του DNA, πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια κατϊλληλου μοριακοϑ δεύκτη 

(Hypperladder™ I: 200 bp-10 kb, Bioline, Η.Π.Α.). Η εϑρεςη του μεγϋθουσ 

γραμμικϔν μορύων DNA ϋγινε ϋπειτα απϐ ςϑγκριςη τησ ηλεκτροφορητικόσ τουσ 

κινητικϐτητασ με αυτόν των πρϐτυπων μορύων DNA γνωςτοϑ μεγϋθουσ, καθϔσ 

ο ρυθμϐσ μετακύνηςησ μϋςω τησ γϋλησ εύναι αντιςτρϐφωσ ανϊλογοσ με το 

δεκαδικϐ λογϊριθμο του μεγϋθουσ των νουκλεώκϔν οξϋων. Η ποςϐτητα του DNA 

προςδιορύςτηκε με βϊςη τη φωτεινϐτητα τησ ζϔνησ που διαχωρύςτηκε.  

 

4.3.4 Αλυςιδωτό Αντύδραςη Πολυμερϊςησ (Polymerase Chain Reaction, 

PCR) 

 

Η αρχό τησ μεθϐδου τησ αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ δεν 

αποτελεύ ςϑγχρονη ανακϊλυψη τησ επιςτόμησ, καθϔσ ϋχει περιγραφεύ όδη απϐ 

τη δεκαετύα του ΄70 (Kleppe et al., 1971; Panet and Khorana, 1974). Ωςτϐςο, η 

αυτοματοπούηςη τησ μεθϐδου απϐ τον Kary Mullis (Βραβεύο Nobel 1994) και 

τουσ ςυνεργϊτεσ του ςτην εταιρεύα Cetus (Mullis and Faloona, 1987) οδόγηςαν 

ςτην εδραύωςη τησ χρόςησ τησ απϐ τα τϋλη τησ δεκαετύασ του ΄80 ςε πληθϔρα 

εφαρμογϔν ςτο χϔρο τησ Μοριακόσ Βιολογύασ. 

Η αλυςιδωτό αντύδραςη τησ πολυμερϊςησ, εύναι ο in vitro 

πολλαπλαςιαςμϐσ αλληλουχιϔν DNA, με τη χρόςη δυο ςυνθετικϔν 

ολιγονουκλεοτιδύων (εκκινητϋσ, primers), ςυμπληρωματικϔν για κϊθε μια απϐ 

τισ δυο αλυςύδεσ του υπϐ μελϋτη τμόματοσ DNA. Με τη βοόθεια των εκκινητϔν, 

ενϐσ θερμοανθεκτικοϑ ενζϑμου (πολυμερϊςη), επιμϋρουσ ςυςτατικϔν και τη 

διαδοχικό εναλλαγό θερμοκραςιακϔν ςυνθηκϔν, πραγματοποιεύται ταυτϐχρονη 

επϋκταςη και των δυο ςυμπληρωματικϔν αλυςύδων (Εικϐνα 4.3).  

Η διαδικαςύα περιλαμβϊνει πολλαπλοϑσ επαναλαμβανϐμενουσ κϑκλουσ 

ςε διϊφορα θερμοκραςιακϊ επύπεδα, προϒποθϋτοντασ ταχεύα μετϊβαςη απϐ τη 

μια θερμοκραςύα ςτην ϊλλη. Ο κϊθε κϑκλοσ περιλαμβϊνει τα παρακϊτω ςτϊδια: 

α) αποδιϊταξη (denaturation) του DNA-ςτϐχου, β) ςταθεροπούηςη των 

εκκινητϔν (annealing) και γ) επϋκταςη των εκκινητϔν (extension – elongation). 

Κϊθε νϋο-ςχηματιζϐμενο μϐριο χρηςιμοποιεύται ςτον επϐμενο κϑκλο ωσ μότρα 

με αποτϋλεςμα ο αριθμϐσ των αντιγρϊφων του εν λϐγω τμόματοσ να 
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πολλαπλαςιϊζεται εκθετικϊ. Με τον τρϐπο αυτϐ εύναι αρκετού 30-40 κϑκλοι 

αντύδραςησ για την ςϑνθεςη 100 ng-1 μg DNA.  

Ο ποςοτικϐσ και ποιοτικϐσ ϋλεγχοσ του προώϐντοσ τησ PCR γύνεται με 

ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ, ϐπου 10% περύπου του ϐγκου τησ 

αντύδραςησ αναμιγνϑεται με νερϐ και με το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα του δεύγματοσ 

(loading buffer). 

 

 

Οι ςυνθόκεσ τησ PCR που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα εργαςύα 

διαφοροποιόθηκαν ανϊλογα με το εύδοσ τησ πολυμερϊςησ και τη θερμοκραςύα 

τόξησ των εκκινητϔν (Tm, η θερμοκραςύα ςτην οπούα το 50% τησ αλληλουχύασ 

DNA εύναι μετουςιωμϋνο) η οπούα υπολογύζεται απϐ τουσ παρακϊτω 

μαθηματικοϑσ τϑπουσ: 

Tm = (wA+xT)×2 + (yG+zC)×4    (1) 

Tm = 64,9 + 41×(yG+zC-16,4)/(wA+xT+yG+zC) (2) 

ϐπου w, x, y και z, ο αριθμϐσ των νουκλεοτιδύων A, T, G και C, αντύςτοιχα. Η 

εξύςωςη (1) χρηςιμοποιεύται ϐταν το μϋγεθοσ τησ αλληλουχύασ του εκκινητό 

εύναι μικρϐτερη των 14 νουκλεοτιδιϔν (Marmur & Doty, 1962), ενϔ ο 

μαθηματικϐσ τϑποσ (2) χρηςιμοποιεύται ςε περιπτϔςεισ ϐπου οι αλληλουχύεσ 

ξεπερνοϑν τα 13 νουκλεοτύδια ςε μόκοσ (Wallace et al., 1979). Όλεσ οι 

Eικϐνα 4.3: Απεικϐνιςη 

του μηχανιςμοϑ τησ PCR 

(P : πολυμερϊςη). 
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αντιδρϊςεισ πραγματοποιόθηκαν ςε ςωληνϊκια PCR ϐγκου 200 μL, ςτο 

θερμοκυκλοποιητό TC-512 τησ εταιρεύασ TECHNE (Η.Π.Α.). 

τον παρακϊτω πύνακα, παρουςιϊζονται αναλυτικϊ τα ςυςτατικϊ τησ 

αντύδραςησ πολυμεριςμοϑ τελικοϑ ϐγκου 50 μL για κϊθε πολυμερϊςη 

ξεχωριςτϊ καθϔσ και ϋνα γενικϐ θερμοκραςιακϐ πρωτϐκολλο των αντιδρϊςεων. 

 

Πολυμερϊςη 

Phusion® 

High-Fidelity 

(Finnzymes) 

Taq 

(NEB) 

VentR
® 

(NEB) 

Pfu turbo® 

(Stratagene) 

KOD Hot 

Start 

(Novagen) 

DNA α μL (10-500 ng) 

Εκκινητόσ 1 1 μL (50 pmol) 

Εκκινητόσ 2 1 μL (50 pmol) 

dNTPs mix 1 μL (40 mM) 5 μL (8 mM) 

MgSO4 (25mM) -------- 3 μL  

Ρ-Δ αντύδραςησ 10 μL (5×) 5 μL (10×) 

Τπερκϊθαρο Η2Ο 36,5 μL – α μL 41 μL – α μL 34 μL – α μL 

Ένζυμο 
0,5 μL 

(2 U/μL) 

1 μL 

(5 U/μL) 

1 μL 

(2 U/μL) 

1 μL 

(2.5 U/μL) 

1 μL 

(1 U/μL) 

Θερμοκραςιακϐ πρωτϐκολλο 

Αρχικό αποδιϊταξη 94-98OC για 1-9 min  

Αποδιϊταξη DNA ςτϐχου (denaturation) 94-98OC για 10-30 sec 
20-40 

κϑκλοι 
Τβριδοπούηςη εκκινητών (annealing) (Tm-4OC) για 20-40 sec 

Επϋκταςη εκκινητών (extension) 68-72OC για 1 min/1 Kb 

Σελικό επϋκταςη & επιδιϐρθωςη 68-72OC για 5-15 min  

 

4.3.4.i Απομόνωςη εςωνύου από αλληλουχύα DNA  

 

Σα βαςικϊ ςυςτατικϊ τησ αντύδραςησ όταν το αναςυνδυαςμϋνο, με το 

κατϊλληλο γονύδιο, πλαςμύδιο pCR® Blunt (ςε μεγϊλη αραύωςη), η πολυμερϊςη 

Pfu turbo και εκκινητϋσ ςυμπληρωματικού των ϊκρων τησ αλληλουχύασ του 

εςωνύου, οι οπούοι εύχαν υποςτεύ ειδικό τροποπούηςη ςτο 5’-ϊκρο τουσ 

(φωςφωρυλύωςη). Η διαδικαςύα που ακολουθόθηκε εύναι η εξόσ: 

 Πραγματοποιόθηκε αντύδραςη PCR ςτο πλαςμύδιο pCR® Blunt που 

περιεύχει το γονύδιο με το εςϔνιο. Οι ςυνθόκεσ, ςτισ οπούεσ διεξόχθη, 

περιελϊμβαναν 30 κϑκλουσ με ςτϊδια αποδιϊταξησ (95OC για 1 min), 

υβριδοπούηςησ εκκινητϔν (55OC για 1 min) και πολυμεριςμοϑ (68OC), 

καταλόγοντασ ςε περαιτϋρω επιμόκυνςη 15 min ςε θερμοκραςύα 68OC. 
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 Σο γραμμικϐ προώϐν τησ αντύδραςησ, ςυνδϋθηκε ςτα ϊκρα του με τη 

βοόθεια του ενζϑμου T4 DNA λιγϊςησ και ακολοϑθηςε μεταςχηματιςμϐσ του 

πλαςμιδύου ςε κατϊλληλουσ ξενιςτϋσ. 

 

4.3.4.ii Αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ με εκτομό τμημϊτων DNA 

μϋςω επικϊλυψησ εκκινητών (Splicing by Overlapping Extension PCR, SOE-

PCR) 

 

Η SOE-PCR αποτελεύ ϋναν τϑπο PCR με τον οπούο επιτυγχϊνεται: α) 

κατευθυνϐμενη μεταλλαξιγϋνεςη και β) «μϊτιςμα» τμημϊτων DNA (Heckman & 

Pease, 2007). Η μϋθοδοσ βαςύζεται ςτο ςχεδιαςμϐ εςωτερικϔν ζευγϔν 

αλληλεπικαλυπτϐμενων εκκινητϔν (επικϊλυψη ςε 15-25 νουκλεοτύδια) και ενϐσ 

εξωτερικοϑ ζεϑγουσ εξειδικευμϋνου για το DNA-ςτϐχο.  

 

α) Κατευθυνόμενη μεταλλαξιγένεςη (Site-directed Mutagenesis) 

Μια ςημαντικό δυνατϐτητα τησ SOE-PCR εύναι η δημιουργύα ςημειακϔν 

μεταλλϊξεων ςε μια αλληλουχύα DNA. Η μϋθοδοσ βαςύζεται ςτον πολυμεριςμϐ 

γονιδύων, παρουςύα ζεϑγουσ εςωτερικϔν εκκινητϔν, οι οπούοι φϋρουν τη 

ζητοϑμενη μετϊλλαξη και επιπλϋον, αλληλεπικαλϑπτονται ςε ςυγκεκριμϋνο 

αριθμϐ βϊςεων.  

 

Εικϐνα 4.4: Κατευθυνϐμενη μεταλλαξιγϋνεςη με την εφαρμογό τησ μεθϐδου SOE-PCR.  
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την παροϑςα διδακτορικό διατριβό το αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο 

pPICZαC χρηςιμοποιόθηκε ωσ εκμαγεύο για τη δημιουργύα ςημειακϔν 

μεταλλϊξεων ςε αναςυνδυαςμϋνα ϋνζυμα. Βαςικϐσ πρωταγωνιςτόσ τησ μεθϐδου 

υπόρξε το προςυςκευαςμϋνο ςϑςτημα αντιδραςτηρύων QuickChange® Site-

Directed Mutagenesis Kit τησ εταιρεύασ Stratagene (Η.Π.Α.), 

ςυμπεριλαμβανομϋνων τησ πολυμερϊςησ Pfu turbo, του ενζϑμου περιοριςμοϑ 

DpnI και ειδικϔν εκκινητϔν.  

Η πολυμερϊςη Pfu turbo υπερϋχει ϋναντι ϊλλων εμπορικϔν πολυμεραςϔν 

και προτιμϊται για τη διαδικαςύα τησ μεταλλαξιγϋνεςησ, επειδό δημιουργεύ τα 

λιγϐτερα λϊθη κατϊ την αντιγραφό, εύναι αποτελεςματικϐτερη ςτον 

πολλαπλαςιαςμϐ μεγϊλων τμημϊτων DNA και ϋχει κοινϐ pH δρϊςησ με την 

ενδονουκλεϊςη DpnI. Οι εκκινητϋσ πρϋπει να ϋχουν τα εξόσ χαρακτηριςτικϊ: να 

περιϋχουν την μεταλλαγμϋνη βϊςη ςτο μϋςο τησ αλληλουχύασ τουσ, η ςϑςταςό 

τουσ ςε βϊςεισ GC να μην ξεπερνϊ το 40% και να φϋρουν ςτο τϋλοσ τουσ μια ό 

περιςςϐτερεσ βϊςεισ G ό C. Η περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη DpnI, η οπούα 

αναγνωρύζει την περιοχό 5’-GAmTC, κϐβει το μεθυλιωμϋνο και ημιμεθυλιωμϋνο 

DNA. Σο ςυγκεκριμϋνο ϋνζυμο χρηςιμοποιεύται ευρϋωσ ςτισ ςημειακϋσ 

μεταλλϊξεισ, που πραγματοποιοϑνται με PCR, καθϔσ μπορεύ να αναγνωρύςει το 

μεθυλιωμϋνο πλαςμιδιακϐ DNA απϐ το μη-μεθυλιωμϋνο προώϐν τησ PCR, και να 

δρϊςει με πϋψη. Αναλυτικϐτερα η μϋθοδοσ που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται 

παρακϊτω. 

 Αρχικϊ, ϋγινε PCR με τα παρακϊτω ςυςτατικϊ ςε τελικϐ ϐγκο 50 μL, 

ςτισ ςυνθόκεσ που περιγρϊφονται ςτον πύνακα παρακϊτω. 

υςτατικϊ Ποςϐτητα Θερμοκραςύα Λεπτϊ 

 Αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο 

pPICZαC* 
0,5 μL Αποδιϊταξη (95OC) 5 

Εκκινητόσ R (50 pmol/μL) 1,0 μL Αποδιϊταξη (95OC) 1 

3
0

 κ
ϑ

κ
λ

ο
ι 

Εκκινητόσ F (50 pmol/μL) 1,0 μL Τβριδοπούηςη (55OC) 1 

Ρ-Δ  αντύδραςησ (10×) 5,0 μL Επιμόκυνςη (68OC) 16 

dNTPs mix (10 mM) 1,3 μL Επιδιϐρθωςη (68OC) 16  

Τπερκϊθαρο 

αποςτειρωμϋνο 

Νερϐ 

40,2 μL 
*Σο πλαςμιδιακϐ DNA αραιώθηκε   

100 φορϋσ  

(τελικό ςυγκϋντρωςη 5-10 ng/μL). 
Pfu turbo πολυμερϊςη 1,0 μL 
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 Ακολοϑθηςε πλόρησ πϋψη των προώϐντων PCR με το περιοριςτικϐ 

ϋνζυμο DpnI (37OC, 1 h). Σϐςο το προώϐν τησ PCR, ϐςο και τησ πϋψησ 

εξετϊςτηκαν ςε πόκτωμα αγαρϐζησ.  

 τη ςυνϋχεια 5 μL απϐ το μεταλλαγμϋνο αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο 

χρηςιμοποιόθηκαν για το μεταςχηματιςμϐ κυττϊρων E. coli TOP10F’’. Σο 

πρωτϐκολλο που τηρόθηκε ςτην πορεύα περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.3.8.1 .  

 

β) «Μάτιςμα» τμημάτων DNA (Splicing) 

Η SOE-PCR αποτελεύ ϋνα χρόςιμο εργαλεύο για την τροποπούηςη των 

νουκλεοτιδικϔν αλληλουχιϔν, ιδιαύτερα ςε περιπτϔςεισ ςτισ οπούεσ υπϊρχουν 

εςϔνια (introns). Σα εςϔνια ό ενδιϊμεςεσ αλληλουχύεσ (intervening sequences), 

αποτελοϑν περιοχϋσ του DNA που δεν εμφανύζονται ςτο mRNA. Η απομϊκρυνςό 

τουσ in vivo απϐ το mRNA γύνεται μετϊ το ςτϊδιο τησ μεταγραφόσ κατϊ τη 

διαδικαςύα τησ μεταμεταγραφικόσ ωρύμανςησ του RNA (RNA splicing). In vitro, 

οι μϋθοδοι που εφαρμϐζονται για το μϊτιςμα των εξωνύων (exons) εύναι αρκετού. 

την παροϑςα διατριβό, χρηςιμοποιόθηκε η μϋθοδοσ τησ SOE-PCR και 

κατϊλληλα ςχεδιαςμϋνοι εκκινητϋσ. 

Αναλυτικϐτερα, για κϊθε εςϔνιο καταςκευϊςτηκε ϋνα ζεϑγοσ εκκινητϔν 

που περιεύχαν επικαλυπτϐμενα ϊκρα. Για κϊθε εξϔνιο εφαρμϐςτηκε μια PCR και 

τα προώϐντα που προϋκυψαν, τα οπούα εμφϊνιζαν μια αλληλεπικαλυπτϐμενη 

περιοχό, χρηςιμοποιόθηκαν ωσ DNA–ςτϐχοι για την τελικό PCR, ςτην οπούα 

προςτϋθηκαν οι δϑο εξωτερικού εξειδικευμϋνοι εκκινητϋσ.  

Βόμα προσ βόμα, η διαδικαςύα που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται 

παρακϊτω: 

 Ωσ DNA-ςτϐχοσ χρηςιμοποιόθηκε το αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο pCR® 

Blunt ςε κατϊλληλη αραύωςη. χεδιϊςτηκαν τρύα ζεϑγη εκκινητϔν: δϑο 

εςωτερικϊ για κϊθε ϋνα απϐ τα δϑο εςϔνια και ϋνα ζεϑγοσ εξωτερικϔν ειδικϔν 

για το γονύδιο. 

 Ακολοϑθηςαν τρεισ PCR ςε ςυνθόκεσ ανϊλογεσ με το μόκοσ των εξωνύων 

και το Tm των ςυνθετικϔν ολιγονουκλεοτιδύων.  

 ε μύα τϋταρτη PCR, τα τρύα τμόματα ςυνδϋθηκαν μεταξϑ τουσ με την 

παρουςύα μϐνο του εξωτερικοϑ ζεϑγουσ των εκκινητϔν, μετϊ απϐ 45 κϑκλουσ 

πολυμεριςμοϑ. 
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 ε κϊθε βόμα τα πολυμεριςμϋνα μϐρια DNA εξετϊζονταν ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ [1 ό 2% (w/v)].  

 Σο νϋο-αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο κλωνοποιόθηκε περαιτϋρω ςϑμφωνα 

με το πρωτϐκολλο που περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.3.8.  

 

4.3.5 Σεχνητό ςύνδεςη μορύων DNA (ligation) 

 

Μϐρια DNA με μονϐκλωνα ςυμπληρωματικϊ και με ιςοτελό ϊκρα 

ςυνδϋονται μεταξϑ τουσ με τη δρϊςη του ενζϑμου T4 DNA λιγϊςη. Η διαδικαςύα 

που ακολουθεύται εύναι διαφορετικό ςε κϊθε περύπτωςη και εξαρτϊται απϐ το 

εύδοσ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα που χρηςιμοποιεύται. την παροϑςα εργαςύα 

χρηςιμοποιόθηκαν δϑο διαφορετικού φορεύσ κλωνοπούηςησ οι χϊρτεσ των 

οπούων παρουςιϊζονται ςτην παρϊγραφο 4.1.7.  

Σα τμόματα του DNA που ϋφεραν ιςοτελό ϊκρα (blunt ends), ϐπωσ όταν 

τα προώϐντα τησ αλυςιδωτόσ αντύδραςησ ςυγκεκριμϋνων πολυμεραςϔν, 

ςυνδϋθηκαν με το πλαςμύδιο pCR® Blunt ςε μοριακό αναλογύα 10:1 με τη 

βοόθεια του Zero Blunt® PCR Cloning Kit τησ εταιρεύασ Invitrogen life 

technologies (Η.Π.Α.). Παρακϊτω, περιγρϊφεται αναλυτικϐτερα, η αντύδραςη 

λιγϊςησ: 

 

pCR®-Blunt (25 ng) 1 μL 

Επϔαςη ςτουσ 

16OC για 1-2 h 

Προώϐν DNA τησ PCR 5 μL 

Ρ-Δ Λιγϊςησ (10×) 1 μL 

Τπερκϊθαρο 

αποςτειρώμενο νερϐ 
2 μL 

Λιγϊςη (4U/μL) 1 μL 

υνολικϐσ ϐγκοσ 10 μL 

 

Σα μονϐκλωνα κολλϔδη ϊκρα (sticky ends) που δημιουργόθηκαν ςτο 

DNA απϐ τη δρϊςη των περιοριςτικϔν ενδονουκλεαςϔν, ενϔθηκαν με τον 

πλαςμιδιακϐ φορϋα pPICZαC (παρϊγραφοσ 4.1.7) που φϋρει ςυμβατϊ 

ςυμπληρωματικϊ ϊκρα. Η ανϊμιξη ϋγινε ςε διϊφορεσ μοριακϋσ αναλογύεσ (1:3, 

1:5, 1:7). Η λιγϊςη που χρηςιμοποιόθηκε όταν τησ εταιρεύασ Fermentas (Η.Π.Α.), 

ενϔ πραγματοποιόθηκαν και αντιδρϊςεισ ελϋγχου (control). Οι αναλογύεσ των 
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αντιδραςτηρύων που χρηςιμοποιόθηκαν παρουςιϊζονται ςυγκεντρωτικϊ ςτον 

πύνακα παρακϊτω: 

 

 1:3 1:5 1:7 Control 1 Control 2 

Επϔαςη 

ςτουσ 16OC 

για 3-4 h 

pPICZαC 

(100-200 ng) 
1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

Ένθετο DNA 3 μL 5 μL 7 μL --- --- 

Ρ-Δ Λιγϊςησ (10×) 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 2 μL 

Τπερκϊθαρο 

αποςτειρώμενο 

νερϐ 

13 μL 11 μL 9 μL 16 μL 17 μL 

Λιγϊςη (4U/μL) 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL --- 

υνολικϐσ ϐγκοσ 20 μL 20 μL 20 μL 20 μL 20 μL 

 

4.3.6 Πϋψη DNA με ενδονουκλεϊςεσ περιοριςμού 

 

Οι ενδονουκλεϊςεσ περιοριςμοϑ αποτελοϑν ϋνζυμα τα οπούα «κϐβουν» τη 

δύκλωνη ό μονϐκλωνη αλυςύδα DNA ςε ειδικϋσ αλληλουχύεσ, μόκουσ τεςςϊρων 

ωσ οκτϔ νουκλεοτιδύων. Σα ϋνζυμα αυτϊ παρϊγονται απϐ βακτόρια και 

αρχαιοβακτόρια και εμπλϋκονται ςτο μηχανιςμϐ ϊμυνασ των μικροοργανιςμϔν 

απϐ την ειςβολό «ξϋνου» DNA. To DNA του ςτελϋχουσ-ξενιςτό εύναι 

προςτατευμϋνο, καθϔσ οι θϋςεισ που προςβϊλλονται απϐ τα δικϊ του ϋνζυμα 

εύναι μεθυλιωμϋνεσ. 

Οι αντιδρϊςεισ πϋψησ πραγματοποιόθηκαν ςϑμφωνα με τα πρωτϐκολλα 

των εταιρειϔν TAKARA (Japan) και NEB (Η.Π.Α), απϐ ϐπου προμηθεϑτηκαν τα 

ϋνζυμα περιοριςμοϑ (πύνακασ 4.2). Οι ενδονουκλεϊςεσ οι οπούεσ 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα διδακτορικό διατριβό καθϔσ και οι 

αλληλουχύεσ του DNA τισ οπούεσ αναγνωρύζουν περιγρϊφονται ςτον πύνακα 

παρακϊτω. 
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Πύνακασ 4.1: Θϋςεισ πϋψησ και προϋλευςη των ενδονουκλεαςϔν που 

χρηςιμοποιόθηκαν. 
 

Ενδονουκλεϊςη 
περιοριςμοϑ 

Θϋςεισ πϋψησ Προϋλευςη 

EcoRI 
 

E. coli 

XbaI 
 

Xanthomonas badrii 

ClaI 
 

Caryophanon latum 

SacI 
 

Streptomyces 

achromogenes 

DpnI 

 

Diplococcus 

pneumoniae 

 

ε περιπτϔςεισ ςτισ οπούεσ χρειϊςτηκε πϋψη του DNA με δϑο ϋνζυμα, 

χρηςιμοποιόθηκε κοινϐ ρυθμιςτικϐ διϊλυμα, εφϐςον οι ενδονουκλεϊςεσ 

διατηροϑςαν ςε αυτϐ υψηλό ειδικό δραςτικϐτητα (star activity). 

Μετϊ το πϋρασ τησ διαδικαςύασ τησ πϋψησ πραγματοποιόθηκε ϋλεγχοσ 

τησ κατατετμημϋνησ αλληλουχύασ του DNA ςε ηλεκτροφϐρηςη πηκτϔματοσ 

αγαρϐζησ. Ο καθαριςμϐσ και η απομϐνωςη του επιθυμητοϑ DNA επιτεϑχθηκε 

εύτε με απευθεύασ αποκοπό του τμόματοσ τησ αγαρϐζησ που περιεύχε το DNA (ςε 

περιπτϔςεισ ϐταν δημιουργόθηκαν περιςςϐτερα απϐ ϋνα κομμϊτια μετϊ την 

πϋψη), εύτε με τη χρόςη του Perfectprep Gel Clean up Kit τησ εταιρεύασ 

Macherey-Nagel (ςε περιπτϔςεισ γραμμικοπούηςησ κυκλικοϑ DNA). 

 

Τλικϊ Ποςϐτητα 

Δεύγμα απομονωμϋνου DNA/ 

πλαςμιδιακϐ DNA φορϋα 
5 μL (~ 1 μg) 

10  Ρ-Δ ενζϑμου 2 μL 

Ένζυμα περιοριςμοϑ α μL (15 Units) 

Τπερκαθαρϐ νερϐ 12-α μL 

 

 

 

Πύνακασ 4.2: Γενικϐ 

πρωτϐκολλο αντύδραςησ 

πϋψησ. 
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4.3.7 Προςδιοριςμόσ τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του DNA 

 

Η ανϊλυςη τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του DNA ϋγινε ςε κϊθε 

περύπτωςη απϐ την εταιρεύα VBC-Biotech Services GmbH (Αυςτρύα). Δεύγμα 

καθαροϑ πλαςμιδιακοϑ DNA ϐγκου 10 μL (300-500 ng) όταν αρκετϐ για την 

ορθό αλληλοϑχιςη του εκϊςτοτε γενετικοϑ υλικοϑ. 

 

4.3.8 Πρόβλεψη τησ δευτεροταγούσ και τησ τριτοταγούσ δομόσ των 

πρωτεώνών 

 

Με γνωςτό, πλϋον, την πρωτοταγό δομό τησ υπϐ μελϋτη πρωτεϏνησ 

πραγματοποιόθηκε η πρϐβλεψη τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ (2D) μϋςω του 

εξυπηρετητό PSIPRED. Σο PSIPRED εύναι ϋνα απλϐ και αξιϐπιςτο πρϐγραμμα  

εϑρεςησ δευτεροταγοϑσ δομόσ που ενςωματϔνει δϑο νευρωνικϊ δύκτυα 

πρϐςθιασ τροφοδϐτηςησ, τα οπούα εκτελοϑν την ανϊλυςη ςε αποτελϋςματα που 

ϋχουν προκϑψει απϐ το πρϐγραμμα PSI-BLAST (Position Specific Iterated-

BLAST) (Bryson et al., 2005). H ϋκδοςη 2.0 του PSIPRED περιλαμβϊνει ϋνα νϋο 

αλγϐριθμο, ο οπούοσ υπολογύζει το μϋςο ϐρο των αποτελεςμϊτων μϋχρι και 

τεςςϊρων νευρωνικϔν δικτϑων ςτη διαδικαςύα τησ πρϐβλεψησ, αυξϊνοντασ με 

αυτϐ τον τρϐπο την ακρύβειϊ τησ. 

Η δημιουργύα του μοντϋλου τησ τριτοταγοϑσ δομόσ τησ πρωτεϏνησ 

επιτεϑχθηκε με τη βοόθεια του εξυπηρετητό HHpred (Söding et al., 2005). Η 

βαςικό αρχό ςτην οπούα ςτηρύζεται η λειτουργύα του ςυγκεκριμϋνου 

εξυπηρετητό ϋγκειται ςτο γεγονϐσ ϐτι πρωτεώνικϋσ αλληλουχύεσ με ςχετικϊ 

χαμηλό ομολογύα τεύνουν να εμφανύζουν παρϐμοιεσ τριςδιϊςτατεσ δομϋσ. Η 

επιλογό του κατϊλληλου προτϑπου (απλϐ ό πολλαπλϐ) για την 

αποτελεςματικϐτερη μοντελοπούηςη του υπϐ μελϋτη πρωτεώνικοϑ μορύου 

προκϑπτει ςυνόθωσ με βϊςη τη βαθμολογύα (score) που υπολογύζεται απϐ το 

ΗΗpred και την ποιοτικό αξιολϐγηςη των δομικϔν ςτοιχεύων που αντλοϑνται 

μϋςω δοκιμαςιϔν NMR και ακτινϔν Φ, ϐπωσ αυτϋσ αναγρϊφονται ςτη βϊςη 

δεδομϋνων PDB (Protein Data Bank, http://www.pdb.org). 

Η ποιϐτητα των τριςδιϊςτατων μοντϋλων που προϋκυψαν απϐ την 

παραπϊνω ανϊλυςη, αξιολογόθηκε κατϐπιν τησ υποβολόσ τουσ ςτον 

http://www.pdb.org/
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εξυπηρετητό ProQ (Wallner & Elofsson, 2003). Προκειμϋνου ο διακομιςτόσ να 

ςυλλϊβει τα διαφορετικϊ χαρακτηριςτικϊ του μοντϋλου βαςύςτηκε ςε δϑο 

βαςικϊ μϋτρα ποιϐτητασ που αναπτϑχθηκαν απϐ τισ διαδικαςύεσ CASP: LGscore 

και MaxSub (Cristobal et al., 2001). 

 

4.3.9 Προετοιμαςύα και μεταςχηματιςμόσ (transformation) επιδεκτικών 

κυττϊρων (competent cells) 

 

Ο μεταςχηματιςμϐσ αποτελεύ μια διαδικαςύα κατϊ την οπούα 

αναςυνδυαςμϋνα πλαςμύδια ειςϊγονται ςε κϑτταρα τα οπούα ϋχουν μετατραπεύ 

ςε παροδικϊ διαπερατϊ μακρομϐρια. Ο εντοπιςμϐσ των μεταςχηματιςμϋνων 

κυττϊρων επιτυγχϊνεται απϐ την ανθεκτικϐτητα ςτα αντιβιοτικϊ που τουσ 

προςδύδει το ειςαγϐμενο πλαςμύδιο (παρουςύα αντιβιοτικοϑ θα αναπτυχθοϑν 

μϐνο τα βακτηριακϊ κϑτταρα που περιϋχουν το πλαςμύδιο). 

Ο τρϐποσ μεταςχηματιςμοϑ διαφοροποιεύται ανϊλογα με το εύδοσ και την 

κυτταρικό δομό του ξενιςτό. Οι πιο γνωςτϋσ μϋθοδοι εύναι οι εξόσ: 

Α) Χημικϐσ μεταςχηματιςμϐσ. Αποδοτικϐσ τρϐποσ για τα αρνητικϊ κατϊ gram 

βακτόρια. 

Β) Ηλεκτροδιϊτρηςη (electroporation). Αποτελεύ κατϊλληλη διαδικαςύα 

μεταςχηματιςμοϑ για ϋνα μεγϊλο φϊςμα κυττϊρων λϐγω τησ χρόςησ ςϑντομου 

παλμοϑ ηλεκτρικοϑ ρεϑματοσ. 

 

4.3.9.i Κύτταρα E. coli 

 

Η χημικό μϋθοδοσ μεταςχηματιςμοϑ βακτηριακϔν κυττϊρων ςτηρύζεται 

ςτην ϋλξη που δημιουργεύται μεταξϑ του βακτηρύου και του αναςυνδυαςμϋνου 

πλαςμιδιακοϑ DNA. Αναλυτικϐτερα, τα τοιχϔματα των κυττϊρων αποκτϊνε 

θετικϐ φορτύο μετϊ απϐ την ϋκθεςό τουσ ςε διϊλυμα CaCl2, ενϔ ςτην πορεύα 

πραγματοποιεύται η ϋλξη των αρνητικϊ φορτιςμϋνων φωςφορικϔν ομϊδων του 

πλαςμιδύου (Sambrook et al., 1989), διευκολϑνοντασ με αυτϐ τον τρϐπο την 

εύςοδϐ του ςτο βακτηριακϐ κϑτταρο. Σα μεταςχηματιςμϋνα κϑτταρα 

απομονϔνονται ςε θρεπτικϐ υλικϐ επιλογόσ παρουςύα κατϊλληλου 

αντιβιοτικοϑ. Η ικανϐτητα μεταςχηματιςμοϑ με τη μϋθοδο αυτό κυμαύνεται 
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περύπου ςτα 0,5-2,0 × 107 βακτόρια/μg υπερελικωμϋνου πλαςμιδιακοϑ DNA, η 

οπούα εύναι μικρϐτερη απϐ τη μϋθοδο μεταςχηματιςμοϑ με ηλεκτροδιϊτρηςη. 

Ωςτϐςο, παραμϋνει ικανοποιητικό για τισ ςυνόθεισ περιπτϔςεισ κλωνοπούηςησ 

ςε πλαςμύδια. Η πορεύα μεταςχηματιςμοϑ των βακτηρύων με αυτό τη μϋθοδο 

περιλαμβϊνει τα παρακϊτω τρύα ςτϊδια: 

 

α) Προετοιμαςία επιδεκτικών κυττάρων (competent cells) βακτηρίων με χρήςη 

χλωριούχου αςβεςτίου (CaCl2) 

Πραγματοποιόθηκε μεταφορϊ μύασ αποικύασ βακτηρύων TOP10 ό 

TOP10F’´ςε 5 mL LB, παρουςύα κατϊλληλου αντιβιοτικοϑ και ακολοϑθηςε 

επϔαςη υπϐ ανϊδευςη (180 rpm), ςε θερμοκραςύα 37OC για περύπου 16 h. τη 

ςυνϋχεια 1 mL απϐ αυτό την προκαλλιϋργεια χρηςιμοποιόθηκε για τον 

εμβολιαςμϐ 100 mL θρεπτικοϑ μϋςου LB, τα οπούα ϋπειτα επωϊςτηκαν υπϐ 

ανϊδευςη ςε θερμοκραςύα 37OC, ϋωσ τελικόσ οπτικόσ πυκνϐτητασ (OD600) 0,4-

0,8 (~2 h). Η φιϊλη με την καλλιϋργεια μεταφϋρθηκε ςε πϊγο, ϐπου παρϋμεινε 

για 30 min. Έπειτα, ϋγινε φυγοκϋντρηςη τησ καλλιϋργειασ (1500×g, 5 min, 4OC) 

και τα κϑτταρα επαναδιαλϑθηκαν ςε 12 mL ςτεύρου παγωμϋνου διαλϑματοσ 

0,1 Μ MgCl2. Ακολοϑθηςε και πϊλι φυγοκϋντρηςη και τα κϑτταρα 

επαναιωρόθηκαν ςε 4 mL ςτεύρου παγωμϋνου διαλϑματοσ 0,1 M CaCl2. Tο 

εναιϔρημα τοποθετόθηκε ςτουσ 4OC για 16 h περύπου, αυξϊνοντασ ϋτςι την 

απϐδοςη τουσ ςτο μεταςχηματιςμϐ. Η φϑλαξη των βακτηριακϔν κυττϊρων 

ςτουσ -80OC ϋγινε μετϊ απϐ προςθόκη 1,9 mL διαλϑματοσ γλυκερϐλησ 50% w/w 

ςτο εναιϔρημα και τη δημιουργύα κλαςμϊτων ϐγκου 0,1 mL ςε 

αποςτειρωμϋνουσ ςωλόνεσ τϑπου eppendorf. 

 

β)Μεταςχηματιςμόσ επιδεκτικών βακτηριακών κυττάρων  

Σα αναςυνδυαςμϋνα πλαςμύδια που προϋκυψαν απϐ την αντύδραςη 

λιγϊςησ, χρηςιμοποιόθηκαν για το μεταςχηματιςμϐ κατϊλληλων βακτηριακϔν 

ςτελεχϔν ςϑμφωνα με την παρακϊτω διαδικαςύα.  

 Σο κλϊςμα του εναιωρόματοσ των επιδεκτικϔν βακτηριακϔν κυττϊρων 

απϐ τουσ -80OC, αφϋθηκε να ξεπαγϔςει ςταδιακϊ ςε πϊγο.  
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 τη ςυνϋχεια ϋγινε προςθόκη ςυγκεκριμϋνου ϐγκου πλαςμιδιακοϑ DNA 

(ςυνόθωσ ο μιςϐσ ϐγκοσ τησ αντύδραςησ λιγϊςησ) με όρεμη ελικοειδό κύνηςη και 

το μύγμα παρϋμεινε ςτον πϊγο για 30 min.  

 Ακολοϑθηςε θερμικϐ ςοκ ςτουσ 42OC για 90-120 sec και 

επανατοποθϋτηςη τησ αντύδραςησ ςτον πϊγο.  

 Έγινε προςθόκη ςτο μύγμα 0,2 mL κατϊλληλου θρεπτικοϑ υλικοϑ LB και 

επϔαςη ςε θερμοκραςύα 37OC για 1 h.  

 Σα βακτόρια επιςτρϔθηκαν ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο (LB ό LS LB) ςε 

τρυβλύο Petri, παρουςύα κατϊλληλου αντιβιοτικοϑ (50 μg/mL καναμυκύνη ςτισ 

περιπτϔςεισ μεταςχηματιςμοϑ με αναςυνδυαςμϋνο και μη pCR® Blunt 

πλαςμύδιο ό 25 μg/mL ζεοςύνη ςτην περύπτωςη μεταςχηματιςμοϑ με 

αναςυνδυαςμϋνο και μη pPICΖαC πλαςμύδιο) και επωϊςτηκαν για ~16 h ςε 

θερμοκραςύα 37OC. 

 

γ) Επιλογή θετικά μεταςχηματιςμένων αποικιών  

Η επιλογό των αναςυνδυαςμϋνων αποικιϔν απϐ τα τρυβλύα που 

περιγρϊφονται ςτην προηγοϑμενη παρϊγραφο, καθϔσ και η ανϊλυςό τουσ, 

πραγματοποιόθηκαν ωσ εξόσ: 

 5-10 μεμονωμϋνεσ αποικύεσ μεταφϋρθηκαν ςε 5 mL υγρoϑ θρεπτικοϑ 

μϋςου LB ό LS LB παρουςύα κατϊλληλου αντιβιοτικοϑ και παρϋμειναν, υπϐ 

ανϊδευςη (200 rpm), για ~16 h ςε θερμοκραςύα 37OC. 

 Μετϊ το τϋλοσ τησ επϔαςησ τα βακτηριακϊ κϑτταρα απομακρϑνθηκαν με 

φυγοκϋντρηςη (1500 × g, 10 min) και ακολοϑθηςε απομϐνωςη του 

πλαςμιδιακοϑ DNA ςϑμφωνα με το πρωτϐκολλο που περιγρϊφηκε ςτην 

παρϊγραφο 4.3.1.iii. 

 Η επιτυχύα ό ϐχι, του αναςυνδυαςμοϑ ελϋγχθηκε μετϊ απϐ πϋψη του 

πλαςμιδύου ςτα δϑο ϊκρα του ϋνθετου DNA και εφαρμογό ηλεκτροφϐρηςησ ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ. τα αναςυνδυαςμϋνα πλαςμύδια πραγματοποιόθηκε 

ανϊλυςη τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 

4.3.7.  
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4.3.9.ii Κύτταρα P. pastoris 

 

Με την εφαρμογό ρεϑματοσ υψηλόσ τϊςησ, κϑτταρα ζϑμησ τα οπούα 

ϋχουν υποςτεύ κατϊλληλη επεξεργαςύα, μποροϑν να γύνουν διαπερατϊ ςε 

πλαςμύδια. Η μϋθοδοσ ϋχει ικανϐτητα μεταςχηματιςμοϑ 103 –104 κϑτταρα/μg 

γραμμικοϑ DNA, χωρύσ να καταςτρϋφει το κυτταρικϐ τούχωμα του 

μικροοργανιςμοϑ Ρ. pαstοris και αποτελεύ την πιο αποτελεςματικό μϋθοδο 

μεταςχηματιςμοϑ κυττϊρων. 

 

Εικϐνα 4.5: Η διαδικαςύα τησ ηλεκτροδιϊτρηςησ. Απϐ αριςτερϊ προσ τα δεξιϊ η αλλαγό 

ςτη μορφολογύα τησ κυτταρικόσ μεμβρϊνησ (α. πριν, β. κατϊ την διϊρκεια και γ. μετϊ 

την εφαρμογό ρεϑματοσ). 

 

α)Προετοιμαςία επιδεκτικών κυττάρων ζύμησ P. Pastoris 

Για την προετοιμαςύα επιδεκτικϔν κυττϊρων ζϑμησ πραγματοποιόθηκε η 

εξόσ διαδικαςύα: 

 Κϑτταρα ζϑμησ ςε θρεπτικϐ υλικϐ YPD ϐγκου 50 mL, αναπτϑχθηκαν, ςε 

κωνικό φιϊλη Erlenmeyer (250 mL) για 24 h ςε περιςτρεφϐμενο επωαςτόρα ςε 

θερμοκραςύα 30OC.  

 τη ςυνϋχεια 10 mL απϐ την προκαλλιϋργεια χρηςιμοποιόθηκαν για τον 

εμβολιαςμϐ 250 mL θρεπτικοϑ μϋςου YPD ςε κωνικό φιϊλη Erlenmeyer 

(1000 mL). Η καλλιϋργεια επωϊςτηκε ςε θερμοκραςύα 30OC υπϐ ςυνεχό 

ανϊδευςη ϋωσ τελικόσ οπτικόσ πυκνϐτητασ (OD600) 1,3-1,6 (~3-4 h). 

 Ακολοϑθηςαν τϋςςερεισ διαδοχικϋσ φυγοκεντρόςεισ (1500 × g, 5 min, 

4ΟC) και επαναδιαλυτοπούηςη του πρϔτου ιζόματοσ ςε 250 mL 

αποςτειρωμϋνου και προψυγμϋνου υπερκϊθαρου νεροϑ, του δεϑτερου ιζόματοσ 

ςε 125 mL αποςτειρωμϋνου και προψυγμϋνου υπερκϊθαρου νεροϑ, του τρύτου 

Α Β Γ 
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ιζόματοσ ςε 10 mL αποςτειρωμϋνου και προψυγμϋνου διαλϑματοσ 1 M 

ςορβιτϐλησ και τϋλοσ του τϋταρτου ιζόματοσ ςε 0,5 mL αποςτειρωμϋνου και 

προψυγμϋνου διαλϑματοσ 1 M ςορβιτϐλησ. Σο τελικϐ εναιϔρημα κυττϊρων που 

προϋκυψε εύχε ϐγκο 0,75 mL, περύπου. Σα κϑτταρα φυλϊςςονταν ςε πϊγο μϋχρι 

τη ςτιγμό του μεταςχηματιςμοϑ (την ύδια πϊντα ημϋρα). 

 

β) Μεταςχηματιςμόσ επιδεκτικών κυττάρων Ρ. pαstoris 

Πριν τη διαδικαςύα τησ ηλεκτροδιϊτρηςησ πραγματοποιόθηκε η 

γραμμικοπούηςη του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου pPICZαC (linearization) με 

πϋψη απϐ την περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη SacI ςε μοναδικό θϋςη αναγνϔριςησ 

ςτην αλληλουχύα 5΄ΑΟΧ1 του πλαςμιδύου. Η πϋψη διόρκηςε 3 h και για την 

απομϊκρυνςη του ενζϑμου χρηςιμοποιόθηκε ςτόλη καθαριςμοϑ DNA τησ 

εταιρεύασ Macherey-Nagel. το τελευταύο βόμα του πρωτοκϐλλου 

χρηςιμοποιόθηκε αποςτειρωμϋνο υπερκϊθαρο νερϐ για την ϋκλουςη του DNA 

απϐ τη ςτόλη αντύ για ρυθμιςτικϐ διϊλυμα ϋκλουςησ. 

 Ποςϐτητα 80 μL εναιωρόματοσ των επιδεκτικϔν κυττϊρων X33 

αναμεύχθηκε με 30 μL (5-10 μg DNA) γραμμικοϑ αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου 

pPICZαC. 

 Ακολοϑθηςε μεταφορϊ του μύγματοσ ςε προψυγμϋνη κυψελύδα 0,2 cm 

(ειδικό για ηλεκτροδιϊτρηςη) και επϔαςη ςε θερμοκραςύα 4OC για 5 min.  

 τη ςυνϋχεια, πραγματοποιόθηκε μεταςχηματιςμϐσ με ηλεκτροδιϊτρηςη 

ςτη ςυςκευό GENE PULSER τησ BIORAD (εργοςταςιακϐ πρϐγραμμα Pic). 

 Μετϊ την εφαρμογό ηλεκτρικοϑ παλμοϑ προςτϋθηκε αμϋςωσ 1 mL 

διαλϑματοσ 1 Μ ςορβιτϐλησ. Σο μύγμα μεταφϋρθηκε ςε ςτεύρο ςωλόνα τϑπου 

falcon (15 mL) και παρϋμεινε ςε θερμοκραςύα 30OC για 1-2 h. 

 τη ςυνϋχεια ϋγινε επύςτρωςη των μεταςχηματιςμϋνων κυττϊρων τησ 

ζϑμησ ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS+ζεοςύνη και επϔαςτηκαν ςε θερμοκραςύα 

30OC για 3-4 ημϋρεσ.  

 Οι αποικύεσ που αναπτϑχθηκαν ςτο ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο εξετϊςτηκαν 

για την παρουςύα ό ϐχι, του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου και παρϊλληλα για 

την παρουςύα του φαινοτϑπου Mut+ ό Muts. Ειδικϐτερα, 30 αποικύεσ 

μεταφϋρθηκαν ςε δϑο τρυβλύα με θρεπτικϐ υλικϐ παρουςύα μεθανϐλησ (MM) και 

ςε τρυβλύα ελϋγχου παρουςύα δεξτρϐζησ (MD). Αρχικϊ ελϋγχθηκε εϊν τα 
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κϑτταρα αυξϊνονται ικανοποιητικϊ και ςτα δϑο υλικϊ (φαινϐτυποσ Mut+), ό 

παρουςιϊζουν περιοριςμϋνη αϑξηςη (φαινϐτυποσ Muts). Έπειτα απϐ 24 h 

επϔαςησ ςε θερμοκραςύα 30OC, τα τρυβλύα ΜΜ επιςτρϔθηκαν με 4 mL 

διαλϑματοσ ϊγαρ 1% (w/v), το οπούο περιεύχε το ειδικϐ για την πρωτεϏνη, 

υπϐςτρωμα (ςτην περύπτωςη των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ το 

υπϐςτρωμα όταν το 4-methylumbelliferyl dihydroferulate (4-μεθυλ-

ουμπελλιφερυλικϐσ εςτϋρασ του διϒδρο-φερουλικοϑ οξϋοσ, MeUF-ferulate) 

ςυγκϋντρωςησ 10 mM. Σα τρυβλύα παρϋμειναν 5 min ςε θερμοκραςύα δωματύου 

και ςτη ςυνϋχεια ελϋγχθηκαν προςεκτικϊ κϊτω απϐ υπεριϔδεσ φωσ για το 

ςχηματιςμϐ κηλύδων φθοριςμοϑ γϑρω απϐ τισ αναςυνδυαςμϋνεσ αποικύεσ. Οι 

αντύςτοιχεσ θετικϋσ αποικύεσ ζϑμησ  απομονϔθηκαν απϐ τα τρυβλύα με θρεπτικϐ 

μϋςο MD για περαιτϋρω επεξεργαςύα.  

 
4.4. Μϋθοδοι ανϊλυςησ και χαρακτηριςμού πρωτεώνών 

 

4.4.1 Παραγωγό και απομόνωςη αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνών από 

μεταςχηματιςμϋνα κύτταρα P. pastoris 

 

Η παραγωγό των αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνϔν τα γονύδια των οπούων 

ϋχουν υποκλωνοποιηθεύ ςτο πλαςμιδιακϐ φορϋα pΡΙCΖαC, επϊγεται κατϊ την 

προςθόκη μεθανϐλησ ςτην καλλιϋργεια. Η μεθανϐλη ενεργοποιεύ τον υποκινητό 

τησ αλκοολικόσ οξειδϊςησ (ΑΟΧ1) και οι αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεϏνεσ 

οδηγοϑνται με τη βοόθεια του πεπτιδύου οδηγοϑ (α-factor απϐ τη ζϑμη 

S. cerevisiae), προσ ϋκκριςη ςτο υπερκεύμενο των κυττϊρων, γεγονϐσ που 

καθιςτϊ εϑκολη τη ςυλλογό και απομϐνωςό τουσ. Ο προκαταρκτικϐσ ϋλεγχοσ 

τησ ϋκφραςησ πραγματοποιεύται ςε καλλιϋργειεσ μικρόσ κλύμακασ, ενϔ εν 

ςυνεχεύα, επιλϋγεται το αναςυνδυαςμϋνο ςτϋλεχοσ για ϋκφραςη του γονιδύου ςε 

καλλιϋργεια μεγϊλησ κλύμακασ. 

 

4.4.1.i Kαλλιέργειεσ μικρήσ κλίμακασ (small scale cultures) 

 

Μεμονωμϋνεσ αποικύεσ μεταςχηματιςμϋνων κυττϊρων X33 τησ ζϑμησ 

P. pαstoris που φϋρουν το υπϐ μελϋτη γονύδιο χρηςιμοποιόθηκαν για τον 
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εμβολιαςμϐ 50 mL θρεπτικοϑ υλικοϑ BMGY ςε γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ ϐγκου 

250 mL. Ακολοϑθηςε επϔαςη ςε θερμοκραςύα 30ΟC, υπϐ ανϊδευςη (200 rpm) 

για 16-20 h. Κατϊλληλοσ ϐγκοσ τησ προκαλλιϋργειασ φυγοκεντρόθηκε, 

προκειμϋνου να απομακρυνθεύ το θρεπτικϐ υλικϐ που περιεύχε γλυκερϐλη και 

επαναδιαλϑθηκε ςε 50 mL θρεπτικοϑ υλικοϑ ΒΜΜΤ (τελικό O.D.600nm =1). Οι 

καλλιϋργειεσ τοποθετόθηκαν για επϔαςη ςε θερμοκραςύα 30ΟC, υπϐ ανϊδευςη 

(200 rpm), ενϔ καθημερινϊ για την επαγωγό τησ ϋκφραςησ του γονιδύου 

προτύθεντο 250 μL μεθανϐλησ [τελικό ςυγκϋντρωςη 0,5% (v/v)].  

Απϐ το υπερκεύμενο των καλλιεργειϔν λαμβϊνονταν μικρϊ δεύγματα 

κϊθε 24 h, προκειμϋνου να ελεγχθεύ η παρουςύα, καθϔσ και τα επύπεδα 

παραγωγόσ τησ αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ με δοκιμϋσ ειδικϋσ για την κϊθε 

ενζυμικό ενεργϐτητα. Απϐ τον παραπϊνω προκαταρκτικϐ ϋλεγχο, επιλϋχθηκε το 

ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ, το οπούο υπερεύχε των ϊλλων ωσ προσ τα επύπεδα ϋκφραςησ 

του γονιδύου και επιχειρόθηκε η παραγωγό τησ πρωτεϏνησ ςε μεγϊλησ κλύμακασ 

καλλιϋργειεσ. Σο ςυγκεκριμϋνο ςτϋλεχοσ φυλϊχθηκε για μετϋπειτα χρόςη ςε 

τρυβλύα YPD παρουςύα ζεοςύνησ ςε θερμοκραςύα 4OC, ενϔ με κατϊλληλη 

επεξεργαςύα αποθηκεϑτηκε ςε θερμοκραςύα 80OC για μεγαλϑτερο χρονικϐ 

διϊςτημα (παρϊγραφοσ 4.2.3). 

 

4.4.1.ii Καλλιέργειεσ μεγάλησ κλίμακασ (large scale cultures) 

 

Η παραγωγό τησ αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ ςε μεγϊλησ κλύμακασ 

καλλιϋργειεσ πραγματοποιόθηκε ςϑμφωνα με το παρακϊτω πρωτϐκολλο: 

 Αποικύεσ του μεταςχηματιςμϋνου ςτελϋχουσ P. pastoris X33 

μεταφϋρθηκαν ςε 200 mL θρεπτικοϑ υλικοϑ BMGY (4 × 50 mL, ςε τϋςςερισ 

γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ των 250 mL).  

 Οι φιϊλεσ επωϊςτηκαν ςε θερμοκραςύα 30ΟC, για 16-20 h, υπϐ ςυνεχό 

ανϊδευςη (200 rpm).  

 Ακολοϑθηςε φυγοκϋντρηςη κατϊλληλου ϐγκου καλλιϋργειασ BMGY, 

ςυλλογό κυττϊρων και επαναιϔρηςη ςτον επιθυμητϐ ϐγκο (0,5-2,0 L) του 

θρεπτικοϑ υλικοϑ ΒΜΜΤ (τελικό O.D.600nm =1).  

 Σα κϑτταρα τησ ζϑμησ παρϋμειναν για επϔαςη υπϐ ανϊδευςη ςε 

θερμοκραςύα 30OC, για κατϊλληλο χρονικϐ διϊςτημα με καθημερινό προςθόκη 
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μεθανϐλησ 0,5 % (v/v). Επειδό για την ανϊπτυξη των κυττϊρων του ζυμομϑκητα 

P. pastoris απαιτεύται καλϐσ αεριςμϐσ τησ καλλιϋργειασ, χρηςιμοποιόθηκαν 

κωνικϋσ φιϊλεσ μεγϊλησ χωρητικϐτητασ και πϔματα απϐ βαμβϊκι. 

 Οι εκκρινϐμενεσ αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεϏνεσ, ςυλλϋχθηκαν ςε πρϔτη 

φϊςη με φυγοκϋντρηςη (1500 × g, 10 min, 4ΟC), ενϔ ςτη ςυνϋχεια ακολοϑθηςε 

διόθηςη, ςυμπϑκνωςη και εξιςορρϐπηςη του υπερκειμϋνου τησ καλλιϋργειασ. 

 

4.4.1.iii Διήθηςη, ςυμπύκνωςη και εξιςορρόπηςη του υπερκειμένου τησ 

καλλιέργειασ 

 

Σο υπερκεύμενο τησ καλλιϋργειασ μετϊ απϐ φυγοκϋντρηςη (5000 rpm, 

Model J2-21, Beckman Coulter, Η.Π.Α.) ςυλλϋχθηκε, προκειμϋνου να 

ςυμπυκνωθεύ και να απομονωθεύ η αναςυνδυαςμϋνη πρωτεϏνη απϐ τισ 

υπϐλοιπεσ εκκρινϐμενεσ πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ.  

Αρχικϊ, το υπερκεύμενο διηθόθηκε υπϐ κενϐ, χρηςιμοποιϔντασ διαδοχικϊ 

διηθητικϐ χαρτύ και φύλτρα διαμϋτρου πϐρων 0,8 και 0,2 μm (Pall Supor 

Membrane Disc Filters, Pall Filters), ϔςτε να απομακρυνθοϑν τυχϐν κυτταρικϊ 

θραϑςματα.  

Έπειτα, πραγματοποιόθηκε ςυμπϑκνωςη του διαλϑματοσ πρωτεώνϔν με 

τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ Stirred Cell Model 8400 και μεμβρϊνεσ PM-10 

(Amicon, Millipore, Η.Π.Α.). Η μεμβρϊνη ϋχει την ικανϐτητα να ςυγκρατεύ μϐρια 

μεγαλϑτερα απϐ τη διϊμετρο των πϐρων τησ, ενϔ τα μικρϐτερα μϐρια 

διαφεϑγουν μαζύ με το διϊλυμα. το εςωτερικϐ τησ ςυςκευόσ παρϋμεινε τελικϊ 

το ςυμπυκνωμϋνο διϊλυμα (ϐγκου περύπου 10-20 mL) των πρωτεώνϔν μοριακοϑ 

βϊρουσ πϊνω απϐ 10 kDa. 

 

4.4.1.iv Απομόνωςη αναςυνδυαςμένων πρωτεΰνών με Χρωματογραφία υγγενείασ 

Ακινητοποιημένου Μετάλλου (Immobilized Metal Affinity Chromatography, IMAC) 

 

ε αλκαλικϐ περιβϊλλον, πρωτεώνικϊ μϐρια που φϋρουν ςτην αλληλουχύα 

τουσ ϋξι ςυνεχϐμενα αμινοξϋα ιςτιδύνησ (6×His-tag), προςδϋνονται ςε κατιϐντα 

μετϊλλου (Ni2+, Co2+, Zn2+, Cu2+), λϐγω τησ αρνητικόσ φϐρτιςησ των αμινοξικϔν 

καταλούπων. Η ςυγκεκριμϋνη μϋθοδοσ εφαρμϐςτηκε για πρϔτη φορϊ το 1975 
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απϐ τουσ Porath et al., και αποτελεύ ϋνα χρόςιμο εργαλεύο για την απομϐνωςη 

ετερϐλογων πρωτεώνϔν απϐ το ςϑνολο των αυτϐλογων πρωτεώνικϔν μορύων 

του μικροοργανιςμοϑ ξενιςτό.  

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό, οι αναςυνδυαςμϋνεσ πρωτεϏνεσ 

απομονϔθηκαν απϐ το υπερκεύμενο τησ καλλιϋργειασ με τη βοόθεια ςτόλησ 

κοβαλτύου (Bush et al., 1991). Οι υπϐλοιπεσ πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ P. pastoris 

εκλοϑθηκαν αμϋςωσ απϐ τη ςτόλη, καθϔσ δεν ϋφεραν τα ϋξι κατϊλοιπα 

ιςτιδύνησ. Η υπϐ μελϋτη πρωτεϏνη αποδεςμεϑθηκε ϋπειτα απϐ ςταδιακϊ 

αυξανϐμενη ςυγκϋντρωςη ιμιδαζολύου (0-100 mM), το οπούο ανταγωνύζεται τα 

αμινοξϋα ιςτιδύνησ για πρϐςδεςη ςτα ιϐντα μετϊλλου, απελευθερϔνοντασ ϋτςι 

τα προςδεδεμϋνα μϐρια. 

Σο ενζυμικϐ παραςκεϑαςμα, προ του καθαριςμοϑ, υποβλόθηκε ςε 

εξιςορρϐπηςη με το κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα, το οπούο ςτην 

ςυγκεκριμϋνη περύπτωςη όταν το Talon. Η διαδικαςύα ϋγινε με τη μϋθοδο τησ 

διαπύδυςησ απϐ μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ (Dialysis tubing cellulose membrane, flat 

width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-Aldrich). Η αρχό τησ μεθϐδου βαςύζεται ςτο 

φαινϐμενο τησ ϔςμωςησ: μικρϊ μϐρια του διαλϑτη δϑνανται να διαπερνοϑν την 

ημιπερατό μεμβρϊνη μϋχρι αποκατϊςταςησ τησ ιςορροπύασ ςτο ςϑςτημα. Η 

μεμβρϊνη πριν τη χρόςη βυθύςτηκε ςε βραςτϐ απιονιςμϋνο νερϐ για 30 min, ενϔ 

ςτη ςυνϋχεια ϋγινε η μεταφορϊ του διαλϑματοσ των πρωτεώνϔν ςτο 1/3 

περύπου του ϐγκου του ςχηματιζϐμενου ςωλόνα. Σο ςϑςτημα παρϋμεινε μϋςα ςε 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα κατϊλληλου ϐγκου (VΡ-Δ ≥ 100 × Vδιαλ/τοσ πρωτεώνϔν), για 20-

24 h, ςε θερμοκραςύα 4OC, υπϐ όρεμη ανϊδευςη. 

Η ρϑθμιςη τησ ροόσ τησ κινητόσ φϊςησ τησ χρωματογραφύασ, ϋγινε με τη 

χρόςη τησ αντλύασ Econo Gradient τησ BIORAD (Η.Π.Α.). Για την ανύχνευςη των 

εκλουϐμενων πρωτεώνϔν χρηςιμοποιόθηκε ανιχνευτόσ UV ακτινοβολύασ (280 

nm) με λογιςμικϐ διαχεύριςησ και καταγραφόσ Clarity Version 2.3.3.124 

(DataApex, Σςεχύα), ενϔ η ςυλλογό των δειγμϊτων πραγματοποιόθηκε με τη 

χρόςη ςυλλϋκτη κλαςμϊτων (Waters, Millipore, Η.Π.Α.). Η διαδικαςύα 

καθαριςμοϑ μπορεύ να χωριςθεύ ςε πϋντε βόματα. 

Βόμα 1O-Εξιςορρόπηςη τησ μότρασ τησ ςτόλησ: Η ςτόλη, η οπούα 

αποτελοϑνταν απϐ 15 mL υλικοϑ χρωματογραφύασ Talon Metal Affinity Resin 
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(Clontech, Η.Π.Α), εξιςορροπόθηκε αρχικϊ με 300 mL ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ 

Talon. 

Βόμα 2O-Υόρτωςη του δεύγματοσ: Σο μύγμα των πρωτεώνϔν (20 mL) 

φορτϔθηκε ςτη ςτόλη με ςταθερό ροό 2 mL/min και η αναςυνδυαςμϋνη 

πρωτεϏνη προςδϋθηκε ςτα κατιϐντα κοβαλτύου. 

Βόμα 3O-Έκπλυςη τησ ςτόλησ: Σο υλικϐ, μετϊ την ειςαγωγό του ενζυμικοϑ 

παραςκευϊςματοσ, εκπλϑθηκε με διϊλυμα Talon (50 mL), προκειμϋνου να 

απομακρυνθοϑν οι πρωτεώνεσ, οι οπούεσ δεν προςδϋθηκαν ςτη ρητύνη. 

Βόμα 4O-Έκλουςη προςδεδεμϋνων πρωτεώνών: Σα μϐρια που ςυγκρατόθηκαν 

ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ εκλοϑθηκαν μετϊ απϐ προςθόκη διαλϑματοσ Talon 

παρουςύα ιμιδαζολύου, το οπούο ανταγωνύζεται τα κατϊλοιπα ιςτιδύνησ ςτη 

μότρα κοβαλτύου απελευθερϔνοντασ ϋτςι τα προςδεδεμϋνα μϐρια. Η 

ςυγκϋντρωςη του ϊλατοσ ςτην κινητό φϊςη αυξανϐταν ςταδιακϊ απϐ 5 ϋωσ 

100 mM ςε διϊρκεια 30 min.  

Βόμα 5O-Έκπλυςη και εξιςορρόπηςη τησ μότρασ τησ ςτόλησ: Σϋλοσ, η 

ρητύνη εκπλϑθηκε με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα (300 mL), προκειμϋνου να 

απομακρυνθεύ το ιμιδαζϐλιο και να επανϋλθει ςτην αρχικό τησ κατϊςταςη. Η 

αποθόκευςό του υλικοϑ τησ ςτόλησ ϋγινε ςε θερμοκραςύα 4OC, βυθιςμϋνη ςε 

διϊλυμα αιθανϐλησ 20% (v/v). 

Η πρωτεϏνη μετϊ το τϋλοσ τησ διαδικαςύασ απομϐνωςησ, εξιςορροπόθηκε 

με το κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα με τη μϋθοδο τησ διαπύδυςησ απϐ 

μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ. 

 

4.4.2 Βελτιςτοπούηςη τησ παραγωγόσ αναςυνδυαςμϋνων πρωτεώνών από 

μεταςχηματιςμϋνα κύτταρα P. pastoris 

 

Για τη βελτιςτοπούηςη τησ παραγωγόσ των πρωτεώνικϔν μορύων απϐ τη 

ζϑμη P. pastoris εφαρμϐςθηκαν διαφορετικού ςυνδυαςμού ςυνθηκϔν επϔαςησ. 

Οι καλλιϋργειεσ πραγματοποιόθηκαν ςε θερμοκραςύα 30OC, με θρεπτικϐ μϋςο 

BMMY, ςε γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ Erlenmeyer ϐγκου 250 mL απλϋσ και με 

εςωτερικϊ πτερϑγια (τϑπου baffled). Ο χρϐνοσ επϔαςησ όταν 216 h, ενϔ 

καθημερινϊ προςτύθεντο μεθανϐλη. ε κϊθε περύπτωςη ϐλεσ οι ςυνθόκεσ τησ 
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καλλιϋργειασ παρϋμεναν ςταθερϋσ εκτϐσ απϐ τον παρϊγοντα που 

μεταβϊλλονταν.  

Αρχικϊ, ερευνόθηκε η ενζυμικό παραγωγό ςε διϊφορεσ τιμϋσ αρχικοϑ pH 

(5,0-10,0) του θρεπτικοϑ μϋςου, με ςταθερό ανϊδευςη και παροχό μεθανϐλησ. 

ε δεϑτερο ςτϊδιο ϋγιναν δοκιμϋσ μεταβϊλλοντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ (0-

250 rpm), ςτισ βϋλτιςτεσ αρχικϋσ τιμϋσ pH, παρουςύα μεθανϐλησ 0,5% (v/v). 

Διατηρϔντασ τη βϋλτιςτη ταχϑτητα ανϊδευςησ, μελετόθηκε η επύδραςη τησ 

ςυγκϋντρωςησ μεθανϐλησ (0,5-2,5% v/v) ςτην ϋκφραςη του γονιδύου. Σϋλοσ, με 

ϐλουσ τουσ παραπϊνω παρϊγοντεσ ςτα επύπεδα ςτα οπούα παρατηρόθηκε η 

βϋλτιςτη ενζυμικό παραγωγό, πραγματοποιόθηκαν καλλιϋργειεσ ςε απλϋσ 

φιϊλεσ και ςε φιϊλεσ τϑπου baffled. 

 

4.4.3 Ηλεκτροφορητικϋσ τεχνικϋσ 

 

Οι φυςικοχημικϋσ ιδιϐτητεσ των καθαρϔν ενζϑμων μελετόθηκαν με τη 

βοόθεια ηλεκτροφορητικϔν μεθϐδων. Ακολουθεύ περιγραφό των μεθϐδων 

ηλεκτροφϐρηςησ, καθϔσ και των πρϐτυπων διαλυμϊτων πρωτεώνϔν που 

χρηςιμοποιόθηκαν για τη βαθμονϐμηςη. 

 

4.4.3.i. Ηλεκτροφόρηςη πεπτιδίων ςε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου (Sodium 

Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) 

 

Η ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακριλαμιδύου χρηςιμοποιεύται 

κυρύωσ για το διαχωριςμϐ πρωτεώνικϔν μορύων. Σο πολυακρυλαμύδιο εύναι μια 

χημικϊ αδρανόσ ϋνωςη, ςταθερό ςε μεγϊλο εϑροσ pH, ιονικόσ ιςχϑοσ και 

θερμοκραςύασ. Σο πόκτωμα προκϑπτει απϐ τον πολυμεριςμϐ του μονομεροϑσ 

ακρυλαμιδύου ςε μακριϋσ αλυςύδεσ πολυακριλαμιδύου καθϔσ και απϐ τη 

δημιουργύα εγκϊρςιων διακλαδϔςεων με ομϊδεσ του δισ-ακρυλαμιδύου (cross-

linking). Ο πολυμεριςμϐσ του ακρυλαμιδύου επιτυγχϊνεται με την παρουςύα μιασ 

χημικόσ ϋνωςησ που παύζει το ρϐλο του καταλϑτη, του υπερθειώκοϑ αμμωνύου 

(APS) και ενϐσ ενεργοποιητό, τησ Ν,Ν,Ν,’Ν’-τετραμεθυλο-αιθυλενο-διαμύνησ 

(TEMED). Ανϊλογα με το μϋγεθοσ των μορύων που πρϐκειται να διαχωριςτοϑν 

καθορύζεται και το μϋγεθοσ των πϐρων του πηκτϔματοσ. 
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Κατϊ την παραςκευό του πηκτϔματοσ πολυακρυλαμιδύου καθϔσ και 

κατϊ την προετοιμαςύα του προσ διαχωριςμϐ δεύγματοσ, χρηςιμοποιοϑνται 

κυρύωσ ιοντικϊ απορρυπαντικϊ (SDS) αλλϊ και αναγωγικού παρϊγοντεσ (β-

μερκαπτοαιθανϐλη) η οπούα δημιουργεύ αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ (αναγωγό 

διςουλφιδικϔν δεςμϔν). Σο SDS αποδιατϊςςει τα μϐρια των πρωτεώνϔν μετϊ 

απϐ θϋρμανςη, καθϔσ εξουδετερϔνει τουσ δευτερεϑοντεσ δεςμοϑσ και 

ςυνδϋεται με τα πολυπεπτύδια με ςταθερϐ λϐγο βϊρουσ. Με τον τρϐπο αυτϐ 

εξουδετερϔνεται το φορτύο του πολυπεπτιδύου, μιασ και το ενδογενϋσ φορτύο 

του μορύου εύναι ελϊχιςτο ςε ςϑγκριςη με το αρνητικϐ φορτύο του 

ςυνδεδεμϋνου SDS. Έτςι, η κινητικϐτητα των πολυπεπτιδύων εύναι ςυνϊρτηςη 

του μοριακοϑ τουσ βϊρουσ. 

Αντύθετα με την ηλεκτροφϐρηςη τησ αγαρϐζησ, η ηλεκτροφϐρηςη 

πολυακρυλαμιδύου με SDS (SDS-PAGE) εύναι αςυνεχόσ καθϔσ επιτελεύται 

ςυνόθωσ ςε ϋνα πολυ-ρυθμιςτικϐ ςϑςτημα (Multi Buffer System, MBS) δια 

μϋςου δυο πηκτωμϊτων, με το ϋνα να επιςτοιβϊζεται του ϊλλου. ϑμφωνα με τη 

διαδικαςύα χρηςιμοποιοϑνται τρύα ρυθμιςτικϊ διαλϑματα: το ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα ηλεκτροφϐρηςησ (running buffer, παρϊγραφοσ 4.1.6.ii), το ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα του πηκτϔματοσ επιςτούβαςησ (stacking gel) και το ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα του πηκτϔματοσ διαχωριςμοϑ (separating gel).  

Σο πόκτωμα επιςτούβαςησ επιτρϋπει τη δημιουργύα μεγϊλων πϐρων, 

λϐγω τησ χαμηλόσ ςυγκϋντρωςησ ακρυλαμιδύου. Έτςι, πολυπεπτύδια μικροϑ και 

μεγϊλου μοριακοϑ βϊρουσ μετατοπύζονται με την ύδια κινητικϐτητα και 

παρατϊςςονται ϐλα μαζύ ςε μια ιδεατό γραμμό, ςτο ϐριο των δυο πηκτωμϊτων. 

τη ςυνϋχεια, τα μϐρια κινοϑνται ςτο πόκτωμα διαχωριςμοϑ, δια μϋςου 

μικρϐτερων πϐρων, ανϊλογα με το μοριακϐ τουσ βϊροσ. 

Για το ςκοπϐ αυτϐ χρηςιμοποιόθηκε η ςυςκευό ηλεκτροφϐρηςησ Mini-

Protean 3 τησ εταιρεύασ BIORAD, (Η.Π.Α.). Η διαδικαςύα που ακολουθόθηκε 

περιγρϊφεται αναλυτικϊ παρακϊτω (Laemmli, 1970): 

 Ένα ζεϑγοσ γυϊλινων πλακϔν (10,1 cm × 7,3 cm και 10,1 cm × 8,3 cm) 

καθαρύςτηκαν με διϊλυμα 70% (v/v) αιθανϐλησ, ενϔθηκαν με τη βοόθεια δϑο 

μεταλλικϔν ςφικτόρων και ςταθεροποιόθηκαν πϊνω ςτη ςυςκευό. 

 Παραςκευϊςτηκε το πόκτωμα διαχωριςμοϑ και μεταφϋρθηκε 

προςεκτικϊ ανϊμεςα ςτισ δϑο γυϊλινεσ πλϊκεσ, ϋωσ περύπου 1,5 cm κϊτω απϐ 
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την κορυφό τουσ. Σο διϊλυμα καλϑφθηκε με μια ςτοιβϊδα νεροϑ για να 

εξομαλυνθεύ η επιφϊνεια τησ γϋλησ και αφϋθηκε να πολυμεριςθεύ για 30 min 

περύπου.  

 τη ςυνϋχεια αφοϑ απομακρϑνθηκε το νερϐ, παραςκευϊςτηκε και 

εκχϑθηκε το πόκτωμα επιςτούβαςησ (πύνακασ 4.2) ανϊμεςα ςτισ πλϊκεσ. 

Αμϋςωσ μετϊ τοποθετόθηκε η ειδικό «χτϋνα» ςτην κορυφό των πηκτωμϊτων 

ϔςτε να ςχηματιςθοϑν οι θόκεσ φϐρτωςησ των δειγμϊτων. 

 

Πύνακασ 4.2: Ακριβόσ ςϑςταςη των πηκτωμϊτων διαχωριςμοϑ και επιςτούβαςησ. 

 

Πόκτωμα Διαχωριςμοϑ  
(Resolving gel) 

10% 12,5% 15% 

Τπερκϊθαρο Νερϐ 4,6 mL 3,5 mL 2,2 mL 
0,75M Tris/SDS 0,2% (pΗ 8,8) 9,4 mL 9,4 mL 9,4 mL 
40% bis – acrylamide (30:1) 4,7 mL 5,8 mL 7,1 mL 
TEMED 30 μL 30 μL 30 μL 
10% APS (w/v) 90 μL 90 μL 90 μL 
  
Πόκτωμα Επιςτούβαςησ (Stacking gel) 4% 
Τπερκϊθαρο Νερϐ 3,0 mL 
0,25M Tris/SDS 0,2% (pΗ 6,8) 3,75 mL 
40% bis – acrylamide (30:1) 0,75 mL 
TEMED 20 μL 
10% APS (w/v) 60 μL 

 

 Αφοϑ πολυμερύςθηκε και το πόκτωμα επιςτούβαςησ (30 min περύπου), οι 

πλϊκεσ ςτερεϔθηκαν ςτα ειδικϊ δοχεύα τησ κϊθετησ ςυςκευόσ ηλεκτροφϐρηςησ 

και προςτϋθηκαν 400-500 mL ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ SDS 1×. Η «χτϋνα» 

απομακρϑνθηκε προςεκτικϊ και τα δεύγματα τοποθετόθηκαν ςτισ θόκεσ τησ 

γϋλησ. 

 Η κατεργαςύα των δειγμϊτων ϋγινε με την προςθόκη κατϊλληλου 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ (sample buffer, παρϊγραφοσ 4.1.6.ii) (7 μL) ςτο 

πρωτεώνικϐ διϊλυμα (15 μL) ενϔ ακολοϑθηςε βραςμϐσ του μύγματοσ για 5-

7 min.  

 το πόκτωμα πολυακριλαμιδύου εκτϐσ απϐ τα δεύγματα, τοποθετόθηκαν 

και 5-7 μL πρϐτυπου διαλϑματοσ πρωτεώνϔν γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ 

(Unstained Protein Molecular Weight Marker, Fermentas, ό Low Range Markers: 

sc-2360, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) (πύνακασ 4.3) το οπούο 
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χρηςιμοποιόθηκε για τον προςδιοριςμϐ του μοριακοϑ βϊρουσ των ϊγνωςτων 

διαλυμϊτων πρωτεώνϔν.  

 Ακολοϑθηςε ηλεκτροφϐρηςη των δειγμϊτων με ϋνταςη ηλεκτρικοϑ 

ρεϑματοσ 35 mA/πόκτωμα για 1 h περύπου.  

 

Πύνακασ 4.3: Πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ (Unstained 

Protein Molecular Weight Marker, Fermentas, ό Low Range Markers: sc-2360, Santa 

Cruz Biotechnology, Inc.) 

 

 MW, kDa ΠρωτεϏνη Προϋλευςη 

 

116,0 β –γαλακτοςιδϊςη E. coli 

66,2 Αλβουμύνη οροϑ βοδινοϑ Πλϊςμα βοδινοϑ αύματοσ 

45,0 Ωαλβουμύνη Αςπρϊδι αυγοϑ κϐτασ 

35,0 Γαλακτικό αφυδρογονϊςη Μϑεσ χούρων 

25,0 REase Bsp98I E. coli 

18,4 β-λακτογλοβουλύνη Γϊλα αγελϊδοσ 

14,4 Λυςοζϑμη Αςπρϊδι αυγοϑ κϐτασ 

 

4.4.3.ii Ηλεκτροφόρηςη ιςοηλεκτρικήσ εςτίαςησ ςε πήκτωμα πολυακρυλαμιδίου 

(IEF-PAGE, Isoelectric Focusing-PAGE) 

 

H ηλεκτροεςτύαςη αποτελεύ μϋθοδο διαχωριςμοϑ και προςδιοριςμοϑ των 

πρωτεώνικϔν μορύων με βϊςη το ιςοηλεκτρικϐ τουσ ςημεύο. το ηλεκτρικϐ πεδύο 

με τη χρόςη αμφολυτϔν δημιουργεύται μια γραμμικϊ μεταβαλλϐμενη κλύςη. 

Έτςι λοιπϐν κϊθε μϐριο πρωτεϏνησ κινεύται προσ τη θϋςη εκεύνη η οπούα 

ανταποκρύνεται ςτο ιςοηλεκτρικϐ του ςημεύο, οποϑ και παραμϋνει, καθϔσ καμύα 

δϑναμη δεν αςκεύται πλϋον πϊνω του. Φρηςιμοποιϔντασ κατϊλληλεσ γραμμικϊ 

μεταβαλλϐμενεσ κλύςεισ επιτυγχϊνονται ακριβεύσ διαχωριςμού, ενϔ ςυγχρϐνωσ 

υπολογύζεται και το ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο τησ πρωτεϏνησ.  

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό χρηςιμοποιόθηκε η ςυςκευό 

ηλεκτροφϐρηςησ Phastsystem τησ εταιρεύασ Pharmacia (ουηδύα). Σα 

πηκτϔματα πολυακρυλαμιδύου όταν προπαραςκευαςμϋνα και εφοδιαςμϋνα με 

αμφολϑτεσ που κϊλυπταν ϋνα εϑροσ τιμϔν pH απϐ 3,0 ϋωσ 9,0. Η εςτύαςη των 
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αμφολυτϔν, καθϔσ και η μϋθοδοσ διαχωριςμοϑ των πρωτεώνϔν ϋγινε βϊςει του 

πρωτϐκολλου τησ εταιρεύασ. 

Σο πρϐτυπο διϊλυμα μύγματοσ πρωτεώνϔν γνωςτϔν ιςοηλεκτρικϔν 

ςημεύων για το εϑροσ pH 3,5-9,3 όταν τησ εταιρεύασ Pharmacia (Broad pI kit, pH 

3,0-10,0). Σο μύγμα των πρωτεώνϔν περιεύχε αμυλογλυκοςιδϊςη (pI 3,50), 

παρεμποδιςτό τησ τρυψύνησ τησ ςϐγιασ (pI 4,55), β-λακτογλοβουλύνη (pI 5,20), 

ανθρακικό αφυδρατϊςη βοδινοϑ (pI 5,85), ανθρακικό αφυδρατϊςη ανθρϔπου 

(pI 6,55), μυογλοβύνη αλϐγου (ϐξινη τιμό pI 6,85 και βαςικό τιμό pI 7,35), 

λεκτύνη φακόσ (ϐξινη τιμό pI 8,15, ενδιϊμεςη τιμό pI 8,45 και βαςικό τιμό pI 

8,65) και τρυψινογϐνο (pI 9,30). 

 

4.4.3.iii Εμφάνιςη των πρωτεΰνών ςτα πηκτώματα των ηλεκτροφορήςεων 

 

Μετϊ το τϋλοσ των ηλεκτροφορόςεων, η χρϔςη των πρωτεώνϔν 

πραγματοποιόθηκε με δϑο κυρύωσ μεθϐδουσ: 

α). Με χρωςτικό Coomassie Brilliant Blue G-250: το πόκτωμα αμϋςωσ μετϊ 

την ηλεκτροφϐρηςη μεταφϋρθηκε προςεκτικϊ ςε διϊλυμα χρϔςησ (Staining 

solution) Coomassie Brilliant Blue G-250 για 20 min και μετϊ εμβαπτύςτηκε ςε 

διϊλυμα αποχρωματιςμοϑ (destaining solution) μϋχρι οι ζϔνεσ των πρωτεώνϔν 

να γύνουν ευδιϊκριτεσ. Καθ’ ϐλη τη διϊρκεια χρωματιςμοϑ-αποχρωματιςμοϑ το 

πόκτωμα αναδευϐταν ςε ειδικό ςυςκευό ανϊδευςησ Orbit LS, Labnet (Μεγϊλη 

Βρετανύα). 

β). Με χρώςη νιτρικοϑ αργϑρου (Blum et al., 1987), ςε περιπτώςεισ ςτισ 

οπούεσ απαιτοϑνταν μεγαλϑτερη ευαιςθηςύα: η χρϔςη με νιτρικϐ ϊργυρο 

βαςύζεται ςτην ιδιϐτητα των ιϐντων αργϑρου να αντιδροϑν με τισ πρωτεϏνεσ και 

κυρύωσ με τισ ελεϑθερεσ αμινομϊδεσ και τισ θειοϑχεσ ομϊδεσ τουσ. Εν ςυνεχεύα, 

τα ιϐντα του αργϑρου ανϊγονται, με φορμαλδεϓδη, ςε μεταλλικϐ ϊργυρο και με 

τον τρϐπο αυτϐ εμφανύζεται η χρϔςη. Αναλυτικϐτερα, η διαδικαςύα που 

εφαρμϐςτηκε παρουςιϊζεται ςτον πύνακα 4.4. 
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Πύνακασ 4.4: Σα ςτϊδια χρϔςησ πρωτεώνικϔν μορύων με τη μϋθοδο του νιτρικοϑ 

αργϑρου. 

 

 

4.4.4 Προςδιοριςμόσ τησ ςυγκϋντρωςησ πρωτεώνικών μορύων 

 

O προςδιοριςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ των πρωτεώνϔν ϋγινε με δϑο 

μεθϐδουσ: τη μϋθοδο Bradford (Bradford, 1976) και με μϋτρηςη τησ 

απορρϐφηςησ του διαλϑματοσ ςε μόκοσ κϑματοσ 280 nm. 

την πρϔτη περύπτωςη για την καταςκευό τησ καμπϑλησ αναφορϊσ 

χρηςιμοποιόθηκαν διϊφορεσ ςυγκεντρϔςεισ τησ πρϐτυπησ πρωτεϏνησ 

αλβουμύνη οροϑ βοδινοϑ.  

τη δεϑτερη περύπτωςη ο υπολογιςμϐσ τησ ςυγκϋντρωςησ μιασ 

πρωτεϏνησ ϐταν αυτόν εύναι καθαρό ςτο διϊλυμα πραγματοποιόθηκε με τη 

βοόθεια του παρακϊτω μαθηματικοϑ μοντϋλου: 

Cmg/mL = (O.D.280nm × M.W.)/ε 

ϐπου  Cmg/mL: η ςυγκϋντρωςη πρωτεϏνησ ςε mg/mL, 

 O.D.280nm: η τιμό τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ του διαλϑματοσ,  

 M.W.: το μοριακϐ βϊροσ του πρωτεώνικοϑ μορύου,  

 Διϊλυμα 
Διϊρκεια 

(min) 

Θερμοκραςύα 

(OC) 
τϊδιο 

1 20% Σριχλωροοξικϐ οξϑ 5 20 
ταθεροπούηςη 

Πρωτεώνϔν 

2 10% Αιθανϐλη, 5% Οξικϐ οξϑ 2 50 Έκπλυςη 

3 10% Αιθανϐλη, 5% Οξικϐ οξϑ 4 50 Έκπλυςη 

4 5% Γλουταραλδεϓδη 6 50 Ευκρύνεια ζωνϔν 

5 10% Αιθανϐλη, 5% Οξικϐ οξϑ 3 50 Έκπλυςη 

6 10% Αιθανϐλη, 5% Οξικϐ οξϑ 5 50 Έκπλυςη 

7 Νερϐ 2 50 Έκπλυςη 

8 Νερϐ 2 50 Έκπλυςη 

9 0,4% Νιτρικϐσ Άργυροσ 10 40 Φρϔςη Πρωτεώνϔν 

10 Νερϐ 0,5 30 Έκπλυςη 

11 Νερϐ 0,5 30 Έκπλυςη 

12 2,5% (w/v) Na2CO3,  

2% (v/v) φορμαλδεϓδη  
0,5 30 

Εμφϊνιςη Πρωτεώνϔν 

13 2,5% (w/v) Na2CO3,  

2% (v/v) φορμαλδεϓδη 
3,5 30 

Εμφϊνιςη Πρωτεώνϔν 

14 2,5% θειοθειικϐ νϊτριο,  

3,7% Tris-HCl 
1,5 30 Απϐςβεςη Θορϑβου 

15 Νερϐ 5 50 Σερματιςμϐσ  
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ε: ο μοριακϐσ ςυντελεςτόσ απϐςβεςησ (M-1/cm-1) (molar extinction 

coefficient) τησ εκϊςτοτε πρωτεϏνησ. 

 

4.4.5 Μϋτρηςη τησ ενεργότητασ των ενζύμων 

 

4.4.5.i Ανίχνευςη και μέτρηςη τησ ενεργότητασ των εςτεραςών του φερουλικού 

οξέοσ 

 

Ωσ μονϊδα ενζυμικόσ δραςτικϐτητασ (unit, U) ορύζεται η ποςϐτητα του 

ενζϑμου που απαιτεύται για την απελευθϋρωςη 1 μmol προώϐντοσ (φερουλικϐ 

οξϑ) ανϊ min, ςε θερμοκραςύα 50OC.  

Η διαδικαςύα μϋτρηςησ τησ ενεργϐτητασ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ 

οξϋοσ προϋκυψε απϐ την τροποπούηςη τησ βιβλιογραφικόσ αναφορϊσ των 

Christov και Prior (1993). Δϑο εύναι τα βαςικϊ ςτϊδια τησ μεθϐδου:  

α) η ενζυμικό αντύδραςη, παρουςύα υποςτρϔματοσ και 

β) η ανύχνευςη του υδρολυϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ με τη χρόςη ςυςτόματοσ 

χρωματογραφικοϑ διαχωριςμοϑ HPLC.  

Η ενζυμικό αντύδραςη περιελϊμβανε την προςθόκη 50 mg 

απαμυλωμϋνου πύτυρου ςύτου (Destarch Wheat Bran, DSWB) ςε 0,5 mL 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ 3-(N-μορφολινο)-προπανοςουλφονικοϑ οξϋοσ (MOPS)-

NaOH 100 mM, pH 6,0 και ϋπειτα, την προςθόκη 0,5 mL ενζυμικοϑ διαλϑματοσ 

κατϊλληλησ αραύωςησ. Για την πλόρη απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το 

υπϐςτρωμα, προςτύθετο ςτην αντύδραςη ποςϐτητα εμπορικόσ ξυλανϊςησ Μ3 

(4 U/10 mg DSWB) απϐ το μικροοργανιςμϐ Trichoderma longibrachiatum 

(Megazyme, Ιρλανδύα). Η αντύδραςη λϊμβανε χϔρα ςε θερμαινϐμενο επωαςτόρα 

ςε θερμοκραςύα 50OC επύ 60 min. Ο τερματιςμϐσ γινϐταν με βραςμϐ για 3-5 min. 

Όλεσ οι αντιδρϊςεισ πραγματοποιόθηκαν εισ διπλοϑν με χρόςη αντύςτοιχων 

αντιδρϊςεων ελϋγχου (control), οι οπούεσ περιεύχαν απενεργοποιημϋνο ϋνζυμο.  

Για την ανϊλυςη των δειγμϊτων απαιτόθηκε αρχικϊ φυγοκϋντρηςη 

(1500 rpm, 2 min), λόψη του υπερκεύμενου υγροϑ και ςτη ςυνϋχεια 

φιλτρϊριςμα (φύλτρα 0,45 μm διϊμετρο πϐρων) για την απομϊκρυνςη των 

ςτερεϔν υπολειμμϊτων. Η χρωματογραφικό ανϊλυςη των υπερκεύμενων των 

δειγμϊτων ϋγινε με ςτόλη HPLC αντύςτροφησ φϊςησ C-18 Nucleosil (Macherey-
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Nagel, Γερμανύα). Για την ανύχνευςη του φερουλικοϑ οξϋοσ χρηςιμοποιόθηκε 

φωτομετρικϐσ ανιχνευτόσ (Jasco UV 975), ρυθμιςμϋνοσ ςταθερϊ ςε μόκοσ 

κϑματοσ 300 nm. Η κινητό φϊςη αποτελοϑνταν απϐ ϋνα μύγμα υπερκϊθαρου 

νεροϑ/μυρμηκικοϑ οξϋοσ/ακετονιτριλύου, ςε αναλογύα 7:1:1.3 (v/v/v), με 

ταχϑτητα ροόσ 1 mL/λεπτϐ ςε θερμοκραςύα περιβϊλλοντοσ. Ο ϐγκοσ του κϊθε 

δεύγματοσ όταν 20 μL. Η καταςκευό τησ καμπϑλησ αναφορϊσ ϋγινε με τη χρόςη 

διαφορετικϔν ςυγκεντρϔςεων φερουλικοϑ οξϋοσ ςε διϊλυμα 10% (v/v) 

διμεθυλ-ςουλφοξειδύου (DMSO) ςε νερϐ. Οι κορυφϋσ καταγρϊφηκαν με μϋγιςτο 

χρϐνο ανϊλυςησ τα 15 min και η ολοκλόρωςη τουσ πραγματοποιόθηκε με τη 

βοόθεια του λογιςμικοϑ Clarity Version 2.3.3.124 (DataApex, Σςεχύα). 

Μια δεϑτερη προςϋγγιςη ανύχνευςησ τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ τησ 

εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ πραγματοποιόθηκε με τη χρόςη του 

φθορύζοντοσ υποςτρϔματοσ, MeUF-ferulate. Σο προώϐν τησ υδρϐλυςησ του 

ςυγκεκριμϋνου υποςτρϔματοσ, εύναι η ομϊδα 4-methylumbelliferyl, η οπούα 

μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε υπεριϔδη ακτινοβολύα εμφανύζει φθοριςμϐ, ο οπούοσ μπορεύ 

να καταγραφεύ με τη βοόθεια ειδικόσ ςυςκευόσ φωτογρϊφηςησ ςε κλειςτϐ 

θϊλαμο InGenius BioImaging τησ Syngene (Μεγϊλη Βρετανύα) και λογιςμικϐ 

GeneSnap v6.05 και GeneTools v3.06. 

 

4.4.5.ii Μέτρηςη τησ ενζυμικήσ ενεργότητασ ξυλαναςών 

 

Ωσ μονϊδα ενζυμικόσ δραςτικϐτητασ (unit, U) ορύζεται η ποςϐτητα του 

ενζϑμου που απαιτεύται για την απελευθϋρωςη 1 μmol προώϐντοσ (ξυλϐζησ) ανϊ 

λεπτϐ, ςε θερμοκραςύα 50OC. Η μϋτρηςη τησ ενζυμικόσ ενεργϐτητασ ϋγινε με τη 

χρόςη τησ μεθϐδου προςδιοριςμοϑ αναγωγικϔν ςακχϊρων του 

δινιτροςαλικυλικοϑ οξϋοσ (DNS, Miller 1959). 

Για την πραγματοπούηςη τησ αντύδραςησ χρηςιμοποιόθηκε ωσ 

υπϐςτρωμα ξυλϊνη απϐ ςημϑδα 1% (w/v) ςε κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα. 

Σο ϋνζυμο (250 μL) αναμύχθηκε με την ξυλϊνη (250 μL) και επωϊςτηκε για 

15 min ςε θερμοκραςύα 50OC. τη ςυνϋχεια 500 μL DNS προςτϋθηκαν ςτην 

αντύδραςη και ακολοϑθηςε βραςμϐσ για 5 min. Σϋλοσ, ϋγινε αραύωςη του 

μύγματοσ με 4 mL απιονιςμϋνου νεροϑ και φωτομετρόθηκε ςε μόκοσ κϑματοσ 
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540 nm. Η απελευθϋρωςη των αναγωγικϔν ςακχϊρων προςδιορύςτηκε με βϊςη 

την καμπϑλη αναφορϊσ τησ ξυλϐζησ.  

 

4.4.5.iii Μέτρηςη ενζυμικήσ ενεργότητασ των εςτεραςών του οξικού οξέοσ 

 

Η ενζυμικό αντύδραςη πραγματοποιόθηκε για 1 h ςε θερμοκραςύα 50OC, 

με τη χρόςη χημικϊ ακετυλιωμϋνησ ξυλϊνησ απϐ ςημϑδα και ξυλϊνησ απϐ ξϑλο 

οξιϊσ μετϊ απϐ εκχϑλιςη με διμεθυλοςουλφοξεύδιο (dimethylsulfoxide, DMSO) 

(τελικό ςυγκϋντρωςη 1% ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα 100 mM MOPS-NaOH, pH 6,0). 

Σο οξικϐ οξϑ που απελευθερϔθηκε προςδιορύςτηκε με φαςματογρϊφο μϊζασ 

Varian 220-MS (εϑροσ ςϊρωςησ m/z 40-m/z 650) εξοπλιςμϋνο με ϋνα ςϑςτημα 

αϋριασ χρωματογραφύασ Varian 450-GC (Ολλανδύα). Σο φϋρον αϋριο, το όλιο, 

διοχετεϑονταν ςε ϐλη τη διϊρκεια τησ ανϊλυςησ με ροό 1 mL/min και οι 

διαχωριςμού πραγματοποιόθηκαν με τη βοόθεια τριχοειδοϑσ ςτόλησ Factor-4 

(30 m × 0,25 mm, 0,25 μm πϊχοσ του φιλμ, VF-5 ms, Varian). Σο θερμοκραςιακϐ 

πρϐγραμμα τησ ςτόλησ (διϊρκεια ανϊλυςησ 26 min) περιελϊμβανε παραμονό ςε 

θερμοκραςύα 50OC για 6 min, ςτη ςυνϋχεια ϊνοδο με ρυθμϐ 10OC/min μϋχρι τη 

θερμοκραςύα 130OC, διατόρηςη ςε αυτό για 5 min και τϋλοσ ϊνοδο με ρυθμϐ 

20OC/min και διατόρηςη ςτουσ 210OC για 3 min. 

 

4.4.6 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ τησ περιεκτικότητασ των 

λιγνινοκυτταρινούχων υλικών ςε φερουλικό οξύ  

 

Η περιεκτικϐτητα των υλικϔν που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα 

διατριβό, ςε φερουλικϐ οξϑ, υπολογύςτηκε με επϔαςη ςυγκεκριμϋνησ 

ποςϐτητασ (10 mg) απαμυλωμϋνου πύτυρου ςύτου ό ζυμωτικοϑ υπολεύμματοσ 

ζυθοποιύασ (Brewers’ Spent Grain, BSG) ςε 40 mL ΝaOH 0,1 Μ για 12 h, υπϐ 

ςυνεχό ανϊδευςη ςε θερμοκραςύα περιβϊλλοντοσ, απουςύα φωτϐσ (Garcia et al., 

1998). Ακολοϑθηςε εξουδετϋρωςη των αιωρημϊτων με διϊλυμα HCl 1 Μ, 

διόθηςη υπϐ κενϐ με φύλτρα διαμϋτρου πϐρων 0,45 μm και τϋλοσ ςυμπϑκνωςη 

του διαλϑματοσ ςτα 8 mL. Η ποςοτικοπούηςη του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

απελευθερϔθηκε ϋγινε με χρόςη HPLC, ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 

4.4.5.i.  
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Σο πύτυρο εύναι το ςκληρϐ εξωτερικϐ περύβλημα των ςπϐρων του ςύτου 

και αποτελεύται απϐ ϋνα ςυνδυαςμϐ του ιςτοϑ αλευρϐνησ και του περικαρπύου. 

Μαζύ με το φϑτρο, αποτελοϑν τμόματα του αναποφλούωτου ςπϐρου και 

παρϊγονται ςυνόθωσ ωσ υποπροώϐντα τησ ϊλεςησ κατϊ την παραγωγό 

ραφιναριςμϋνων κϐκκων δημητριακϔν. Σο υπϐλειμμα βϑνησ εύναι ϋνα 

παραπροώϐν τησ ζυθοποιύασ που αντιςτοιχεύ ςτο 85%, περύπου, του ςυνϐλου 

των παραπροώϐντων που παρϊγονται κατϊ τη παραςκευό μπϑρασ και 

αποτελεύται απϐ το ςτερεϐ υπϐλειμμα που παραμϋνει μετϊ απϐ τη διαδικαςύα 

πολτοπούηςησ (mashing) και διόθηςησ (lautering) του βυνογλεϑκουσ. Σα κϑρια 

ςυςτατικϊ του εύναι φλοιού δημητριακϔν, περικϊρπια και τμόματα 

ενδοςπερμύου.  

  

Εικϐνα 4.6: Πύτυρο ςύτου (α) και υπϐλειμμα βϑνησ (β). 

 

4.4.7 Ενζυμικό υδρόλυςη του ζυμωτικού υπολεύμματοσ ζυθοποιύασ  

 

Οι αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του υπολεύμματοσ βϑνησ (75 g/L, ςε διϊλυμα 

MOPS, 100 mM, pH 6,0) πραγματοποιόθηκαν ςε θερμοκραςύα 50OC ςε 

θερμαινϐμενο επωαςτόρα Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, 

Γερμανύα) υπϐ ανϊδευςη 1300 ςτροφϔν/λεπτϐ, ςε τελικϐ ϐγκο 0,75 mL. Ο 

τερματιςμϐσ τουσ ϋγινε με βραςμϐ (100OC) για 5 min. Ακολοϑθηςε 

φυγοκϋντρηςη ςτισ 3000 ςτροφϋσ (rpm) για 10 min και το υπερκεύμενο 

διϊλυμα, κατϐπιν διηθόςεωσ, εξετϊςτηκε για την ϑπαρξη φερουλικοϑ οξϋοσ με 

τη χρόςη ςυςτόματοσ χρωματογραφικοϑ διαχωριςμοϑ HPLC (παρϊγραφοσ 

4.4.5.i). 

(α) (β) 
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4.4.8 Απομϊκρυνςη του υδρολύματοσ από την ενζυμικό υδρόλυςη του 

ζυμωτικού υπολεύμματοσ ζυθοποιύασ 

 

Οι αντιδρϊςεισ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ του υπολεύμματοσ βϑνησ απϐ την 

εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ πραγματοποιόθηκαν χρηςιμοποιϔντασ 75 g/L 

υπϐςτρωμα και ενεργϐτητα εςτερϊςησ 24 mU/mL. Μετϊ απϐ 3 h επϔαςησ, τα 

προώϐντα τησ αντύδραςησ με μοριακϐ βϊροσ μικρϐτερο απϐ 10000 Daltons, 

ςυμπεριλαμβανομϋνου και του φερουλικοϑ οξϋοσ, απομακρϑνθηκαν απϐ το 

υδρϐλυμα με τη βοόθεια μεμβρανϔν υπερδιόθηςησ (polyethersulfone, cut off 

10 kDa), κατϐπιν φυγοκϋντρηςησ ςτισ 3200 ςτροφϋσ/min ςε θερμοκραςύα 4OC 

για 5 min. Σο υδρϐλυμα αντικαταςτϊθηκε απϐ ρυθμιςτικϐ διϊλυμα και η 

διαδικαςύα απομϊκρυνςησ επαναλόφθηκε τϋςςερισ φορϋσ χωρύσ να μεταβληθεύ 

ο αρχικϐσ ϐγκοσ τησ αντύδραςησ.  

 

4.4.9 Παρεμπόδιςη τησ ενεργότητασ τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ 

από το τελικό προώόν τησ υδρόλυςησ 

 

Η επύδραςη του τελικοϑ προώϐντοσ ςτην ενεργϐτητα τησ εςτερϊςησ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ μελετόθηκε χρηςιμοποιϔντασ το μεθυλεςτϋρα του 

φερουλικοϑ (MFA) ωσ υπϐςτρωμα. Οι αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ 

πραγματοποιόθηκαν ςε θερμοκραςύα 50OC για 30 min ςε θερμαινϐμενο 

επωαςτόρα Eppendorf Thermomixer Comfort (Eppendorf, Γερμανύα), υπϐ 

ανϊδευςη 1300 ςτροφϔν/min και ςε τελικϐ ϐγκο 0,5 mL. Η τελικό 

ςυγκϋντρωςη του MFA ςτο μύγμα τησ αντύδραςησ όταν 1 mM ςε ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα MOPS pH 6,0. Σο φερουλικϐ οξϑ προςτϋθηκε πριν την ειςαγωγό του 

ενζϑμου ςε τελικϋσ ςυγκεντρϔςεισ 0-0,05-0,1-0,25-0,5 και 0,75 mM. Ο ϐγκοσ του 

ενζϑμου που προςτϋθηκε όταν 30 μL, ποςϐτητα που αντιςτοιχεύ ςε ενεργϐτητα 

εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ 10 mU. Η υδρολυτικό ενεργϐτητα 

προςδιορύςτηκε υπολογύζοντασ τη μεύωςη τησ ςυγκϋντρωςησ του MFA με τη 

βοόθεια του ςυςτόματοσ HPLC (Jasco PU 987, Ιαπωνύα) με ςτόλη αντύςτροφησ 

φϊςησ C-18 (CC 250/4,6 Nucleosil 100-5, Macherey-Nagel, Γερμανύα). Ο 

διαχωριςμϐσ του μεθυλεςτϋρα και του αντύςτοιχου οξϋοσ ϋγινε ιςοκρατικϊ 

χρηςιμοποιϔντασ ωσ κινητό φϊςη μεθανϐλη/υπερκϊθαρο νερϐ ςε αναλογύα 7:3 
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(v/v) και ροό 1 mL/min, ςε θερμοκραςύα περιβϊλλοντοσ και μόκοσ κϑματοσ 

280 nm. Η ολοκλόρωςη των κορυφϔν των χρωματογραφημϊτων επιτεϑχθηκε 

μϋςω του λογιςμικοϑ Clarity Version 2.3.3.124 (DataApex, Σςεχύα). 

 

4.4.10 Αντιδρϊςεισ υδρόλυςησ των κινναμικών μεθυλεςτϋρων και αλκυλ-

εςτϋρων του φερουλικού οξϋοσ 

 

Οι κινητικϋσ ςταθερϋσ που προϋκυψαν απϐ την υδρϐλυςη των 

κινναμικϔν και των αλκυλ-εςτϋρων του φερουλικοϑ οξϋοσ, υπολογύςτηκαν με 

επϔαςη των αντύςτοιχων υποςτρωμϊτων ςε ςυγκεντρϔςεισ που κυμϊνθηκαν 

απϐ 0,025-2,0 mM ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα MOPS-NaOH 100 mM pH 6,0. Σα 

υποςτρϔματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην παροϑςα μελϋτη, παρουςιϊζονται 

ςτην εικϐνα 4.7.  

 

 

 

 

Εικϐνα 4.7: Οι αλκυλ-εςτϋρεσ (πϊνω) και οι μεθυλεςτϋρεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

(κϊτω). 

 
Λϐγω τησ περιοριςμϋνησ διαλυτϐτητασ των υποςτρωμϊτων αυτϔν ςτο 

νερϐ, οι ουςύεσ αρχικϊ διαλυτοποιόθηκαν ςε 100 μL DMSO και ακολοϑθωσ 

προςτϋθηκαν ςτο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα με αργϐ ρυθμϐ και υπϐ ϋντονη ανϊδευςη. 

Η εκκύνηςη των αντιδρϊςεων πραγματοποιόθηκε με την προςθόκη 30 μL 
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ενζυμικοϑ διαλϑματοσ ςε 470 μL διαλϑματοσ εςτϋρα τησ εκϊςτοτε 

ςυγκϋντρωςησ και ακολοϑθηςε επϔαςη ςε θερμοκραςύα 50OC επύ 15 min. Ο 

τερματιςμϐσ τησ αντύδραςησ ϋγινε με την προςθόκη 200 μL οξικοϑ οξϋοσ. Όλεσ οι 

αντιδρϊςεισ πραγματοποιόθηκαν εισ διπλοϑν και το τυπικϐ ςφϊλμα των 

μετρόςεων όταν <10%.  

Η απελευθϋρωςη των ελεϑθερων οξϋων αναλϑθηκε ποιοτικϊ και 

ποςοτικϊ χρηςιμοποιϔντασ το ςϑςτημα τησ HPLC (Jasco PU 987, Ιαπωνύα) με 

ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ C-18 (CC 250/4,6 Nucleosil 100-5, Macherey-Nagel, 

Γερμανύα). Ο διαχωριςμϐσ μεθυλεςτϋρα και αντύςτοιχου οξϋοσ ϋγινε ιςοκρατικϊ 

χρηςιμοποιϔντασ ωσ κινητό φϊςη μεθανϐλη/υπερκϊθαρο νερϐ ςε αναλογύα 7:3 

(v/v) και ροό 1 mL/λεπτϐ, ςε θερμοκραςύα περιβϊλλοντοσ. Η ανύχνευςη ϋγινε 

φωτομετρικϊ (Jasco UV 975, Ιαπωνύα) ςε μόκοσ κϑματοσ 280 nm. Ο ϐγκοσ του 

προσ μϋτρηςη δεύγματοσ όταν 20 μL. Οι κορυφϋσ καταγρϊφηκαν με χρϐνο 

ανϊλυςησ τα 8 min ενϔ η ολοκλόρωςη των κορυφϔν επιτεϑχθηκε μϋςω του 

λογιςμικοϑ Clarity Version 2.3.3.124 (DataApex, Σςεχύα). 

 

4.4.11 Αντιδρϊςεισ υδρόλυςησ των υποςτρωμϊτων 2-Ο και 5-Ο 

φερουλοποιημϋνων π-νιτροφαινυλ-αραβινοφουρανοζιτών 

 

Η υδρϐλυςη των υποςτρωμϊτων των 2-Ο και 5-Ο φερουλοποιημϋνων π-

νιτροφαινυλ-αραβινοφουρανοζιτϔν, (NPh-2-Fe-Araf και NPh-2-Fe-Araf), 

πραγματοποιόθηκε ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα κιτρικϔν-φωςφορικϔν 100mM, 

pH 7,0, ςε θερμοκραςύα 45OC, χρηςιμοποιϔντασ φωτϐμετρο SPECTRAmax 250 

(Molecular Devices, Η.Π.Α.). Έπειτα απϐ εξιςορρϐπηςη τησ θερμοκραςύασ τησ 

ςυςκευόσ, η αντύδραςη ξεκύνηςε με την προςθόκη 12,5-15 μL διαλϑματοσ 

εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ςε 65 μL μύγματοσ αντύδραςησ. Οι 

ςυγκεντρϔςεισ των υποςτρωμϊτων ςτισ οπούεσ ϋγιναν οι αντιδρϊςεισ 

κυμϊνθηκαν απϐ 0,06 ϋωσ 0,6 mΜ, λϐγω τησ μειωμϋνησ διαλυτϐτητασ που 

εμφανύζουν οι ενϔςεισ αυτϋσ ςτο νερϐ.  

Η μϋθοδοσ αυτόν αποτελεύ παραλλαγό τησ μεθϐδου Biely et al., (2002), με 

τη διαφορϊ ϐτι οι αντιδρϊςεισ πραγματοποιοϑνται ςε pH 7,0 αντύ του pH 5,5. 

ϑμφωνα με τη μϋθοδο αυτό, η χρόςη ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ με pH ςτην 

περιοχό 7,0-8,0, μειϔνει ςτο ελϊχιςτο το ςφϊλμα μϋτρηςησ, το οπούο οφεύλεται 
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ςτην παρουςύα τησ α-L-αραβινοφουρανοςιδϊςησ ςτο ςϑςτημα. Η α-L-

αραβινοφουρανοςιδϊςη, η οπούα εύναι αναγκαύα για την απελευθϋρωςη τησ 

χρωμοφϐρου ομϊδασ τησ π-νιτροφαινϐλησ, ϋχει απομονωθεύ απϐ το 

μικροοργανιςμϐ F. oxysporum (Panagiotou et al., 2003) και παρουςιϊζει 

βϋλτιςτο pH αντύδραςησ ςτο 6,0. Η α-L-αραβινοφουρανοςιδϊςη δεν εύναι ικανό 

να δρϊςει ςτα υποςτρϔματα αυτϊ απουςύα ενεργϐτητασ εςτερϊςησ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, λϐγω ςτερεοχημικϔν παρεμποδύςεων απϐ τη μονϊδα του 

φερουλικοϑ. Η απελευθϋρωςη τησ π-νιτροφαινϐλησ ελϋγχεται φωτομετρικϊ ςε 

μόκοσ κϑματοσ 410 nm. 

 

4.4.12 Τπολογιςμόσ κινητικών ςταθερών 

 

Έπειτα απϐ την επεξεργαςύα των αποτελεςμϊτων που προϋκυψαν απϐ 

την υδρϐλυςη των διαφϐρων εςτϋρων των κινναμικϔν οξϋων, καθϔσ και απϐ 

την απελευθϋρωςη π-νιτροφαινϐλησ, υπολογύςτηκαν οι ςταθερϋσ Michaelis-

Menten Km και kcat, καθϔσ και ο λϐγοσ kcat/Km. Πιο ςυγκεκριμϋνα, απϐ την κλύςη 

των γραφικϔν παραςτϊςεων απορρϐφηςησ ςυναρτόςει του χρϐνου, 

υπολογύςτηκαν οι ταχϑτητεσ των αντιδρϊςεων υδρϐλυςησ των ςυνθετικϔν 

υποςτρωμϊτων. O λϐγοσ αυτϐσ ςυνιςτϊ την ορθϐτερη ϋνδειξη, προκειμϋνου να 

επιλεγεύ το καταλληλϐτερο υπϐςτρωμα για τη χρόςη του ενζϑμου. Η 

προςαρμογό των δεδομϋνων ςτην εξύςωςη Michaelis-Menten 

πραγματοποιόθηκε με τη χρόςη του προγρϊμματοσ Grafit 4, το οπούο υπολογύζει 

παρϊλληλα και το τυπικϐ ςφϊλμα των παραγϐμενων κινητικϔν ςταθερϔν 

(Leatherbarrow, 1998). 

 

4.4.13 Τπολογιςμόσ τησ βϋλτιςτησ θερμοκραςύασ ενζυμικόσ ενεργότητασ 

και ςταθερότητασ των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ 

 

Η μελϋτη τησ βϋλτιςτησ θερμοκραςύασ ενεργϐτητασ για τισ 

αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ, ϋγινε μετρϔντασ την ενεργϐτητα των ενζϑμων ςε 

διϊφορεσ θερμοκραςύεσ ςε ϋνα εϑροσ θερμοκραςιϔν 30 ϋωσ 80OC για 15 min, 

χρηςιμοποιϔντασ ωσ υποςτρϔματα μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυ-κινναμικϔν 

οξϋων (διαφορετικού για κϊθε τϑπο εςτερϊςησ). ε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ, το 
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ρυθμιςτικϐ διϊλυμα που χρηςιμοποιόθηκε όταν το MOPS-NaOH 100 mM pH 6,0, 

ςτο οπούο οι υπϐ μελϋτη εςτερϊςεσ εμφϊνιςαν ικανοποιητικό ενεργϐτητα. 

Η ςταθερϐτητα των ενζϑμων ςε διϊφορεσ τιμϋσ θερμοκραςύασ, 

υπολογύςτηκε μετρϔντασ την εναπομϋνουςα ενεργϐτητα ϋπειτα απϐ επϔαςη 

των ενζυμικϔν διαλυμϊτων για διαφορετικϊ χρονικϊ διαςτόματα (1, 8 και 24 h) 

ςε ϋνα εϑροσ θερμοκραςιϔν 30-60OC ςε pH 6,0 (MOPS-NaOH 100 mM) απουςύα 

υποςτρϔματοσ. 

 

4.4.14 Τπολογιςμόσ του βϋλτιςτου pH ενζυμικόσ ενεργότητασ και 

ςταθερότητασ των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ 

 

Σο βϋλτιςτο pH δρϊςησ εξετϊςτηκε μετρϔντασ την ενεργϐτητα των 

εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε διϊφορεσ τιμϋσ pH για ϋνα εϑροσ τιμϔν 3,0-

11,0 για 15 min ςε θερμοκραςύα 50OC. Σα ζεϑγη αλϊτων που χρηςιμοποιόθηκαν 

ωσ ρυθμιςτικϊ διαλϑματα (100 mM) για τα παραπϊνω pH όταν τα εξόσ:  

 

Κιτρικϐ – Υωςφορικϐ (pH 3,0 – 7,0) 

Tris – HCl (pH 7,0 – 9,0) 

Γλυκύνη – NaOH (9,0 – 11,0) 

 

Η ϑπαρξη δειγμϊτων αναφορϊσ για κϊθε δοκιμό δραςτικϐτητασ όταν 

αναγκαύα, καθϔσ οι εςτερικού δεςμού των υποςτρωμϊτων που 

χρηςιμοποιόθηκαν (μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυ-κινναμικϔν οξϋων) εμφανύζονται 

ιδιαύτερα ευαύςθητοι ςτισ αλκαλικϋσ περιοχϋσ pH. 

Η ςταθερϐτητα των ενζϑμων ςε διϊφορεσ τιμϋσ pH, υπολογύςτηκε μετϊ 

απϐ την παραμονό τουσ ςτα προαναφερθϋντα διαλϑματα, ςε θερμοκραςύα 4OC 

για διαφορετικϊ χρονικϊ διαςτόματα (1, 8 και 24 h). Ακολοϑθηςε μϋτρηςη τησ 

εναπομϋνουςασ ενεργϐτητασ των εςτεραςϔν ςτισ γνωςτϋσ ςυνθόκεσ (50OC, 

15 min, MOPS-NaOH 100 mM pH 6,0) και ςτουσ κατϊλληλουσ για κϊθε ϋνα 

ϋνζυμο μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυ-κινναμικϔν οξϋων. 



Πειραματικό Μϋροσ   
 

124 

 

4.4.15 Αντύδραςη υδρόλυςησ τησ αραβινοξυλϊνησ ςύτου για την παραγωγό 

ολιγοςακχαριτών  

 

Για τη μελϋτη των υποκατεςτημϋνων ολιγοςακχαριτϔν του αδιϊλυτου 

ςτο νερϐ κλϊςματοσ τησ αραβινοξυλϊνησ ςύτου (Water Unextractable Wheat 

Arabinoxylan, WU-AX, Megazyme, Ιρλανδύα), αρχικϊ το υπϐςτρωμα ςε 

ςυγκϋντρωςη 2% (w/v) επωϊςτηκε παρουςύα τησ εμπορικόσ ξυλανϊςησ Μ3 

(200 U/g WU-AX) απϐ το μικροοργανιςμϐ T. longibrachiatum (Megazyme, 

Ιρλανδύα) ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα MOPS-NaOH, 100 mM, pH 6,0. Η επϔαςη 

πραγματοποιόθηκε ςε περιςτρεφϐμενο επωαςτόρα ςε θερμοκραςύα 45OC και 

διόρκηςε 24 h.  

 

4.4.15.i Καθαριςμόσ των υποκατεςτημένων ολιγοςακχαριτών 

 

Μετϊ την πλόρη υδρϐλυςη του υποςτρϔματοσ το μύγμα τησ αντύδραςησ 

φυγοκεντρόθηκε και το υπερκεύμενο διϊλυμα διηθόθηκε υπϐ κενϐ απϐ φύλτρο 

με διϊμετρο πϐρου 0,45 μm. Ακολοϑθηςε ςε πρϔτο ςτϊδιο ο διαχωριςμϐσ των 

ουδϋτερων ολιγοςακχαριτϔν απϐ τουσ ϐξινουσ με τη χρόςη χρωματογραφύασ 

ανταλλαγόσ ιϐντων και ςτην πορεύα η απομϐνωςη των φερουλοποιημϋνων 

ολιγοςακχαριτϔν με τη βοόθεια χρωματογραφύασ διαχωριςμοϑ μεγϋθουσ. 

Αναλυτικϐτερα, το διόθημα που προϋκυψε απϐ την προηγοϑμενη 

διαδικαςύα ειςόχθη ςε ςτόλη διαςτϊςεων 1,5 cm × 47 cm, που περιεύχε την 

ανιοντικό ρητύνη AG 1×2, με το ΟΗ- ωσ αντιςταθμύζον ιϐν (BIORAD, Η.Π.Α.) και 

εύχε εξιςορροπηθεύ προηγουμϋνωσ με υπερκϊθαρο νερϐ. Η ςτόλη όταν 

ςυνδεδεμϋνη με περιςταλτικό αντλύα ECONO gradient pump τησ BIORAD 

(Η.Π.Α.) ρυθμιςμϋνη ςε ςταθερό ροό 4 mL/min. Μετϊ τη φϐρτωςη του 

δεύγματοσ η ρητύνη ξεπλϑθηκε με 250 mL υπερκϊθαρο νερϐ. Η ϋκλουςη των 

ςακχϊρων ϋγινε ςε δϑο βόματα: αρχικϊ με 250 mL διαλϑματοσ 0,8 Μ 

μυρμηκικοϑ ϊλατοσ αμμωνύου (HCOONH4) και ϋπειτα με 500 mL διαλϑματοσ 

αιθανϐλησ (50% v/v) αφοϑ προηγόθηκε η παρατεταμϋνη πλϑςη του υλικοϑ τησ 

ςτόλησ με νερϐ (1 L) για την πλόρη απομϊκρυνςη των αμμωνιακϔν αλϊτων. Σο 

κλϊςμα των φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν που ςυλλϋχθηκε ςτο 

τελευταύο βόμα ςυμπυκνϔθηκε μϋχρι ξηροϑ με λυοφιλύωςη ςε ςυςκευό 
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εξϊχνωςησ υπϐ κενϐ [Christ Alpha 1-4, (B. Braun Biotech International, 

Γερμανύα)] και τϋλοσ επαναδιαλυτοποιόθηκε ςε 2-3 mL υπερκϊθαρου νεροϑ. 

Για την απομϐνωςη των φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν 

χρηςιμοποιόθηκαν τϋςςερισ ςτόλεσ Bio-Gel P-2 τησ BIORAD (120 cm × 2,5 cm) 

ςυνδεδεμϋνεσ ςε ςειρϊ. Η ϋκλουςη πραγματοποιόθηκε με 4 L περύπου 

υπερκϊθαρου νεροϑ, μϋςω περιςταλτικόσ αντλύασ Waters 600E τησ Millipore 

(Η.Π.Α.) με ροό 1 mL/min και τα κλϊςματα (ϐγκου 20 mL) ςυλλϋγονταν με τη 

βοόθεια ενϐσ αυτϐματου ςυλλϋκτη κλαςμϊτων (Waters, Millipore, Η.Π.Α.). Σα 

κλϊςματα μετϊ το πϋρασ τησ διαδικαςύασ φωτομετρόθηκαν ςε μόκοσ κϑματοσ 

320 nm με τη βοόθεια του φωτομϋτρου SPECTRAmax 250 (Molecular Devices, 

Η.Π.Α.) και οι ζητοϑμενοι ολιγοςακχαρύτεσ ςυμπυκνϔθηκαν μϋχρι ξηροϑ με 

λυοφιλύωςη. 

 

4.4.15.ii Ανίχνευςη και χαρακτηριςμόσ των φερουλοποιημένων ολιγοςακχαριτών 

 

Η ανύχνευςη των φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν που παρόχθηςαν 

ςτο προηγοϑμενο ςτϊδιο πραγματοποιόθηκε με χρωματογραφύα λεπτόσ 

ςτοιβϊδασ (Thin Layer Chromatography, TLC) χρηςιμοποιϔντασ χαρτύ 

χρωματογραφύασ Whatman 3MM. Ο διαλϑτησ ανϊπτυξησ αποτελοϑνταν απϐ 

βουτανϐλη-1/οξικϐ οξϑ/νερϐ, ςε αναλογύα 12:3:5 (v/v/v), αντύςτοιχα (Wende 

and Fry, 1997). Ο ϋλεγχοσ των προώϐντων, ϋγινε με τη χρόςη υπεριϔδουσ 

ακτινοβολύασ ςε μόκοσ κϑματοσ 254 nm, μϋςω τησ οπούασ διαπιςτϔνεται η 

ϑπαρξη του φαινολικοϑ δακτυλύου, ενϔ οι ολιγοςακχαρύτεσ ανιχνεϑθηκαν με 

ψεκαςμϐ τησ πλϊκασ TLC με διϊλυμα ανιλύνησ 2% (v/v) ςε μύγμα 

αιθανϐλησ/οξαλικοϑ οξϋοσ 2,5% (w/v), ςε αναλογύα 2:3, με ακϐλουθη θϋρμανςη 

για 5 min ςε θερμοκραςύα 100OC.  

Ο χαρακτηριςμϐσ των φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν ϋγινε με 

χρωματογραφύα ανταλλαγόσ ιϐντων υψηλόσ απϐδοςησ (High Performance 

Anion Exchange Chromatography, HPAEC). Οι μονοςακχαρύτεσ ξυλϐζη και 

αραβινϐζη διαχωρύςτηκαν με τη βοόθεια αναλυτικόσ ςτόλησ ανταλλαγόσ 

ανιϐντων CarboPac™ PA1, 250 mm × 4 mm (Dionex, Η.Π.Α.), με προ-ςτόλη 

CarboPac™ PA1. Για την ϋκλουςη των ςακχϊρων χρηςιμοποιόθηκε διϊλυμα 

17 mM ΝaOH ςε υπερκϊθαρο νερϐ με ςταθερό ροό 1 mL/min, ενϔ η ανύχνευςη 
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τουσ ϋγινε με ηλεκτροχημικϐ αμπερομετρικϐ ανιχνευτό παλμοϑ ED40 (Dionex, 

Η.Π.Α.). Η διϊρκεια του χρωματογραφόματοσ όταν περύπου 15 min και η 

διαχεύριςη και καταγραφό του πραγματοποιόθηκε με το λογιςμικϐ Clarity 

Version 2.3.3.124 (DataApex, Σςεχύα). 

 

4.5 Θερμιδομετρύα Ιςόθερμησ Σιτλοδότηςησ (Isothermal Titration 

Calorimetry, ITC) 

 

H θερμιδομετρύα ιςϐθερμησ τιτλοδϐτηςησ αποτελεύ μια τεχνικό η οπούα 

καταγρϊφει με εξαιρετικό ακρύβεια την παραγωγό ακϐμη και ελϊχιςτησ 

ποςϐτητασ θερμϐτητασ ςτα πλαύςια αντιδρϊςεων-αλληλεπιδρϊςεων, κυρύωσ 

ανϊμεςα ςε βιολογικϊ μακρομοριακϊ ςυςτόματα ςυμπεριλαμβανομϋνων των 

πρωτεώνϔν-ςυνδετϔν, πρωτεώνϔν-πρωτεώνϔν, DNA-πρωτεώνϔν, πρωτεώνϔν-

υδατανθρϊκων, πρωτεώνϔν-λιπιδύων και αντιγϐνων-αντιςωμϊτων.  

Προκειμϋνου να κατανοηθοϑν και να περιγραφοϑν οι παραπϊνω 

βιολογικϋσ διεργαςύεσ, χρηςιμοποιοϑνται τα εξόσ βαςικϊ θερμοδυναμικϊ 

μεγϋθη:  

(α) η ςτοιχειομετρύα τησ αντύδραςησ [Ν] που δεύχνει την αναλογύα των 

αλληλεπιδρϔντων μορύων,  

(β) η ςταθερϊ ςϑνδεςησ [Κb] που δεύχνει πϐςο την ιςχϑ τησ δϋςμευςησ,  

(γ) η μεταβολό ςτην ελεϑθερη ενϋργεια Gibbs [ΔGb] που δεύχνει την ενεργειακό 

ςταθερϐτητα των αλληλεπιδρϔντων μορύων εξαιτύασ τησ δϋςμευςησ,  

(δ) η μεταβολό ςτην ενθαλπύα [ΔHb] που δεύχνει τη μεταβολό του ενεργειακοϑ 

περιεχομϋνου του ςυςτόματοσ κατϊ τη ςϑνδεςη,  

(ε) η μεταβολό ςτην εντροπύα [ΔSb] που δεύχνει τη μεταβολό ςτην τϊξη του 

ςυςτόματοσ κατϊ τη ςϑνδεςη και  

(ςτ) η μεταβολό ςτη θερμοχωρητικϐτητα υπϐ ςταθερό πύεςη [ΔCP] του 

ςυςτόματοσ κατϊ τη ςϑνδεςη.  

ε ςυνδυαςμϐ με δομικϊ ςτοιχεύα απϐ ϊλλεσ τεχνικϋσ (NMR, 

κρυςταλλογραφύα ακτύνων Φ), οι θερμοδυναμικϋσ αυτϋσ πληροφορύεσ παρϋχουν 

μια ολοκληρωμϋνη εικϐνα για την αλληλεπύδραςη και βοηθοϑν ςτην 

αναγνϔριςη των κρύςιμων για τη δϋςμευςη περιοχϔν. Η πλϋον κατϊλληλη 

τεχνικό για τον υπολογιςμϐ των χρόςιμων αυτϔν θερμοδυναμικϔν παραμϋτρων 
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εύναι η θερμιδομετρύα ιςϐθερμησ τιτλοδϐτηςησ (Freire et al., 1990, Fisher & 

Singh, 1995, Gill et al., 1995, Indyk & Fisher, 1998, Wiseman et al., 1989). 

Ένα ITC θερμιδϐμετρο αποτελεύται απϐ δϑο πανομοιϐτυπα κελιϊ ςε 

ςχόμα νομύςματοσ, καταςκευαςμϋνα απϐ ϋνα υλικϐ υψηλόσ θερμικόσ 

αγωγιμϐτητασ (Hastelloy) και περιτριγυριςμϋνα απϐ ϋνα αδιαβατικϐ περύβλημα. 

Σο αδιαβατικϐ αυτϐ περύβλημα ψϑχεται με την κυκλοφορύα του νεροϑ που 

παρϋχεται απϐ ϋνα υδατϐλουτρο ρυθμιζϐμενησ θερμοκραςύασ. Κυκλϔματα 

ελϋγχου θερμοζευγϔν (thermocouples) υψηλόσ ευαιςθηςύασ ανιχνεϑουν ακϐμα 

και πολϑ μικρϋσ διαφορϋσ ςτη θερμοκραςύα μεταξϑ των δϑο κελιϔν και μεταξϑ 

των κελιϔν και του αδιαβατικοϑ περιβλόματοσ. Θερμικϋσ αντιςτϊςεισ 

προςαρμοςμϋνεσ ςτα κελιϊ και ςτο περύβλημα ενεργοποιοϑνται ϐταν εύναι 

απαραύτητο παρϋχοντασ την απαραύτητη θερμϐτητα ϔςτε το ϐλο ςϑςτημα 

(κελιϊ και περύβλημα) να βρύςκεται πϊντα ςτην ύδια ςταθερό θερμοκραςύα.  

ε ϋνα τυπικϐ πεύραμα ITC, ςτην κυψελύδα του δεύγματοσ τοποθετεύται η 

ουςύα με το μεγαλϑτερο μοριακϐ βϊροσ (ςε περύπτωςη χαμηλόσ διαθεςιμϐτητασ 

κϊποιου απϐ τα δϑο αλληλεπιδρϔντα μϐρια μπορεύ να τοποθετηθεύ η ουςύα με 

τη χαμηλϐτερη ςυγκϋντρωςη), ενϔ ςτην κυψελύδα αναφορϊσ τοποθετεύται 

ςυνόθωσ νερϐ ό ρυθμιςτικϐ διϊλυμα. Πριν αρχύςει η διαδικαςύα τησ 

τιτλοδϐτηςησ, ςτην κυψελύδα αναφορϊσ παρϋχεται ςταθερό ιςχϑσ (<1 mW), που 

αποτελεύ και τη ςτϊθμη αναφορϊσ (baseline) του πειρϊματοσ. Η πειραματικό 

μεταβλητό που καταγρϊφεται ςε μια ιςοθερμικό τιτλοδϐτηςη εύναι η 

παρεχϐμενη ςτισ κυψελύδεσ ιςχϑσ ϔςτε αυτϋσ να διατηροϑν τη θερμοκραςύα 

τουσ ςταθερό. την κυψελύδα αναφορϊσ βυθύζεται ςϑριγγα που περιϋχει 

διϊλυμα του αλληλεπιδρϔντοσ μορύου, η οπούα προςαρμϐζεται ςε ϋνα 

ρομποτικϐ βραχύονα που εκτελεύ προκαθοριςμϋνεσ και υψηλόσ ακρύβειασ 

εγχϑςεισ ςτην κυψελύδα του δεύγματοσ.  

Οι τυπικϋσ ςυγκεντρϔςεισ του διαλϑματοσ το οπούο τοποθετεύται ςτη 

ςϑριγγα εξαρτϔνται απϐ την αναμενϐμενη ςτοιχειομετρύα τησ αντύδραςησ. ε 

γενικϊ πλαύςια ακολουθεύται η ςχϋςη 10 × Ν × Csamp, ϐπου Ν η ςτοιχειομετρύα 

τησ αντύδραςησ (αριθμϐσ μορύων τησ ςϑριγγασ που δεςμεϑονται ςε κϊθε μϐριο 

τησ κυψελύδασ δεύγματοσ) και Csamp η ςυγκϋντρωςη ςτην κυψελύδα του 

δεύγματοσ (10-5 M, ϐγκοσ ~1,4 mL). 
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Εικϐνα 4.8: (α) χηματικό αναπαρϊςταςη τησ πειραματικόσ διϊταξησ ενϐσ τυπικοϑ 

θερμιδϐμετρου ιςϐθερμησ τιτλοδϐτηςησ. (β) Η βαςικό αρχό μιασ ανϊλυςησ ITC: 

Διαδοχικϋσ εγχϑςεισ του δεύγματοσ που αλληλεπιδρϊ με το μϐριο τησ κυψελύδασ 

αναφορϊσ αλλϊζουν τισ απαιτόςεισ τησ παρεχϐμενησ ιςχϑοσ ςτην κυψελύδα ϔςτε να 

διατηρεύται ςταθερό η θερμοκραςύα ςτο εςωτερικϐ τησ. Οι αλλαγϋσ αυτϋσ 

καταγρϊφονται με τη μορφό κορυφϔν (γ) των οπούων η επεξεργαςύα με κατϊλληλα 

θερμοδυναμικϊ μοντϋλα παρϋχει ϐλεσ τισ απαραύτητεσ παραμϋτρουσ. (δ) Η ολοκλόρωςη 

του εμβαδοϑ των κορυφϔν αποδύδει τη θερμϐτητα που απελευθερϔνεται ό εκλϑεται 

κατϊ την αλληλεπύδραςη και ςτη ςυνϋχεια κανονικοποιεύται ωσ προσ τη ςυγκϋντρωςη 

του διαλϑματοσ που προςτϋθηκε. 

Σταθερή παρεχόμενη 
ιςχφσ ςτην κυψελίδα 
αναφοράσ 

ΔΤ 

Παρεχόμενη ιςχφσ ςτην 
κυψελίδα δείγματοσ 

ανάλογη τησ ΔΤ μεταξφ 
των κελιϊν 

(α) 

(β) 

(γ) 

(δ) 
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Κατϊ την ϋγχυςη του διαλϑματοσ τησ ςϑριγγασ ςτην κυψελύδα του 

δεύγματοσ παρατηρεύται ϋκλυςη ό απορρϐφηςη θερμϐτητασ, ανϊλογα με το 

εύδοσ τησ αντύδραςησ (εξϔθερμη ό ενδϐθερμη). ε μια εξϔθερμη αντύδραςη, η 

απελευθϋρωςη θερμϐτητασ ϋχει ςαν αποτϋλεςμα την τϊςη για ϊνοδο τησ 

θερμοκραςύασ ςτην κυψελύδα του δεύγματοσ. Η τϊςη αυτό θα εξιςορροπηθεύ ςε 

πολϑ μικρϐ χρονικϐ διϊςτημα απϐ το ςϑςτημα ανϊδραςησ τησ ςυςκευόσ, 

ςϑμφωνα με το οπούο μειϔνεται με κατϊλληλο τρϐπο η παρεχϐμενη ιςχϑσ ςτο 

ςϑςτημα. τισ ενδϐθερμεσ αντιδρϊςεισ παρατηρεύται ακριβϔσ το αντύθετο και 

το ςϑςτημα ςε ςϑντομο χρονικϐ διϊςτημα αυξϊνει την παρεχϐμενη ιςχϑ (Gill et 

al., 1995, Indyk & Fisher, 1998, Wiseman et al., 1989, Freire et al., 2009, Leavitt & 

Freire, 2001, Velazquez-Campoy et al., 2004). 

Η ιςχϑσ που παρϋχεται κατϊ τη διϊρκεια μιασ τιτλοδϐτηςησ εύναι 

ανϊλογη του ποςοςτοϑ των μορύων τησ ςϑριγγασ που αλληλεπιδροϑν με τα 

μϐρια τησ κυψελύδασ αναφορϊσ. Ωσ εκ τοϑτου εύναι καθοριςτικόσ ςημαςύασ ο 

ακριβόσ υπολογιςμϐσ των ςυγκεντρϔςεων των αλληλεπιδρϔντων μορύων. Κατϊ 

τισ πρϔτεσ εγχϑςεισ, η ςυντριπτικό πλειοψηφύα των μορύων τησ ςϑριγγασ 

δεςμεϑονται ςε μϐρια τησ κυψελύδασ αναφορϊσ, φαινϐμενο που καταγρϊφεται 

με ιςχυρϊ ενδϐθερμα ό εξϔθερμα ςόματα. Καθϔσ η τιτλοδϐτηςη εξελύςςεται και 

η ποςϐτητα των μορύων τησ ςϑριγγασ που ϋχουν μεταφερθεύ ςτην κυψελύδα του 

δεύγματοσ αυξϊνεται, οι διαθϋςιμεσ θϋςεισ δϋςμευςησ ελαττϔνονται και το 

μϋγεθοσ των καταγραφϐμενων κορυφϔν μειϔνεται. 

 

 

Εικϐνα 4.9: Θερμιδϐμετρο MCS-ITC τησ εταιρεύασ Microcal Inc., (Northampton, Η.Π.Α). 
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Προκειμϋνου να υπολογιςτοϑν οι θερμοδυναμικϋσ παρϊμετροι τησ 

δϋςμευςησ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε ολιγοςακχαρύτεσ, 

πραγματοποιόθηκαν αναλϑςεισ θερμιδομετρύασ ιςϐθερμησ τιτλοδϐτηςησ (ITC) 

ςε θερμιδϐμετρο MCS-ITC (Microcal Inc., Northampton, Η.Π.Α) ςε θερμοκραςύα 

25OC και παρουςύα ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ κιτρικϔν-φωςφορικϔν (100 mM, 

pH 6,0). ε μια ενδεικτικό δοκιμαςύα θερμιδομετρύασ, ςυγκϋντρωςη 

υποςτρϔματοσ ύςη με 0,5 mM ειςϊγεται ςτη ςϑριγγα ϋγχυςησ χωρητικϐτητασ 

250 μL, ενϔ ποςϐτητα του ενζϑμου (0,01 mM) τοποθετεύται ςτην κυψελύδα του 

δεύγματοσ (ϐγκου 1,334 mL) του θερμιδϐμετρου. Σο διϊλυμα του υποςτρϔματοσ 

προςτύθεται ςτο κελύ ςε μια ακολουθύα 27 εγχϑςεων (ϐγκου 9 μL η κϊθε μια).  

Σα αρχικϊ πειραματικϊ δεδομϋνα που ελόφθηςαν παρουςιϊςτηκαν ςε 

μορφό καμπϑλησ τησ θερμϐτητασ ανϊ μονϊδα χρϐνου. τη ςυνϋχεια τα εμβαδϊ 

των κορυφϔν ολοκληρϔθηκαν δύνοντασ ϋτςι καμπϑλεσ τιτλοδϐτηςησ τησ 

μεταβολόσ τησ ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό αναλογύα των 

αντιδρϔντων. Ξεχωριςτϋσ αναλϑςεισ πραγματοποιόθηκαν για τον 

προςδιοριςμϐ τησ ενθαλπύασ των ςυνεχϐμενων αραιϔςεων τϐςο για το διϊλυμα 

του υποςτρϔματοσ, ϐςο και για το διϊλυμα του ενζϑμου. Οι τιμϋσ αυτϋσ 

αφαιρϋθηκαν απϐ τη φαινομενικό ενθαλπύα που λαμβϊνονταν ςε κϊθε 

τιτλοδϐτηςη και ϐλεσ οι καμπϑλεσ τιτλοδϐτηςησ ςτο ςϑνολϐ τουσ 

επεξεργϊςτηκαν με τη βοόθεια του λογιςμικοϑ Origin© 5.0 (Microcal Software, 

Inc., Northampton, Η.Π.Α.) με ενςωματωμϋνεσ θερμιδομετρικϋσ προςαρμοςμϋνεσ 

ρουτύνεσ (calorimetric fitting routines). 

Οι αναλϑςεισ ITC και η επεξεργαςύα των δεδομϋνων που προϋκυψαν, 

πραγματοποιόθηκαν ςτο εργαςτόριο Βιομοριακόσ Υυςικόσ του Ινςτιτοϑτου 

Ραδιοώςοτϐπων-Ραδιοδιαγνωςτικϔν Προώϐντων του Ε.Κ.Ε.Υ.Ε. «Δημϐκριτοσ». 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 5. In silico ανϊλυςη των γονιδιωμϊτων των 

μικροοργανιςμών Fusarium oxysporum και Sporotrichum 

thermophile 

 

το πρϔτο κεφϊλαιο τησ ενϐτητασ αυτόσ, παρουςιϊζονται τα 

αποτελϋςματα που προϋκυψαν απϐ την in silico ανϊλυςη του 

μεςϐφιλου μικροοργανιςμοϑ Fusarium oxysporum και του 

θερμϐφιλου Sporotrichum thermophile. Αρχικϊ ςυλλϋχθηκαν τα ςτατιςτικϊ 

δεδομϋνα για το ςϑνολο των γονιδύων τουσ και πραγματοποιόθηκε η μεταξϑ 

τουσ ςϑγκριςη. την πορεύα μελετόθηκαν επιςταμϋνα τα γονύδια των 

εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ που εντοπύζονται ςε κϊθε μϑκητα (ανοιχτϐ 

πλαύςιο ανϊγνωςησ, μόκοσ γονιδύου, μόκοσ κωδικοποιοϑςασ περιοχόσ) και με 

εργαλεύα τησ Bιοπληροφορικόσ υπολογύςτηκαν τα ςημαντικϐτερα 

χαρακτηριςτικϊ και οι φυςικοχημικϋσ ιδιϐτητεσ των πρωτεώνικϔν μορύων για τα 

οπούα κωδικοποιοϑν (μοριακϐ βϊροσ, ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο, ςημεύα Ν-

γλυκοζυλύωςησ, προςδιοριςμϐσ ενεργοϑ κϋντρου). Σϋλοσ, πραγματοποιόθηκε η 

ςϑγκριςη των αμινοξικϔν τουσ αλληλουχιϔν και η καταςκευό πιθανϔν 

φυλογενετικϔν δϋνδρων. Οι διακομιςτϋσ, τα προγρϊμματα και οι αλγϐριθμοι 

που χρηςιμοποιόθηκαν περιγρϊφονται αναλυτικϐτερα ςτισ παρακϊτω 

παραγρϊφουσ του ςυγκεκριμϋνου κεφαλαύου. 
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5.1 In silico ανϊλυςη του γονιδιώματοσ του μικροοργανιςμού F. oxysporum  

 

Ο μικροοργανιςμϐσ F. oxysporum εύναι ϋνασ μεςϐφιλοσ νηματοειδόσ 

μϑκητασ που ςυναντϊται ςτα φυτϊ και ςτο χϔμα. Η εκτεταμϋνη μελϋτη του 

ςυγκεκριμϋνου μϑκητα οφεύλεται ςτο γεγονϐσ ϐτι προκαλεύ μύα αςθϋνεια, 

γνωςτό και ωσ φουζαρύωςη (fusariosis), ςε ςημαντικϊ απϐ οικονομικόσ ϊποψησ, 

καλλιεργοϑμενα φυτικϊ εύδη.  

ϑμφωνα με το γερμανϐ βοτανολϐγο Diederich von Schlechtendal (1794-

1866) ανόκει ςτουσ Αςκομϑκητεσ, ςτην κλϊςη των ορδαριομυκότων, ςτην 

τϊξη των Hypocreales και ςτην οικογϋνεια των Nectriaceae. χηματύζει δϑο 

ειδϔν κονύδια: τα μακροκονίδια ςε ςποριοδϐχεια και τα μικροκονίδια πϊνω 

ςε βραχεύσ κονιδιοφϐρουσ, καθϔσ επύςησ και τα ανθεκτικϊ ςτισ αντύξοεσ 

περιβαλλοντικϋσ ςυνθόκεσ χλαμυδοςπϐρια.  

Μϋχρι ςόμερα ϋνασ μεγϊλοσ αριθμϐσ ενζϑμων του F. oxysporum ϋχει 

απομονωθεύ και χαρακτηριςθεύ απϐ διϊφορεσ επιςτημονικϋσ ομϊδεσ ανϊ τον 

κϐςμο. τη λύςτα αυτό ςυμπεριλαμβϊνονται τα εξόσ: τρανςαλδολϊςη 

(Kourtoglou et al., 2008), εξο-πολυγαλακτουρονϊςη (Di Pietro & Roncero, 1996), 

ξυλανϊςη (Christakopoulos et al., 1996, Alconada & Martinez, 1993, Ruiz et al., 

1997), ενδο-1,4-β-D-γλουκανϊςη (Christakopoulos et al., 1995) και εςτερϊςη 

του φερουλικοϑ οξϋοσ (Topakas et al., 2003a, 2003b). Επιπλϋον, υπϊρχουν 

αναφορϋσ ςτη διεθνό βιβλιογραφύα για την κλωνοπούηςη και υπερϋκφραςη 

γονιδύων του μϑκητα, ϐπωσ τησ ενδο-πολυγαλακτουρονϊςησ (Garcia-Maceira et 

al., 2001), τησ νιτροαλκαλικόσ οξειδϊςησ (Daubner et al., 2002), τησ 

κυτταρινϊςησ (Sheppard et al., 1994) και τησ λακτονϊςησ (Honda et al., 2005). 

Σϋλοσ, ο μϑκητασ F. oxysporum αποτϋλεςε επιτυχημϋνο ςϑςτημα ϋκφραςησ για 

το γονύδιο nirA, το οπούο εμπλϋκεται ςτη ρϑθμιςη τησ αφομούωςησ των 

νιτρωδϔν ςτον A. nidulans (Daboussi et al., 1991). 

Σο Μϊρτιο του 2007 ολοκληρϔθηκε η αλληλοϑχιςη και 

πραγματοποιόθηκε η κοινοπούηςη του γονιδιϔματοσ του μικροοργανιςμοϑ 

F. oxysporum απϐ το Ινςτιτοϑτο Σεχνολογύασ τησ Μαςαχουςϋτησ (Massachusetts 

Institute of Technology, Μ.Ι.Σ., http://www.broad.mit.edu). Αναλυτικϐτερα, το 

γενετικϐ του υλικϐ βρϋθηκε ϐτι κατανϋμεται ανϊμεςα ςε 15 χρωμοςϔματα και 

το ςυνολικϐ του μόκοσ υπολογύςτηκε ςτα 61,36 Mbp. Ο προβλεπϐμενοσ αριθμϐσ 

http://www.broad.mit.edu/
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των γονιδύων του κυμαύνεται ςτα 17708 και το ϊθροιςμα του μόκουσ τουσ 

ιςοϑται περύπου με 26,93 Mbp (43,9% του γονιδιϔματοσ), με την 

κωδικοποιοϑςα περιοχό να καταλαμβϊνει το 81,3% τησ περιοχόσ αυτόσ. Απϐ το 

ςϑνολο των βϊςεων που απαρτύζουν το γονιδύωμα, περύπου το 48,4% 

αποτελεύται απϐ τισ βϊςεισ γουανύνη-κυτοςύνη (GC), ποςοςτϐ το οπούο 

ανϋρχεται ςτο 51,88% ςτη νουκλεοτιδικό αλληλουχύα των εξωνύων.  

 

5.1.1 In silico ανϊλυςη των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ του μύκητα 

F. oxysporum 

 

Η εϑρεςη και ανϊλυςη των αλληλουχιϔν των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ 

οξϋοσ του F. oxysporum ϋγινε με τη βοόθεια ποικύλων εργαλεύων τησ 

Βιοπληροφορικόσ, τα οπούα αναφϋρονται ςτον πύνακα 5.1. 

 

Πίνακασ 5.1: Προγρϊμματα, αλγϐριθμοι και διακομιςτϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν για 

την in silico μελϋτη των γονιδιωμϊτων των μυκότων. 

 

Υπολογιςτικά Προγράμματα/Αλγβριθμοι Βιβλιογραφία 

MotifScan (http://hits.isb-sib.ch/cgi-bin/motif_scan) 
Σαυτοπούηςη των μοτύβων τησ πρωτεϏνησ 

Pagni et al., 2004 

ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2) 
Πολλαπλό ςτούχιςη αλληλουχιϔν και αναγνϔριςη ομϐλογων 
περιοχϔν τουσ 

Larkin et al., 2007 

BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) 
ϑγκριςη αλληλουχύασ με ϊλλεσ ςε μια βϊςη δεδομϋνων 

Altschul et al., 1997 

InterProScan (http://www.ebi.ac.uk/InterProScan) 
Έρευνα πρωτεώνικόσ λειτουργύασ βαςιςμϋνησ ςτην 
ενςωματωμϋνη αναζότηςη 

Quevillon et al., 2005 

ProSite (http://www.expasy.ch/prosite) 
Βϊςη ταξινϐμηςησ πρωτεώνικϔν ακολουθιϔν 

Sigrist et al., 2002 

ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html) 
Πρϐβλεψη του μόκουσ των γονιδύων και των θεωρητικϔν τιμϔν 
των pI και MW 

Gasteiger et al., 2005 

SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) 
Πρϐβλεψη του μόκουσ τησ ςηματοδοτικόσ αλληλουχύασ 

Nielsen et al., 1997 

NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/) 
Εϑρεςη πιθανϔν θϋςεων Ν-γλυκοζυλύωςησ (μετα-μεταφραςτικό 
τροποπούηςη που ςχετύζεται με την αναδύπλωςη τησ πρωτεϏνησ) 

Grupta et al., 2004 

PhyML (http://www.phylogeny.fr/phylo_cgi/phyml.cgi) 
Καταςκευό φυλογενετικϔν δϋνδρων χρηςιμοποιϔντασ τη 
μϋθοδο τησ μεγύςτησ πιθανoφϊνειασ (maximum likelihood) 

Guindon et al., 2005 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/
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Έπειτα απϐ ςτούχιςη γνωςτϔν αλληλουχιϔν με τη βοόθεια του 

προγρϊμματοσ BLAST εντοπύςτηκαν οχτϔ πιθανϋσ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ, οι δϑο απϐ τισ οπούεσ ϋχουν απομονωθεύ με ςυμβατικϋσ μεθϐδουσ 

καθαριςμοϑ πρωτεώνϔν απϐ το εξωκυτταρικϐ υγρϐ και χαρακτηριςθεύ πλόρωσ 

ςτο εργαςτόριο Βιοτεχνολογύασ τησ ςχολόσ Φημικϔν Μηχανικϔν του Εθνικοϑ 

Μετςϐβιου Πολυτεχνεύου (Διδακτορικό Διατριβό Ε. Σϐπακα, Ε.Μ.Π., 2004, 

Topakas et al., 2003a, 2003b). Σα μόκη των αμινοξικϔν τουσ αλληλουχιϔν 

κυμαύνονται μεταξϑ 277 και 558 αμινοξϋων και περιϋχουν μηδϋν, ϋνα, δϑο ό τρύα 

εςϔνια. Σα θεωρητικϊ μοριακϊ τουσ βϊρη υπολογύςτηκαν απϐ 29 ϋωσ 61,3 kDa 

και τα ιςοηλεκτρικϊ τουσ ςημεύα μεταξϑ 4,84 και 9,17. Η περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε 

βϊςεισ GC ποικύλει απϐ 50 ϋωσ 57%. 

Η ςτούχιςη και ςϑγκριςη των αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των εςτεραςϔν 

με ϊλλεσ μελετημϋνεσ και γνωςτϋσ αλληλουχύεσ τησ οικογενεύασ, απϋδειξε ϐτι 

υπϊρχουν τρύα γονύδια που ανόκουν ςτον τϑπο C, ϋνα ςτον τϑπο Β και μϐλισ ϋνα 

ςτον τϑπο D (Crepin et al., 2004). Οι υπϐλοιπεσ τρεισ εςτερϊςεσ ανόκουν ςτην 

υπεροικογϋνεια των τανναςϔν. 

Με τη βοόθεια του αλγϐριθμου ClustalW2 πραγματοποιόθηκε η ςϑγκριςη 

των αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των οκτϔ εςτεραςϔν (πύνακασ 5.2). Απεδεύχθη, 

λοιπϐν, ϐτι τα τρύα γονύδια των εςτεραςϔν που ανόκουν ςτον τϑπο C, 

foxg_12213, foxg_12102 και foxg_10855, παρουςιϊζουν αρκετό ομοιϐτητα μεταξϑ 

τουσ (31-39%), ενϔ αποτελοϑνται απϐ τον ύδιο ςχεδϐν αριθμϐ αμινοξϋων. 

ημαντικό, επύςησ, ομοιϐτητα φαύνεται ϐτι εμφανύζουν και τα μη 

ομαδοποιημϋνα γονύδια foxg_10849 και foxg_17507 τϐςο μεταξϑ τουσ (45%), ϐςο 

και με το γονύδιο foxg_03986. 

Σϋλοσ, πραγματοποιόθηκε φυλογενετικό ανϊλυςη με τη χρόςη του 

διαδικτυακοϑ διακομιςτό Phylogeny.fr (www.phylogeny.fr, Dereeper et al., 

2008) και τη βοόθεια των αλγορύθμων ClustalW2 και PhyML. ϑμφωνα με την 

εικϐνα 5.1, τα γονύδια των εςτεραςϔν με αριθμοϑσ ανοιχτϔν πλαιςύων 

ανϊγνωςησ 12213, 12102 και 10855, πιθανϐτατα προϋρχονται απϐ ϋναν κοινϐ 

πρϐγονο, ο οπούοσ αποχωρύςτηκε ςχετικϊ πρϐςφατα απϐ τον πρϐγονο των 

γονιδύων foxg_10849 και foxg_17507. Απϐ την ϊλλη, οι εςτερϊςεσ τϑπου D 

(foxg_17403) και Β (foxg_14706), αν και εύναι αρκετϊ διαφορετικϋσ μεταξϑ τουσ 

(μϐλισ 15% ομοιϐτητα), φαύνεται ϐτι ϋχουν δημιουργηθεύ απϐ ϋναν κοινϐ 

http://www.phylogeny.fr/
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πρϐγονο, ο οπούοσ αποχωρύςτηκε νωρύσ κατϊ την εξελικτικό διαδικαςύα απϐ τον 

πρϐγονο ϐλων των υπολούπων εςτεραςϔν.  

 

Πίνακασ 5.2: Σα αποτελϋςματα τησ ςϑγκριςησ (% ομοιϐτητα) των αμινοξικϔν 

αλληλουχιϔν των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το F. oxysporum, με τη χρόςη 

του αλγϐριθμου ClustalW2.  

 

Ανοιχτβ 
πλαίςιο 

ανάγνωςησ 1
0

8
4

9
 

1
0

8
5

5
 

0
3

9
8

6
 

1
4

7
0

6
 

1
2

1
0

2
 

1
2

2
1

3
 

1
7

4
0

3
 

1
7

5
0

7
 

10849 - 24 33 8 25 21 12 45 

10855 24 - 25 6 31 39 7 23 

03986 33 25 - 9 25 24 7 30 

14706 8 6 9 - 12 10 15 13 

12102 25 31 25 12 - 35 11 29 

12213 21 39 24 10 35 - 16 26 

17403 12 7 7 15 11 16 - 7 

17507 45 23 30 13 29 26 7 - 

 

 

 

Εικβνα 5.1: Υυλογενετικϐ δϋνδρο των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το 

F. oxysporum, ϐπωσ προϋκυψε απϐ τη χρόςη του αλγϐριθμου PhyML (Guindon et al., 

2005). 

 

Παρακϊτω παρατύθενται τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν απϐ την in 

silico ανϊλυςη των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ του μϑκητα F. oxysporum. 

Με κϐκκινο χρϔμα τονύζονται τα ενεργϊ κϋντρα των ενζϑμων που φϋρουν το 

κλαςικϐ μοτύβο G-X-S-X-G, ενϔ παρουςιϊζονται οι κωδικοποιοϑςεσ και μη 

κωδικοποιοϑςεσ περιοχϋσ (λεπτϋσ γαλϊζιεσ γραμμϋσ), ο προςανατολιςμϐσ, το 

μϋγεθοσ και η ςχετικό θϋςη τουσ ςτο γενετικϐ τϐπο του εκϊςτοτε γονιδύου. 
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5.1.1.i Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου Β/υποοικογένειασ SF6 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

14706.2 12 947 894 297 

 

MLGLPSPRKLLTQLSLGASLVAAQLQTITNFGNTYGTQLTMQAYIPGNLPASPAVMLALHACGGNGPGYFQQTKYKS
LADSRGVILIFPSSQKDFNCWDVASTKTLKHDGQGDSQVLVSMVDYVIKTYKADPKKVYVTGTSSGCMMTNVLAATY
PDRFAAATCYSGVAAGCMAGSPGSSPISSDRVCSDGKIIKTGQQWADQVKSMYPGYSGSYPRFKTWHGTADNLVFYR
NLLEQIKEWSTIQGVSFTRNETSTPQSGYTTMIYGDGTKFVAVSAAGVGHVVPTHEDLDFKWFGLT* 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MLGLPSPRKLLTQLSLGASLVAA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 31951 8,77 1 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

29632 8,44 1 

Πειραματικέσ τιμέσ 31000 9,5 - 
Σχβλια: Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των εςτεραςϔν, 
πολυ-υδροξυ-βουτυρικϔν αποπολυμεραςϔν (PHB depolymerase) (PFAM: TIGR01840, 
InterProScan). Υϋρει 1 εςϔνιο και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι 
περύπου 56%. Παρουςιϊζει 51% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη PfFaeB απϐ το 
P. funiculosum (Kroon et al., 2000), 45% με τη NcFaeB απϐ το N. crassa (Crepin et al., 
2003) και 44% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη του οξικοϑ οξϋοσ του A. ficuum (Chung et al., 
2002) 

 

5.1.1.ii Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου C/υποοικογένειασ SF1 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

10855.2 01 1954 1437 478 

 
MNCSVCAAPLHLAYVDNVPTCNRASQAVTVDLCRIALQIPTSKRSSISFELWLPTQDYGEAETRRLGIKYEDLAYGTT
NGFATMGTNNGHNGTTGITMLNNPEIVKDFSYRALHTGTRSAKKLIKAFYGKSPAHNYYLGCSLGGRMGIKAAEKYP
KDYDGIVAGCPAVDFNNLQGQRAMFYPITGSADSPNYIPIDTWKGLIHDEVLRQCDKIDGVEDGIIEVPDKCFFNPKTL
QCSPRRPKNCLNSAQVAQLQKIYAPYTYPNGKLIFPRMNPGNELQAVSKLIAGTPFSYSEDWFRYVVYNDPSWDAST
YNTNDVQKADELNPFDIRTYPQELPKFKKRGGKLLSYHGGQDNQITQFNTQRFWNRMYSADNDLQDYYRYFRMSG
MFHCNSGPGAWAVGQGGGAPAAGVPFDPQHNVLAAMVAWVEKGQAPASLTGTKFINDTATNGIDFQRKHCLYPKT
QTYIGGNPKKTSSWQCR 

Πιθανή ςηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MNCSVCAAPLHLAYVDNVPT 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 53295 8,78 3 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

51195 8,91 2 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan). Υϋρει 3 
εςϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 51%. 
Παρουςιϊζει 43% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη AnFaeB του A. nidulans (Shin & Chen, 
2007), 38% με την TsFaeC του T. stipitatus (Crepin et al., 2003) και 39% με την AnFaeB 
του A. niger (Kroon et al., 1996). 
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Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

12102.2 13 1722 1623 541 

 
MVSPMGKTLLCLATLAVSPVLSKSHSKCSVESLPIPNGTIASAQHHSVGDVIPLPNTVASCGGPGFKANITADLCRVVV
NVSTSDSSSVRIEAWLPDNWNERLLATGTGGIGGCIDFPTVQNGAQLGFASFGTNTGHDGEQGFDFFLNQPEVINDF
GHRGIHVEAKVAKQIAEQYYGRKASKSYYQGCSTGGRQGLQNAQLYPDDFDGILAGAPGIDWLHIVASKGILARRIGW
PGLSSDAYVRPEQWKAIVEKQIELLDPLDGVEDGIIDNPAAHAFDPVVMACGTGILNSSLCLKPKQVASVRAAYEPLA
DSEGNIVYPGFALGADTSVFSANQINGTAELNYKVLQDFWRGAVYNDSTWTPHNFTVKDMDFAAKLNPGGVNAAE
GDLQKFYAKGGKIISYHGQADQTITPKLPAEYYAKVQANLNATLDDMHSFYRLFFVPGMYHCSGGPGAFDIGQVYPLK
KDRLTAQENVLLALTKWAEEDQEPETMVGAKFGSSETPGKATAQRKYCPYPYESKWDGSGKTTKADSWRCKLPGV 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MVSPMGKTLLCLATLAVSPVLS 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 58103 5,68 6 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

55889 5,59 6 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 
Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan). 
Αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι 
περύπου 52%. Παρουςιϊζει 35% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη AnFaeB του A. nidulans 
(Shin & Chen, 2007), 34% με την TsFaeC του T. stipitatus (Crepin et al., 2003) και 33% 
με την AnFaeB του A. niger (Kroon et al., 1996). 

 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

12213.2 13 1677 1677 558 

 
MLFASLVLVLGFIPQVLSDTSTDICLPQDNMRPTFLLFSGLGACAAAGKGDDFAAKCAGFKTSLKLPNTKVWFTEHVP
AGKNITFPDNHPTCTPKSTITDVEICRVAMFVTTGPKSNLTLEAWLPSNWTGRFLSTGNGGMAGCIQYDDVAYGAGF
GFATVGANNGHNGTSAVSMYKNSGVVEDYVYRSVHTGTVLGKELTKKFYGKKHTKSYYLGCSTGGRQGWKEAQSFP
DDFDGIVAGAPAMRFNGLQSRSGSFWGITGPPGAPTHLSPEEWAMVQKNVLVQCDEPLDGVADGILEDPNLCQYRP
EALVCSKGQTKNCLTGPQIETVRKVFGPLYGNNGTYIYPRIPPGADQGFGFAIGEQPFPYSTEWFQYVIWNDTKWDP
NTIGPNDYQKASEVNPFNVETWEGDLSKFRKRGSKIIHWHGLEDGLISSDNSMEYYNHVSATMGLSNTELDEFYRYF
RVSGCGHCSGGIGANRIGNNRANLGGKEAKNNVLLALVKWVEEDQAPETITGVRYVNGATTGKVEVERRHCRYPYR
NVWDRKGNYKNPDSWKCELPK 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MLFASLVLVLGFIPQVLS 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 61323 6,83 6 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

59394 6,89 6 

Πειραματικέσ τιμέσ 62000 6,8 - 
Σχβλια: Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan). Δεν 
φϋρει εςϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 52%. 
Παρουςιϊζει 50% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη AnFaeB του A. nidulans (Shin & Chen, 
2007), 49% με την TsFaeC του T. stipitatus (Crepin et al., 2003) και 41% με την AnFaeB 
του A. niger (Kroon et al., 1996). 
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5.1.1.iii Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου D 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

17403.2 - 1120 1067 277 

 
MRSLLTLTLALFASAGLGDAASAGCGKQPPSSGVKTMQVNGKNREYTLQLPNNYQNNKPHRLVFGYHWLSGNMGN
VVQGGYYGLRNLAGDSTIFIAPNGLNAGWANQGGEDITFTDQMLAFAKQNLCIDEKQVFATGFSYGGAMSHSVACSR
PNDFAAVAVISGALLSGCNGGNTPVSYLHIHGSADNVLSIQQGRQLRDKWIGTNGCQQKQVNDPAPGAQNYVKTSYT
CSRKPVTWIGHGGGHVADPTANGQKFAPGETWSFFNAAAGKSAKLRC 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MRSLLTLTLALFASAGLGDA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 29222 9,17 0 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

27219 9,17 0 

Πειραματικέσ τιμέσ 27000 9,9 - 

Σχβλια: Εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των α/β-υδρολαςϔν 
(PFAM: PF02230, InterProScan). Αποτελεύται απϐ 2 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του 
γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 57%. Παρουςιϊζει 49% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη 
PfFaeB απϐ το P. funiculosum (Kroon et al., 2000), 47% με τη NcFaeD απϐ το N. crassa 
(Crepin et al., 2003) και 46% με τη CjFaeD απϐ το C. japonicus (Ferreira et al., 1993). 

 

5.1.1.iv Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τησ υπεροικογένειασ των τανναςών 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

10849.2 01 1670 1572 524 

 
MALSCSADAISQPAIFGGKVIDFAVSLVENYNFEAKSILYYGHPTTVAEDVNFCNVTVTYTHPGQNDTVHVETWLPM
DNFNGRLQSIGGGGWVAGRYPPGYAAMSGAISEGYATSATDAGLQLQMDYGPDIWALTSEGNPNLYLLQNFAAVSLG
DQAIIVKGLIKSFYGEEPKYSYWSGCSQGGRQGMMLAQRYPEAYDGIHACAPAINWNQFFMSSFWPQLIMQELDYFP
YPCEMNAVLAEAIEACDGLDGIIDGIISNEDACDFDPMDVVGKSFNCSDTAKNMSISEEAAKIAKATWSGPTTTHGKFI
WYGPNTGAQLSGQSLQLTSDIGLAMTTCTGGTCRGAPVGLGEVWIKYWIEANPAWSYKNMTREAFDTFAHEAVQR
YESVIGTGDPDLTAFYKKGGKILGYHGTHDQLIPVKGTRHYYNKAKEIIPEVASFYRMFEVPGLLHCSGGKGGQPTNTF
DALRAWVENGTMPTELPHSFKDDNGDEQHRLLCPYPEKAWLKRNEIENTVYKSTDFICV 

Πιθανή ςηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MALSCSADAISQPAIFG 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 57412 4,84 4 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

55748 4,88 4 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 
Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ [PFAM (Protein Family): PF07519, 
InterProScan]. Αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ 
GC εύναι περύπου 52%. 
 

 

 

 



  Αποτελϋςματα 

 

141 

 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

03986.2 04 1593 1542 514 

 
MHYSVFLSLVGLGGLARRAAAVPVESCNDITPPIVPGAVIRSVKSRIYRDHSVPAFPPTLLQNVTHLNICETWLPLGN
WNSRYLAVGGGAWAAGLGQFDLALPASQGYAVSSTNAGLSGNPIDPSDWALKPDGTVNYGLLKNFASRSVHDMAV
VGKAVTSSFYKVPAKKAYFNGCSTGGRQGLAAAQQYPSDFDGILAGAPAIYWSEYVIAELWPQAVMKDANYYPSTCE
LDAFVSAAVESCDGKDGVTDGVITEPFTCKYDPFTLVGQRTECGKESIVISQIAASIVSKIWRGPTDSRGKSLWYGMPK
GASLAELAAMKTVNGTTTGAPFFVADTWARNFVKTDPSFDTSQLDIAGFEKLFSQSRDRFGHIMDSSDPNLHPFKKG
GGKVIIWHGRSDQLIYPQDSVRYFREVERNFKSKGKDEDLGNFIRLFLAPGVDHCGFGKSAGAVPTDPFGALLAWVE
DEKPPHILDAHTKADTLTQFSRKICQYPAVAKYKGRGNTNDSKNYICAIP 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MHYSVFLSLVGLGGLARRAAA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 55525 7,94 3 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

53354 7,19 3 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 
Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan). 
Αποτελεύται απϐ 2 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι 
περύπου 50%. 
 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 
Χρωμβςωμα 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

17507.2 - 1498 1329 443 

 
MFKMQPFCNVTVSYTHPGLNDTIYVEAWLPNEDDYNGRLQSLGGSGWTAGRFVLQYGGMINAVANGYASVTTDAG
VPGDLTDWLFAIIAKQLIKSFYGKAPSYSYWNGCSQGGRQGLKLAQQYPSAYDGIIAAAPGINWAEFFMNTIWPLFYM
ESTQQFPRGCELDEITSLAIASCDELDGVKDGIISDVDACRQSFDPFKQIGKSFHCSGTNSKIKISHAAAAVANASWSGP
RFSDGRFMYYGFEIGTALSEVAPTKCTGDTCVGTRQDFAFAYQAFVNRKVTTELTNITARDFDTLYRNVKLLYASNLE
TNDIDLRDFRDAGGKMITFHGLADTAISPAGTLDYYNQVSDFTGNVTSFYKYYRVPALKHCWGGNGGQPEALFSQLR
AWVENGTSPEDSPVVIAGLGNSTQQQIICPWPQTARFDGSCSAKNSTTCWSCKE 

Πιθανή ςηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MFKMQPFCNVTVSYTHP 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 48488 5,17 6 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

46476 5,01 5 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 
Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
τανναςϔν/εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan). 
Αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια και η περιεκτικϐτητϊ του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι 
περύπου 50%. 
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5.2 In silico ανϊλυςη του γονιδιώματοσ του μικροοργανιςμού 

S. thermophile 

 

Ο μικροοργανιςμϐσ S. thermophile εύναι ϋνασ θερμϐφιλοσ νηματοειδόσ 

μϑκητασ που ανόκει ςτουσ Βαςιδιομϑκητεσ και ςυγκεκριμϋνα ςτην ομοταξύα 

των Τμενομυκότων, ςτην τϊξη των Stereales και ςτην οικογϋνεια των 

Corticiaceae (Kirk et al., 2001). Οι αποικύεσ που ςχηματύζει μετϊ απϐ ωρύμανςη 

ϋχουν χρϔμα καςτανϐ και υφό θυςανωτό. Ο μικροοργανιςμϐσ ανϊλογα με το 

υπϐςτρωμα του αυξϊνεται με μϋγιςτο ρυθμϐ ςε θερμοκραςύεσ 35-48ΟC και 

δϑναται να καλλιεργηθεύ ςε θερμοκραςύεσ 25-55ΟC. τελϋχη του ϋχουν 

απομονωθεύ απϐ το χϔμα, το ςαπιςμϋνο ξϑλο και απϐ ϊλλα κυτταρινοϑχα υλικϊ.  

Ο θερμϐφιλοσ μϑκητασ S. thermophile παρϊγει θερμοςταθερϊ-

θερμοϊντοχα ϋνζυμα, τα οπούα δϑνανται να χρηςιμοποιηθοϑν ςε βιομηχανικϋσ 

διεργαςύεσ ϐπου απαιτοϑνται ιδιαύτερα υψηλϋσ θερμοκραςύεσ. Εξωκυτταρικϊ 

λιγνινοκυτταρινοϑχα ϋνζυμα του μικροοργανιςμοϑ ϋχουν απομονωθεύ και 

χαρακτηριςτεύ πλόρωσ ςυμπεριλαμβανομϋνων των εξόσ: γλουκανϊςη (Bhat & 

Maheshwari, 1987, Roy et al., 1990), λακκϊςη (Berka et al., 1997), ενδοξυλανϊςη 

(Katapodis et al., 2003, Vafiadi et al., 2010), β-ξυλοςιδϊςη (Katapodis et al., 

2006), λιπϊςη (Johri et al., 1990), δϑο εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

(Topakas et al., 2004, 2005), αμυλϊςη (Adams, 1997, Sadhukhan, 1992), φυτϊςη 

(Wyss et al., 1999b, Bijender & Satyanarayana, 2009) και μηλικό αφυδρογονϊςη 

(Wali et al., 1979). Επιπλϋον, το 1999 επιτεϑχθηκε η πρϔτη κλωνοπούηςη 

γονιδύου του S. thermophile, τησ αφυδρογονϊςησ τησ κελλοβιϐζησ (Subramaniam 

et al., 1999). 

Ετερϐλογη ϋκφραςη των πρωτεώνϔν του μϑκητα απϐ ϊλλουσ 

μικροοργανιςμοϑσ-ξενιςτϋσ, πραγματοποιόθηκε για ϋνα ςημαντικϐ αριθμϐ 

ενζϑμων. Λειτουργικϊ μεταςχηματιςμϋνη λακκϊςη εκκρύθηκε απϐ το μϑκητα 

Aspergillus oryzae (Berka et al., 1997) και τη ζϑμη Saccharomyces cerevisiae, ενϔ 

οι μικροοργανιςμού Aspergillus niger, S. cerevisiae (Butler et al., 2003) και 

Hansenula polymorpha χρηςιμοποιόθηκαν ωσ ξενιςτϋσ για την ϋκφραςη τησ 

φυτϊςησ (Wyss et al, 1999a).  

Σον Ιοϑνιο του 2009 ϋγινε η κοινοπούηςη του γονιδιϔματοσ του 

μικροοργανιςμοϑ S. thermophile, η αλληλοϑχιςη του οπούου πραγματοποιόθηκε 
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απϐ την ερευνητικό ομϊδα του καθηγητό Adrian Tsang (Concordia University, 

Montreal, Canada) με τη ςυναύνεςη και τη ςυνεργαςύα ϊλλων ϋξι επιςτημονικϔν 

ομϊδων, ςυμπεριλαμβανομϋνησ και τησ ομϊδασ του Δρ Παϑλου Φριςτακϐπουλου 

(Εθνικϐ Μετςϐβιο Πολυτεχνεύο, Ελλϊδα), και δημοςιεϑτηκε ςϑμφωνα με τισ 

οδηγύεσ του Ινςτιτοϑτου Γονιδιϔματοσ (DOE Joint Genome Institute, JGI, 

http://jgi.doe.gov). 

Σο ςυνολικϐ του μόκοσ υπολογύςτηκε ςτα 38,74 Mb και ο προβλεπϐμενοσ 

αριθμϐσ των γονιδύων του προςδιορύςτηκε ςτα 9110, μϋςου μόκουσ 1985 bp το 

καθϋνα. Κατϊ μϋςο ϐρο ςε κϊθε γονύδιο βρϋθηκε ϐτι υπϊρχουν 2,83 εξϔνια 

μεγϋθουσ 620 bp το καθϋνα. Αντύςτοιχα, τα εςϔνια που ςυναντϔνται ανϊμεςα 

τουσ ϋχουν μόκοσ 128 bp. Η ομαδοπούηςη των γονιδύων ςε χρωμοςϔματα 

καθϔσ και ο ςυνολικϐσ αριθμϐσ των τελευταύων δεν ϋχουν ακϐμη προςδιοριςτεύ 

με τισ τεχνικϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτη ςυγκεκριμϋνη μελϋτη. Έτςι, η 

ταξινϐμηςη τουσ ϋγινε ςε ικριϔματα (scaffolds), δηλαδό ςε μεμονωμϋνα 

κομμϊτια του γονιδιϔματοσ που αποτελοϑνται απϐ μια ςειρϊ 

αλληλεπικαλυπτϐμενων κλωνοποιημϋνων τμημϊτων DNA (contigs), τα οπούα 

τοποθετοϑνται ςτη ςωςτό ςειρϊ, χωρύσ ϐμωσ απαραύτητα να εύναι ςυνεχϐμενα 

μεταξϑ τουσ πϊνω ςτην αλληλουχύα. 

Η παροϑςα καταχϔρηςη αποτελεύ μια πρϔτη προςϋγγιςη ςτην 

αποκρυπτογρϊφηςη του γονιδιϔματοσ του μικροοργανιςμοϑ με εργαλεύα τησ 

Βιοπληροφορικόσ και ςτερεύται ςημαντικϔν πληροφοριϔν. Περαιτϋρω 

αναλϑςεισ, παρϊλληλα με την εφαρμογό μεθϐδων Γενετικόσ, ύςωσ προςθϋςουν 

περιςςϐτερεσ λεπτομϋρειεσ για το γενετικϐ υλικϐ του μϑκητα και τα βαςικϊ 

χαρακτηριςτικϊ του. 

 

5.2.1 In silico ανϊλυςη των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ του μύκητα 

S. thermophile 

 

Η εϑρεςη και ανϊλυςη των αλληλουχιϔν των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ 

οξϋοσ απϐ το S. thermophile, καθϔσ επύςησ και η πρϐβλεψη των φυςικοχημικϔν 

και βιοχημικϔν χαρακτηριςτικϔν τουσ (μοριακϐ βϊροσ, ιςοηλεκτρικϐ ςημεύο, 

θϋςεισ Ν-γλυκοζυλύωςησ, ςηματοδοτικό αλληλουχύα ϋκκριςησ), 

http://jgi.doe.gov/
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πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια ποικύλων υπολογιςτικϔν εργαλεύων. Οι 

αλγϐριθμοι και τα προγρϊμματα που χρηςιμοποιόθηκαν για το ςκοπϐ αυτϐ, 

αναφϋρθηκαν αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 5.1.1 (ProSite, MotifScan, ClustalW2, 

BLAST, InterProScan, NetNGlyc 1.0, ProtParam και SignalP 3.0, πύνακασ 5.1). 

Σο ςϑνολο των πιθανϔν γονιδύων που κωδικοποιοϑν για εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, τα οπούα εντοπύςτηκαν ςτο γονιδύωμα του μϑκητα όταν 

επτϊ. Δϑο μϊλιςτα απϐ αυτϋσ απομονϔθηκαν απϐ μεγϊλησ κλύμακασ ενζυμικό 

παραγωγό ςε βιοαντιδραςτόρεσ και χαρακτηρύςθηκαν ςτο εργαςτόριο 

Βιοτεχνολογύασ, του Εθνικοϑ Μετςϐβιου Πολυτεχνεύου (Διδακτορικό Διατριβό Ε. 

Σϐπακα, Ε.Μ.Π., 2004, Topakas et al., 2004, 2005). Οι αμινοξικϋσ τουσ 

αλληλουχύεσ βρϋθηκε ϐτι ϋχουν μόκοσ μεταξϑ 280 και 314 και περιϋχουν απϐ 

μηδϋν ϋωσ τϋςςερα εςϔνια. Σα θεωρητικϊ μοριακϊ τουσ βϊρη υπολογύςτηκαν 

απϐ 29,2 ϋωσ 33,85 kDa και τα ιςοηλεκτρικϊ τουσ ςημεύα μεταξϑ 4,56 και 6,58. 

Σϋλοσ, η περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε βϊςεισ GC κυμαύνεται απϐ 64 ϋωσ 72%. 

Κατϐπιν ευθυγρϊμμιςησ και ςϑγκριςησ των αμινοξικϔν ακολουθιϔν των 

εςτεραςϔν με ϊλλεσ μελετημϋνεσ και γνωςτϋσ αλληλουχύεσ τησ ςυγκεκριμϋνησ 

οικογϋνειασ ενζϑμων, απεδεύχθη ϐτι τρύα γονύδια απϐ τα επτϊ 

κατηγοριοποιοϑνται ςτον τϑπο B, ϋνα ςτον τϑπο A, δϑο ςτον τϑπο D, ενϔ 

κανϋνα γονύδιο δεν ταξινομεύται ςτον τϑπο C (Crepin et al., 2004).  

Απϐ τη ςϑγκριςη των αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των επτϊ εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ προϋκυψε ο πύνακασ 5.3, ςϑμφωνα με τον οπούο 

καταδεικνϑεται ϐτι τα τρύα γονύδια των εςτεραςϔν που ανόκουν ςτον τϑπο Β, 

fae_78090, fae_80233 και fae_96478, παρουςιϊζουν ςημαντικό ομοιϐτητα μεταξϑ 

τουσ (40-65%) και αποτελοϑνται απϐ τον ύδιο ςχεδϐν αριθμϐ αμινοξϋων. 

Επιπλϋον, ομοιϐτητα φαύνεται ϐτι υπϊρχει και μεταξϑ των εςτεραςϔν fae_39279 

και fae_48379 (35%), οι οπούεσ ομαδοποιοϑνται ςτον τϑπο D.  

την πορεύα, πραγματοποιόθηκε φυλογενετικό ανϊλυςη με τη χρόςη των 

αλγορύθμων που χρηςιμοποιόθηκαν και ςτην περύπτωςη των εςτεραςϔν του 

F. oxysporum (ClustalW2 και PhyML). Σα γονύδια fae_96478 και fae_78090 

πιθανϐτατα προϋρχονται απϐ κοινϐ πρϐγονο, ο οπούοσ αποχωρύςτηκε ςχετικϊ 

πρϐςφατα απϐ τον πρϐγονο του γονιδύου fae_80233. Κατ’ αντιςτοιχύα, οι 

εςτερϊςεσ τϑπου D (fae_39279 και fae_48379) φαύνεται ϐτι ϋχουν δημιουργηθεύ 

απϐ ϋναν κοινϐ πρϐγονο, καθϔσ επύςησ και οι εςτερϊςεσ με τη χαμηλϐτερη 
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ομοιϐτητα, fae_100838 και fae_107798, ο πρϐγονοσ των οπούων αποχωρύςτηκε 

ςχετικϊ νωρύσ ςτην εξελικτικό διαδικαςύα απϐ τον πρϐγονο ϐλων των 

υπϐλοιπων τεςςϊρων εςτεραςϔν.  

 

Πίνακασ 5.3: Σα αποτελϋςματα τησ ςϑγκριςησ (% ομοιϐτητα) των αμινοξικϔν 

αλληλουχιϔν των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το S. thermophile, με τη χρόςη 

του αλγϐριθμου ClustalW2. 

 

Ανοιχτβ 

πλαίςιο 

ανάγνωςησ 1
0

0
8

3
8

 

9
6
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7

8
 

7
8

0
9

0
 

8
0

2
3

3
 

4
8

3
7

9
 

3
9

2
7

9
 

1
0

7
7

9
8

 

100838 - 5 7 3 9 7 3 

96478 5 - 65 40 17 11 10 

78090  7 65 - 46 9 12 10 

80233 3 40 46 - 15 13 11 

48379 9 17 9 15 - 35 8 

39279 7 11 12 13 35 - 3 

107798 3 10 10 11 8 3 - 

 

 

Εικβνα 5.2: Υυλογενετικϐ δϋνδρο των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το 

S. thermophile, ϐπωσ προϋκυψε απϐ τη χρόςη του αλγϐριθμου PhyML (Guindon et al., 

2005). 

 

Σα αποτελϋςματα που προϋκυψαν ϋπειτα απϐ την in silico ανϊλυςη του 

ςυςτόματοσ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ του μϑκητα S. thermophile 

παρουςιϊζονται λεπτομερϔσ ςτουσ παρακϊτω πύνακεσ. Με κϐκκινο χρϔμα 

επιςημαύνονται τα ενεργϊ κϋντρα των ενζϑμων, τα οπούα φϋρουν το κλαςικϐ 

μοτύβο των εςτεραςϔν ςερύνησ, G-X-S-X-G, ενϔ παρουςιϊζονται οι 

κωδικοποιοϑςεσ (κϐκκινεσ γραμμϋσ) και μη κωδικοποιοϑςεσ περιοχϋσ (λεπτϋσ 

μαϑρεσ γραμμϋσ), ο προςανατολιςμϐσ, το μϋγεθοσ και η ακριβόσ θϋςη τουσ ςτο 

γενετικϐ τϐπο του εκϊςτοτε γονιδύου. Επιπλϋον, υπολογύςτηκαν για κϊθε 

πρωτεϏνη ξεχωριςτϊ οι θεωρητικϋσ τιμϋσ πριν και μετϊ την ωρύμανςη του 
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μορύου και οι πειραματικϋσ τιμϋσ (για ϐςεσ ϋχει γύνει η αντύςτοιχη μελϋτη) του 

μοριακοϑ βϊρουσ και του ιςοηλεκρικοϑ τουσ ςημεύου. 

 

5.2.1.i Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου Α/υποοικογένειασ SF7 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

100838 3 1277 942 313 

 
MKSLLTFLPLASVALGAPSLWGRQAAITEEQLNELELYVQWAAAAACNGNQAPNQPVICNPTLCSRFASHNATVVA
SFIGPETDIWGFIGLDPVDERIVVSFRGSSSIQNWITDFDIIQRPCNLTDDCLVHTGFDRAWEEVANEVLNGLTAAAA
AHPSYRIAVTGHSLGGAVATVTAAHVRRAGFQADLYTYGSPRVGNEAFADFVTRQPGAEYRVTHADDPVPRLPPLC
LNYRHTSPEYWIDPDDKDVVSIDEIRYCPGYSNTDCNGGTAGLDTSAHGWYFQNLSGCAQEISRYAEMDVKLAANL
NAQGQP 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MKSLLTFLPLASVALG 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 33850 4,75 3 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

32207 4,68 3 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 
Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
λιπαςϔν [PFAM (Protein Family): PF01764, InterProScan]. Υϋρει 4 εςϔνια και η 
περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 65%. 
 

5.2.1.ii Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου Β/υποοικογένειασ SF6 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

96478 7 1235 873 291 

 
MLVRSFLGFAVLAATCLAASLQEVTEFGDNPTNIQMYIYVPDQLDTNPPVIVALHPCGGSAQQWFSGTQLPSYADDN
GFILIYPSTPHMSNCWDIQNPDTLTHGQGGDALGIVSMVNYTLDKHSGDSSRVYAMGFSSGGMMTNQLAGSYPDVFE
AGAVYSGVAFGCAAGAESATPFSPNQTCAQGLQKTAQEWGDFVRNAYAGYTGRRPRMQIFHGLEDTLVRPQCAEEA
LKQWSNVLGVELTQEVSGVPSPGWTQKIYGDGTQLQGFFGQGIGHQSTVNEQQLLQWFGLI 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MLVRSFLGFAVLAATCLA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 31372 4,56 3 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

29507 4,48 3 

Πειραματικέσ τιμέσ 39000 - - 
Σχβλια: Eςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των εςτεραςϔν, 
πολυ-υδροξυ-βουτυρικϔν αποπολυμεραςϔν (PHB depolymerase) (PFAM: TIGR01840, 
InterProScan). Αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ 
GC εύναι περύπου 64%. Παρουςιϊζει 44% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη PfFaeB απϐ το 
Penicillium funiculosum (Kroon et al., 2000) και 68% με τη NcFaeB απϐ το Neurospora 
crassa (Crepin et al., 2003).  
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Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

78090 3 1084 888 295 

 
MRLLRSLTKMAAMAGLAAGASLQPVTNFGDNPTGLQMYVYVPDKVAVLPAIIVALHPCGGSAQGWYSQTRLPSYAD
QLGFILIYAGTTKMSNCWDVQNPASLTHNGGGDAGGIVSMVKYALKQYNGDASRVYVMGGSSGAMMTNVLAGSYPD
VFEAGAAFSGVAHACFLGADSATPFSPNQTCAQGRIQRSAREWGDLVRNSFPAYDGRRPRMQIFHGNADFLVRPECA
HQALAQWADVLGLQLTQTNKGVPSAEYTQEVYGDGTQLQGFFGDGVGHIAPVNEPVMLRFFGLMN 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MRLLRSLTKMAAMAGLAAG 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 31346 6,58 2 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

29401 5,82 2 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
εςτεραςϔν, πολυ-υδροξυ-βουτυρικϔν αποπολυμεραςϔν (PHB depolymerase) (PFAM: 
TIGR01840, InterProScan). Αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια και η περιεκτικϐτητα του 
γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 67%. Παρουςιϊζει 47% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη 
PfFaeB απϐ τον Penicillium funiculosum (Kroon et al., 2000) και 66% με τη NcFaeB απϐ 
το Neurospora crassa (Crepin et al., 2003). 

 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

80233 4 1055 945 314 

 
MKLLSQLSAALALAGGRLAVAHPVFDELMRPTAPLVRPRAALQQVTNFGSNPSNTKMFIYVPDKLAPNPPIIVAIHYC
TGTAQAYYSGSPYARLADQKGFIVIYPESPYSGTCWDVSSRAALTHNGGGDSNSIANMVTYTLEKYNGDASKVFVTGS
SSGAMMTNVMAAAYPELFAAGIAYSGVPAGCFYSQSGGTNAWNSSCANGQINSTPQVWAKMVFDMYPEYDGPRPK
MQIYHGSADGTLRPSNYNETIKQWCGVFGFDYTRPDTTQANSPQAGYTTYTWGEQQLVGIYAQGVGHTVPIRGSDD
MAFFGL* 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MKLLSQLSAALALAGGRLAVA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 33645 6,5 3 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

31609 5,93 3 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
εςτεραςϔν, πολυ-υδροξυ-βουτυρικϔν αποπολυμεραςϔν (PHB depolymerase) (PFAM: 
TIGR01840, InterProScan). Υϋρει 1 εςϔνιο και η περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ 
GC εύναι περύπου 67%. Παρουςιϊζει 40% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη PfFaeB απϐ το 
P. funiculosum (Kroon et al., 2000) και 46% με τη NcFaeB απϐ το Neurospora crassa 
(Crepin et al., 2003). 
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5.2.1.iii Εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ τύπου D 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

48379 3 912 912 303 

 
MSRYLLGRLIVATVAITVASLRGVTAATPSPGCGKTPTLITDGSATTPLTLTSNGKTRRFYVKLPDDYDNSHPYRLIFA
LHALGGTAQQVTTGTGGYLPWYGIPDLAANDTVGAVYVAPDGLNNGWANQGGEDVAFLEAVMETVEQDVCVDRDL
RFSTGFSYGAAMSYTLACALGRRIRAVAVLSGSPVISGGCAGAGSGASEPVAYYGQHGISDPVLPVAGGREMRDHFVR
TNGCDAGRGPPREPARGSGTHVKTVYDGCDPDYPVVWNAFDGDHTPQPVDRGATTTFSAVETWEFFSQFK 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MSRYLLGRLIVATVAITVASLRGVTA 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 31824 5,48 1 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

29109 5,05 1 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των α/β-
υδρολαςϔν (PFAM: PF02230, InterProScan). Δεν ϋχει εςϔνια και η περιεκτικϐτητα του 
γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 72%. Παρουςιϊζει 37% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη 
CjFaeD απϐ το Cellvibrio japonicus (Ferreira et al., 1993). 

 

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

39279 3 1014 843 280 

 
MISVPALALALLAAVQVVESASAGCGKAPPSSGTKSMTVNGKQRQYILQLPNNYDANKAHRVVIGYHWRDGSMNDV
ANGGFYDLRSRAGDSTIFVAPNGLNAGWANVGGEDITFTDQIVDMLKNDLCVDETQFFATGWSYGGAMSHSVACSR
PDVFKAVAVIAGAQLSGCAGGTTPVAYLGIHGAADNVLPIDLGRQLRDKWLQTNGCNYQGAQDPAPGQQAHIKTTYS
CSRAPVTWIGHGGGHVPDPTGNNGVKFAPQETWDFFDAAVGAAGAQSPMT 

Σηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MISVPALALALLAAVQVVES 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 29202 5,93 0 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

27224 6,15 0 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια α/β-
υδρολαςϔν (PFAM: PF02230, InterProScan). Αποτελεύται απϐ 2 εξϔνια και η 
περιεκτικϐτητα του γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 67%. Παρουςιϊζει 42% 
ομοιϐτητα με την εςτερϊςη CjFaeD απϐ το C. japonicus (Ferreira et al., 1993). 
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5.2.1.iv Άλλεσ εςτεράςεσ του φερουλικού οξέοσ  

Ανοιχτβ 
Πλαίςιο 

Ανάγνωςησ 

Ικρίωμα 
(scaffold) 

Μήκοσ 
γονιδίου 

(bp) 

Μήκοσ 
κωδικοποιογςασ 
αλληλουχίασ (bp) 

Αριθμβσ 
Αμινοξέων 

107798 4 1002 882 293 

 
MAFETKATIASFGGKLFKLSHQSEETTTPMAVNLYLPPQSFASDPPPRVPVLFYLSGLTCTPENCSEKGFFQHRASQL
GLAVVYPDTSPRGLGHPGETDSWDFGAGAGFYVDATRDPWRRGYRMESYVARELPRALFGDPQYGRFLDPDRVSIT
GHSMGGHGALTLYLKNPGLYKSVSAFAPIANPSRCPWGEKAFSGYLGPDRDEWKKHDATELIRAWKGGDLKALVDV
GTADNFYKQGQLLPENLEKAAKEAGVEGLTVRYHEGYDHSYYFMATFSDDHVNHAAKHLGLL 

Πιθανή ςηματοδοτική αλληλουχία έκκριςησ: MAFETKATIASFGGKLFKLSHQ 

 MW (Da) pI N-Glyc 
Θεωρητικέσ τιμέσ 32275 6,26 2 

Θεωρητικέσ τιμέσ κατβπιν 
ωρίμανςησ 

29880 5,92 2 

Πειραματικέσ τιμέσ - - - 

Σχβλια: Τποθετικό εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των 
εςτεραςϔν (PFAM: PF00756, InterProScan). Υϋρει 1 εςϔνιο και η περιεκτικϐτητα του 
γονιδύου ςε βϊςεισ GC εύναι περύπου 68%. Παρουςιϊζει 41% ομοιϐτητα με την εςτερϊςη 
Phest από το Pseudoalteromonas halosplanktis η οπούα πρϐςφατα χαρακτηρύςθηκε ωσ 
υδρολϊςη τησ S-φορμυλ-γλουταθειϐνησ (Alterio et al., 2010). 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 6: Κλωνοπούηςη και υπερϋκφραςη ημικυτταριναςών 

 

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό πραγματοποιόθηκε η 

μοριακό μελϋτη τριϔν ενζϑμων αποικοδϐμηςησ των 

ημικυτταρινϔν: δϑο διαφορετικοϑ τϑπου εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ F. oxysporum και S. thermophile 

και μιασ ξυλανϊςησ τησ οικογϋνειασ 11 των γλυκοζυλ-υδρολαςϔν (ειδικϐσ 

διακομιςτόσ CAZy, Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.cazy.org) απϐ το 

F. oxysporum. Η μεταξϑ τουσ ςχϋςη, η οπούα αναλϑεται εκτενϋςτερα ςτα επϐμενα 

κεφϊλαια, ϋγκειται ςτη ςυνεργιςτικό δρϊςη που παρουςιϊζουν οι εςτερϊςεσ με 

τισ ξυλανϊςεσ ςτην απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχα 

υλικϊ. 

Η πειραματικό διαδικαςύα που ακολουθόθηκε όταν ςε γενικϋσ γραμμϋσ, 

παρϐμοια και για τα τρύα πρωτεώνικϊ μϐρια. Αρχικϊ ϋγινε η κλωνοπούηςη των 

γονιδύων ςε κατϊλληλο πλαςμιδιακϐ φορϋα και η ετερϐλογη ϋκφραςη τουσ ςτο 

ςϑςτημα ϋκφραςησ του μεθυλϐτροφου ζυμομϑκητα Pichia pastoris. Η παραγωγό 

των πρωτεώνϔν πραγματοποιόθηκε ςε βυθιςμϋνεσ καλλιϋργειεσ (φιϊλεσ 

Erlenmeyer) και ακολοϑθηςε η απομϐνωςό τουσ απϐ τισ υπϐλοιπεσ πρωτεϏνεσ 

τησ ζϑμησ. ε δυο περιπτϔςεισ ενζϑμων διενεργόθηκαν πειρϊματα 

βελτιςτοπούηςησ τησ ϋκφραςησ ςε καλλιϋργειεσ P. pastoris μικρόσ κλύμακασ. 

Σϋλοσ, διερευνόθηκαν τα φυςικοχημικϊ και βιοχημικϊ τουσ χαρακτηριςτικϊ. 

 

http://www.cazy.org/
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Παρακϊτω, περιγρϊφεται αναλυτικϊ η πορεύα τησ κλωνοπούηςησ και τησ 

παραγωγόσ που ϋλαβε χϔρα για κϊθε ϋνζυμο ξεχωριςτϊ. 

 

6.1 Κλωνοπούηςη, ετερόλογη ϋκφραςη και απομόνωςη τησ ενδο-1,4-β-

ξυλανϊςησ FoXyn11-09638 από το μύκητα F. oxysporum 

 

6.1.1 Κλωνοπούηςη και ετερόλογη ϋκφραςη του γονιδύου foxg_09638.2 

 

Με αφορμό το πρϐςφατα δημοςιευμϋνο γονιδύωμα του F. oxysporum 

(F. oxysporum Sequencing Project, Broad Institute of Harvard and MIT, 

http://www.broad.mit.edu), ερευνόθηκαν in silico και εντοπύςτηκαν επτϊ 

ανοιχτϊ πλαύςια ανϊγνωςησ, τα οπούα πιθανϐτατα κωδικοποιοϑν για επτϊ 

υποθετικϋσ ενδο-1,4-β-ξυλανϊςεσ που ανόκουν ςτισ οικογϋνειεσ των 

γλυκοζιδοϒδρολαςϔν GH11 και GH10, ςϑμφωνα με τον ειδικϐ διακομιςτό του 

διαδικτϑου CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes, http://www.cazy.org). Οι 

τϋςςερισ απϐ αυτϋσ αποτελοϑν μϋλη τησ οικογϋνειασ GH10 και τοποθετοϑνται 

ςε δυο διαφορετικϊ χρωμοςϔματα [foxg_13415.2 (chr12-supercontig 19: 

906007–907268), foxg_14504.2 (chr12-supercontig 23: 65943–67179), 

foxg_04992.2 (chr07-supercontig 5: 897413–899254), foxg_17421.2 (chr07-

supercontig 49: 53610–54613)], ενϔ οι υπϐλοιπεσ τρεισ ανόκουν ςτην ομϊδα 

GH11 και τοποθετοϑνται ςε τρύα χρωμοςϔματα [foxg_15742.2 (chr08-

supercontig 29: 357762-358869), foxg_04146.2 (chr04-supercontig 4: 1229759–

123071), foxg_09638.2 (chr11-supercontig 12: 267495–268459)]. το 

γονιδύωμα του μικροοργανιςμοϑ δεν ανιχνεϑθηκαν μϋλη των οικογενειϔν GH5, 

GH7 και GH8, αλλϊ βρϋθηκαν διϊφορεσ υποθετικϋσ ξυλοζιδϊςεσ ό ξυλανϊςεσ που 

ανόκουν ςτην ομϊδα GH43.  

τη βιβλιογραφύα, τϋςςερισ διαφορετικϋσ ξυλανϊςεσ (Xyl2, Xyl3, Xyl4 και 

Xyl5) απϐ το φυςικϐ τϑπο του μϑκητα F. oxysporum f.sp. lycopersici, ϋχουν 

διερευνηθεύ για το μοριακϐ τουσ βϊροσ και τα βιοχημικϊ τουσ χαρακτηριςτικϊ 

(Ruiz-Roldan et al., 1999, Gomez-Gomez et al., 2001). Οι ξυλανϊςεσ Xyl2 

(foxg_14504.2) και Xyl3 (foxg_13415.2) αποτελοϑν μϋλη τησ οικογϋνειασ GH10, 

ενϔ οι ξυλανϊςεσ Xyl4 (foxg_15742.2) και Xyl5 (foxg_04146.2) εύναι μϋλη τησ 

οικογϋνειασ GH11.  

http://www.broad.mit.edu/
http://www.cazy.org/
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Δϑο επιπλϋον ξυλανϊςεσ, XylI και XylII, του ςυγκεκριμϋνου 

μικροοργανιςμοϑ, που ανόκουν ςτισ ομϊδεσ GH11 και GH10, αντύςτοιχα, 

απομονϔθηκαν, μελετόθηκαν και χαρακτηρύςτηκαν πλόρωσ (Christakopoulos et 

al., 1996, 1997) και ςτη ςυνϋχεια προςδιορύςτηκε εν μϋρει η αμινοξικό 

αλληλουχύα των αμινοτελικϔν ϊκρων των δυο γονιδύων που κωδικοποιοϑν για 

τα ϋνζυμα αυτϊ. Η ςυγκριτικό ανϊλυςη που πραγματοποιόθηκε 

χρηςιμοποιϔντασ τον αλγϐριθμο BLASTp (Altschul et al., 1997), μεταξϑ των δϑο 

αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των XylI (TQPPTGTSG-YYFSWWTDTP) και XylII 

(KYSWVPGTFPGEGSALLW-NDNFQK) και τησ βϊςησ δεδομϋνων του 

F. oxysporum, ϋδειξε ϐτι οι ακολουθύεσ αυτϋσ παρουςιϊζουν υψηλό ομολογύα με 

τα γονύδια foxg_09638.2 και foxg_17421.2, αντιςτούχωσ. 

Μια απϐ τισ βαςικϋσ ιδιϐτητεσ τησ XylI που καταδεύχθηκε απϐ τον πλόρη 

χαρακτηριςμϐ τησ απϐ την παραπϊνω ερευνητικό ομϊδα, όταν η ςταθερϐτητα 

που παρουςιϊζει το ϋνζυμο ςε ϋνα εϑροσ τιμϔν pH 9,0-10,0, γεγονϐσ που το 

καθιςτϊ αρκετϊ επωφελϋσ ςε βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ, ϐπωσ εύναι η 

αλκαλικό προκατεργαςύα του χαρτοπολτοϑ. 

Επιπλϋον, η αλληλουχύα του γονιδύου foxg_09638.2, η οπούα παλαιϐτερα 

ονομαζϐταν xyn11a, εμφανύζει υψηλό ομολογύα με αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ 

γνωςτϔν γλυκοζιδοϒδρολαςϔν τησ ομϊδασ 11, ϐπωσ εύναι η ξυλανϊςη XylB του 

Fusarium graminearum (77%), οι Xln2 και Xln1 απϐ το μϑκητα Hypocrea jecorina 

(66% και 65%, αντύςτοιχα), η Xyn2 απϐ τον A. nidulans και η Xyl5 απϐ το 

F. oxysporum f.sp. lycopersici. 

H ενδο-1,4-β-ξυλανϊςη FoXyn11 ανόκει ςτην οικογϋνεια 11 των 

γλυκοζιδοϒδρολαςϔν (PFAM: PF00457, InterProScan). Σο γονύδιο τησ 

ξυλανϊςησ εντοπύζεται ςτο χρωμϐςωμα 11 του γονιδιϔματοσ του F. oxysporum 

και ςυγκεκριμϋνα ςτη θϋςη 267495-268459. Αποτελεύται απϐ 751 bp, 

ςυμπεριλαμβανομϋνου ενϐσ εςωνύου μεγϋθουσ 52 bp (θϋςη εςωνύου ςτο 

χρωμϐςωμα: 267790-267842). H κωδικοποιοϑςα αλληλουχύα μόκουσ 238 

αμινοξϋων, εκκρύνεται εξωκυτταρικϊ με τη βοόθεια μιασ ςηματοδοτικόσ 

αλληλουχύασ ϋκκριςησ μόκουσ 19 αμινοξϋων (MVSFTSLLAAVSAVTGVMA).  



Αποτελϋςματα   

154 

 

 

 

 

Εικβνα 6.1: α) χηματικό αναπαρϊςταςη του γονιδύου τησ ενδο-1,4-β-ξυλανϊςησ 

FoXyn11. Παρουςιϊζονται οι κωδικοποιοϑςεσ και μη κωδικοποιοϑςεσ περιοχϋσ (λεπτό 

γαλϊζια γραμμό), ο προςανατολιςμϐσ και η ςχετικό θϋςη τουσ ςτο γενετικϐ τϐπο του 

γονιδύου. β) Η κωδικοποιοϑςα αμινοξικό αλληλουχύα του γονιδύου foxg_09638.2. Με 

κϐκκινο παρουςιϊζεται η ςηματοδοτικό αλληλουχύα ϋκκριςησ (19 αμινοξϋα) και με 

γαλϊζιο η αμινοξικό αλληλουχύα του αμινοτελικοϑ ϊκρου τησ XylI που προςδιορύςτηκε 

ςε παλαιϐτερη εργαςύα (Christakopoulos et al., 1996). 

 

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό το γονύδιο foxg_09638.2 που 

κωδικοποιεύ για την ξυλανϊςη XylI, κλωνοποιόθηκε και υπερεκφρϊςτηκε απϐ το 

ετερϐλογο ςϑςτημα ϋκφραςησ τησ ζϑμησ P. pastoris, με ςκοπϐ τη διερεϑνηςη του 

πιθανοϑ ςυνεργιτιςμοϑ τησ με τισ δϑο εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

επύςησ μελετόθηκαν ςτα πλαύςια τησ ςυγκεκριμϋνησ εργαςύασ. 

Αρχικϊ, πραγματοποιόθηκε η απομϐνωςη ολικοϑ DNA απϐ τα κϑτταρα 

του μεςϐφιλου μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum, ςϑμφωνα με το τροποποιημϋνο 

πρωτϐκολλο των Murray και Thompson (1980), το οπούο περιγρϊφεται 

αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 4.3.1. Η βιομϊζα που χρηςιμοποιόθηκε ςτο 

ςυγκεκριμϋνο ςτϊδιο, προόλθε απϐ καλλιϋργεια του μϑκητα, διϊρκειασ δϑο 

ημερϔν, ςε υγρϐ θρεπτικϐ μϋςο, το οπούο περιεύχε γλυκϐζη ωσ πηγό ϊνθρακα. 

Η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα του γονιδύου (μαζύ με το εςϔνιο), 

ενιςχϑθηκε ςτα ϊκρα τησ με αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (PCR), 

χρηςιμοποιϔντασ τουσ εκκινητϋσ FO_09638F (5’-GCATCGATGCTT 

CCCTCCGCTCAGCCCG-3’) και FO_09638R (5’-CGTCTAGAGCCTGGGAGACAGTCA 

TGCTGG-3’), οι οπούοι φϋρουν αλληλουχύεσ αναγνϔριςησ για τα περιοριςτικϊ 

ϋνζυμα ClaI και XbaI, αντύςτοιχα. Η αντύδραςη πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια 

τησ πολυμερϊςησ VentR® (New England Biolabs Inc., Η.Π.Α.) ςτισ παρακϊτω 

ςυνθόκεσ:  

 

 

α) 

β) 
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Θερμοκραςιακβ πρωτβκολλο 

Αρχική αποδιάταξη 98OC για 2 min  
Αποδιάταξη DNA ςτβχου 98OC για 25 sec 

30 κϑκλοι Υβριδοποίηςη εκκινητών 55OC για 25 sec 

Επέκταςη εκκινητών 72OC για 2 min 

Τελική επέκταςη & επιδιβρθωςη 72OC για 5 min  
 

Σο αποτϋλεςμα τησ PCR επιβεβαιϔθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ενϐσ 

δεύγματοσ που ιςοϑται με το 1/10 του προώϐντοσ τησ αντύδραςησ, ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ 1% (w/v). Σο επιθυμητϐ τμόμα του DNA απομονϔθηκε απϐ το 

πόκτωμα ϐπου ηλεκτροφορόθηκε ο υπϐλοιποσ ϐγκοσ τησ αντύδραςησ PCR, με 

χρόςη του προςυςκευαςμϋνου αντιδραςτηρύου, Perfectprep Gel Clean up 

(Macherey-Nagel, Γερμανύα) και ςτη ςυνϋχεια ϋγινε ϋλεγχοσ τησ καθαρϐτητϊσ 

του ςε πόκτωμα αγαρϐζησ. 

Σο τμόμα του DNA, το οπούο ϋφερε ιςοτελό ϊκρα ειςόχθη αμϋςωσ μετϊ 

ςτον πλαςμιδιακϐ φορϋα pCR® Blunt (Invitrogen, Η.Π.Α., 3512 bp), με τη δρϊςη 

του ενζϑμου T4 DNA λιγϊςη. Ακολοϑθηςε μεταςχηματιςμϐσ των βακτηριακϔν 

ςτελεχϔν E. coli TOP10 με το ςυγκεκριμϋνο πλαςμύδιο, ςϑμφωνα με τη 

διαδικαςύα που περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.3.9.  

Για την επιλογό των μεταςχηματιςμϋνων αποικιϔν χρηςιμοποιόθηκε το 

αντιβιοτικϐ καναμυκύνη και η απομϐνωςη του πλαςμιδιακοϑ DNA ςε μικρό 

κλύμακα ϋγινε με τη βοόθεια του προςυςκευαςμϋνου πακϋτου χημικϔν 

αντιδραςτηρύων τησ Fermentas, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Η επιτυχύα του 

αναςυνδυαςμοϑ ελϋγχθηκε μετϊ απϐ πϋψη του πλαςμιδύου ςτα δϑο ϊκρα του 

ϋνθετου DNA, εύτε με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ ClaI και XbaI, εύτε με το EcoRI, το 

οπούο κϐβει το πλαςμύδιο ςε δϑο θϋςεισ (βλ. Χάρτη περιοριςμού του πλαςμιδίου 

pCR® Blunt, παρϊγραφοσ 4.1.7), ενϔ ςτη ςυνϋχεια το αποτϋλεςμα 

επιβεβαιϔθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ. Ο προςδιοριςμϐσ τησ 

νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του κλωνοποιημϋνου γονιδύου ϋγινε απϐ την 

εταιρεύα VBC-Biotech Services GmbH (Αυςτρύα).  

τη ςυνϋχεια ϋγινε αφαύρεςη του εςωνύου (μεταξϑ 267791 και 267842 

bp) απϐ το αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο pCR® Blunt, με τη βοόθεια τησ μεθϐδου 

PCR και παρουςύα των φωςφωρυλιωμϋνων ςτο 5’-ϊκρο εκκινητϔν 09638SPF 

(Phospho-5’-CACCATCAAGTACTCTGG-3’) και 09638SPR (Phospho-5’-
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CGAGAAGTACCAGGCATC-3’). Η πολυμερϊςη που χρηςιμοποιόθηκε όταν η Pfu-

turbo® (Stratagene, Η.Π.Α.) και οι ςυνθόκεσ τησ αντύδραςησ όταν οι εξόσ: 

Θερμοκραςιακβ πρωτβκολλο 
Αρχική αποδιάταξη 95OC για 5 min  
Αποδιάταξη DNA ςτβχου 95OC για 60 sec 

30 κϑκλοι Υβριδοποίηςη εκκινητών 55OC για 60 sec 

Επέκταςη εκκινητών 68OC για 5 min 

Τελική επέκταςη & επιδιβρθωςη 68OC για 15 min  

 

Σο προώϐν τησ PCR επιβεβαιϔθηκε αρχικϊ με ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v) και ςτην πορεύα, το υπϐ μελϋτη τμόμα του DNA 

απομονϔθηκε απϐ το πόκτωμα ϐπου ηλεκτροφορόθηκε ο ςυνολικϐσ ϐγκοσ τησ 

αντύδραςησ PCR, με χρόςη του προςυςκευαςμϋνου αντιδραςτηρύου, Perfectprep 

Gel Clean up (Macherey-Nagel, Γερμανύα). Σϋλοσ, η καθαρϐτητα του DNA 

ελϋγχθηκε με ηλεκτροφϐρηςη. 

το ςυγκεκριμϋνο ςτϊδιο το ενιςχυμϋνο κομμϊτι DNA που απομονϔθηκε, 

όταν το αναςυνδυαςμϋνο γραμμικϐ πλαςμύδιο pCR® Blunt-foxg_09638.2, μετϊ 

απϐ απομϊκρυνςη του εςωνύου. Ακολοϑθωσ, τα φωςφωρυλιωμϋνα ϊκρα του 

πλαςμιδύου ςυνδϋθηκαν μεταξϑ τουσ με τη δρϊςη του ενζϑμου T4 DNA λιγϊςη 

και κατϐπιν πραγματοποιόθηκε ο μεταςχηματιςμϐσ των βακτηριακϔν ςτελεχϔν 

E. coli TOP10, ςϑμφωνα με τη διαδικαςύα που περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 

4.3.9. Ακολοϑθηςε η επιλογό μεταςχηματιςμϋνων αποικιϔν, η απομϐνωςη του 

πλαςμιδιακοϑ DNA και η πϋψη με τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα ClaI και XbaI.  

 

  

 

Σο αποτϋλεςμα τησ κλωνοπούηςησ επαληθεϑτηκε με τον προςδιοριςμϐ 

τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του γονιδύου τησ ξυλανϊςησ απϐ την εταιρεύα 

VBC-Biotech Services GmbH (Αυςτρύα). 

400 bp 

600 bp 

1000 bp 

2000 bp 

10000 bp 

651 bp 

3512 bp 

Εικβνα 6.2: Ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v) του 

προώϐντοσ τησ πϋψησ του 

μεταςχηματιςμϋνου πλαςμιδύου 

pCR®Blunt-foxg_09638.2 απϐ τα ϋνζυμα 

ClaI και XbaI. την αριςτερό ςτόλη 

φαύνονται τα μοριακϊ βϊρη των 

πρϐτυπων μορύων DNA γνωςτοϑ 

μεγϋθουσ (Hypperladder™ I: 200 bp-10 

kb, Bioline, Η.Π.Α). τισ ςτόλεσ 1-4 

εμφανύζεται ο φορϋασ pCR®Blunt (3512 

bp) και το ϋνθετο γονύδιο (651 bp).  

1       2        3       4 
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Μετϊ απϐ την επιτυχημϋνη απομϊκρυνςη του εςωνύου απϐ το γονύδιο, 

ϋγινε η μεταφορϊ του ζητοϑμενου γονιδύου ςτο πλαςμύδιο pPICZαC (3598 bp) 

(Invitrogen, Η.Π.Α.). Πραγματοποιόθηκε η πϋψη του αναςυνδυαςμϋνου 

πλαςμιδύου pCR® Blunt με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ ClaI και XbaI, τα οπούα 

αναγνωρύζουν τισ ειδικϋσ θϋςεισ πϊνω ςτα εναρκτόρια μϐρια FO_09638F και 

FO_09638R, του γονιδύου. Ο ϋλεγχοσ του προώϐντοσ ϋγινε ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

και απομονϔθηκε απϐ αυτϐ με τη διαδικαςύα που αναφϋρθηκε προηγουμϋνωσ 

(Perfectprep Gel Clean up, Macherey-Nagel, Γερμανύα). Σο υπϐ μελϋτη γονύδιο με 

τα μονϐκλωνα κολλϔδη ϊκρα, ενϔθηκε με το πλαςμύδο pPICZαC, που ϋφερε τα 

αντύςτοιχα ςυμβατϊ ςυμπληρωματικϊ ϊκρα, με τη βοόθεια του ενζϑμου T4 DNA 

λιγϊςη. Σο ςυγκεκριμϋνο πλαςμύδιο, ϐπωσ ϋχει προαναφερθεύ, περιϋχει ϋναν 

ιςχυρϊ ρυθμιζϐμενο υποκινητό, τον AOX1 και τον παρϊγοντα ϋκκριςησ α-factor 

τησ ζϑμησ S. cerevisiae, ο οπούοσ βρύςκεται αναρροώκϊ τησ θϋςησ πολλαπλόσ 

κλωνοπούηςησ. Παρϊλληλα εφαρμϐςτηκαν και αντιδρϊςεισ ελϋγχου, απουςύα 

ϋνθετου DNA ό ϋνθετου DNA και λιγϊςησ, καθϔσ βρϋθηκε ϐτι η απϐδοςη τησ 

ςϑνδεςησ των τμημϊτων DNA ςτο ςυγκεκριμϋνο βόμα, επηρεϊζεται ϊμεςα απϐ 

το ποςοςτϐ του πλαςμιδύου το οπούο ϋχει υποςτεύ διπλό πϋψη. Οι 

αναςυνδυαςμϋνοι και μη πλαςμιδιακού φορεύσ ειςόχθηςαν ςε ςτελϋχη TOP10F’ 

του βακτηρύου E. coli μετϊ απϐ θερμικϐ ςοκ ςε θερμοκραςύα 42OC για 90 sec.  

Η επιλογό των αποικιϔν των βακτηρύων, τα οπούα μεταςχηματύςτηκαν 

επιτυχϔσ, ϋγινε με τη βοόθεια του αντιβιοτικοϑ ζεοςύνη. Ακολοϑθηςε 

απομϐνωςη του DNA ςε μικρό κλύμακα (GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit, 

Fermentas, Η.Π.Α.), πϋψη με τα ϋνζυμα ClaI και XbaI και ϋλεγχοσ του προώϐντοσ 

ςε πόκτωμα αγαρϐζησ, ενϔ τϋλοσ ϋγινε η επιβεβαύωςη τησ νουκλεοτιδικόσ 

αλληλουχύασ του γονιδύου. Πριν την ενςωμϊτωςη του κατϊλληλου κλϔνου ςτο 

γονιδύωμα του ζυμομϑκητα P. pastoris, εφαρμϐςθηκε πολλαπλαςιαςμϐσ και 

απομϐνωςη μεγαλϑτερησ κλύμακασ πλαςμιδιακοϑ DNA, με τη χρόςη του 

ςυςτόματοσ των χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ Macherey-Nagel, NucleoBond® 

Xtra Midi (περύπου 180 μg καθαροϑ πλαςμιδιακοϑ DNA). Ποςϐτητα του 

αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου που προϋκυψε απϐ την παραπϊνω διαδικαςύα 

αποθηκεϑτηκε και φυλϊχτηκε ςε θερμοκραςύα -80OC για μελλοντικό χρόςη. 
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Ακολοϑθηςε γραμμικοπούηςη του πλαςμιδύου pPICZαC-foxg_09638.2, με 

πϋψη απϐ την ενδονουκλεϊςη SacI με ςκοπϐ τον αποτελεςματικϐτερο 

αναςυνδυαςμϐ των κυττϊρων του ξενιςτό. Σο γραμμικϐ μϐριο DNA ελϋγχθηκε 

με ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v), ενϔ η απομϊκρυνςη του 

ενζϑμου περιοριςμοϑ ϋγινε με τη χρόςη ςτόλησ καθαριςμοϑ DNA τησ Macherey-

Nagel (Perfectprep Gel Clean up). Ποςϐτητα απϐ το παραπϊνω απομονωμϋνο 

και καθαρϐ DNA ύςη με 5-10 μg χρηςιμοποιόθηκε για τον αναςυνδυαςμϐ 

επιδεκτικϔν κυττϊρων του ςτελϋχουσ X33 του ζυμομϑκητα P. pastoris, με τη 

μϋθοδο τησ ηλεκτροδιϊτρηςησ με τη ςυςκευό Micropulser τησ BIORAD 

(Η.Π.Α.). Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται εκτενϔσ ςτην 

παρϊγραφο 4.3.9. 

 

Εικβνα 6.3: Διαδικαςύα καταςκευόσ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα ϋκφραςησ του γονιδύου 

foxg_09638.2. 

 

το επϐμενο βόμα τησ πειραματικόσ διαδικαςύασ ϋγινε επύςτρωςη των 

μεταςχηματιςμϋνων με το πλαςμύδιο pPICZαC-foxg_09638.2 κυττϊρων ζϑμησ ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS παρουςύα ζεοςύνησ ςε τελικό ςυγκϋντρωςη 

100 μg/mL και επϔαςη ςτουσ 30ΟC για τρεισ ημϋρεσ. Οι αποικύεσ που 
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αναπτϑχθηκαν ςτα τρυβλύα petri εξετϊςτηκαν για την παρουςύα ό ϐχι του 

αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου.  

Έγινε ϋλεγχοσ ςε πϋντε αποικύεσ τησ ζϑμησ, οι οπούεσ μεταφϋρθηκαν απϐ 

το ςτερεϐ θρεπτικϐ υπϐςτρωμα ςε υγρϋσ καλλιϋργειεσ μικρόσ κλύμακασ για 

περαιτϋρω επεξεργαςύα. Απϐ το υπερκεύμενο των καλλιεργειϔν λαμβϊνονταν 

μικρϊ δεύγματα κϊθε 24 h για τισ πρϔτεσ επτϊ ημϋρεσ επϔαςησ, προκειμϋνου να 

ελεγχθοϑν τα επύπεδα ϋκφραςησ του αναςυνδυαςμϋνου γονιδύου, ενϔ 

καθημερινϔσ προςτύθεντο 0,5% (v/v) μεθανϐλη ςτα κϑτταρα. Και ςτισ πϋντε 

περιπτϔςεισ παρατηρόθηκε η ϋκκριςη ενϐσ βαςικοϑ πρωτεώνικοϑ μορύου 

βϊρουσ 25 kDa. Αντιθϋτωσ, δεν ανιχνεϑθηκε πρωτεϏνη ςτο ςτϋλεχοσ ςτο οπούο 

ειςόχθη ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ελϋγχου.  

Η ϑπαρξη ενεργϐτητασ ξυλανϊςησ ςτα μεταςχηματιςμϋνα ςτελϋχη, 

εξετϊςτηκε με κατϊλληλεσ δοκιμϋσ χρηςιμοποιϔντασ ωσ υπϐςτρωμα ξυλϊνη 

απϐ ςημϑδα ςυγκϋντρωςησ 1% (w/v) ςε ρυθμιςτικϐ διϊλυμα φωςφορικϔν 

αλϊτων 50 mM, pH 6,0. Ο προςδιοριςμϐσ των αναγωγικϔν ςακχϊρων που 

απελευθερϔθηκαν απϐ την αντύδραςη ϋγινε με τη μϋθοδο του 

δινιτροςαλικυλικοϑ οξϋοσ (DNS, Miller, 1959). 

Σο ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ, το οπούο ςυγκριτικϊ, εξϋφραζε τη ζητοϑμενη 

πρωτεϏνη ςε μεγαλϑτερη ποςϐτητα, επιλϋχθηκε για περαιτϋρω μελϋτη. τo 

διϊγραμμα 6.1 παρουςιϊζεται ϋνα τυπικϐ διϊγραμμα τησ ετερϐλογησ 

παραγωγόσ του ενζϑμου ςυναρτόςει του χρϐνου επϔαςησ. ϑμφωνα με την 

παρακϊτω καμπϑλη η μϋγιςτη παραγωγό (110 U/mL) ςημειϔθηκε μετϊ το 

πϋρασ 216 h επϔαςησ, ενϔ ενεργϐτητα ξυλανϊςησ ανιχνεϑθηκε αμϋςωσ μετϊ το 

πϋρασ των πρϔτων 12 h. 

 

Διάγραμμα 6.1: Συπικϐ 

διϊγραμμα παραγωγόσ τησ 

ξυλανϊςησ FoXyn11 απϐ τη 

ζϑμη P. pastoris, ςυναρτόςει 

του χρϐνου. 
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Αρκετϋσ εύναι οι αναφορϋσ ςτη παγκϐςμια βιβλιογραφύα που αφοροϑν 

την ϋκφραςη αναςυνδυαςμϋνων ξυλαναςϔν μυκητιακόσ προϋλευςησ ςτο 

ςϑςτημα του ζυμομϑκητα P. pastoris. Αναλυτικϐτερα, η ενεργϐτητα που 

μετρόθηκε κατϊ την παραγωγό μιασ ξυλανϊςησ τησ ομϊδασ GH10 απϐ το 

μικροοργανιςμϐ Penicillium citrinum, ςτη μεθυλϐτροφη ζϑμη ϊγγιξε τα 6 U/mL 

μετϊ απϐ πϋντε ημϋρεσ επαγωγόσ με μεθανϐλη (Wakiyama et al., 2008), ενϔ η 

ενεργϐτητα τησ ξυλανϊςησ XynA απϐ τον T. lanuginosus υπολογύςτηκε 

26,8 U/mL ϋπειτα απϐ 120 h επϔαςησ (Gaffney et al., 2009). Μια διαφορετικό 

προςϋγγιςη δϐθηκε απϐ την ερευνητικό ομϊδα του Deng (Deng et al., 2006), ο 

οπούοσ επιχεύρηςε τη ςυνεχό ϋκφραςη μιασ ξυλανϊςησ απϐ τον A. niger κϊτω 

απϐ τον ϋλεγχο του υποκινητό τησ αφυδρογονϊςησ τησ 3-φωςφορικόσ 

γλυκαραλδεϒδησ, αποδύδοντασ περύπου 62 U/mL, απουςύα μεθανϐλησ. Σϋλοσ, 

ςημαντικό παραγωγό (3676 U/mL) απϐ το ζυμομϑκητα P. pastoris 

παρατηρόθηκε ςτην περύπτωςη τησ XylB απϐ τον A. niger, ϋπειτα απϐ 165 h 

επϔαςησ (Ruanglek et al., 2007). 

 

6.1.2 Παραγωγό και απομόνωςη τησ ενδο-1,4-β-ξυλανϊςησ FoXyn11-09638 

 

Σο μεταςχηματιςμϋνο ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ, το οπούο βρϋθηκε ςε 

προηγοϑμενο ςτϊδιο να εκφρϊζει το αναςυνδυαςμϋνο ϋνζυμο ςε υψηλϐτερα 

επύπεδα ςυγκριτικϊ με τα υπϐλοιπα υπϐ μελϋτη ςτελϋχη, χρηςιμοποιόθηκε 

περαιτϋρω για την παραγωγό τησ ξυλανϊςησ ςε καλλιϋργειεσ BMMY μεγϊλησ 

κλύμακασ, ςυνολικοϑ ϐγκου 2 L. Μετϊ το πϋρασ πϋντε ημερϔν και ενϔ 

χορηγοϑταν καθημερινϔσ 0,5% (v/v) μεθανϐλη, η καλλιϋργεια φυγοκεντρόθηκε 

(5000 rpm, Model J2-21, Beckman Coulter, Η.Π.Α.) και ςυλλϋχθηκε το 

υπερκεύμενο τησ, το οπούο περιεύχε την εκκρινϐμενη αναςυνδυαςμϋνη ξυλανϊςη. 

Κατϐπιν, ϋγινε διόθηςη υπϐ κενϐ, ϔςτε να απομακρυνθοϑν τυχϐν κυτταρικϊ 

θραϑςματα και ςυμπϑκνωςη του διαλϑματοσ με τη χρόςη ςυςκευόσ 

υπερδιόθηςησ (MW cut off 10 kDa). το ςυμπϑκνωμα παρϋμεινε τελικϊ το 

κλϊςμα των πρωτεώνϔν με μοριακϐ βϊροσ πϊνω απϐ 10 kDa, ςυνολικοϑ ϐγκου 

περύπου 50 mL. 

Η απομϐνωςη τησ ξυλανϊςησ απϐ το παραπϊνω μεύγμα 

πραγματοποιόθηκε με Φρωματογραφύα υγγενεύασ (IMAC), ενϔ προηγουμϋνωσ 
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το ενζυμικϐ παραςκεϑαςμα εξιςορροπόθηκε με το ρυθμιςτικϐ διϊλυμα Talon. Σο 

πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται εκτενϋςτερα ςτην παρϊγραφο 

4.4.1.iv.  

Αναλυτικϐτερα, ϋγινε η ειςαγωγό του πρωτεώνικοϑ εκχυλύςματοσ ςτη 

ςτόλη, η οπούα προηγουμϋνωσ εύχε εξιςορροπηθεύ με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα Talon 

pH 8,0. την πορεύα, το υλικϐ εκπλϑθηκε και οι πρωτεϏνεσ οι οπούεσ δεν 

προςδϋθηκαν ςτη ρητύνη απομακρϑνθηκαν. Η απϐκριςη του ανιχνευτό 

(διϊγραμμα 6.2) ςτο ςτϊδιο αυτϐ (0-50 mL) προκλόθηκε απϐ τισ ενδογενεύσ 

πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ και απϐ διϊφορα ςυςτατικϊ του αρχικοϑ δεύγματοσ, τα 

οπούα πιθανϐτατα απορροφοϑν ςε μόκοσ κϑματοσ 280 nm. Σα μϐρια που 

ςυγκρατόθηκαν ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ εκλοϑςτηκαν μετϊ απϐ προςθόκη 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ με βαθμύδωςη ϊλατοσ ιμιδαζολύου (5 ϋωσ 100 mM ςε 

διϊρκεια 30 min), το οπούο ανταγωνύζεται τα κατϊλοιπα ιςτιδύνησ ςτη μότρα 

κοβαλτύου απελευθερϔνοντασ ϋτςι τα προςδεδεμϋνα μϐρια. Σα κλϊςματα που 

αντιςτοιχοϑςαν ςτο ςτϊδιο ϋκλουςησ τησ καθαρόσ πρωτεϏνησ ςυλλϋχθηκαν και 

αναμεύχθηκαν, υποβλόθηκαν ςε εξιςορρϐπηςη με το κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα, με τη μϋθοδο τησ διαπύδυςησ απϐ μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ (Dialysis 

tubing cellulose membrane, flat width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-Aldrich) και 

ςυμπυκνϔθηκαν ςε τελικϐ ϐγκο 20 mL με τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ 

Stirred Cell Model 8400 και μεμβρϊνεσ PM-10 (MW cut off 10 kDa).  

 

Διάγραμμα 6.2: Απομϐνωςη τησ ξυλανϊςησ FoXyn11 απϐ το μικροοργανιςμϐ 

F. oxysporum με τη μϋθοδο τησ Φρωματογραφύασ υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου 

Μετϊλλου. (—) απϐκριςη του ανιχνευτό ςτα 280 nm, (-·-·-) βαθμύδωςη ϊλατοσ 

ιμιδαζολύου (mM). Σα κλϊςματα που αντιςτοιχοϑν ςε ϐγκο ϋκλουςησ 87,5 ϋωσ 110 mL, 

αποτελοϑν την καθαρό πρωτεϏνη που παρόχθη απϐ το μικροοργανιςμϐ P. pastoris.  
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Παρακϊτω παρουςιϊζεται το πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ ξυλανϊςησ 

FoXyn11 (πύνακασ 6.1). Ο βαθμϐσ καθαριςμοϑ του αναςυνδυαςμϋνου ενζϑμου 

υπολογύςτηκε περύπου 1,8 φορϋσ, με ποςοςτϐ ανϊκτηςησ 93% περύπου. 

 

Πίνακασ 6.1: Πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ ξυλανϊςησ FoXyn11 του F. oxysporum. 

Στάδιο 

καθαριςμογ 

Ολική 

πρωτεανη 

(mg) 

Ολική 

ενεργβτητα 

(U) 

Ειδική 

ενεργβτητα 

(U/mg) 

Απβδοςη 

ενεργβτητασ 

(%) 

Βαθμβσ 

καθαριςμογ 

Ενζυμικβ 

εκχγλιςμα 
427,7 42881 100,1 100 - 

Υπερδιήθημα 251,4 39656 157,8 93 1,6 

IMAC 225,4 39726 176,2 93 1,8 

 

6.1.3 Μελϋτη των φυςικοχημικών χαρακτηριςτικών τησ ενδο-1,4-β-

ξυλανϊςησ FoXyn11-09638 

 

Σο μοριακϐ βϊροσ τησ πρωτεϏνησ, καθϔσ και ο βαθμϐσ καθαρϐτητασ που 

προϋκυψε απϐ τη διαδικαςύα απομϐνωςόσ τησ, προςδιορύςτηκαν με τη μϋθοδο 

τησ ηλεκτροφϐρηςησ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Η εμφϊνιςη των πρωτεώνικϔν μορύων ϋγινε με τη χρϔςη 

Coomassie Brilliant Blue G-250. Μετϊ απϐ τον αποχρωματιςμϐ του πηκτϔματοσ 

εμφανύςτηκαν ζϔνεσ που αντιςτοιχοϑςαν ςε ϋνα εϑροσ μοριακϔν βαρϔν απϐ 

25 kDa ϋωσ 31 kDa, με εντονϐτερη τη ζϔνη ςτα 25 kDa, ϐπωσ υπολογύςτηκε 

μετϊ απϐ ςϑγκριςη με το διϊλυμα πρωτεώνϔν γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ 

(εικϐνα 6.4). Η τιμό αυτό βρϋθηκε παρϐμοια με τη θεωρητικό τιμό του μοριακοϑ 

βϊρουσ (26168 Daltons), η οπούα υπολογύςτηκε με τη βοόθεια του 

προγρϊμματοσ ProtParam μϋςω του διακομιςτό ExPASy (Expert Protein 

Analysis System, http://www.expasy.ch/tools/protparam.html, Casteiger et al., 

2005). Ωςτϐςο, η πειραματικό τιμό ξεπερνϊ την αρχικό εκτύμηςη που εύχε 

καταγραφεύ απϐ το Δρ. Παϑλο Φριςτακϐπουλο (Christakopoulos et al., 1996), ο 

οπούοσ υπολϐγιςε το μοριακϐ βϊροσ τησ ςυγκεκριμϋνησ ξυλανϊςησ ςτα 20,8 kDa, 

ϐταν αυτόν απομονϔθηκε απϐ υγρό καλλιϋργεια του φυςικοϑ τϑπου του 

μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum F3.  

Ο προςδιοριςμϐσ του ιςοηλεκτρικοϑ ςημεύου τησ ξυλανϊςησ, ϋγινε με τη 

μϋθοδο τησ ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (IEF-PAGE, 

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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Isoelectric Focusing-PAGE) για εϑροσ τιμϔν pH απϐ 5,0 ϋωσ 10. Η εμφϊνιςη των 

πρωτεώνϔν ϋγινε με χρϔςη Coomasie Brilliant Blue. το πόκτωμα εμφανύςτηκαν 

περιςςϐτερεσ απϐ μια ζϔνεσ που αντιςτοιχοϑν ςε περιοχϋσ pI μεταξϑ 7,0 και 9,5 

(θεωρητικό τιμό pI 7,12, http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). 

Η παρουςύα περιςςϐτερων τησ μιασ ζϔνησ τϐςο ςτην ηλεκτροφϐρηςη 

SDS-PAGE ϐςο και ςτην IEF-PAGE, πιθανϐτατα υποδηλϔνει τη δημιουργύα 

ιςομορφϔν τησ πρωτεϏνησ FoXyn11. Οι ιςομορφϋσ τησ αναςυνδυαςμϋνησ 

πρωτεϏνησ προϋρχονται απϐ διαφορετικϊ πρϐτυπα γλυκοζυλύωςησ απϐ το 

ενδοκυτταρικϐ ςϑςτημα μετα-μεταφραςτικϔν τροποποιόςεων τησ P. pastoris.  

 

  

Εικβνα 6.4: (α) Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Στήλη 1: πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). Στήλη 2: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ 

καλλιϋργειασ τησ ζϑμησ P. pastoris. Στήλη 3: Κλϊςμα ϋκπλυςησ τησ ρητύνησ. Στήλη 4: 

Απομονωμϋνη πρωτεϏνη FoXyn11. (β) Ηλεκτροφϐρηςη ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε 

πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου. Στήλη 1: Απομονωμϋνη πρωτεϏνη FoXyn11. Στήλη 2: 

Πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Broad pI kit, pH 5,0-10,0, Pharmacia). 

 

6.1.4 Βελτιςτοπούηςη τησ παραγωγόσ τησ ενδο-1,4-β-ξυλανϊςησ FoXyn11-

09638 από το ζυμομύκητα P. pastoris 

 

Σο ςϑςτημα του μεθυλϐτροφου ζυμομϑκητα P. pastoris αδιαμφιςβότητα 

αποτελεύ ϋνα χρόςιμο και φθηνϐ εργαλεύο ετερϐλογησ ϋκφραςησ γονιδύων, με 

μεγϊλεσ δυνατϐτητεσ και υψηλό αποδοτικϐτητα. Η παραγωγό ενζϑμων ςε 

116 kDa 

66.0 kDa 

45.0 kDa 

25.0 kDa 

18.4 kDa 

25 kDa 

1            2           3           4 

(α) 

35.0 kDa 

14.4 kDa 

9.30 

5.85 

8.15 

7.34 

6.85 

6.55 

1            2 (β) 

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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μεγϊλεσ ςυγκεντρϔςεισ μϋςα ςε ςϑντομο χρονικϐ διϊςτημα, χρηςιμοποιϔντασ 

χαμηλοϑ κϐςτουσ θρεπτικϊ υποςτρϔματα και αυτοματοποιημϋνα ςυςτόματα, 

αποτελεύ τη ςόμερον ημϋρα, μια πρϐκληςη για τον κλϊδο τησ Ενζυμικόσ 

Βιοτεχνολογύασ.  

ϑμφωνα με δεδομϋνα που προκϑπτουν απϐ τη διεθνό βιβλιογραφύα, η 

ενύςχυςη τησ παραγωγόσ των πρωτεώνϔν απϐ το μικροοργανιςμϐ P. pastoris 

μπορεύ να επιτευχθεύ με τρεισ τρϐπουσ:  

α) μϋςω ενςωμϊτωςησ περιςςϐτερων του ενϐσ αντιγρϊφου του υπϐ μελϋτη 

γονιδύου ςτο χρωμοςωμικϐ DNA του ζυμομϑκητα (ςτη ςυγκεκριμϋνη περύπτωςη 

εύναι αναγκαύα η χρόςη υψηλϐτερων ςυγκεντρϔςεων αντιβιοτικοϑ για την 

επιλογό των καταλληλϐτερων ςτελεχϔν) (Romanos et al., 1992), 

β) χρηςιμοποιϔντασ ειδικϊ ςτελϋχη ζϑμησ, τα οπούα χαρακτηρύζονται απϐ 

περιοριςμϋνη παραγωγό πρωτεαςϔν και κατϊ ςυνϋπεια μειωμϋνη 

αποικοδϐμηςη των ετερϐλογων ενζϑμων (Gleeson et al., 1998), και τϋλοσ 

γ) εξαςφαλύζοντασ τη βελτιςτοπούηςη των ςυνθηκϔν τησ ζϑμωςησ του 

μικροοργανιςμοϑ (Stratton et al., 1998).  

την παροϑςα διατριβό, προκειμϋνου να αυξηθεύ η παραγωγό τησ 

ξυλανϊςησ FoXyn11 απϐ τη ζϑμη P. pastoris, ϋγινε εφαρμογό δυο εκ των τριϔν 

παραπϊνω μεθϐδων. Αρχικϊ, χρηςιμοποιόθηκαν υψηλϋσ ςυγκεντρϔςεισ 

ζεοςύνησ (1000 μg/mL) για την ανϊπτυξη αποικιϔν με πολλαπλϊ αντύγραφα του 

γονιδύου. Ωςτϐςο, η ςυγκεκριμϋνη διαδικαςύα δεν απϋδωςε τα επιθυμητϊ 

αποτελϋςματα, καθϔσ παρατηρόθηκε o ςχηματιςμϐσ μύασ μϐνο αποικύασ τησ 

ζϑμησ, η οπούα ϐμωσ παρουςύαςε ιδιαύτερα χαμηλό ϋωσ μηδενικό ενζυμικό 

ενεργϐτητα. τη ςυνϋχεια, ακολουθόθηκε ο δεϑτεροσ τρϐποσ ενύςχυςησ τησ 

παραγωγόσ μϋςω βελτιςτοπούηςησ των ςυνθηκϔν ζϑμωςησ, ϐπου κϊθε φορϊ 

μύα ςυνθόκη τησ καλλιϋργειασ μεταβαλλϐταν (αρχικϐ pH θρεπτικοϑ μϋςου, 

ταχϑτητα ανϊδευςησ, ςυγκϋντρωςη μεθανϐλησ, ςχόμα κωνικϔν φιαλϔν), ενϔ οι 

υπϐλοιπεσ διατηροϑνταν ςταθερϋσ. Οι καλλιϋργειεσ πραγματοποιόθηκαν ςτουσ 

30OC, με θρεπτικϐ μϋςο BMMY, ςε απλϋσ γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ Erlenmeyer 

ϐγκου 250 mL και ςε δεϑτερη φϊςη ςε ειδικϊ ςχεδιαςμϋνεσ φιϊλεσ με εςωτερικϊ 

πτερϑγια (τϑπου baffled). Ο χρϐνοσ επϔαςησ όταν 216 h, ενϔ καθημερινϊ 

προςτύθετο μεθανϐλη.  
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Μελετόθηκε η επύδραςη του αρχικοϑ pH του θρεπτικοϑ μϋςου ςτην 

ενζυμικό παραγωγό, υπϐ ςταθερό ανϊδευςη (200 rpm) και παροχό 0,5% (v/v) 

μεθανϐλησ. Η μϋγιςτη ενεργϐτητα ξυλανϊςησ, παρατηρόθηκε ςε pH 7,0 

(120 U/mL), ενϔ ςε αλκαλικϐ περιβϊλλον η απϐδοςη τησ ξυλανϊςησ ςχεδϐν 

υποδιπλαςιϊςτηκε. Ομούωσ, η οπτικό πυκνϐτητα των κυττϊρων εμφϊνιςε τη 

μϋγιςτη τιμό τησ ςε τιμό αρχικοϑ pH 7,0 και την κατϔτερη ςε pH 10,0. 

 
Διάγραμμα 6.3: Επύδραςη του αρχικοϑ pH του θρεπτικοϑ μϋςου (μετϊ το πϋρασ 216 h) 

ςτην ενζυμικό ενεργϐτητα τησ ξυλανϊςησ FoXyn11 και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ 

ζϑμησ P. pastoris. 

 

Διατηρϔντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ ςτισ 200 rpm και το pH του μϋςου 

BMMY ςτο 7,0, μελετόθηκε η επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ τησ μεθανϐλησ ςτην 

ϋκφραςη του γονιδύου. Κϊθε 24 h προςτύθεντο ςε πϋντε ζεϑγη καλλιεργειϔν 0,5, 

1,0, 1,5, 2,0 και 2,5% (v/v) μεθανϐλη, αντύςτοιχα. τη ςυγκϋντρωςη 0,5% 

παρατηρόθηκαν τα υψηλϐτερα επύπεδα ξυλανϊςησ (120 U/mL), ενϔ αντιθϋτωσ 

ςτισ μεγαλϑτερεσ ςυγκεντρϔςεισ μεθανϐλησ τα επύπεδα αυτϊ μειϔθηκαν 

ςημαντικϊ. Παρϐμοια ςυμπεριφορϊ ϋδειξε και ο πληθυςμϐσ των κυττϊρων, 

ϐπου ςτισ υψηλϋσ ςυγκεντρϔςεισ μεθανϐλησ περιορύςτηκε αιςθητϊ, ςϑμφωνα 

με μετρόςεισ τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm (διϊγραμμα 

6.4). Σα παραπϊνω αποτελϋςματα ϋρχονται ςε αντύθεςη με αυτϊ που 

προϋκυψαν κατϊ την προςπϊθεια βελτιςτοπούηςησ τησ παραγωγόσ τησ 

ξυλανϊςησ xynII απϐ το μικροοργανιςμϐ A. usamii E001 ςτο ύδιο ςϑςτημα 
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ϋκφραςησ, ϐπου τα υψηλϐτερα επύπεδα ενεργϐτητασ παρατηρόθηκαν ϋπειτα 

απϐ επαγωγό τησ ϋκφραςησ με 1,5% (v/v) μεθανϐλη (Zhou et al., 2008). 

 

Διάγραμμα 6.4: Επύδραςη τησ % (v/v) ςυγκϋντρωςησ μεθανϐλησ (μετϊ το πϋρασ 

216 h) ςτην ενζυμικό ενεργϐτητα τησ FoXyn11 και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ ζϑμησ 

P. pastoris. 

 

Ο επαρκόσ αεριςμϐσ εύναι απαραύτητοσ για τα κϑτταρα με φαινϐτυπο 

Mut+, καθϔσ εξαςφαλύζει τον καταβολιςμϐ τησ μεθανϐλησ ςε φορμαλδεϓδη. ε 

τρύτο ςτϊδιο ϋγιναν δοκιμϋσ μεταβϊλλοντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ απϐ 0 ϋωσ 

250 rpm, ςε αρχικϐ pH 7,0, προςθϋτοντασ 0,5% (v/v) μεθανϐλη. Η μϋγιςτη 

ενεργϐτητα ξυλανϊςησ μετρόθηκε ςτισ 250 rpm (166 U/mL), ενϔ απουςύα 

ανϊδευςησ ςημειϔθηκε ελϊχιςτη ϋκφραςη του foxg_09638.2 (διϊγραμμα 6.5).  

το ύδιο πρϐτυπο διαμορφϔθηκε και η καμπϑλη κυτταρικόσ αϑξηςησ 

μετϊ απϐ 216 h επϔαςησ, κατϊ την οπούα ελϊχιςτη ανϊπτυξη παρατηρόθηκε ςε 

ταχϑτητα ανϊδευςησ 80 rpm, ενϔ ςτη μϋγιςτη ταχϑτητα η τιμό αυτόν 

τριπλαςιϊςτηκε (διϊγραμμα 6.5). Οι μετρόςεισ αυτϋσ βρύςκονται ςε απϐλυτη 

ςυμφωνύα με τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν κατϊ την ετερϐλογη ϋκφραςη 

τησ ξυλανϊςησ xynII του μϑκητα A. usamii E001, απϐ τη ζϑμη P. pastoris. H 

μϋγιςτη ενεργϐτητα ςτην περύπτωςη αυτό παρατηρόθηκε, ομούωσ, ςε ταχϑτητα 

ανϊδευςησ 250 rpm (Zhou et al., 2008).  
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Διάγραμμα 6.5: Επύδραςη τησ ταχϑτητασ ανϊδευςησ (μετϊ το πϋρασ 216 h) ςτην 

ενζυμικό ενεργϐτητα τησ FoXyn11 και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ ζϑμησ P. pastoris. 

 

Σϋλοσ, με ϐλεσ τισ υπϐ μελϋτη ςυνθόκεσ να διατηροϑνται ςταθερϋσ ςτισ 

τιμϋσ ςτισ οπούεσ καταγρϊφηκε η βϋλτιςτη παραγωγό ενζϑμου (pH 7,0, 250 rpm, 

0,5% μεθανϐλη), πραγματοποιόθηκαν καλλιϋργειεσ ςε απλϋσ φιϊλεσ και ςε 

φιϊλεσ τϑπου baffled (250 mL). Σα εςωτερικϊ πτερϑγια που υπϊρχουν ςτισ 

τελευταύεσ αυξϊνουν το διαλυμϋνο οξυγϐνο που μεταφϋρεται ςτην καλλιϋργεια 

και κατ’ επϋκταςη οδηγοϑν ςε μεγαλϑτερη κυτταρικό αϑξηςη κυρύωσ ςε 

καλλιϋργειεσ βακτηρύων και ζυμομυκότων. Πρϊγματι, ςτην περύπτωςη τησ 

παραγωγόσ ξυλανϊςησ, τισ πρϔτεσ 48 h ςημειϔθηκε αϑξηςη τησ ενεργϐτητασ 

ςτισ φιϊλεσ baffled κατϊ 100%. Η ογκομετρικό παραγωγικϐτητα ςτισ τϋςςερισ 

πρϔτεσ ημϋρεσ τησ καλλιϋργειασ υπολογύςτηκε ςτα 771 U/L/h, ενϔ ςταδιακϊ 

αυξόθηκε και παρϋμεινε ςτα 764 U/L/h μετϊ απϐ 216 h επϔαςησ. Ομούωσ, ςτισ 

απλϋσ φιϊλεσ Erlenmeyer η ογκομετρικό παραγωγικϐτητα κυμϊνθηκε μεταξϑ 

521 U/L/h ςτισ πρϔτεσ τϋςςερισ ημϋρεσ και 741 U/L/h την ϋνατη και τελευταύα 

ημϋρα τησ καλλιϋργειασ, τιμό που βρύςκεται ςτα ύδια επύπεδα με την αντύςτοιχη 

μϋτρηςη ςτισ φιϊλεσ τϑπου baffled (166 U/mL και 160 U/mL, αντύςτοιχα). την 

περύπτωςη τησ κυτταρικόσ ςυγκϋντρωςησ, η αϑξηςη τησ βιομϊζασ κυμαύνεται 

ςτα ύδια επύπεδα τϐςο για τισ απλϋσ ϐςο και για τισ φιϊλεσ τϑπου baffled 

(διϊγραμμα 6.6). 
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Διάγραμμα 6.6: Επύδραςη του ςχόματοσ των κωνικϔν φιαλϔν ςτην ενζυμικό 

ενεργϐτητα τησ FoXyn11 και ςτην κυτταρικό ανϊπτυξη τησ ζϑμησ P. pastoris, 

ςυναρτόςει του χρϐνου. 

 

6.2 Κλωνοπούηςη, ετερόλογη ϋκφραςη και απομόνωςη τησ εςτερϊςησ του 

φερουλικού οξϋοσ FoFaeC-12213 από το μύκητα F. oxysporum 

 

6.2.1 Κλωνοπούηςη και ετερόλογη ϋκφραςη του γονιδύου foxg_12213.2 

 

Ο μεςϐφιλοσ μϑκητασ F. oxysporum ϋχει αποδειχθεύ ϐτι παρϊγει ϋνζυμα με 

χαρακτηριςτικό δρϊςη εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ, ςε περιπτϔςεισ που η 

ανϊπτυξη του επιτελεύται ςε θρεπτικϐ μϋςο το οπούο περιϋχει μεύγμα 

λιγνινοκυτταρινοϑχων υλικϔν, ϐπωσ εύναι το ϊχυρο ςύτου και το καλαμπϐκι. Η 

ςημαντικό αυτό ιδιϐτητα του ςυγκεκριμϋνου μικροοργανιςμοϑ ςε ςυνδυαςμϐ με 

το πρϐςφατα δημοςιευμϋνο γονιδύωμϊ του (F. oxysporum Sequencing Project, 

Broad Institute of Harvard and MIT, http://www.broad.mit.edu), αϑξηςαν το 

ενδιαφϋρον και παρϊλληλα τισ προςπϊθειεσ των ερευνητϔν για την απομϐνωςη 

νϋων ενζϑμων και ιδιαύτερα εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ με δυνητικϔσ 

αξιϐλογα, απϐ βιοτεχνολογικόσ ϊποψησ, χαρακτηριςτικϊ.  

Οι αλληλουχύεσ των γονιδύων του F. oxysporum, οι οπούεσ εύναι 

καταχωρημϋνεσ ςτη βϊςη δεδομϋνων του μικροοργανιςμοϑ, εξετϊςτηκαν ςε 

προηγοϑμενο κεφϊλαιο (κεφϊλαιο 5: «In silico ανάλυςη των γονιδιωμάτων των 

μικροοργανιςμών Fusarium oxysporum και Sporotrichum thermophile»), ωσ προσ 

την ομολογύα τουσ με γνωςτϋσ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ. Έπειτα, οι 

ςυγκεκριμϋνεσ πρωτοταγεύσ αλληλουχύεσ, ςυγκρύθηκαν με τισ αλληλουχύεσ που 

http://www.broad.mit.edu/
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υπϊρχουν ςε μια γενικό βϊςη γονιδιωμϊτων (National Center for Biotechnology 

Information, NCBI) χρηςιμοποιϔντασ το πρϐγραμμα BLAST (Altschul et al. 

1997). Σα οκτϔ ανοιχτϊ πλαύςια ανϊγνωςησ (Open Reading Frames-ORFs) που 

προϋκυψαν απϐ την ϋρευνα ςτη βϊςη δεδομϋνων του γονιδύωματοσ του 

F. oxysporum, ϋδειξαν υψηλό ομολογύα με αλληλουχύεσ γνωςτϔν εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, γεγονϐσ που επαληθεϑεται απϐ παλαιϐτερεσ αναφορϋσ 

(Topakas et al. 2003a, 2003b). Μϊλιςτα, η αμινοξικό αλληλουχύα τησ πρωτεϏνησ 

FOXG_12213, εμφανύζει, ανϊμεςα ςτισ υπϐλοιπεσ επτϊ, τη μϋγιςτη ομοιϐτητα με 

τισ γνωςτϋσ εςτερϊςεσ τϑπου C απϐ τον A. nidulans AN1772.2 (50%), τον 

T. stipitatus (49%) και τον A. niger (41%), καθιςτϔντασ την αναμφύβολα ϋνα 

ςημαντικϐ αντιπρϐςωπο των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου C (Crepin 

et al., 2004).  

την παροϑςα διδακτορικό εργαςύα, πραγματοποιόθηκε για πρϔτη φορϊ 

ςτην παγκϐςμια βιβλιογραφύα, η κλωνοπούηςη του γονιδύου foxg_12213.2 που 

κωδικοποιεύ για την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το μϑκητα 

F. oxysporum, καθϔσ και η ετερϐλογη ϋκφραςό τησ ςτο μεθυλϐτροφο 

μικροοργανιςμϐ P. pastoris. Αναλυτικϐτερα, πραγματοποιόθηκε η απομϐνωςη 

ολικοϑ DNA απϐ τα κϑτταρα του μεςϐφιλου μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum, 

ςϑμφωνα με το τροποποιημϋνο πρωτϐκολλο των Murray και Thompson (1980). 

Η βιομϊζα που χρηςιμοποιόθηκε ςτο ςυγκεκριμϋνο ςτϊδιο, προόλθε απϐ 

καλλιϋργεια του μϑκητα, διϊρκειασ δϑο ημερϔν, ςε υγρϐ θρεπτικϐ μϋςο, το 

οπούο περιεύχε γλυκϐζη ωσ πηγό ϊνθρακα. 

Σο γονύδιο foxg_12213.2 τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, 

εντοπύζεται ςτο χρωμϐςωμα 13 του γενωμικοϑ DNA και ςυγκεκριμϋνα ςτη θϋςη 

878645-880321. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των τανναςϔν/εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ (PFAM: PF07519, InterProScan) και δεν περιϋχει εςϔνια. Η 

περιεκτικϐτητα του ςε βϊςεισ γουανύνη-κυτοςύνη (GC) κυμαύνεται περύπου ςτο 

52%. 

Η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα του γενωμικοϑ DNA, η οπούα κωδικοποιεύ 

για τα 558 αμινοξϋα τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ενιςχϑθηκε με 

αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (PCR). Οι εκκινητϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν, 
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οι οπούοι περιεύχαν αλληλουχύεσ αναγνϔριςησ για τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα ClaI 

και XbaI, αντύςτοιχα, όταν οι εξόσ: 

i) pICZ12213.2_Fp (5’-CCATCGATGGACACCTCGACTGATATTTG-3’),  

ii) pICZ12213.2_R2 (5’-GCTCTAGAGG CAGCTCGCACTTCCAGC-3’).  

Η αντύδραςη πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια τησ πολυμερϊςησ Phusion 

High-Fidelity (Finnzymes, Υινλανδύα) ςτισ παρακϊτω ςυνθόκεσ:  

Θερμοκραςιακβ πρωτβκολλο 

Αρχική αποδιάταξη 98OC για 2 min  
Αποδιάταξη DNA ςτβχου 98OC για 10 sec 

30 κϑκλοι Υβριδοποίηςη εκκινητών 56OC για 30 sec 

Επέκταςη εκκινητών 72OC για 80 sec 

Τελική επέκταςη & επιδιβρθωςη 72OC για 5 min  
 

Σο αποτϋλεςμα τησ PCR επιβεβαιϔθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ενϐσ 

δεύγματοσ ύςου με 1/10 του προώϐντοσ τησ αντύδραςησ, ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 

1% (w/v). Σο επιθυμητϐ τμόμα του DNA απομονϔθηκε απϐ το πόκτωμα με 

χρόςη του προςυςκευαςμϋνου ςετ αντιδραςτηρύων, Perfectprep Gel Clean up 

(Macherey-Nagel, Γερμανύα). 

Σο προώϐν τησ απομϐνωςησ, το οπούο ϋφερε ιςοτελό ϊκρα, αφοϑ 

ελϋγχθηκε για την καθαρϐτητϊ του με ηλεκτροφϐρηςη, ειςόχθη ςτον 

πλαςμιδιακϐ φορϋα pCR® Blunt (3512 bp) τησ εταιρεύασ Invitrogen (Η.Π.Α.), με 

τη δρϊςη του ενζϑμου T4 DNA λιγϊςη. τη ςυνϋχεια το αναςυνδυαςμϋνο 

πλαςμύδιο χρηςιμοποιόθηκε για το μεταςχηματιςμϐ των βακτηριακϔν 

ςτελεχϔν E. coli TOP10, ςϑμφωνα με τη διαδικαςύα που περιγρϊφεται ςτην 

παρϊγραφο 4.3.9. 

 

 

200 bp 

400 bp 

600 bp 

1000 bp 

1500 bp 

2000 bp 

10000 bp 

Εικβνα 6.5: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ 1% (w/v) του απομονωμϋνου 

προώϐντοσ τησ PCR. την αριςτερό ςτόλη 

φαύνονται τα μοριακϊ βϊρη των πρϐτυπων 

μορύων DNA γνωςτοϑ μεγϋθουσ (Hypperladder™ 

I: 200 bp-10 kb, Bioline, Η.Π.Α) και δεξιϊ το υπϐ 

μελϋτη γονύδιο. 

1633 bp 
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Η επιλογό των μεταςχηματιςμϋνων αποικιϔν πραγματοποιόθηκε 

παρουςύα καναμυκύνησ και η μικρόσ κλύμακασ απομϐνωςη του πλαςμιδιακοϑ 

DNA ϋγινε με χρόςη του προςυςκευαςμϋνου ςετ χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ 

Fermentas, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Η επιτυχύα του αναςυνδυαςμοϑ 

ελϋγχθηκε μετϊ απϐ πϋψη του πλαςμιδύου ςτα δϑο ϊκρα του ϋνθετου DNA, εύτε 

με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ ClaI και XbaI, εύτε με το EcoRI, το οπούο κϐβει το 

πλαςμύδιο ςε δϑο θϋςεισ (βλ. Χάρτη περιοριςμού του πλαςμιδίου pCR® Blunt, 

παρϊγραφοσ 4.1.7), ενϔ ςτη ςυνϋχεια ϋγινε ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ (εικϐνα 6.6).  

 

 

 

Σο αποτϋλεςμα τησ κλωνοπούηςησ επαληθεϑτηκε με τον προςδιοριςμϐ 

τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του γονιδύου τησ εςτερϊςησ απϐ την εταιρεύα 

VBC-Biotech Services GmbH (Αυςτρύα).  

Ακολοϑθηςε η μεταφορϊ του ζητοϑμενου γονιδύου ςτο πλαςμύδιο 

pPICZαC (3598 bp) (Invitrogen, Η.Π.Α.). Αναλυτικϐτερα, πραγματοποιόθηκε η 

πϋψη του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου pCR® Blunt με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ 

ClaI και XbaI, τα οπούα αναγνωρύζουν τισ ειδικϋσ θϋςεισ πϊνω ςτουσ εκκινητϋσ 

pICZ12213.2_Fp και pICZ12213.2_R2, του γονιδύου. Σο προώϐν τησ πϋψησ 

ελϋγχθηκε με ηλεκτροφϐρηςη αγαρϐζησ και ϋπειτα απομονϔθηκε απϐ το 

πόκτωμα. Σο γονύδιο που ϋφερε μονϐκλωνα κολλϔδη ϊκρα, ενϔθηκε με τη 

βοόθεια του ενζϑμου λιγϊςη με τον πλαςμιδιακϐ φορϋα pPICZαC, πϊνω ςτον 

οπούο ςχηματύςτηκαν νωρύτερα με πϋψη τα αντύςτοιχα ςυμβατϊ 

ςυμπληρωματικϊ ϊκρα. Σο αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο ειςόχθη ςε ςτελϋχη 

200 bp 

400 bp 

600 bp 

1000 bp 

1500 bp 

2000 bp 

10000 bp 

1626 bp 

3512 bp 

Εικβνα 6.6: Ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v) του 

προώϐντοσ τησ πϋψησ του 

μεταςχηματιςμϋνου πλαςμιδύου 

pCR®Blunt-foxg_12213.2 απϐ τα ϋνζυμα 

ClaI και XbaI. την αριςτερό ςτόλη 

φαύνονται τα μοριακϊ βϊρη των 

πρϐτυπων μορύων DNA γνωςτοϑ 

μεγϋθουσ (Hypperladder™ I: 200 bp-10 

kb, Bioline, Η.Π.Α). τισ ςτόλεσ 1-4 

εμφανύζεται ο φορϋασ pCR®Blunt 

(3512 bp) και το ϋνθετο γονύδιο 

(1626 bp).  

1         2          3         4 
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TOP10F’ του βακτηρύου E. coli μετϊ απϐ θερμικϐ ςοκ ςε θερμοκραςύα 42OC για 

90 sec. Βρϋθηκε ϐτι η απϐδοςη τησ τεχνητόσ ςϑνδεςησ των τμημϊτων DNA ςτο 

ςυγκεκριμϋνο βόμα, επηρεϊζεται ϊμεςα απϐ το ποςοςτϐ του πλαςμιδύου το 

οπούο ϋχει υποςτεύ διπλό πϋψη. Για το λϐγο αυτϐ εφαρμϐςτηκαν παρϊλληλα 

αντιδρϊςεισ ελϋγχου, απουςύα ϋνθετου DNA ό ϋνθετου DNA και λιγϊςησ.  

 

 

 

 
Εικβνα 6.7: (α) Η περιοχό πολλαπλόσ κλωνοπούηςησ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα 

pPICZαC με το ενςωματωμϋνο γονύδιο foxg_12213.2. Απϐ αριςτερϊ προσ τα δεξιϊ 

φαύνονται η ςηματοδοτικό αλληλουχύα α-factor του S. cerevisiae, η οπούα επιτρϋπει την 

ϋκκριςη τησ εςτερϊςησ ςτον εξωκυτταρικϐ χϔρο, ο επύτοποσ c-myc και τα ϋξι κωδικϐνια 

His που διευκολϑνουν την ανύχνευςη τησ πρωτεϏνησ και τον καθαριςμϐ τησ. (β) Η 

αμινοξικό αλληλουχύα τησ περιοχόσ πολλαπλόσ κλωνοπούηςησ του πλαςμιδύου pPICZαC 

και του γονιδύου foxg_12213.2. Οι χρωματιςμού ακολουθοϑν το πρϐτυπο που 

εμφανύζεται ςτην απεικϐνιςη (α). 

 

Η επιλογό των αποικιϔν των βακτηρύων, τα οπούα μεταςχηματύςτηκαν 

επιτυχϔσ, ϋγινε παρουςύα του αντιβιοτικοϑ ζεοςύνη. Μετϊ την απομϐνωςη του 

πλαςμιδιακοϑ DNA, πραγματοποιόθηκε ϋλεγχοσ του προώϐντοσ με 

ηλεκτροφϐρηςη αγαρϐζησ, ϋπειτα απϐ πϋψη με τα ϋνζυμα ClaI και XbaI, και 

επιβεβαύωςη τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του γονιδύου. Πριν την 

ενςωμϊτωςη του κατϊλληλου κλϔνου ςτο γονιδύωμα του ζυμομϑκητα 

P. pastoris, εφαρμϐςθηκε πολλαπλαςιαςμϐσ και απομϐνωςη μεγαλϑτερησ 

κλύμακασ πλαςμιδιακοϑ DNA, με τη χρόςη του ςυςτόματοσ των χημικϔν 

αντιδραςτηρύων τησ Macherey-Nagel, NucleoBond® Xtra Midi (περύπου 200 μg 

(α) 

(β) 
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καθαροϑ πλαςμιδιακοϑ DNA). Ποςϐτητα του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου που 

προϋκυψε απϐ την παραπϊνω διαδικαςύα αποθηκεϑτηκε και φυλϊχτηκε ςε 

θερμοκραςύα -80OC για μελλοντικό χρόςη. 

Για τον αποτελεςματικϐτερο αναςυνδυαςμϐ προηγόθηκε η 

γραμμικοπούηςη του πλαςμιδύου pPICZαC-foxg_12213.2, με πϋψη απϐ την 

περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη SacI (βλ. Χάρτη περιοριςμού του πλαςμιδίου 

pPICZαC, παρϊγραφοσ 4.1.7). Σο αποτϋλεςμα τησ αντύδραςησ ελϋγχθηκε με 

ηλεκτροφϐρηςη του προώϐντοσ τησ πϋψησ ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v), ενϔ 

η απομϊκρυνςη του ενζϑμου ϋγινε με ςτόλη καθαριςμοϑ DNA τησ Macherey-

Nagel. Ποςϐτητα απϐ το παραπϊνω DNA ύςη με 5-10 μg χρηςιμοποιόθηκε για 

τον ομϐλογο αναςυνδυαςμϐ επιδεκτικϔν κυττϊρων απϐ το ςτϋλεχοσ X33 του 

μικροοργανιςμοϑ P. pastoris, με τη χρόςη τησ μεθϐδου τησ ηλεκτροδιϊτρηςησ. 

Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται αναλυτικϊ ςτην παρϊγραφο 

4.3.9. 

το τελικϐ ςτϊδιο τησ πειραματικόσ διαδικαςύασ ϋγινε επύςτρωςη των 

μεταςχηματιςμϋνων με το πλαςμύδιο pPICZαC-foxg_12213.2 κυττϊρων ζϑμησ ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS παρουςύα ζεοςύνησ και επϔαςη ςε θερμοκραςύα 

30ΟC για τρεισ ημϋρεσ. Οι αποικύεσ που αναπτϑχθηκαν ςτα τρυβλύα petri 

εξετϊςτηκαν εν ςυνεχεύα, για την παρουςύα του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου.  

Έγινε προκαταρκτικϐσ ϋλεγχοσ ςε 30 περύπου αποικύεσ τησ ζϑμησ, οι 

οπούεσ μεταφϋρθηκαν ταυτϐχρονα ςε τρυβλύα με θρεπτικϐ υλικϐ MM και MD. 

τα πρϔτα λϐγω τησ ϑπαρξησ μεθανϐλησ, επϊγεται η παραγωγό τησ πρωτεϏνησ 

παρϊλληλα με την αϑξηςη τησ βιομϊζασ, ενϔ ςτα δεϑτερα επιτυγχϊνεται μϐνο η 

αϑξηςη τησ κυτταρικόσ βιομϊζασ. Έπειτα απϐ 24 ϔρεσ επϔαςησ ςε θερμοκραςύα 

30OC, τα τρυβλύα ΜΜ επιςτρϔθηκαν με διϊλυμα ϊγαρ 1% (w/v), το οπούο 

περιεύχε το ειδικϐ για την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ φθορύζον υπϐςτρωμα 

του φερουλικοϑ εςτϋρα τησ μεθυλ-ουμπελλι-φερυλομϊδασ (εικϐνα 6.8.α). Σο 

προώϐν τησ υδρϐλυςησ του ςυγκεκριμϋνου υποςτρϔματοσ, εύναι η 4-μεθυλ-

ουμπελλι-φερυλομϊδα (methylumbelliferyl), η οπούα μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε 

υπεριϔδη ακτινοβολύα (302 nm) εμφανύζει ϋντονο φθοριςμϐ. Σα τρυβλύα 

εξετϊςτηκαν προςεκτικϊ για το ςχηματιςμϐ κηλύδων φθοριςμοϑ γϑρω απϐ τισ 

αναςυνδυαςμϋνεσ αποικύεσ (εικϐνα 6.8.β). Ωσ αρνητικϐσ μϊρτυρασ 
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χρηςιμοποιόθηκε το ςτϋλεχοσ τησ P. pastoris που ϋφερε τον πλαςμιδιακϐ φορϋα 

ελϋγχου.  

 

 

 

 

Εικβνα 6.8: (α) χηματικό αναπαρϊςταςη τησ διαδικαςύασ του προκαταρκτικοϑ 

ελϋγχου τησ ετερϐλογησ ϋκφραςησ τησ FoFaeC. (β) Σρυβλύα petri με θρεπτικϐ υλικϐ MM 

και το ειδικϐ για την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ υπϐςτρωμα MeUF-ferulate, (i) 

χηματιςμϐσ κηλύδων φθοριςμοϑ γϑρω απϐ τισ αναςυνδυαςμϋνεσ αποικύεσ τησ ζϑμησ, 

(ii) τϋλεχοσ τησ ζϑμησ P. pastoris, ςτο οπούο ϋχει ειςαχθεύ ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ 

ελϋγχου. 

 

Οι δϋκα αποικύεσ τησ ζϑμησ, που παρουςύαςαν εντονϐτερεσ ζϔνεσ 

φθοριςμοϑ, μεταφϋρθηκαν απϐ τα τρυβλύα MD ςε υγρϋσ καλλιϋργειεσ μικρόσ 

(α) 

(β) 

(i) (ii) 
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κλύμακασ για περαιτϋρω επεξεργαςύα. Απϐ το υπερκεύμενο των καλλιεργειϔν 

λαμβϊνονταν μικρϊ δεύγματα κϊθε 24 h για τισ πρϔτεσ επτϊ ημϋρεσ επϔαςησ, 

προκειμϋνου να ελεγχθοϑν τα επύπεδα ϋκφραςησ του αναςυνδυαςμϋνου 

γονιδύου. Η προςθόκη 0,5% (v/v) μεθανϐλησ ςτα κϑτταρα πραγματοποιοϑταν 

κϊθε 24h. ε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ παρατηρόθηκε η ϋκκριςη ενϐσ βαςικοϑ 

πρωτεώνικοϑ μορύου βϊρουσ 62 kDa, ςϑμφωνα με αποτελϋςματα που 

προϋκυψαν απϐ ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE). 

Αντιθϋτωσ, δεν ανιχνεϑθηκε πρωτεϏνη ςτο ςτϋλεχοσ ςτο οπούο ειςόχθη ο 

πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ελϋγχου.  

Προκειμϋνου να επαληθευτεύ η ϑπαρξη ενεργϐτητασ εςτερϊςησ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ ςτα μεταςχηματιςμϋνα ςτελϋχη, πραγματοποιόθηκαν 

κατϊλληλεσ δοκιμϋσ με χρόςη απαμυλωμϋνου πιτϑρου ςύτου ωσ υπϐςτρωμα 

παρουςύα ξυλανϊςησ, ενϔ η ανύχνευςη του υδρολυϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ 

ϋγινε με τη βοόθεια ςυςτόματοσ χρωματογραφικοϑ διαχωριςμοϑ HPLC. 

Σο ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ, το οπούο ςυγκριτικϊ, εξϋφραζε τη ζητοϑμενη 

πρωτεϏνη ςε μεγαλϑτερη ποςϐτητα, επιλϋχθηκε για περαιτϋρω μελϋτη. το 

διϊγραμμα 6.7 παρουςιϊζεται μια τυπικό καμπϑλη τησ ετερϐλογησ παραγωγόσ 

του ενζϑμου ςυναρτόςει του χρϐνου επϔαςησ. Ενεργϐτητα εςτερϊςησ 

παρατηρόθηκε τισ πρϔτεσ ϋξι ϔρεσ μετϊ τον εμβολιαςμϐ, ενϔ η μϋγιςτη 

παραγωγό (945 U/L) ςημειϔθηκε μετϊ το πϋρασ 216 h. 

 

Διάγραμμα 6.7: Συπικϐ διϊγραμμα παραγωγόσ τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ 

FoFaeC του F. oxysporum απϐ τη ζϑμη P. pastoris, ςυναρτόςει του χρϐνου. 
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6.2.2 Παραγωγό και απομόνωςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ 

FoFaeC-12213 

 

Όπωσ ϋχει όδη αναφερθεύ, η παραγωγό των αναςυνδυαςμϋνων 

πρωτεώνϔν, τα γονύδια των οπούων ϋχουν υποκλωνοποιηθεύ ςτο πλαςμιδιακϐ 

φορϋα pΡΙCΖαC, επϊγεται κατϊ την προςθόκη μεθανϐλησ ςτο θρεπτικϐ μϋςο. Η 

μεθανϐλη ενεργοποιεύ τον υποκινητό τησ αλκοολικόσ οξειδϊςησ (ΑΟΧ1) και η 

αναςυνδυαςμϋνη πρωτεϏνη οδηγεύται με τη βοόθεια τησ ςηματοδοτικόσ 

αλληλουχύασ α-factor τησ ζϑμησ S. cerevisiae ςτο υπερκεύμενο τησ καλλιϋργειασ 

των κυττϊρων, απϐ ϐπου ςυλλϋγεται και απομονϔνεται απϐ τισ υπϐλοιπεσ 

εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ P. pastoris.  

Ο μεταςχηματιςμϋνοσ κλϔνοσ του ζυμομϑκητα, ο οπούοσ βρϋθηκε ςε 

προηγοϑμενο ςτϊδιο να εκφρϊζει την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε 

μεγαλϑτερη ςυγκϋντρωςη ςυγκριτικϊ με τουσ υπϐλοιπουσ κλϔνουσ που 

εξετϊςτηκαν, χρηςιμοποιόθηκε για την παραγωγό τησ αναςυνδυαςμϋνησ 

πρωτεϏνησ ςε καλλιϋργειεσ BMMY μεγϊλησ κλύμακασ, ςυνολικοϑ ϐγκου 2 L. Μετϊ 

το πϋρασ ϋξι ημερϔν και ενϔ προςτύθετο καθημερινϔσ 0,5% μεθανϐλη (v/v), η 

καλλιϋργεια φυγοκεντρόθηκε (5000 rpm, Model J2-21, Beckman Coulter, Η.Π.Α.) 

και το υπερκεύμενο τησ, το οπούο περιεύχε την εκκρινϐμενη αναςυνδυαςμϋνη 

εςτερϊςη ςυλλϋχθηκε. Κατϐπιν, ϋγινε διόθηςη υπϐ κενϐ, ϔςτε να 

απομακρυνθοϑν τυχϐν κυτταρικϊ θραϑςματα και ςυμπϑκνωςη του διαλϑματοσ 

με τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ (MW cut off 10 kDa). το ςυμπϑκνωμα 

παρϋμεινε τελικϊ το κλϊςμα των πρωτεώνϔν με μοριακϐ βϊροσ πϊνω απϐ 

10 kDa, ςυνολικοϑ ϐγκου περύπου 50 mL. 

Για το διαχωριςμϐ τησ εςτερϊςησ απϐ το παραπϊνω ενζυμικϐ μεύγμα, 

χρηςιμοποιόθηκε η Φρωματογραφύα υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου 

(IMAC), ενϔ προηγουμϋνωσ το ενζυμικϐ παραςκεϑαςμα εξιςορροπόθηκε με το 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα Talon. Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται 

εκτενϋςτερα ςτην παρϊγραφο 4.4.1.iv.  

Αρχικϊ, ϋγινε η ειςαγωγό του πρωτεώνικοϑ εκχυλύςματοσ ςτη ςτόλη, η 

οπούα εύχε προηγουμϋνωσ εξιςορροπηθεύ με ρυθμιςτικϐ διϊλυμα Talon pH 8. 

Ακολοϑθωσ, το υλικϐ εκπλϑθηκε προκειμϋνου να απομακρυνθοϑν οι πρωτεϏνεσ, 

οι οπούεσ δεν προςδϋθηκαν ςτη ρητύνη. Η απϐκριςη του ανιχνευτό ςτο ςτϊδιο 
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αυτϐ (0-50 mL) ϐπωσ φαύνεται και ςτο παρακϊτω χρωματογρϊφημα 

(διϊγραμμα 6.8), προόλθε απϐ ενδογενεύσ πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ και απϐ διϊφορα 

ςυςτατικϊ του αρχικοϑ δεύγματοσ, τα οπούα πιθανϐτατα απορροφοϑν ςε μόκοσ 

κϑματοσ 280 nm. Σα μϐρια που ςυγκρατόθηκαν ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ 

εκλοϑςτηκαν ϋπειτα απϐ προςθόκη ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ με βαθμύδωςη 

ϊλατοσ ιμιδαζολύου (5 ϋωσ 100 mM ςε διϊρκεια 30 min), το οπούο ανταγωνύζεται 

τα αμινοξϋα ιςτιδύνησ ςτη μότρα κοβαλτύου απελευθερϔνοντασ ϋτςι τα 

προςδεδεμϋνα μϐρια. Σα κλϊςματα που αντιςτοιχοϑςαν ςτο ςτϊδιο ϋκλουςησ 

τησ καθαρόσ πρωτεϏνησ ςυλλϋχθηκαν και αναμεύχθηκαν, υποβλόθηκαν ςε 

εξιςορρϐπηςη με το κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ διϊλυμα, με τη μϋθοδο τησ 

διαπύδυςησ απϐ μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ (Dialysis tubing cellulose membrane, flat 

width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-Aldrich) και ςυμπυκνϔθηκαν ςε τελικϐ 

ϐγκο 20 mL με τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ Stirred Cell Model 8400 και 

μεμβρϊνεσ PM-10 (cut off 10 kDa).  

 

Διάγραμμα 6.8: Απομϐνωςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC απϐ το 

μικροοργανιςμϐ F. oxysporum με τη μϋθοδο τησ Φρωματογραφύασ υγγενεύασ 

Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου. (—) απϐκριςη του ανιχνευτό ςτα 280 nm, (-·-·-) 

βαθμύδωςη ϊλατοσ ιμιδαζολύου (mM). Σα κλϊςματα που αντιςτοιχοϑν ςε ϐγκο 

ϋκλουςησ 95 ϋωσ 110 mL, αποτελοϑν την καθαρό πρωτεϏνη που παρϊχθηκε απϐ το 

μικροοργανιςμϐ P. pastoris.  

 

Παρακϊτω παρουςιϊζεται το πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC (πύνακασ 6.2). υνολικϊ, ςυντελϋςτηκε 

καθαριςμϐσ του αναςυνδυαςμϋνου ενζϑμου κατϊ 8,3 φορϋσ, με αρκετϊ υψηλϐ 

ποςοςτϐ ανϊκτηςησ (89,2%). 
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Πίνακασ 6.2: Πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC 

του F. oxysporum. 

Στάδιο 
καθαριςμογ 

Ολική 
πρωτεανη 

(mg) 

Ολική 
ενεργβτητα 

(U) 

Ειδική 
ενεργβτητα 

(U/mg) 

Απβδοςη 
ενεργβτητασ 

(%) 

Βαθμβσ 
καθαριςμογ 

Ενζυμικβ 
εκχγλιςμα 

27,22 228,3 8,39 100 - 

Υπερδιήθημα 11,48 222,9 19,42 97,7 2,3 

IMAC 2,92 203,6 69,84 89,2 8,3 

 

6.2.3 Μελϋτη των φυςικοχημικών χαρακτηριςτικών τησ εςτερϊςησ του 

φερουλικού οξϋοσ FoFaeC-12213 

 

Σο μοριακϐ βϊροσ τησ πρωτεϏνησ, καθϔσ και ο βαθμϐσ καθαρϐτητασ που 

προϋκυψε απϐ τη διαδικαςύα απομϐνωςόσ τησ, προςδιορύςτηκαν με τη μϋθοδο 

τησ ηλεκτροφϐρηςησ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Για την εμφϊνιςη των πρωτεώνικϔν μορύων 

χρηςιμοποιόθηκε η χρϔςη με Coomassie Brilliant Blue G-250. Μετϊ απϐ τον 

αποχρωματιςμϐ του πηκτϔματοσ παρατηρόθηκε μια ζϔνη ςτα 62 kDa περύπου, 

ϐπωσ προόλθε απϐ τη ςϑγκριςη με το διϊλυμα πρωτεώνϔν γνωςτοϑ μοριακοϑ 

βϊρουσ (εικϐνα 6.9). Η τιμό αυτό βρϋθηκε ϐτι ςυμπύπτει με τη θεωρητικό τιμό 

του μοριακοϑ βϊρουσ (62091 Daltons), η οπούα υπολογύςτηκε με τη βοόθεια του 

προγρϊμματοσ ProtParam μϋςω του διακομιςτό ExPASy (Expert Protein 

Analysis System, http://www.expasy.ch/tools/protparam.html, Casteiger et al., 

2005). Επιπλϋον, η απουςύα ϊλλων ζωνϔν υποδηλϔνει ϐτι ο καθαριςμϐσ όταν 

επιτυχόσ και η εςτερϊςη FoFaeC απομονϔθηκε πλόρωσ απϐ τισ υπϐλοιπεσ 

εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ P. pastoris. 

Σο πειραματικϐ μοριακϐ βϊροσ τησ εςτερϊςησ FoFaeC βρϋθηκε ϐμοιο με 

τα μοριακϊ βϊρη γνωςτϔν εςτεραςϔν τϑπου C, ϐπωσ τησ AN1772.2 απϐ τον 

A. nidulans (56 kDa, Shin & Chen, 2007), τησ AnFaeB απϐ τον A. niger (75.8 kDa, 

de Vries et al., 2002) και τησ TsFaeC απϐ τον T. stipitatus (66 kDa, Crepin et al., 

2003).  

Για τον προςδιοριςμϐ του ιςοηλεκτρικοϑ ςημεύου τησ εςτερϊςησ, 

ακολουθόθηκε η μϋθοδοσ τησ ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (IEF-PAGE, Isoelectric Focusing-PAGE) για εϑροσ τιμϔν pH 

απϐ 3,0 ϋωσ 9,0. Η εμφϊνιςη των πρωτεώνϔν ϋγινε με χρϔςη νιτρικοϑ αργϑρου 

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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(παρϊγραφοσ 4.4.3.iii). Η τιμό 6,8 η οπούα υπολογύςτηκε απϐ το πόκτωμα με τη 

βοόθεια του πρϐτυπου διαλϑματοσ μεύγματοσ πρωτεώνϔν γνωςτϔν 

ιςοηλεκτρικϔν ςημεύων, αποδεύχθηκε ϐτι εύναι παρϐμοια με τη θεωρητικό τιμό 

6,49 του ιςοηλεκτρικοϑ ςημεύου, ϐπωσ αυτϐ ταυτοποιόθηκε με τη βοόθεια του 

αλγορύθμου ProtParam (http://www.expasy.ch/tools/protparam.html), ενϔ 

κυμαύνεται ςτα ύδια επύπεδα με τισ τιμϋσ pI τησ FAE απϐ τον Aureobasidium 

pullulans (pI 6,5, Rumbold et al., 2003) και τησ FAEB απϐ τον P. funiculosum (pI 

6,0, Kroon et al., 2000). 

 

  

Εικβνα 6.9: (α) Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Στήλη 1: πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Low Range Markers: sc-

2360, Santa Cruz Biotechnology, Inc.). Στήλεσ 2 & 3: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ 

καλλιϋργειασ τησ ζϑμησ P. pastoris και απομονωμϋνη πρωτεϏνη FoFaeC, αντύςτοιχα. (β) 

Ηλεκτροφϐρηςη ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου. Στήλεσ 2 & 

3: Πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Broad pI kit, pH 3,0-10,0, Pharmacia). Στήλεσ 1 & 4: 

Απομονωμϋνη πρωτεϏνη FoFaeC.  

 

6.2.4 Βελτιςτοπούηςη τησ παραγωγόσ τησ εςτερϊςησ του φερουλικού 

οξϋοσ FoFaeC-12213 από το ζυμομύκητα P. pastoris 

 

Η ενύςχυςη τησ παραγωγόσ τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC 

απϐ τη ζϑμη P. pastoris πραγματοποιόθηκε, ϐπωσ και ςτην περύπτωςη τησ 

ξυλανϊςησ FoXyn11, με τη βελτιςτοπούηςη των ςυνθηκϔν τησ ζϑμωςησ του 

μικροοργανιςμοϑ. Οι καλλιϋργειεσ πραγματοποιόθηκαν ςε θερμοκραςύα 30OC, 

παρουςύα θρεπτικοϑ μϋςου BMMY, ςε γυϊλινεσ κωνικϋσ φιϊλεσ Erlenmeyer 

97 kDa 

66 kDa 

44 kDa 

29 kDa 

17 kDa 

62 kDa 

2 3 
    1       2          3          4 (α) (β) 

3.50 

9.30 

4.55 
5.20 

5.85 

7.34 

8.15 

6.80 

1 
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ϐγκου 250 mL απλϋσ και ειδικϊ ςχεδιαςμϋνεσ ϔςτε να φϋρουν εςωτερικϊ 

πτερϑγια (τϑπου baffled). Ο χρϐνοσ επϔαςησ όταν 216 h, ενϔ καθημερινϊ 

χορηγοϑταν μεθανϐλη.  

ε πρϔτο ςτϊδιο μελετόθηκε η επύδραςη του αρχικοϑ pH του θρεπτικοϑ 

μϋςου ςτην ενζυμικό παραγωγό, με ςταθερό ανϊδευςη (200 rpm) και παροχό 

0,5% (v/v) μεθανϐλησ. Σο εϑροσ τιμϔν pH που χρηςιμοποιόθηκε όταν απϐ 5,0 

ϋωσ 10. Η μεγαλϑτερη ενεργϐτητα εςτερϊςησ, παρατηρόθηκε ςε pH 7,0 

(1280 U/L), ενϔ ακϐμη και ςε αλκαλικϐ περιβϊλλον η απϐδοςη τησ εςτερϊςησ 

παρϋμεινε ςε ςταθερϊ επύπεδα. Αντιθϋτωσ, η οπτικό πυκνϐτητα των κυττϊρων 

εμφϊνιςε τη μϋγιςτη τιμό τησ ςε τιμό αρχικοϑ pH 6,0 και την κατϔτερη ςε τιμό 

pH 10 (διϊγραμμα 6.9). 

 
Διάγραμμα 6.9: Επύδραςη του αρχικοϑ pH του θρεπτικοϑ μϋςου (μετϊ το πϋρασ 216 h) 

ςτην ενζυμικό ενεργϐτητα τησ FoFaeC και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ ζϑμησ P. pastoris. 

 

Διατηρϔντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ ςτισ 200 rpm και το αρχικϐ pH 

του μϋςου BMMY ςτην τιμό 7,0, μελετόθηκε η επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ τησ 

μεθανϐλησ ςτην παραγωγό τησ εςτερϊςησ. Κϊθε 24 h προςτύθεντο 0,5, 1,0, 1,5, 

2,0 και 2,5% (v/v) μεθανϐλησ ςε πϋντε ζεϑγη καλλιεργειϔν, αντύςτοιχα. τη 

ςυγκϋντρωςη 1,0% παρατηρόθηκαν υψηλϊ επύπεδα ενεργϐτητασ εςτερϊςησ 

(1300 U/L), ενϔ ςτισ μεγαλϑτερεσ ςυγκεντρϔςεισ παρατηρόθηκε μεύωςη 

(διϊγραμμα 6.10). Παρϐμοια ςυμπεριφορϊ ϋδειξε και ο πληθυςμϐσ των 

κυττϊρων, ϐπου ςτισ υψηλϋσ ςυγκεντρϔςεισ μεθανϐλησ περιορύςτηκε αιςθητϊ, 

ςϑμφωνα με μετρόςεισ τησ οπτικόσ πυκνϐτητασ ςε μόκοσ κϑματοσ 600 nm. 
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Διάγραμμα 6.10: Επύδραςη τησ % (v/v) ςυγκϋντρωςησ μεθανϐλησ (μετϊ το πϋρασ 

216 h) ςτην ενζυμικό ενεργϐτητα τησ FoFaeC και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ ζϑμησ 

P. pastoris. 

 

ε τρύτο ςτϊδιο ϋγιναν δοκιμϋσ μεταβϊλλοντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ 

απϐ 0 ϋωσ 250 rpm, ςε αρχικϐ pH 7,0, προςθϋτοντασ μεθανϐλη 1,0% (v/v). Η 

μϋγιςτη ενεργϐτητα εςτερϊςησ μετρόθηκε ςτισ 250 rpm (1399 U/L), ενϔ 

απουςύα ανϊδευςησ ςημειϔθηκε μηδαμινό ϋκφραςη του foxg_12213.2 

(διϊγραμμα 6.11). Αντύςτοιχο αποτϋλεςμα παρατηρόθηκε και ςτην καμπϑλη 

κυτταρικόσ αϑξηςησ μετϊ απϐ 216 h επϔαςησ, ϐπου ελϊχιςτη ανϊπτυξη 

παρατηρόθηκε ςε ταχϑτητα ανϊδευςησ 80 rpm, ενϔ ςτη μϋγιςτη ταχϑτητα η 

τιμό αυτό τριπλαςιϊςτηκε. 

 

 

Διάγραμμα 6.11: Επύδραςη 

τησ ταχϑτητασ ανϊδευςησ 

(μετϊ το πϋρασ 216 h) ςτην 

ενζυμικό ενεργϐτητα τησ 

FoFaeC και ςτην κυτταρικό 

αϑξηςη τησ ζϑμησ P. pastoris. 
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Σϋλοσ, με ϐλουσ τουσ υπϐ μελϋτη παρϊγοντεσ να παραμϋνουν ςτισ 

βϋλτιςτεσ τουσ τιμϋσ (pH 7,0, 250 rpm, 1,0% μεθανϐλη), πραγματοποιόθηκαν 

καλλιϋργειεσ ςε απλϋσ φιϊλεσ και ςε φιϊλεσ τϑπου baffled (250 mL). Σα 

εςωτερικϊ πτερϑγια που υπϊρχουν ςτισ τελευταύεσ, παρϋχουν καλϑτερο 

αεριςμϐ ςτην καλλιϋργεια και κατ’ επϋκταςη μεγαλϑτερη αϑξηςη του 

μικροοργανιςμοϑ, κυρύωσ ϐταν πρϐκειται για βακτηριακϊ ςτελϋχη και ςτελϋχη 

ζϑμησ. Πρϊγματι, η ενεργϐτητα τησ εςτερϊςησ ςτισ φιϊλεσ baffled ςημεύωςε 

αϑξηςη κατϊ 83% τισ πρϔτεσ 48 h, ςε ςϑγκριςη με τισ απλϋσ φιϊλεσ, ενϔ η 

μϋγιςτη τιμό καταμετρόθηκε μετϊ το πϋρασ εννϋα ημερϔν (1511 U/L). 

Αντύςτοιχα, ςτισ απλϋσ φιϊλεσ η ενεργϐτητα ακολοϑθηςε ςταθερό αϑξηςη 

ςυναρτόςει του χρϐνου επϔαςησ, με τη μϋγιςτη τιμό να μετρϊται μετϊ απϐ 

216 h (1399 U/L) (διϊγραμμα 6.12).  

Η ογκομετρικό παραγωγικϐτητα ςτισ δϑο πρϔτεσ ημϋρεσ τησ 

καλλιϋργειασ υπολογύςτηκε ςτα 22 U/L/h, ενϔ ςταδιακϊ μειϔθηκε και 

παρϋμεινε ςτα 7 U/L/h μετϊ απϐ 192 h επϔαςησ. Ομούωσ, ςτισ απλϋσ φιϊλεσ 

Erlenmeyer η ογκομετρικό παραγωγικϐτητα κυμϊνθηκε μεταξϑ 12 U/L/h ςτισ 

πρϔτεσ δϑο ημϋρεσ και 6,5 U/L/h ςτισ τελευταύεσ ημϋρεσ τησ καλλιϋργειασ, τιμό 

που βρύςκεται ςτα ύδια επύπεδα με την αντύςτοιχη μϋτρηςη ςτισ φιϊλεσ τϑπου 

baffled. Αϑξηςη ςημειϔθηκε και ςτην περύπτωςη τησ κυτταρικόσ ςυγκϋντρωςησ, 

η οπούα ςτισ φιϊλεσ τϑπου baffled μετρόθηκε κατϊ 40% υψηλϐτερη ςε ςϑγκριςη 

με τισ απλϋσ κωνικϋσ φιϊλεσ, ϋπειτα απϐ 216 h επϔαςησ. 

 

Διάγραμμα 6.12: Επύδραςη του ςχόματοσ των κωνικϔν φιαλϔν ςτην ενζυμικό 

ενεργϐτητα τησ FoFaeC και ςτην κυτταρικό αϑξηςη τησ ζϑμησ P. pastoris, ςυναρτόςει 

του χρϐνου. 
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6.3 Κλωνοπούηςη, ετερόλογη ϋκφραςη και απομόνωςη τησ εςτερϊςησ του 

φερουλικού οξϋοσ StFaeB-96478 από το μύκητα S. thermophile 

 

6.3.1 Κλωνοπούηςη και ετερόλογη ϋκφραςη του γονιδύου fae_96478 

 

Οι θερμϐφιλοι μικροοργανιςμού ϋχει αποδειχθεύ ϐτι αποτελοϑν 

«δεξαμενϋσ» θερμοςταθερϔν ενζϑμων για βιομηχανικϋσ διεργαςύεσ και εν 

δυνϊμει κυτταρικϊ εργοςτϊςια μακρομορύων ειδικϐτερα ςε περιπτϔςεισ ςτισ 

οπούεσ απαιτοϑνται υψηλϋσ θερμοκραςύεσ (Berka et al., 2011). Ο θερμϐφιλοσ 

μϑκητασ S. thermophile (ςυνϔνυμο του Myceliophthora thermophile), κατϊ τη 

διϊρκεια τησ αϑξηςησ του ςε θρεπτικϐ μϋςο το οπούο περιϋχει μεύγμα 

λιγνινοκυτταρινοϑχων υλικϔν, παρϊγει ϋνα ςημαντικϐ αριθμϐ ενζϑμων τα οπούα 

εμφανύζουν ενεργϐτητα εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ. Δϑο απϐ αυτϊ 

(StFaeB και StFaeC) απομονϔθηκαν ϋπειτα απϐ μεγϊλησ κλύμακασ ενζυμικό 

παραγωγό ςε βιοαντιδραςτόρεσ και χαρακτηρύςθηκαν πλόρωσ απϐ το Δρ. 

Ευϊγγελο Σϐπακα ςτα πλαύςια τησ διδακτορικόσ του διατριβόσ (Topakas et al., 

2003a, Topakas et al., 2004, Topakas et al., 2005). Η ςημαντικό αυτό ιδιϐτητα 

του ςυγκεκριμϋνου μικροοργανιςμοϑ ςε ςυνδυαςμϐ με το πρϐςφατα 

δημοςιευμϋνο γονιδύωμϊ του (http://genome.jgi-psf.org/, DOE Joint Genome 

Institute) ςηματοδϐτηςαν την ϋναρξη τησ ϋρευνασ και κατ’ επϋκταςη τησ 

ανακϊλυψησ μιασ ςειρϊσ καινοτϐμων ενζϑμων και ειδικϐτερα νϋων εςτεραςϔν 

του φερουλικοϑ οξϋοσ με αξιοςημεύωτα χαρακτηριςτικϊ και ςημαντικϋσ 

ιδιϐτητεσ.  

την παρϊγραφο 5.2 «In silico ανάλυςη του γονιδιώματοσ του 

μικροοργανιςμού S. thermophile», ϋγινε μια αναφορϊ ςτο γονιδύωμα του 

θερμϐφιλου μϑκητα ςτο ςϑνολο του, αλλϊ και ςτα γονύδια των εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που εντοπύζονται ςε αυτϐ και παρουςιϊζουν ομολογύα με 

γνωςτϋσ απϐ τη βιβλιογραφύα, εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ. Οι αμινοξικϋσ 

αλληλουχύεσ που εντοπύςτηκαν εξετϊςτηκαν ςτην πορεύα αντύςτροφα, με τη 

βοόθεια του προγρϊμματοσ BLAST (Altschul et al., 1997) ςτο NCBI (National 

Center for Biotechnology Information), ωσ προσ την ομολογύα που εμφανύζουν με 

ϊλλα πρωτεώνικϊ μϐρια τησ οικογϋνειασ.  

http://genome.jgi-psf.org/
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Η μετϊφραςη δϑο ανοιχτϔν πλαιςύων ανϊγνωςησ (ORF) απϐ τη βϊςη 

δεδομϋνων του θερμϐφιλου μϑκητα, κατϋδειξε τη ςημαντικό ομολογύα των 

πρωτοταγϔν τουσ αλληλουχιϔν με γνωςτϋσ εςτερϊςεσ τϑπου Β, οι οπούεσ 

κατηγοριοποιόθηκαν ςτην οικογϋνεια των εςτεραςϔν των υδατανθρϊκων CE1 

ςϑμφωνα με τη βϊςη δεδομϋνων CAZy (http://www.cazy.org, Cantarel et al., 

2009). Σα ςυγκεκριμϋνα ανοιχτϊ πλαύςια ανϊγνωςησ με κωδικοϑσ 96478 

(χρωμϐςωμα 7: 3150678-3151912) και 78090 (χρωμϐςωμα 2: 5187092-

5188715), τα οπούα κωδικοποιοϑν για πιθανϋσ πρωτεϏνεσ με ενεργϐτητα 

εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, εμφανύζουν 68-66% ομολογύα με την NcFaeB 

απϐ το N. crassa (Crepin et al., 2003) και 44-47% ομολογύα με την PfFaeB απϐ το 

P. funiculosum (Kroon et al., 2000), αντιςτούχωσ. 

την παροϑςα διδακτορικό εργαςύα, για πρϔτη φορϊ ςτην παγκϐςμια 

βιβλιογραφύα, πραγματοποιόθηκε η κλωνοπούηςη του γονιδύου fae_96478 που 

κωδικοποιεύ για την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το μϑκητα 

S. thermophile, καθϔσ και η ετερϐλογη ϋκφραςό τησ ςτο μεθυλϐτροφο 

μικροοργανιςμϐ P. pastoris. Αναλυτικϐτερα, ϋγινε η απομϐνωςη γενωμικοϑ DNA 

απϐ τα κϑτταρα του θερμϐφιλου μικροοργανιςμοϑ S. thermophile, με τη βοόθεια 

του προςυςκευαςμϋνου πακϋτου χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ Sigma-Aldrich 

(Η.Π.Α.), GenElute™ Plant, Genomic DNA Miniprep Kit ςϑμφωνα με το 

πρωτϐκολλο τησ εταιρεύασ. Η βιομϊζα που χρηςιμοποιόθηκε ςτο ςυγκεκριμϋνο 

ςτϊδιο, προόλθε απϐ καλλιϋργεια του μϑκητα, διϊρκειασ δϑο ημερϔν, ςε υγρϐ 

θρεπτικϐ μϋςο, το οπούο περιεύχε γλυκϐζη ωσ πηγό ϊνθρακα. 

Σο γονύδιο fae_96478 τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, εντοπύζεται 

ςτο χρωμϐςωμα 7 του γενωμικοϑ DNA και ςυγκεκριμϋνα ςτη θϋςη 3150678-

3151912. Ανόκει ςτην οικογϋνεια των εςτεραςϔν, πολυ-υδροξυ-βουτυρικϔν 

αποπολυμεραςϔν (PHB depolymerase) (PFAM: TIGR01840, InterProScan) και 

αποτελεύται απϐ 3 εξϔνια. Η περιεκτικϐτητα του ςε βϊςεισ γουανύνη-κυτοςύνη 

(GC) εύναι περύπου 64%. 

Η νουκλεοτιδικό αλληλουχύα του γενωμικοϑ DNA, η οπούα κωδικοποιεύ 

για τα 291 αμινοξϋα τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ενιςχϑθηκε με 

αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ (PCR). Οι εκκινητϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν, 

οι οπούοι φϋρουν αλληλουχύεσ αναγνϔριςησ για τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα ClaI και 

XbaI, αντύςτοιχα, όταν οι εξόσ: 

http://www.cazy.org/


  Αποτελϋςματα 

 

185 

 

i) StFaeB96478F (5’-CCAΣCGATGGCCTCGCTGCAGGAGGTCAC-3’), 

ii) StFaeB96478R (5’-CGTCTAGAAT CAAGCCAAACCACTGGAGCAGC-3’).  

Η αντύδραςη πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια τησ πολυμερϊςησ VentR® 

(New England Biolabs Inc., Η.Π.Α.) ςτισ παρακϊτω ςυνθόκεσ: 

Θερμοκραςιακβ πρωτβκολλο 
Αρχική αποδιάταξη 98OC για 2 min  
Αποδιάταξη DNA ςτβχου 95OC για 90 sec 

30 κϑκλοι Υβριδοποίηςη εκκινητών 58OC για 90 sec 

Επέκταςη εκκινητών 72OC για 90 sec 

Τελική επέκταςη & επιδιβρθωςη 72OC για 6 min  
 

Σο αποτϋλεςμα τησ PCR επιβεβαιϔθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ενϐσ 

δεύγματοσ (1/10 του προώϐντοσ τησ αντύδραςησ), ςε πόκτωμα αγαρϐζησ 1% 

(w/v). Σο επιθυμητϐ τμόμα του DNA αφοϑ απομονϔθηκε απϐ το πόκτωμα ϐπου 

ηλεκτροφορόθηκε ο υπϐλοιποσ ϐγκοσ τησ αντύδραςησ PCR (Perfectprep Gel 

Clean up, Macherey-Nagel, Γερμανύα), ελϋγχθηκε για την καθαρϐτητϊ του ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ. 

Σο προώϐν τησ απομϐνωςησ, το οπούο ϋφερε ιςοτελό ϊκρα, ειςόχθη ςτον 

πλαςμιδιακϐ φορϋα pCR® Blunt (Invitrogen, Η.Π.Α., 3512 bp), με τη δρϊςη του 

ενζϑμου T4 DNA λιγϊςη. τη ςυνϋχεια το αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο 

χρηςιμοποιόθηκε για το μεταςχηματιςμϐ των βακτηριακϔν ςτελεχϔν E. coli 

TOP10, ςϑμφωνα με τη διαδικαςύα που περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.3.9.  

Η επιλογό των μεταςχηματιςμϋνων αποικιϔν πραγματοποιόθηκε με τη 

βοόθεια καναμυκύνησ και η μικρόσ κλύμακασ απομϐνωςη του πλαςμιδιακοϑ DNA 

ϋγινε με χρόςη του προςυςκευαςμϋνου πακϋτου χημικϔν αντιδραςτηρύων τησ 

Fermentas, GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Η επιτυχύα του αναςυνδυαςμοϑ 

ελϋγχθηκε μετϊ απϐ πϋψη του πλαςμιδύου ςτα δϑο ϊκρα του ϋνθετου DNA, εύτε 

με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ ClaI και XbaI, εύτε με το EcoRI, το οπούο κϐβει το 

πλαςμύδιο ςε δϑο θϋςεισ (βλ. Χάρτη περιοριςμού του πλαςμιδίου pCR® Blunt, 

παρϊγραφοσ 4.1.7), ενϔ ςτη ςυνϋχεια πραγματοποιόθηκε ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ (εικϐνα 6.10).  

Ο προςδιοριςμϐσ τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του κλωνοποιημϋνου 

γονιδύου τησ εςτερϊςησ πραγματοποιόθηκε απϐ την εταιρεύα VBC-Biotech 

Services GmbH (Αυςτρύα).  
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Η απομϊκρυνςη των δϑο εςωνύων απϐ την αλληλουχύα του γονιδύου 

fae_96478 ϋγινε με τη βοόθεια τησ αλυςιδωτόσ αντύδραςησ πολυμερϊςησ με 

επϋκταςη μϋςω επικϊλυψησ εκκινητϔν (παρϊγραφοσ 4.3.4.ii). Η μϋθοδοσ, ϐπωσ 

ϋχει προαναφερθεύ, βαςύζεται ςτο ςχεδιαςμϐ κατϊλληλων εςωτερικϔν ζευγϔν 

απϐ αλληλεπικαλυπτϐμενουσ εκκινητϋσ. Ωσ μότρα DNA χρηςιμοποιόθηκε 

κατϊλληλη ποςϐτητα αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου pCR®Blunt-fae_96478, ενϔ 

η KOD Hot Start (Novagen, Η.Π.Α).πολυμερϊςη κατϋλυςε την αντύδραςη 

πολυμεριςμοϑ των δεοξυριβονουκλεοτιδύων. 

 

Πίνακασ 6.3: Εναρκτόρια μϐρια, ςυνθόκεσ και μϋγεθοσ των προώϐντων των 

αλυςιδωτϔν αντιδρϊςεων πολυμερϊςησ. Οι νουκλεοτιδικϋσ αλληλουχύεσ των εκκινητϔν 

δύνονται ςτην παρϊγραφο 4.1.8. 

 

 PCR1 PCR2 PCR3 PCR4 

Εκκινητήσ 
F StFaeB96478 96478e2 96478e3 StFaeB96478 

R 96478e1 96478e2 StFaeB96478 StFaeB96478 

Θερμοκραςιακβ Πρωτβκολλο 

Αρχική 
αποδιάταξη 

95OC για 2 min 95OC για 2 min 

Αποδιάταξη  
DNA ςτβχου 

      95OC για 20 sec 

3
0

 κ
ϑ

κ
λο

ι 95OC για 20 sec 

4
5

 κ
ϑ

κ
λο

ι 

Υβριδοποίηςη 
εκκινητών 

      58OC για 10 sec 58OC για 10 sec 

Επέκταςη 
εκκινητών 

     70OC για 5 sec 70OC για 25 sec 

Τελική 
επέκταςη & 
επιδιβρθωςη 

70OC για 1 min 70OC για 1 min 

Μήκοσ 
προΰβντοσ (bp) 

129 360 375 864 

1000 bp 

1500 bp 

2000 bp 

10000 bp 

1187 bp 

3512 bp 

Εικβνα 6.10: Ηλεκτροφϐρηςη ςε 

πόκτωμα αγαρϐζησ 1% (w/v) του 

προώϐντοσ τησ πϋψησ του 

μεταςχηματιςμϋνου πλαςμιδύου 

pCR®Blunt-fae_96478 απϐ τα ϋνζυμα ClaI 

και XbaI. την αριςτερό ςτόλη φαύνονται 

τα μοριακϊ βϊρη των πρϐτυπων μορύων 

DNA γνωςτοϑ μεγϋθουσ (Hypperladder™ 

I: 200 bp-10 kb, Bioline, Η.Π.Α). τισ 

ςτόλεσ 1-4 εμφανύζεται ο φορϋασ 

pCR®Blunt (3512 bp) και το ϋνθετο 

γονύδιο (1187 bp).  

1         2       3       4 
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Εικβνα 6.11: Διαδικαςύα απομϊκρυνςησ των εςωνύων του γονιδύου fae_96478 και 

ματύςματοσ των εξωνύων (ΟΕ1+ΟΕ2+ΟΕ3) με χρόςη αλυςιδωτόσ αντύδραςησ 

πολυμερϊςησ με επϋκταςη μϋςω επικϊλυψησ εκκινητϔν (Overlapping Extension PCR, 

SOE-PCR). 

 

Αναλυτικϐτερα, για κϊθε εξϔνιο εφαρμϐςτηκε μια αντύδραςη PCR ςτισ 

ςυνθόκεσ που αναγρϊφονται ςτον πύνακα 5.3. Σα προκϑπτοντα προώϐντα, τα 
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οπούα περιεύχαν μια αλληλεπικαλυπτϐμενη νουκλεοτιδικό περιοχό, 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτην πορεύα ωσ DNA-ςτϐχοσ για την τελικό PCR, ςτην οπούα 

προςτϋθηκαν ωσ εναρκτόρια μϐρια οι δϑο εξωτερικού, ειδικού για το γονύδιο 

fae_96478 εκκινητϋσ (StFaeB96478F & StFaeB96478R). Σο μϋγεθοσ του τελικοϑ 

προώϐντοσ υπολογύςτηκε ςτισ 864 bp περύπου και προόλθε απϐ την 

υβριδοπούηςη των τριϔν εξωνύων (129 bp + 360 bp + 375 bp). την εικϐνα 6.11 

περιγρϊφεται λεπτομερϔσ η διαδικαςύα που ακολουθόθηκε βόμα προσ βόμα για 

την αφαύρεςη των εςωνύων και το μϊτιςμα των εξωνύων. 

Έπειτα απϐ την επιτυχημϋνη απομϊκρυνςη των δϑο εςωνύων απϐ το 

γονύδιο ακολοϑθηςε η μεταφορϊ του ζητοϑμενου γονιδύου ςτο πλαςμύδιο 

pPICZαC (3598 bp) (Invitrogen, Η.Π.Α.). Αρχικϊ πραγματοποιόθηκε η πϋψη του 

αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου pCR® Blunt με τα ϋνζυμα περιοριςμοϑ ClaI και 

XbaI, τα οπούα αναγνωρύζουν τισ ειδικϋσ θϋςεισ πϊνω ςτουσ εκκινητϋσ 

StFaeB96478F και StFaeB96478R, του γονιδύου. Σο προώϐν τησ πϋψησ 

εξετϊςτηκε ςε πόκτωμα αγαρϐζησ και ϋπειτα απομακρϑνθηκε απϐ αυτϐ 

(Perfectprep Gel Clean up, Macherey-Nagel, Γερμανύα). Σο γονύδιο που ϋφερε 

μονϐκλωνα κολλϔδη ϊκρα, ενϔθηκε με αντύδραςη λιγϊςησ με τον πλαςμιδιακϐ 

φορϋα pPICZαC, ο οπούοσ ϋφερε τα αντύςτοιχα ςυμβατϊ ςυμπληρωματικϊ ϊκρα. 

Σο αναςυνδυαςμϋνο πλαςμύδιο ειςόχθη ςε ςτελϋχη E. coli TOP10F’ μετϊ απϐ 

θερμικϐ ςοκ ςε θερμοκραςύα 42OC για 90 sec. Παρϊλληλα, πραγματοποιόθηκαν 

και αντιδρϊςεισ ελϋγχου, απουςύα ϋνθετου DNA ό ϋνθετου DNA-λιγϊςησ, καθϔσ 

η απϐδοςη τησ τεχνητόσ ςϑνδεςησ των τμημϊτων DNA ςτην παροϑςα 

διαδικαςύα μεταβϊλλεται ανϊλογα με το ποςοςτϐ του πλαςμιδύου το οπούο ϋχει 

υποςτεύ διπλό πϋψη.  

 

 

 

Εικβνα 6.12: Η περιοχό πολλαπλόσ κλωνοπούηςησ του πλαςμιδιακοϑ φορϋα pPICZαC 

με το ενςωματωμϋνο γονύδιο fae_96478. Απϐ αριςτερϊ φαύνονται η ςηματοδοτικό 

αλληλουχύα α-factor, η οπούα επιτρϋπει την ϋκκριςη τησ εςτερϊςησ ςτον εξωκυττϊριο 

χϔρο, ο επύτοποσ c-myc και τα ϋξι κωδικϐνια His που διευκολϑνουν την ανύχνευςη τησ 

πρωτεϏνησ και τον καθαριςμϐ τησ.  
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Η επιλογό των αποικιϔν των βακτηρύων, τα οπούα μεταςχηματύςτηκαν 

επιτυχϔσ, ϋγινε παρουςύα του αντιβιοτικοϑ ζεοςύνη. Μετϊ την απομϐνωςη του 

DNA ςε μικρό κλύμακα, πραγματοποιόθηκε ϋλεγχοσ του προώϐντοσ ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ, ϋπειτα απϐ πϋψη με τα περιοριςτικϊ ϋνζυμα ClaI και XbaI, και 

επιβεβαύωςη τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ του γονιδύου. Πριν την 

ενςωμϊτωςη του κατϊλληλου κλϔνου ςτο γονιδύωμα του ζϑμησ P. pastoris, 

εφαρμϐςθηκε πολλαπλαςιαςμϐσ και απομϐνωςη μεγαλϑτερησ κλύμακασ 

πλαςμιδιακοϑ DNA, με τη χρόςη του ςυςτόματοσ των χημικϔν αντιδραςτηρύων 

τησ Macherey-Nagel, NucleoBond® Xtra Midi (περύπου 220 μg καθαροϑ 

πλαςμιδιακοϑ DNA). Ποςϐτητα του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου που 

προϋκυψε απϐ την παραπϊνω διαδικαςύα αποθηκεϑτηκε και φυλϊχτηκε για 

μελλοντικό χρόςη ςε θερμοκραςύα -80OC. 

Για τον αποδοτικϐτερο αναςυνδυαςμϐ ϋγινε πρϔτα γραμμικοπούηςη του 

πλαςμιδύου pPICZαC-fae_96478, με πϋψη απϐ την περιοριςτικό ενδονουκλεϊςη 

SacI. Σο γραμμικϐ μϐριο DNA ελϋγχθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

αγαρϐζησ 1% (w/v), ενϔ η απομϊκρυνςη του ενζϑμου ϋγινε με ςτόλη 

καθαριςμοϑ DNA τησ Macherey-Nagel. Ποςϐτητα απϐ το παραπϊνω DNA ύςη με 

5-10 μg χρηςιμοποιόθηκε για τον μεταςχηματιςμϐ επιδεκτικϔν κυττϊρων απϐ 

το ςτϋλεχοσ X33 του μικροοργανιςμοϑ P. pastoris, με τη χρόςη τησ μεθϐδου τησ 

ηλεκτροδιϊτρηςησ. Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται εκτενϔσ 

ςτην παρϊγραφο 4.3.9.  

Μετϊ το τϋλοσ τησ διαδικαςύασ του αναςυνδυαςμοϑ ϋγινε επύςτρωςη των 

μεταςχηματιςμϋνων με το πλαςμύδιο pPICZαC-fae_96478, κυττϊρων ζϑμησ ςε 

ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS παρουςύα του αντιβιοτικοϑ ζεοςύνη και επϔαςη ςε 

θερμοκραςύα 30ΟC για τρεισ περύπου ημϋρεσ. Οι αποικύεσ που αναπτϑχθηκαν ςτα 

τρυβλύα petri εξετϊςτηκαν ςτην πορεύα, για την παρουςύα του 

αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου.  

Αρχικϊ, ϋγινε προκαταρκτικϐσ ϋλεγχοσ ςε 16 περύπου αποικύεσ τησ ζϑμησ, 

οι οπούεσ μεταφϋρθηκαν ταυτϐχρονα ςε τρυβλύα με θρεπτικϐ υλικϐ MM και MD. 

το θρεπτικϐ μϋςο ΜΜ επϊγεται η παραγωγό τησ πρωτεϏνησ, λϐγω τησ ϑπαρξησ 

μεθανϐλησ, ενϔ ςτο θρεπτικϐ MD επιτυγχϊνεται η αϑξηςη τησ κυτταρικόσ 

βιομϊζασ, λϐγω τησ παρουςύασ γλυκϐζησ. Έπειτα απϐ 24 ϔρεσ επϔαςησ ςε 
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θερμοκραςύα 30OC, τα τρυβλύα ΜΜ επιςτρϔθηκαν με διϊλυμα ϊγαρ 1% (w/v), 

το οπούο περιεύχε το ειδικϐ για την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ φθορύζον 

υπϐςτρωμα του φερουλικοϑ εςτϋρα τησ μεθυλ-ουμπελλι-φερυλομϊδασ (MeUF-

ferulate). Σο προώϐν τησ υδρϐλυςησ του ςυγκεκριμϋνου υποςτρϔματοσ, ϐπωσ 

προαναφϋρθηκε, εύναι η 4-μεθυλ-ουμπελλι-φερυλομϊδα (4-methylumbelliferyl), 

η οπούα μετϊ απϐ ϋκθεςη ςε υπεριϔδη ακτινοβολύα (302 nm) εμφανύζει 

φθοριςμϐ. Σα τρυβλύα ελϋγχθηκαν λεπτομερϔσ για το ςχηματιςμϐ κηλύδων 

φθοριςμοϑ γϑρω απϐ τισ υπϐ εξϋταςη αποικύεσ τησ ζϑμησ (εικϐνα 6.13). Ωσ 

αρνητικϐσ μϊρτυρασ χρηςιμοποιόθηκε το ςτϋλεχοσ τησ P. pastoris που ϋφερε τον 

πλαςμιδιακϐ φορϋα ελϋγχου. 

 

Εικβνα 6.13: Σρυβλύα petri με θρεπτικϐ υλικϐ MM και το ειδικϐ για την εςτερϊςη του 

φερουλικοϑ οξϋοσ υπϐςτρωμα MeUF-ferulate. (α) χηματιςμϐσ κηλύδων φθοριςμοϑ 

γϑρω απϐ τισ αναςυνδυαςμϋνεσ αποικύεσ τησ ζϑμησ. (β) τϋλεχοσ τησ P. pastoris, ςτο 

οπούο ϋχει ειςηχθό ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ελϋγχου. 

 

Πϋντε απϐ τισ αποικύεσ τησ ζϑμησ, που παρουςύαςαν εντονϐτερεσ ζϔνεσ 

φθοριςμοϑ ςτο ςτερεϐ υπϐςτρωμα MM, μεταφϋρθηκαν απϐ τα αντύςτοιχα 

τρυβλύα MΜ ςε υγρϋσ καλλιϋργειεσ μικρόσ κλύμακασ για περαιτϋρω επεξεργαςύα. 

Απϐ το υπερκεύμενο των καλλιεργειϔν λαμβϊνονταν μικρϊ δεύγματα κϊθε 24 h 

για τισ πρϔτεσ επτϊ ημϋρεσ επϔαςησ, προκειμϋνου να ελεγχθοϑν τα επύπεδα 

ϋκφραςησ του αναςυνδυαςμϋνου γονιδύου. Κϊθε 24 h προςτύθετο 0,5% (v/v) 

μεθανϐλησ ςτισ καλλιϋργειεσ τησ ζϑμησ. ε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ παρατηρόθηκε η 

ϋκκριςη ενϐσ βαςικοϑ πρωτεώνικοϑ μορύου βϊρουσ 39 kDa, ςϑμφωνα με 

αποτελϋςματα που προϋκυψαν απϐ ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

(α) (β) 
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πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE). Αντιθϋτωσ, δεν ανιχνεϑθηκε πρωτεϏνη ςτο 

ςτϋλεχοσ ςτο οπούο ειςόχθη ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ελϋγχου.  

Ο ϋλεγχοσ για ενεργϐτητα εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτα 

μεταςχηματιςμϋνα ςτελϋχη ϋγινε με κατϊλληλεσ δοκιμϋσ με χρόςη 

απαμυλωμϋνου πιτϑρου ςύτου ωσ υπϐςτρωμα παρουςύα ξυλανϊςησ, ενϔ η 

ανύχνευςη του υδρολυϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ ϋγινε με τη βοόθεια ςυςτόματοσ 

χρωματογραφικοϑ διαχωριςμοϑ HPLC (παρϊγραφοσ 4.4.5.i). 

Σο ςτϋλεχοσ τησ ζϑμησ, το οπούο ςυγκριτικϊ με τα υπϐλοιπα, εξϋφραζε τη 

ζητοϑμενη πρωτεϏνη ςε μεγαλϑτερεσ ςυγκεντρϔςεισ, επιλϋχθηκε για περαιτϋρω 

μελϋτη. το διϊγραμμα 6.13 παρουςιϊζεται μια τυπικό καμπϑλη τησ ετερϐλογησ 

παραγωγόσ του ενζϑμου ςυναρτόςει του χρϐνου επϔαςησ. ϑμφωνα με το 

παρακϊτω γρϊφημα, ενεργϐτητα εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ ανιχνεϑθηκε 

ςτο εξωκυτταρικϐ υλικϐ τησ καλλιϋργειασ 12 h μετϊ τον εμβολιαςμϐ, ενϔ η 

μϋγιςτη παραγωγό (930 U/L) ςημειϔθηκε μετϊ το πϋρασ 192 h επϔαςησ. 

 

 

6.3.2 Παραγωγό και απομόνωςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ 

StFaeB-96478 

 

Όπωσ προαναφϋρθηκε, η παραγωγό μιασ αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ 

απϐ το ζυμομϑκητα, προϒποθϋτει τη ςυνεχό προςθόκη μεθανϐλησ ςτο θρεπτικϐ 

μϋςο. Η μεθανϐλη ενεργοποιεύ τον υποκινητό τησ αλκοολικόσ οξειδϊςησ (ΑΟΧ1), 

ο οπούοσ βρύςκεται πϊνω ςτο πλαςμιδιακϐ φορϋα pΡΙCΖαC και η 

νεοςυντιθϋμενη αναςυνδυαςμϋνη εςτερϊςη οδηγεύται με τη βοόθεια τησ 

Διάγραμμα 6.13: Συπικό 

καμπϑλη παραγωγόσ τησ 

εςτερϊςησ StFaeB απϐ τη ζϑμη 

P. pastoris, ςυναρτόςει του 

χρϐνου. 
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ςηματοδοτικόσ αλληλουχύασ α-factor τησ ζϑμησ S. cerevisiae, ςτο υπερκεύμενο 

τησ καλλιϋργειασ των κυττϊρων απϐ ϐπου ςυλλϋγεται και απομονϔνεται απϐ τισ 

υπϐλοιπεσ εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ P. pastoris. 

Ο μεταςχηματιςμϋνοσ κλϔνοσ του ζυμομϑκητα, ο οπούοσ βρϋθηκε ςε 

προηγοϑμενο ςτϊδιο να παρϊγει την εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε 

μεγαλϑτερεσ ςυγκεντρϔςεισ ςυγκριτικϊ με τουσ υπϐλοιπουσ, χρηςιμοποιόθηκε 

για την παραγωγό πρωτεϏνησ ςε καλλιϋργειεσ BMMY μεγϊλησ κλύμακασ, 

ςυνολικοϑ ϐγκου 2 L. Μετϊ το πϋρασ επτϊ ημερϔν και ενϔ προςτύθετο 

καθημερινϔσ 0,5% μεθανϐλη (v/v), η καλλιϋργεια φυγοκεντρόθηκε (5000 rpm, 

Model J2-21, Beckman Coulter, Η.Π.Α.) και το υπερκεύμενο, το οπούο περιεύχε την 

εκκρινϐμενη εςτερϊςη ςυλλϋχθηκε. Κατϐπιν, ϋγινε διόθηςη υπϐ κενϐ, ϔςτε να 

απομακρυνθοϑν τυχϐν κυτταρικϊ θραϑςματα και ςυμπϑκνωςη του διαλϑματοσ 

με τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ (MW cut off 10 kDa). το ςυμπϑκνωμα 

παρϋμεινε τελικϊ το κλϊςμα των πρωτεώνϔν με μοριακϐ βϊροσ πϊνω απϐ 

10 kDa, ςυνολικοϑ ϐγκου περύπου 50 mL. 

Ο διαχωριςμϐσ τησ εςτερϊςησ απϐ το παραπϊνω μεύγμα, ϋγινε με 

Φρωματογραφύα υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου (IMAC), ενϔ 

προηγουμϋνωσ το ενζυμικϐ παραςκεϑαςμα εξιςορροπόθηκε με το ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα Talon. Σο πρωτϐκολλο που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται εκτενϋςτερα 

ςτην παρϊγραφο 4.4.1.iv. 

Αναλυτικϐτερα, ςε πρϔτο ςτϊδιο ϋγινε η ειςαγωγό του πρωτεώνικοϑ 

εκχυλύςματοσ ςτη ςτόλη, η οπούα εύχε προηγουμϋνωσ εξιςορροπηθεύ με 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα Talon pH 8,0. τη ςυνϋχεια, το υλικϐ εκπλϑθηκε 

προκειμϋνου να απομακρυνθοϑν οι πρωτεϏνεσ, οι οπούεσ δεν προςδϋθηκαν ςτη 

ρητύνη. Η απϐκριςη του ανιχνευτό ςτο ςτϊδιο αυτϐ (0-50 mL), ϐπωσ φαύνεται 

και ςτο παρακϊτω χρωματογρϊφημα (διϊγραμμα 6.14) προόλθε απϐ αυτϐλογεσ 

πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ και απϐ διϊφορα ςυςτατικϊ του αρχικοϑ δεύγματοσ, τα 

οπούα πιθανϐτατα απορροφοϑν ςε μόκοσ κϑματοσ 280 nm. Σα μϐρια που 

ςυγκρατόθηκαν ςτο υλικϐ τησ ςτόλησ εκλοϑςτηκαν ϋπειτα απϐ προςθόκη 

ρυθμιςτικοϑ διαλϑματοσ με βαθμύδωςη ϊλατοσ ιμιδαζολύου (5 ϋωσ 100 mM ςε 

χρονικό διϊρκεια 30 min), το οπούο ανταγωνύζεται τα αμινοξϋα ιςτιδύνησ ςτη 

μότρα κοβαλτύου απελευθερϔνοντασ ϋτςι τα προςδεδεμϋνα μϐρια. Σα κλϊςματα 

που αντιςτοιχοϑςαν ςτο ςτϊδιο ϋκλουςησ τησ καθαρόσ πρωτεϏνησ ςυλλϋχθηκαν 
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και αναμεύχθηκαν, υποβλόθηκαν ςε εξιςορρϐπηςη με το κατϊλληλο ρυθμιςτικϐ 

διϊλυμα, με τη μϋθοδο τησ διαπύδυςησ απϐ μεμβρϊνεσ κυτταρύνησ (Dialysis 

tubing cellulose membrane, flat width 25 mm, 12000 Daltons, Sigma-Aldrich) και 

ςυμπυκνϔθηκαν ςε τελικϐ ϐγκο 20 mL με τη χρόςη ςυςκευόσ υπερδιόθηςησ 

Stirred Cell Model 8400 και μεμβρϊνεσ PM-10 (cut off 10 kDa).  

 

Διάγραμμα 6.14: Απομϐνωςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ StFaeB απϐ το 

μικροοργανιςμϐ S. thermophile με τη μϋθοδο τησ Φρωματογραφύασ υγγενεύασ 

Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου. (—) απϐκριςη του ανιχνευτό ςτα 280 nm, (-·-·-) 

βαθμύδωςη ϊλατοσ ιμιδαζολύου (mM). Σα κλϊςματα που αντιςτοιχοϑν ςε ϐγκο 

ϋκλουςησ 87 ϋωσ 112 mL, αποτελοϑν την καθαρό πρωτεϏνη που παρϊχθηκε απϐ το 

μικροοργανιςμϐ P. pastoris.  

 

τη ςυνϋχεια παρουςιϊζεται το πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ StFaeB (πύνακασ 6.4). υνολικϊ, επετεϑχθη καθαριςμϐσ 

του αναςυνδυαςμϋνου ενζϑμου κατϊ 11,9 φορϋσ, με ποςοςτϐ ανϊκτηςησ τησ 

ενεργϐτητασ 48,2%. Η ολικό πρωτεϏνη (U/mg) μειϔθηκε κατϊ 25 φορϋσ 

περύπου, ενϔ αντιθϋτωσ η ειδικό ενεργϐτητα αυξόθηκε κατϊ 12 φορϋσ. 

 

Πίνακασ 6.4: Πρωτϐκολλο καθαριςμοϑ τησ εςτερϊςησ StFaeB του S. thermophile. 

Στάδιο 
καθαριςμογ 

Ολική 
πρωτεανη 

(mg) 

Ολική 
ενεργβτητα 

(U) 

Ειδική 
ενεργβτητα 

(U/mg) 

Απβδοςη 
ενεργβτητασ 

(%) 

Βαθμβσ 
καθαριςμογ 

Ενζυμικβ 
εκχγλιςμα 

42,87 258,3 6,03 100 - 

Υπερδιήθημα 18,36 169,7 9,25 65,7 1,5 
IMAC 1,74 124,5 71,59 48,2 11,9 
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6.3.3 Μελϋτη των φυςικοχημικών χαρακτηριςτικών τησ εςτερϊςησ του 

φερουλικού οξϋοσ StFaeB-96478 

 

Σο μοριακϐ βϊροσ και ο βαθμϐσ καθαρϐτητασ τησ πρωτεϏνησ μετϊ το 

τϋλοσ τησ διαδικαςύασ απομϐνωςόσ τησ, προςδιορύςτηκαν με τη μϋθοδο τησ 

ηλεκτροφϐρηςησ ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Για την εμφϊνιςη των πρωτεώνικϔν μορύων 

χρηςιμοποιόθηκε η χρϔςη με Coomassie Brilliant Blue G-250. Μετϊ απϐ τον 

αποχρωματιςμϐ του πηκτϔματοσ παρατηρόθηκε μια ζϔνη ςτα 39 kDa, ϐπωσ 

προόλθε απϐ τη ςϑγκριςη με το διϊλυμα πρωτεώνϔν γνωςτοϑ μοριακοϑ βϊρουσ 

(εικϐνα 6.14.α). Η απουςύα ϊλλων ζωνϔν υποδηλϔνει ϐτι ο καθαριςμϐσ όταν 

επιτυχόσ και η εςτερϊςη StFaeB απομονϔθηκε πλόρωσ απϐ τισ υπϐλοιπεσ 

εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ P. pastoris. ϑγκριςη των αποτελεςμϊτων με 

βιβλιογραφικϊ δεδομϋνα, απϋδειξε ϐτι το μοριακϐ τησ βϊροσ κυμαύνεται ςτα ύδια 

ςχεδϐν επύπεδα με ϊλλεσ εςτερϊςεσ τϑπου Β, ϐπωσ εύναι η Fae-1 απϐ το N. crassa 

ετερϐλογα εκφραςμϋνη απϐ τη ζϑμη P. pastoris (35 kDa, Crepin et al., 2003) και η 

TsFaeB απϐ το μϑκητα T. stipitatus (35 kDa, Garcia-Conesa et al., 2004). 

Ωςτϐςο, η τιμό που υπολογύςτηκε εύναι υψηλϐτερη απϐ αυτό που 

προβλϋπει το λογιςμικϐ εργαλεύο ProtParam, του υπολογιςτικοϑ προγρϊμματοσ 

ExPASY (32303 Dalton, Gasteiger et al., 2005), ςτην οπούα ϋχουν ςυμπεριληφθεύ 

τα μοριακϊ βϊρη του myc-επιτϐπου και τησ «ουρϊσ» των ϋξι καταλούπων 

ιςτιδύνησ (ςϑνολο 2,8 kDa). Πιθανϐτατα η απϐκλιςη μϊζασ να ςχετύζεται με την 

παρουςύα τησ ακολουθύασ των τριϔν αμινοξϋων Asn-Xaa-Ser/Thr, τα οπούα 

προαπαιτοϑνται για μετα-μεταφραςτικϋσ τροποποιόςεισ του μορύου, ϐπωσ εύναι 

η N-γλυκοζυλύωςη. Με τη βοόθεια των διακομιςτϔν NetNGlyc 1.0 και NetNGlyc 

3.1 (Bloom et al. 2004, Julenius et al. 2005), εκτιμϊται ϐτι υπϊρχουν τρεισ θϋςεισ 

Ν-γλυκοζυλύωςησ πϊνω ςτην StFaeB ςε κατϊλοιπα Asn, ενϔ παρϊλληλα δεν 

υπόρξε πρϐβλεψη για πιθανϋσ θϋςεισ Ο-γλυκοζυλύωςησ ςε ολϐκληρο το μόκοσ 

τησ πρωτεώνικόσ αλληλουχύασ. 

Ο προςδιοριςμϐσ του ιςοηλεκτρικοϑ ςημεύου τησ εςτερϊςησ, 

πραγματοποιόθηκε με τη μϋθοδοσ τησ ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (IEF-PAGE, Isoelectric Focusing-PAGE) για εϑροσ τιμϔν pH 

απϐ 3,0 ϋωσ 9,0. Η εμφϊνιςη των πρωτεώνϔν ϋγινε και ςτην περύπτωςη αυτό με 
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χρϔςη Coomassie Brilliant Blue. Η τιμό του pI υπολογύςτηκε περύπου 3,7 με τη 

βοόθεια του πρϐτυπου διαλϑματοσ μεύγματοσ πρωτεώνϔν γνωςτϔν 

ιςοηλεκτρικϔν ςημεύων (εικϐνα 6.14.β). 

 

  

 

Εικβνα 6.14: (α) Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με 

βαθμϐ πολυμεριςμοϑ 12,5%. Στήλη 1: πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). Στήλη 2: Απομονωμϋνη πρωτεϏνη StFaeB. 

Στήλη 3: Κλϊςμα ϋκπλυςησ τησ ρητύνησ. Στήλη 4: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ 

καλλιϋργειασ τησ ζϑμησ P. pastoris. (β) Ηλεκτροφϐρηςη ιςοηλεκτρικόσ εςτύαςησ ςε 

πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου. Στήλη 1: Απομονωμϋνη πρωτεϏνη StFaeB. Στήλη 2: 

Πρϐτυπο διϊλυμα πρωτεώνϔν (Broad pI kit, pH 3,0-10,0, Pharmacia). 

 

 

116 kDa 

66.0 kDa 

45.0 kDa 

25.0 kDa 

18.4 kDa 

39 kDa 

1                    2           3            4 

(α) 
1 

35.0 kDa 

14.4 kDa 

 1                           2      

9.30 

4.55 

5.20 

5.85 

8.15 
8.45 
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3.70 
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Κεφϊλαιο 7: Εύρεςη του ενεργού κϋντρου των εςτεραςών του 

φερουλικού οξϋοσ, FoFaeC και StFaeB, με ςημειακό 

μεταλλαξιγϋνεςη 

 

ο ενεργϐ κϋντρο των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ 

ϋχει προαναφερθεύ ςτην παρϊγραφο 2.8.1 του θεωρητικοϑ 

μϋρουσ, αποτελεύται απϐ το χαρακτηριςτικϐ ςυντηρημϋνο 

μοτύβο τησ οικογϋνειασ των εςτεραςϔν τησ ςερύνησ [G-X-S-X-G] (Brenner, 1988, 

Dodson and Wlodawer, 1998), ϐπου μια ςερύνη ςυμμετϋχει ςτο ενεργϐ κϋντρο 

του ενζϑμου και ςυναντϊται ςτη μϋςη του πενταπεπτιδύου, δϑο οποιαδόποτε 

αμινοξϋα, «πλαιςιϔνουν» τη ςερύνη και διαφοροποιοϑνται ςε κϊθε ϋνζυμο και 

δϑο γλυκύνεσ εντοπύζονται ςτα δϑο ϊκρα του μοτύβου εκατϋρωθεν των δϑο 

αμινοξϋων. 

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό, χρηςιμοποιϔντασ την τεχνικό τησ 

ςημειακόσ μεταλλαξιγϋνεςησ, πραγματοποιόθηκε μια προςπϊθεια εντοπιςμοϑ 

τησ ςερύνησ τησ καταλυτικόσ τριϊδασ των αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFaeC-12213 και StFaeB-96478. Ο ςχεδιαςμϐσ των 

ςυγκεκριμϋνων πειραμϊτων ςτηρύχτηκε ςτην αντικατϊςταςη μιασ και μϐνο 

βϊςησ τησ τριπλϋτασ που κωδικοποιεύ το κεντρικϐ αμινοξϑ του πενταπεπτιδύου, 

τη ςερύνη (CGC), με ςκοπϐ τη δημιουργύα παρερμηνεϑςιμησ μετϊλλαξησ 

(missence mutation, μετϊλλαξη που οδηγεύ ςτο ςχηματιςμϐ τριπλϋτασ που 

κωδικοποιεύ διαφορετικϐ αμινοξϑ). 

Σ 
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7.1 Εύρεςη του ενεργού κϋντρου τισ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ 

FoFaeC-12213  

 

Και ςτισ δϑο περιπτϔςεισ των αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςϔν 

εφαρμϐςτηκε η μϋθοδοσ τησ κατευθυνϐμενησ μεταλλαξιγϋνεςησ, με αλυςιδωτό 

αντύδραςη πολυμερϊςησ με επϋκταςη μϋςω επικϊλυψησ εκκινητϔν. Η 

πειραματικό διαδικαςύα που ακολουθόθηκε περιγρϊφηκε αναλυτικϊ ςτην 

παρϊγραφο 4.3.4.ii. Οι εςωτερικού εκκινητϋσ που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην 

περύπτωςη τησ εςτερϊςησ απϐ το F. oxysporum FoFaeC για την μετϊλλαξη 

ςημεύου όταν οι S217A_F (5’-CTTACTATCTTGGATGCGCAACTGGTGGACGACAA-

3’) και S217A_R (5’-TTGTCGTCCACCAGTTGCGCATCCAAGATAGTAAG-3’), οι 

οπούοι περιεύχαν μια αλλαγό (CGCTGC) ςτην πρϔτη βϊςη τησ νουκλεοτιδικόσ 

τριπλϋτασ ςτη θϋςη 217. Η ςημειακό αυτό αλλαγό ςτη ςυγκεκριμϋνη βϊςη 

κωδικοποιεύ για το μη-πολικϐ αμινοξϑ αλανύνη αντύ τησ ςερύνησ των αρχικϔν 

μεταγρϊφων. Σα εναρκτόρια μϐρια υβριδοποιόθηκαν πϊνω ςτο 

μεταςχηματιςμϋνο πλαςμύδιο pPICZαC-foxg_12213.2 ςϑμφωνα με τισ ςυνθόκεσ 

που παρουςιϊςτηκαν ςτην 4.3.4.ii και το προώϐν τησ αντύδραςησ PCR υπϋςτη 

πϋψη με το ϋνζυμο περιοριςμοϑ DpnI, το οπούο κϐβει το μεθυλιωμϋνο και 

ημιμεθυλιωμϋνο DNA. Έτςι το νεοςυντιθϋμενο μεταςχηματιςμϋνο πλαςμύδιο με 

τη θεμιτό μετϊλλαξη, παρϋμεινε ανϋπαφο μετϊ την διαδικαςύα πϋψησ, ενϔ τα 

μητρικϊ πλαςμύδια αποδιατϊχθηκαν απϐ την ενδονουκλεϊςη. Ο προςδιοριςμϐσ 

τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ και τησ παρουςύασ τησ μετϊλλαξησ, ϋγινε μετϊ απϐ 

κλωνοπούηςη του πλαςμιδύου ςε βακτηριακϊ κϑτταρα E. coli TOP10F’ και την 

επιλογό των μεταςχηματιςμϋνων αποικιϔν παρουςύα ζεοςύνησ. 

Ακολοϑθηςε γραμμικοπούηςη του πλαςμιδύου και ενςωμϊτωςό του ςτο 

γονιδύωμα του ζυμομϑκητα P. pastoris X33 με ηλεκτροδιϊτρηςη, ενϔ ςτην 

πορεύα ϋγινε επύςτρωςη των μεταςχηματιςμϋνων με το πλαςμύδιο pPICZαC-

FoFaeC S217A κυττϊρων ζϑμησ ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ YPDS παρουςύα 

ζεοςύνησ και επϔαςη ςε θερμοκραςύα 30ΟC για 3 ημϋρεσ. Πϋντε αποικύεσ απϐ 

αυτϋσ που αναπτϑχθηκαν μεταφϋρθηκαν ςε υγρϋσ καλλιϋργειεσ BMMY μικρόσ 

κλύμακασ και ελϋγχθηκαν ϋπειτα απϐ τρεισ ημϋρεσ επϔαςησ, για την παρουςύα 

του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου, ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE). 

Καθημερινϊ προςτύθετο 0,5% (v/v) μεθανϐλησ ςτισ κυτταρικϋσ καλλιϋργειεσ. ε 
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τϋςςερισ απϐ αυτϋσ τισ περιπτϔςεισ παρατηρόθηκε η ϋκκριςη ενϐσ βαςικοϑ 

πρωτεώνικοϑ μορύου βϊρουσ 68 kDa, περύπου, ενϔ αντιθϋτωσ δεν ανιχνεϑθηκε 

πρωτεϏνη ςτο ςτϋλεχοσ ςτο οπούο ειςόχθη ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ ελϋγχου. 

τη ςυνϋχεια, το μεταςχηματιςμϋνο ςτϋλεχοσ του ζυμομϑκητα, το οπούο 

βρϋθηκε απϐ τα αποτελϋςματα τησ ηλεκτροφϐρηςησ ϐτι εκφρϊζει την 

FoFaeC S217A, χρηςιμοποιόθηκε για την παραγωγό πρωτεϏνησ ςε καλλιϋργειεσ 

μεγϊλησ κλύμακασ, απϐ ϐπου και απομονϔθηκε με τη μϋθοδο τησ 

Φρωματογραφύασ υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου, ακριβϔσ ϐπωσ και 

ςτην περύπτωςη τησ εςτερϊςησ FoFaeC. 

Σο μοριακϐ βϊροσ τησ πρωτεϏνησ, καθϔσ και ο βαθμϐσ καθαρϐτητασ που 

προϋκυψε απϐ τη διαδικαςύα απομϐνωςόσ τησ, προςδιορύςτηκαν με τη μϋθοδο  

SDS-PAGE, ενϔ για την εμφϊνιςη των πρωτεώνικϔν μορύων χρηςιμοποιόθηκε η 

χρϔςη με Coomassie Brilliant Blue G-250. Μετϊ τον αποχρωματιςμϐ του 

πηκτϔματοσ παρατηρόθηκε μια ζϔνη ςτα ~68 kDa, τιμό η οπούα αποκλύνει απϐ 

τη θεωρητικό τιμό του μοριακοϑ βϊρουσ (59.394 Daltons, ProtParam, ExPASy, 

Gasteiger et al., 2005), πιθανϐτατα λϐγω γλυκοζυλύωςησ τησ πρωτεϏνησ (6 

πιθανϋσ θϋςεισ Ν-γλυκοζυλύωςησ). Επιπλϋον, η απουςύα ϊλλων ζωνϔν 

υποδηλϔνει ϐτι ο καθαριςμϐσ όταν επιτυχόσ και η εςτερϊςη FoFaeC S217A 

απομονϔθηκε πλόρωσ απϐ τισ υπϐλοιπεσ εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ 

P. pastoris. 

 

Προκειμϋνου να επαληθευτεύ η απουςύα ενεργϐτητασ εςτερϊςησ ςτα 

μεταςχηματιςμϋνα ςτελϋχη, ϐπωσ ϊλλωςτε αναμϋνεται ωσ αποτϋλεςμα τησ 

ςημειακόσ μετϊλλαξησ ςτο αμινοξϑ τησ ςερύνησ, πραγματοποιόθηκαν 

Εικβνα 7.1: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Στήλη 1: πρϐτυπο 

διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). 

Στήλεσ 2 & 3: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ 

καλλιϋργειασ τησ ζϑμησ P. pastoris και 

απομονωμϋνη πρωτεϏνη FoFaeC S217A, 

αντύςτοιχα. 

116 kDa 

66.0 kDa 

45.0 kDa 

25.0 kDa 

18.4 kDa 

35.0 kDa 

14.4 kDa 

1               2                 3 

68 kDa 
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κατϊλληλεσ δοκιμϋσ χρηςιμοποιϔντασ ωσ υποςτρϔματα μεθυλ-υδροξυ-

κινναμικϊ οξϋα και απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου παρουςύα ξυλανϊςησ. Η απϔλεια 

τησ ικανϐτητασ του ενζϑμου να υδρολϑει τα παραπϊνω υποςτρϔματα 

ελϋγχθηκε με τη βοόθεια ςυςτόματοσ χρωματογραφικοϑ διαχωριςμοϑ HPLC, 

ςϑμφωνα με τα αποτελϋςματα του οπούου δεν ανιχνεϑθηκε ελεϑθερο φερουλικϐ 

οξϑ μετϊ το τϋλοσ τησ αντύδραςησ. 

 

7.2 Εύρεςη του ενεργού κϋντρου τισ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ 

StFaeB-96478 

 

Η παρουςύα τησ ςερύνησ ςτο καταλυτικϐ κϋντρο τησ εςτερϊςησ StFaeB, 

επιβεβαιϔθηκε, ϐπωσ και ςτην περύπτωςη τησ FoFaeC με τη μϋθοδο τησ 

κατευθυνϐμενησ μεταλλαξιγϋνεςησ, με αλυςιδωτό αντύδραςη πολυμερϊςησ με 

επϋκταςη μϋςω επικϊλυψησ εκκινητϔν. Οι εςωτερικού εκκινητϋσ που 

χρηςιμοποιόθηκαν για την μετϊλλαξη ςημεύου όταν οι S118F (5’-

CCATGGGCTTCGCGTCCGGCGGC-3’) και S118R (5’-GCCGCCGGACGCGAAGCC 

CATGG-3’), οι οπούοι περιεύχαν μια αλλαγό (CGCΣGC) ςτην πρϔτη βϊςη τησ 

νουκλεοτιδικόσ τριπλϋτασ ςτη θϋςη 118. Σο αποτϋλεςμα τησ αλλαγόσ αυτόσ 

όταν η αντικατϊςταςη του αμινοξϑ τησ ςερύνησ με το μη-πολικϐ αμινοξϑ 

αλανύνη. Σα εναρκτόρια μϐρια υβριδοποιόθηκαν πϊνω ςτο μεταςχηματιςμϋνο 

πλαςμύδιο pPICZαC-faeB-96478 και το προώϐν τησ PCR υπϋςτη πϋψη με το 

ϋνζυμο περιοριςμοϑ DpnI, το οπούο ϐπωσ ϋχει προαναφερθεύ κϐβει το 

μεθυλιωμϋνο και ημιμεθυλιωμϋνο DNA, αφόνοντασ το νεοςυντιθϋμενο 

μεταςχηματιςμϋνο πλαςμύδιο ακϋραιο. Ο προςδιοριςμϐσ τησ ακολουθύασ και η 

επαλόθευςη τησ μετϊλλαξησ, ϋγινε μετϊ απϐ κλωνοπούηςη του πλαςμιδύου ςε 

βακτηριακϊ κϑτταρα E. coli TOP10F’ και επιλογό των μεταςχηματιςμϋνων 

αποικιϔν παρουςύα ζεοςύνησ. 

Έπειτα, πραγματοποιόθηκε γραμμικοπούηςη του πλαςμιδύου και 

ενςωμϊτωςό του ςτο γονιδύωμα του ζυμομϑκητα P. pastoris X33 με 

ηλεκτροδιϊτρηςη και ςτη ςυνϋχεια επύςτρωςη των μεταςχηματιςμϋνων με το 

πλαςμύδιο pPICZαC-StFaeB S118A κυττϊρων ζϑμησ ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ υλικϐ 

YPDS παρουςύα ζεοςύνησ. Πϋντε αποικύεσ απϐ αυτϋσ που αναπτϑχθηκαν ϋπειτα 

απϐ 3 ημϋρεσ επϔαςη ςε θερμοκραςύα 30ΟC, μεταφϋρθηκαν ςε υγρϋσ 
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καλλιϋργειεσ BMMY μικρόσ κλύμακασ και ελϋγχθηκαν ϋπειτα απϐ τρεισ ημϋρεσ 

επϔαςησ, για την παρουςύα του αναςυνδυαςμϋνου πλαςμιδύου, ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE). Η προςθόκη 0,5% (v/v) μεθανϐλησ ςτα 

κϑτταρα γινϐταν κϊθε 24 h. ε ϐλεσ τισ περιπτϔςεισ παρατηρόθηκε η ϋκκριςη 

ενϐσ βαςικοϑ πρωτεώνικοϑ μορύου βϊρουσ 38 kDa, περύπου, ενϔ αντιθϋτωσ δεν 

ανιχνεϑθηκε πρωτεϏνη ςτο ςτϋλεχοσ ςτο οπούο ειςόχθη ο πλαςμιδιακϐσ φορϋασ 

ελϋγχου. 

τη ςυνϋχεια, ο μεταςχηματιςμϋνοσ κλϔνοσ του ζυμομϑκητα, ο οπούοσ 

βρϋθηκε απϐ τα αποτελϋςματα τησ ηλεκτροφϐρηςησ ϐτι εκφρϊζει την εςτερϊςη 

StFaeB S118A, χρηςιμοποιόθηκε για την παραγωγό πρωτεϏνησ ςε καλλιϋργειεσ 

μεγϊλησ κλύμακασ, απϐ ϐπου και απομονϔθηκε με τη μϋθοδο τησ 

Φρωματογραφύασ υγγενεύασ Ακινητοποιημϋνου Μετϊλλου, ακριβϔσ ϐπωσ και 

ςτην περύπτωςη τησ εςτερϊςησ StFaeB. 

Σο μοριακϐ βϊροσ τησ πρωτεϏνησ, καθϔσ και ο βαθμϐσ καθαρϐτητασ που 

προϋκυψε απϐ τη διαδικαςύα απομϐνωςόσ τησ, προςδιορύςτηκαν με τη μϋθοδο  

SDS-PAGE, ενϔ για την εμφϊνιςη των πρωτεώνικϔν μορύων χρηςιμοποιόθηκε η 

χρϔςη με Coomassie Brilliant Blue G-250. Παρατηρόθηκε μια ζϔνη ςτα 38 kDa, 

τιμό η οπούα αποκλύνει απϐ τη θεωρητικό τιμό του μοριακοϑ βϊρουσ (29.507 

Daltons, ProtParam, ExPASy, Gasteiger et al., 2005), πιθανϐτατα λϐγω 

γλυκοζυλύωςησ τησ πρωτεϏνησ (3 πιθανϋσ θϋςεισ Ν-γλυκοζυλύωςησ). H απουςύα 

ϊλλων διακριτϔν ζωνϔν ςτο πόκτωμα υποδηλϔνει ϐτι η διαδικαςύα του 

καθαριςμοϑ όταν επιτυχόσ και η εςτερϊςη StFaeB S118A απομονϔθηκε πλόρωσ 

απϐ τισ υπϐλοιπεσ εξωκυτταρικϋσ πρωτεϏνεσ τησ P. pastoris (εικϐνα 7.2).  

Η απουςύα ενεργϐτητασ εςτερϊςησ ςτα μεταςχηματιςμϋνα ςτελϋχη, ωσ 

ςυνϋπεια τησ αντικατϊςταςησ τησ ςερύνησ ςτη θϋςη 118 τησ αμινοξικόσ 

αλληλουχύασ, διαπιςτϔθηκε με κατϊλληλεσ δοκιμϋσ χρηςιμοποιϔντασ 

υποςτρϔματα, ϐπωσ μεθυλ-υδροξυ-κινναμικϊ οξϋα και απαμυλωμϋνο πύτυρο 

ςύτου παρουςύα ξυλανϊςησ. τη ςυνϋχεια, με τη βοόθεια τησ μεθϐδου HPLC 

επαληθεϑτηκε η απϔλεια τησ ενεργϐτητασ του ενζϑμου, δεδομϋνου ϐτι δεν 

ανιχνεϑθηκαν ποςϐτητεσ ελεϑθερου φερουλικοϑ οξϋοσ μετϊ το τϋλοσ τησ 

υδρϐλυςησ. 
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7.2.1 Πρόβλεψη τησ δευτεροταγούσ και τησ τριτοταγούσ δομόσ τησ StFaeB-

96478 

 

Ο προςδιοριςμϐσ του ενεργοϑ κϋντρου και η ταυτοπούηςη τησ εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το S. thermophile, ςε ςυνδυαςμϐ με την πλόρη 

ανϊλυςη τησ πρωτοταγοϑσ τησ δομόσ μϋςα ςτην οπούα εύναι κωδικοποιημϋνη η 

φυςικό ςτερεοδιϊταξη τησ πρωτεϏνησ, ϋπαιξαν καθοριςτικϐ ρϐλο ςτην 

προςπϊθεια πρϐβλεψησ τησ δευτεροταγοϑσ, αλλϊ και τησ τριτοταγοϑσ τησ 

δομόσ. Σα κυριϐτερα υπολογιςτικϊ προγρϊμματα που χρηςιμοποιόθηκαν για το 

ςκοπϐ αυτϐ όταν το PSIPRED (Jones, 1999), το HHPRED (Söding et al., 2005) και 

το ProQ (Wallner & Elofsson, 2003)  

Αρχικϊ, με τη βοόθεια του εξυπηρετητό PSIPRED βρϋθηκε ϐτι η 

δευτεροταγόσ δομό του πρωτεώνικοϑ μορύου StFaeB περιλαμβϊνει 9 β-πτυχωτϊ 

φϑλλα (strands), 7 α-ϋλικεσ (helices) και βρϐγχουσ (coils) ςτο υπϐλοιπο τησ 

δομόσ του (εικϐνα 7.3). Λαμβϊνοντασ υπϐψη τισ ςχετικϋσ βαθμολογύεσ (scores) 

που προϋκυψαν απϐ την παραπϊνω μϋθοδο θα μποροϑςαν με αρκετό αςφϊλεια, 

να καθοριςθοϑν οι θϋςεισ των β-πτυχωτϔν φϑλλων (κύτρινα βϋλη) ςτα 

ακϐλουθα εννϋα τμόματα τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ: Ile16-Val22, Val32-

Leu36, Phe61-Pro66, Val112-Phe117, Phe135-Tyr141, Arg192-His197, Trp236-

Tyr241, Leu247-Gly252, καθϔσ επύςησ και οι θϋςεισ των 7 ελικϔν (κϐκκινεσ 

ςπεύρεσ) ςτα εξόσ επτϊ ςημεύα: Ser42-Phe47, Leu52-Asn59, Ile77-Asp81, Ala91-

Leu102, Ser119-Ser130, Ala172-Tyr183 και Ala209-Leu220. 

Εικβνα 7.2: Ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα 

πολυακρυλαμιδύου (SDS-PAGE) με βαθμϐ 

πολυμεριςμοϑ 12,5%. Στήλη 1: πρϐτυπο 

διϊλυμα πρωτεώνϔν (Unstained Protein 

Molecular Weight Marker, Fermentas). 

Στήλεσ 2 & 3: Ενζυμικϐ εκχϑλιςμα υγρόσ 

καλλιϋργειασ τησ ζϑμησ P. pastoris και 

απομονωμϋνη πρωτεϏνη StFaeB S118A, 

αντύςτοιχα. 

116 kDa 

66.0 kDa 

45.0 kDa 

25.0 kDa 

18.4 kDa 

35.0 kDa 

14.4 kDa 

1               2                    3 

38 kDa 
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Εικβνα 7.3: Πρϐβλεψη τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ τησ StFaeB ϐπωσ προϋκυψε απϐ τον 

εξυπηρετητό PSIPRED. Σο μπλε ιςτϐγραμμα (conf) ςτην κορυφό απεικονύζει την 

αξιοπιςτύα του αποτελϋςματοσ, ενϔ ςτη δεϑτερη γραμμό παρουςιϊζεται η πρϐβλεψη 

τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ, ϐπου οι κϑλινδροι με πορφυρϐ χρϔμα ςυμβολύζουν τισ α-

ϋλικεσ, τα κύτρινα βϋλη τα β-πτυχωτϊ φϑλλα και οι μαϑρεσ γραμμϋσ τα ςπειρϊματα. 

Σϋλοσ, η υπϐ μελϋτη αμινοξικό αλληλουχύα αντιςτοιχεύ ςτη γραμμό «ΑΑ». 

 

Ο εξυπηρετητόσ HHpred χρηςιμοποιόθηκε ςτην πορεύα για την 

πρϐβλεψη τησ τριτοταγοϑσ δομόσ τησ πρωτεϏνησ. Διατηρϔντασ τισ 
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προκαθοριςμϋνεσ ρυθμύςεισ και θϋτοντασ την pdb70_27Nov10 ωσ ΗΜΜ βϊςη 

δεδομϋνων ςτον εξυπηρετητό HHpred, η ςϑγκριςη των ζευγϔν των κρυφϔν 

μοντϋλων Markov (Hidden Markov Models) και η ανύχνευςη τησ ομολογύασ 

πραγματοποιόθηκαν επιτυχϔσ (Söding et al., 2005). Σο προκϑπτον 

τριςδιϊςτατο μοντϋλο του ενζϑμου και το ενεργϐ του κϋντρο παρουςιϊζονται 

ςτην εικϐνα 7.4.  

 

 

Εικβνα 7.4: Σο τριςδιϊςτατο μοντϋλο τησ εςτερϊςησ StFaeB (a) και το αντύςτοιχο 

ενεργϐ τησ κϋντρο (b) οπτικοποιημϋνο με τη βοόθεια του προγρϊμματοσ PyMOL 

(Delano, 2002). Οι γραμμϋσ και τα νοϑμερα αντιπροςωπεϑουν τισ αποςτϊςεισ μεταξϑ 

των Oγ-Ser118/Nε-His257 (2,65Å) και Nδ-His257/Oδ-Asp201 (2,87Å). 

 

Έπειτα απϐ την εϑρεςη διαφϐρων προτϑπων για το πρωτεώνικϐ μϐριο, 

επιλϋχθηκε ο ςχεδιαςμϐσ ενϐσ μοντϋλου χρηςιμοποιϔντασ πολλαπλϊ πρϐτυπα, 

ϐπου χρηςιμοποιόθηκαν τα πϋντε απϐ αυτϊ με τισ υψηλϐτερεσ βαθμολογύεσ 

(scores) (2XDW, 2Z3Z, 2BKL, 3IUJ, 1Z68), για μετϋπειτα μοντελοπούηςη τησ 

δομόσ (εικϐνα 7.5). Ανϊμεςα ςε αυτϊ, το καλϑτερο πρϐτυπο όταν μια προπυλ-

ολιγοπεπτιδϊςη απϐ τον αγριϐχοιρο Sus scrofa (κωδικϐσ PDB: 2XDW). Σο ϋνζυμο 

αυτϐ αποτελεύται απϐ 710 αμινοξικϊ κατϊλοιπα ςχηματύζοντασ δϑο διακριτϋσ 

περιοχϋσ: μια περιοχό πεπτιδϊςησ (αμινοξικϊ κατϊλοιπα 1-72 και 418-710) με 

την καταλυτικό τησ τριϊδα, μια χαρακτηριςτικό α/β πτϑχωςη υδρολϊςησ και 

μια ϋλικα επταπλοϑ βόματοσ (αμινοξικϊ κατϊλοιπα 73-427) (Fülöp et al., 1998). 
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Εικβνα 7.5: Πολλαπλό ςτούχιςη των αλληλουχιϔν τησ StFaeB (MtFae1a) και των 

προτϑπων που χρηςιμοποιόθηκαν για την καταςκευό του τριςδιϊςτατου μοντϋλου με 

τη βοόθεια του προγρϊμματοσ ESPript (Gouet et al., 1999). Σα αμινοξϋα που εύναι ϐμοια 

ςε ϐλεσ τισ αλληλουχύεσ παρουςιϊζονται με ϊςπρο χρϔμα ςε κϐκκινο φϐντο, ενϔ τα 

παρϐμοια αμινοξικϊ κατϊλοιπα αποτυπϔνονται με κϐκκινο χρϔμα. Σα αμινοξϋα τα 

οπούα εύναι ςυντηρημϋνα εμφανύζονται με κεφαλαύα γρϊμματα, ενϔ ςτισ θϋςεισ ϐπου 

δεν παρατηροϑνται ςυντηρημϋνα αμινοξικϊ κατϊλοιπα υπϊρχουν ςτικτϋσ γραμμϋσ. Σα 

ςτοιχεύα τησ δευτεροταγοϑσ δομόσ του γνωςτοϑ τριςδιϊςτατου μοντϋλου τησ 

ενδοπεπτιδϊςησ απϐ τον αγριϐχοιρο Sus scrofa (PDB_ID: 2XDW), παρουςιϊζονται ςτην 

κορυφό τησ ςτούχιςησ (α-ϋλικεσ, η-ϋλικεσ, β-φϑλλα και β-ςτροφϋσ ςυμβολύζονται με α, η, 

β και ΤΤ, αντιςτούχωσ). 

 

H StFaeB εμφανύζει δομικό ομοιϐτητα με την καταλυτικό περιοχό τησ 

προπυλ-ολιγοπεπτιδϊςησ απϐ τον αγριϐχοιρο, ενϔ τα αμινοξϋα 435-707 του 

τελευταύου ενζϑμου χρηςιμοποιόθηκαν για τη μοντελοπούηςη τησ δομόσ τησ 
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εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ. Οι τιμϋσ που ςχετύζονται με τα δομικϊ 

χαρακτηριςτικϊ των πϋντε προτϑπων μαζύ με τον αναφερϐμενο λειτουργικϐ 

ςχολιαςμϐ τουσ (functional annotation) απεικονύζονται ςτον πύνακα 7.1. Σα 

αποτελϋςματα του HHpred για κϊθε πρϐτυπο ςυνοψύζονται ςτον πύνακα 7.2, 

ϐπου δύνονται οι τιμϋσ ςυγκεκριμϋνων ςτατιςτικϔν μϋτρων, τα ποςοςτϊ τησ 

ομοιϐτητασ των αλληλουχιϔν και το εϑροσ τησ αιτοϑμενησ αλληλουχύασ που 

καλϑπτεται απϐ κϊθε πρϐτυπο ςτον πρϔτο γϑρο ανϊλυςησ του εξυπηρετητό.  

 

Πίνακασ 7.1: Ανύχνευςη ομολογύασ μϋςω του εξυπηρετητό HHpred: τα δομικϊ 

χαρακτηριςτικϊ για κϊθε πρϐτυπη δομό (ϐπωσ προϋκυψαν μετϊ απϐ ανϊλυςη με 

ακτύνεσ Φ) που ανόκει ςτο μοντϋλο πολλαπλϔν προτϑπων, το οπούο χρηςιμοποιόθηκε 

για την καταςκευό τησ δομόσ του πρωτεώνικοϑ μορύου τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ StFaeB.  

 

Αρ. Καταχ.  

(PDB) 
Ανάλυςη (Å) R-value Rfree 

R-

Rfree 
Οντολογία γονιδίων 

2XDW 1,35 0,164 0,186 0,022 
Προπυλ-ενδοπεπτιδϊςη  

(Sus scrofa) 

2Z3Z 1,95 0,184 0,212 0,028 
Διπεπτιδυλ-αμινοπεπτιδϊςη IV 

(Porphyromonas gingivalis W83) 

2BKL 1,5 0,161 0,182 0,021 
Προπυλ-ενδοπεπτιδϊςη 

(Myxococcus xanthus) 

3IUJ 1,8 0,181 0,218 0,037 
Προπυλ-ενδοπεπτιδϊςη 

(Aeromonas punctata) 

1Z68 2,6 0,226 0,283 0,057 
επρϊςη (Homo sapiens) 

(Fibroblast activation protein)  

 

Πίνακασ 7.2: Αποτελϋςματα του εξυπηρετητό HHpred για κϊθε πρϐτυπο που 

χρηςιμοποιόθηκε για την καταςκευό του τριςδιϊςτατου μοντϋλου τησ StFaeB: 

ςτατιςτικϊ ςτοιχεύα, βαθμολογύεσ, ομολογύα αλληλουχιϔν (%) και εϑροσ τησ 

αιτοϑμενησ αλληλουχύασ που καλϑπτεται.  

 

Αρ. Καταχ. 

(PDB) 

Πιθανβ-

τητα 
E-value P-value 

Βαθμο-

λογία 

% 

ομολογία 

Εγροσ 

αιτογμενησ 

αλληλουχίασ 

2XDW 100 2,2E-33 9,3E-38 206,0 12 1-273 

2Z3Z 100 1,0E-33 4,3E-38 207,8 16 1-273 

2BKL 100 2,6E-31 1,1E-35 194,6 11 1-273 

3IUJ 100 4,3E-32 1,9E-36 198,9 11 1-273 

1Z68 100 4,6E-35 2,0E-39 215,2 15 1-271 
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Σϋλοσ, θα πρϋπει να ςημειωθεύ ϐτι η παρουςύα ενϐσ ςημαντικοϑ κενοϑ 

ςτη ςτούχιςη τησ αιτοϑμενησ αλληλουχύασ με την αλληλουχύα πρϐτυπο 

(αμινοξικϊ κατϊλοιπα 222 ϋωσ 240, εικϐνα 7.5), εύχε ωσ αποτϋλεςμα τον 

περιοριςμϋνο δομικϐ ςχολιαςμϐ (structural annotation) ςτην αντύςτοιχη 

περιοχό τησ πρωτεϏνησ. 
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Κεφϊλαιο 8: Γενικϊ χαρακτηριςτικϊ και ταξινόμηςη των 

εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ, FoFaeC και StFaeB 

 

8.1 Χαρακτηριςμόσ των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ, FoFaeC και 

StFaeB 

 

 χαρακτηριςμϐσ και η εϑρεςη των φυςικοχημικϔν και 

καταλυτικϔν ιδιοτότων των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ 

πραγματοποιόθηκε ϋπειτα απϐ μελϋτη τησ ςυγγϋνειασ των 

ενζϑμων ωσ προσ διϊφορα υποςτρϔματα, ϐπωσ εύναι οι μεθυλεςτϋρεσ των 

κινναμικϔν οξϋων: φερουλικοϑ (MFA), π-κουμαρικοϑ (MpCA), καφεώκοϑ (MCA) 

και ςιναπινικοϑ (MSA), οι αλκυλεςτϋρεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ: αιθυλεςτϋρασ, κ-

προπυλεςτϋρασ, ιςο-προπυλεςτϋρασ, κ-βουτυλεςτϋρασ, ιςο-βουτυλεςτϋρασ και 

2-βουτυλεςτϋρασ και τα ςυνθετικϊ υποςτρϔματα π-νιτροφαινυλ 5-Ο-trans-

φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτησ και π-νιτροφαινυλ 2-Ο-trans-

φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτησ. Επιπλϋον, για κϊθε ϋνζυμο ξεχωριςτϊ, 

ϋγινε ο προςδιοριςμϐσ των βϋλτιςτων ςυνθηκϔν δρϊςησ και ςταθερϐτητασ ςε 

ϋνα εϑροσ τιμϔν pH και θερμοκραςύασ.  

Παρακϊτω παρουςιϊζονται αναλυτικϊ τα αποτελϋςματα και τα 

γραφόματα που προϋκυψαν για τισ δϑο αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, ενϔ ο πλόρησ χαρακτηριςμϐσ τησ τρύτησ ημικυτταρινϊςησ, 

τησ ενδο-1,4-β-ξυλανϊςησ, πραγματοποιόθηκε απϐ το Δρ. Παϑλο 

Ο 
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Φριςτακϐπουλο και την ερευνητικό του ομϊδα (Christakopoulos et al., 1996, 

1997). 

 

8.1.1 Χαρακτηριςμόσ τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ FoFaeC 

 

8.1.1.i Κινητική μελέτη τησ δράςησ τησ εςτεράςησ του φερουλικού οξέοσ FoFaeC  

 

Σα αποτελϋςματα των αντιδρϊςεων τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ με τουσ κινναμικοϑσ μεθυλεςτϋρεσ, τουσ αλκυλ-εςτϋρεσ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ και τουσ 2-Ο και 5-Ο φερουλοποιημϋνουσ π-νιτροφαινυλ-

αραβινοφουρανοζύτεσ παρουςιϊζονται ςυγκεντρωτικϊ ςτον πύνακα 8.1. Η 

προςαρμογό των δεδομϋνων ςτην εξύςωςη Michaelis-Menten ϋγινε με το 

πρϐγραμμα GraFit 4, το οπούο υπολογύζει και το τυπικϐ ςφϊλμα των 

παραγϐμενων κινητικϔν ςταθερϔν (Leatherbarrow, 1998). 

 

Πίνακασ 8.1: Κινητικϊ δεδομϋνα που προϋκυψαν απϐ τη δρϊςη τησ εςτερϊςησ FoFaeC 

ςτα διϊφορα υποςτρϔματα. την παρϋνθεςη αναγρϊφεται το τυπικϐ ςφϊλμα των 

μετρόςεων. 

 

Δομή Όνομα Km (mM) Kcat (min-1) Kcat/Km 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
0,12 (±0,01) 7225 (±263) 

60057 

(±8570) 

 

μεθυλεςτϋρασ του  

π-κουμαρικοϑ οξϋοσ 
0,21 (±0,02) 13374 (±504) 

64703 

(±12510) 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

ςιναπινικοϑ οξϋοσ 
0,50 (±0,05) 492 (±20) 976 (±120) 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

καφεώκοϑ οξϋοσ 
0,16 (±0,01) 8439 (±214) 

53446 

(±4605) 
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OCH3

OH

O O

 

αιθυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
0,46 (±0,05) 7083 (±278) 

15289 

(±1090) 

OCH3

OH

O O

 

κ-προπυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
0,18 (±0,02) 6032 (±213) 

34003 

(±6231) 

OCH3

OH

O O

 

ιςο-προπυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
0,26 (±0,02) 

6290  

(±131) 

24082 

(±2215) 

OCH3

OH

O O

 

κ-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

14,05 

(±10,53) 

37743 

(±26390) 

2687 

(±2754) 

OCH3

OH

O O

 

ιςο-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
0,95 (±0,16) 

6280  

(±619) 

6635 

(±1392) 

OCH3

OH

O O

 

2-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 
1,24 (±0,29) 8390 (±1182) 

6777 

(±1892) 

 

π-νιτροφαινυλ 5-Ο-

trans-φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

1,55 (±0,14) 
199891 

(±21700) 

129045 

(±18229) 

 

π-νιτροφαινυλ 2-Ο-

trans-φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

1,76 (±0,17) 
188435 

(±20460) 

107218 

(±15591) 
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Η ϑπαρξη ςυγγϋνειασ του ενζϑμου ωσ προσ τουσ μεθυλεςτϋρεσ των 

υδροξυκινναμικϔν οξϋων αποδεύχθηκε υπολογύζοντασ ςε κϊθε περύπτωςη τισ 

τιμϋσ τησ ςταθερϊσ km. Η ςϑγκριςη των τιμϔν του κλϊςματοσ kcat/km 

(καταλυτικό αποδοτικϐτητα) μεταξϑ των υποςτρωμϊτων δρϊςησ τησ FoFaeC, 

ϋδειξε ευρεύα εξειδύκευςη τησ εςτερϊςησ ωσ προσ τουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ. 

Η εξειδύκευςη τησ εςτερϊςησ ωσ προσ τουσ επτϊ αλκυλεςτϋρεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ με διακλαδιςμϋνη ό γραμμικό αλυςύδα, μελετόθηκε ϋπειτα 

απϐ τον υπολογιςμϐ των ςταθερϔν Κm. Σο ϋνζυμο παρουςιϊζει μεγϊλη 

εξειδύκευςη ςτα παραπϊνω υποςτρϔματα, με εξαύρεςη τον κ-βουτυλεςτϋρα, 

γεγονϐσ που αποδεικνϑει ϐτι τα γραμμικϊ αλκυλ-ιςομερό υδρολϑονται 

ευκολϐτερα απϐ τα διακλαδιςμϋνα ιςομερό τουσ. Επιπρϐςθετα, η ςϑγκριςη των 

ςταθερϔν Km και Kcat/Km, ϋδειξε ϐτι η εςτερϊςη FoFaeC υδρολϑει το 

μεθυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ ταχϑτερα και πιο αποτελεςματικϊ ςε 

ςϑγκριςη με τουσ μεγαλϑτερουσ αλκυλεςτϋρεσ. 

την περύπτωςη των ςυνθετικϔν υποςτρωμϊτων, το ϋνζυμο 

αποδεύχθηκε ικανϐ να υδρολϑει ενϔςεισ που περιϋχουν φερουλικϐ οξϑ 

ςυνδεδεμϋνο εςτερικϊ ςτη θϋςη C-5 και C-2 τησ αραβινοφουρανϐζησ. Οι τιμϋσ 

τησ ςταθερϊσ km βρϋθηκαν παρϐμοιεσ (1,55 και 1,76 mM) για τον π-νιτροφαινυλ 

5-Ο-trans-φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτη και τον π-νιτροφαινυλ 2-Ο-

trans-φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτη, αντύςτοιχα. Η ςϑγκριςη του λϐγου 

Kcat/Km αποκϊλυψε ϐτι η εςτερϊςη δϑναται να υδρολϑει ελαφρϔσ πιο γρόγορα 

και πιο αποδοτικϊ το φερουλικϐ οξϑ ϐταν αυτϐ εντοπύζεται ςτη θϋςη 5, παρϊ 

ςτη θϋςη 2 τησ αραβινοφουρανϐζησ. 

 

8.1.1.ii Επίδραςη τησ θερμοκραςίασ και του pH ςτην ενεργότητα και τη 

ςταθερότητα τησ εςτεράςησ του φερουλικού οξέοσ FoFaeC  

 

Για τη μελϋτη τησ επύδραςησ τησ θερμοκραςύασ και του pH, ςτην 

ενεργϐτητα και τη ςταθερϐτητα του ενζϑμου χρηςιμοποιόθηκε ωσ υπϐςτρωμα, 

ο μεθυλεςτϋρασ MFA (2 mM). Η ποςοτικοπούηςη του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

απελευθερϔθηκε ςε κϊθε περύπτωςη, πραγματοποιόθηκε με τη μϋθοδο τησ 

υγρόσ χρωματογραφύασ υψηλόσ απϐδοςησ (HPLC) με ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ 

C-18, ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.4.5.i. 
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Η εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ παρουςύαςε τη βϋλτιςτη δρϊςη τησ ςε 

τιμό pH 6,0 (διϊγραμμα 8.1.α), ενϔ η ςυνολικό ενεργϐτητα τησ παρϋμεινε 

αμετϊβλητη κατϊ ϋνα ποςοςτϐ 70% περύπου ςε pH 8,0 και θερμοκραςύα 50ΟC, 

ϋπειτα απϐ 15 min επϔαςη. Σο ϋνζυμο παρϋμεινε ςταθερϐ διατηρϔντασ πϊνω 

απϐ το 80% τησ αρχικόσ του ενεργϐτητασ, ςτην περιοχό τιμϔν pH απϐ 4,0 ϋωσ 

11, μετϊ το πϋρασ 24 h ςε θερμοκραςύα 4ΟC (διϊγραμμα 8.1.β). 

 

Διάγραμμα 8.1: Επύδραςη του pH (α) ςτη δρϊςη και (β) ςτη ςταθερϐτητα (μετϊ το 

πϋρασ 24 h) τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC. 

 

Η μϋγιςτη δρϊςη του ενζϑμου παρατηρόθηκε ςε θερμοκραςύα 65ΟC, ενϔ 

διατόρηςε το 85% τησ ενεργϐτητϊσ του ςε θερμοκραςύα 70ΟC, pH 6,0 (100 mM, 

MOPS-NaOH) ϋπειτα απϐ 15 min επϔαςη. Πϊνω απϐ αυτό τη θερμοκραςύα, η 

εςτερϊςη παρουςύαςε ταχεύα απϔλεια τησ καταλυτικόσ τησ ικανϐτητασ. 

Επιπλϋον, η δρϊςη τησ παρϋμεινε ςταθερό ςε θερμοκραςύεσ μϋχρι 35ΟC για 24 h 

(διϊγραμμα 8.2), επιδεικνϑοντασ χρϐνο ημύςειασ ζωόσ 32 h και 4 h, ςε 

θερμοκραςύεσ 45 ΟC και 50ΟC, αντύςτοιχα  

 

Διάγραμμα 8.2: Επύδραςη τησ θερμοκραςύασ (α) ςτη δρϊςη και (β) ςτη ςταθερϐτητα 

τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC. 

(α) (β) 

(α) (β) 
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8.1.2 Χαρακτηριςμόσ τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ StFaeB 

 

8.1.2.i Κινητική μελέτη τησ δράςησ τησ εςτεράςησ του φερουλικού οξέοσ StFaeB  

 

Σα αποτελϋςματα των αντιδρϊςεων τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ με τουσ κινναμικοϑσ μεθυλεςτϋρεσ, τουσ αλκυλ-εςτϋρεσ του φερουλικοϑ 

οξϋοσ και τουσ 2-Ο και 5-Ο φερουλοποιημϋνουσ π-νιτροφαινυλ-

αραβινοφουρανοζύτεσ παρουςιϊζονται ςυγκεντρωτικϊ ςτον παρακϊτω πύνακα. 

Η προςαρμογό των δεδομϋνων ςτην εξύςωςη Michaelis-Menten ϋγινε με το 

πρϐγραμμα GraFit 4, το οπούο υπολογύζει επιπλϋον το τυπικϐ ςφϊλμα των 

παραγϐμενων κινητικϔν ςταθερϔν (Leatherbarrow, 1998). 

 

Πίνακασ 8.2: Κινητικϊ δεδομϋνα που προϋκυψαν απϐ την εφαρμογό τησ εςτερϊςησ 

StFaeB ςτα διϊφορα υποςτρϔματα. την παρϋνθεςη αναγρϊφεται το τυπικϐ ςφϊλμα 

των μετρόςεων. 

 

Δομή Όνομα Km (mM) Kcat (min-1) Kcat/Km 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

0,27 

(±0,02) 
384 (±10) 1435(±148) 

 

μεθυλεςτϋρασ του π-

κουμαρικοϑ οξϋοσ 

0,26 

(±0,04) 
282 (±13) 1064 (±191) 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

ςιναπινικοϑ οξϋοσ 

0,21 

(±0,04) 
46 (±3) 219(±50) 

 

μεθυλεςτϋρασ του 

καφεώκοϑ οξϋοσ 

0,18 

(±0,01) 
291 (±5) 1576 (±140) 

OCH3

OH

O O

 

αιθυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

2,33 

(±0,27) 
1487 (±114) 640 (±90) 



  Αποτελϋςματα 

 

215 

 

OCH3

OH

O O

 

κ-προπυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

1,14 

(±0,15) 
1646 (±106) 1450 (±210) 

OCH3

OH

O O

 

ιςο-προπυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

1,40 

(±0,12) 
1552 (±74) 1113(±112) 

OCH3

OH

O O

 

κ-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

0,74 

(±0,08) 
1229 (±78) 1660 (±216) 

OCH3

OH

O O

 

ιςο-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

0,65 

(±0,13) 
1065 (±97) 1636 (±352) 

OCH3

OH

O O

 

2-βουτυλεςτϋρασ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ 

0,74 

(±0,06) 
1091(±47) 1479 (±146) 

 

π-νιτροφαινυλ 5-Ο-

trans-φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

2,29 

(±0,60) 
11374(±2473) 

4967 

(±1675) 

 

π-νιτροφαινυλ 2-Ο-

trans-φερουλοϒλο-α-L-

αραβινοφουρανοζύτησ 

2,79 

(±1,78) 
8469 (±3120) 

3035 

(±1404) 

 

Η εςτερϊςη StFaeB απϐ το μικροοργανιςμϐ S. thermophile παρουςύαςε 

ενεργϐτητα και ςτουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυκινναμικϔν οξϋων, 

ϐπωσ αποδεύχθηκε απϐ τισ τιμϋσ του km. Αναλυτικϐτερα, ςϑμφωνα με τισ τιμϋσ 

που προϋκυψαν ϋπειτα απϐ τη ςϑγκριςη των κλαςμϊτων kcat/km, το ϋνζυμο 
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εμφϊνιςε μεγαλϑτερη εξειδύκευςη ςτουσ μεθυλεςτϋρεσ του καφεώκοϑ οξϋοσ 

(1576±140) και του φερουλικοϑ οξϋοσ (1435±148) και επτϊ φορϋσ μικρϐτερη 

ςτο μεθυλεςτϋρα του ςιναπινικοϑ οξϋοσ (219±50), γεγονϐσ που αποτελεύ 

χαρακτηριςτικϐ γνϔριςμα του καταλυτικοϑ προφύλ των εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτον τϑπο Β, ςϑμφωνα με την ταξινϐμηςη κατϊ 

Crepin (2004). 

Η εξειδύκευςη τησ εςτερϊςησ ωσ προσ τουσ επτϊ αλκυλεςτϋρεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, μελετόθηκε ϋπειτα απϐ τον υπολογιςμϐ των ςταθερϔν Κm. 

Σο ϋνζυμο παρουςύαςε ςημαντικό εξειδύκευςη ςτα παραπϊνω υποςτρϔματα, με 

προτύμηςη ςτουσ βουτυλεςτϋρεσ, εν ςυγκρύςει με τουσ προπυλεςτϋρεσ και τον 

αιθυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ. Η ςϑγκριςη των ςταθερϔν Km και Kcat/Km, 

ϋδειξε ϐτι η εςτερϊςη StFaeB υδρολϑει τον κ-βουτυλεςτϋρα του φερουλικοϑ 

οξϋοσ πιο γρόγορα και πιο αποτελεςματικϊ ςε ςϑγκριςη με τουσ υπϐλοιπουσ 

αλκυλεςτϋρεσ (Kcat/Km=1376±384). 

ϑμφωνα με τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν ςτην περύπτωςη των 

ςυνθετικϔν υποςτρωμϊτων, το ϋνζυμο αποδεύχθηκε ικανϐ να υδρολϑει ενϔςεισ 

που περιϋχουν φερουλικϐ οξϑ ςυνδεδεμϋνο εςτερικϊ ςτη θϋςη C-5 και C-2 τησ 

αραβινοφουρανϐζησ. Οι τιμϋσ τησ ςταθερϊσ km βρϋθηκαν παρϐμοιεσ για τον π-

νιτροφαινυλ 5-Ο-trans-φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτη και τον π-

νιτροφαινυλ 2-Ο-trans-φερουλοϒλο-α-L-αραβινοφουρανοζύτη, (2,29 και 

2,79 mM, αντύςτοιχα). Η μελϋτη των τιμϔν του λϐγου Kcat/Km αποκϊλυψε ϐτι η 

εςτερϊςη δϑναται να υδρολϑει ταχϑτερα και πιο αποδοτικϊ το φερουλικϐ οξϑ 

ϐταν αυτϐ εντοπύζεται ςτη θϋςη 5, παρϊ ςτη θϋςη 2 τησ αραβινοφουρανϐζησ 

(4118±1388 και 2516±2157, αντύςτοιχα). 

Επιπλϋον, η εςτερϊςη StFaeB βρϋθηκε ικανό να υδρολϑει χημικϊ 

ακετυλιωμϋνη ξυλϊνη απϐ ςημϑδα και ξυλϊνη απϐ ξϑλο οξιϊσ μετϊ απϐ εκχϑλιςη 

με DMSO, εμφανύζοντασ χαμηλό, ωςτϐςο, ενεργϐτητα. Η ειδικό ενεργϐτητα μετϊ 

απϐ αντύδραςη χρονικόσ διϊρκειασ 60 min ςε θερμοκραςύα 50ΟC, υπολογύςτηκε 

1,14 και 1,51 μmol min-1 mg-1, αντιςτούχωσ για κϊθε ϋνα απϐ τα παραπϊνω 

υποςτρϔματα.  
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8.1.2.ii Επίδραςη τησ θερμοκραςίασ και του pH ςτην ενεργότητα και τη 

ςταθερότητα τησ εςτεράςησ του φερουλικού οξέοσ StFaeB 

 

Η μελϋτη τησ επύδραςησ τησ θερμοκραςύασ και του pH, ςτην ενεργϐτητα 

και τη ςταθερϐτητα του ενζϑμου πραγματοποιόθηκε χρηςιμοποιϔντασ ωσ 

υπϐςτρωμα το μεθυλεςτϋρα MCA (2 mM). Η ςυγκϋντρωςη του φερουλικοϑ 

οξϋοσ που απελευθερϔθηκε ςε κϊθε περύπτωςη, υπολογύςτηκε με τη μϋθοδο τησ 

υγρόσ χρωματογραφύασ υψηλόσ απϐδοςησ (HPLC) με ςτόλη αντύςτροφησ φϊςησ 

C-18, ϐπωσ περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.4.5.i. 

Η βϋλτιςτη δρϊςη τησ StFaeB ςημειϔθηκε ςε pH 7,0 (διϊγραμμα 8.3.α) 

ενϔ περύπου το 85% τησ ςυνολικόσ ενεργϐτητϊσ τησ διατηρόθηκε ςε pH 9,0 και 

θερμοκραςύα 50ΟC, ϋπειτα απϐ 15 min επϔαςη. Επιπλϋον, πϊνω απϐ 70% τησ 

αρχικόσ ενεργϐτητασ του ενζϑμου διατηρόθηκε ςτην περιοχό τιμϔν pH απϐ 7,0 

ϋωσ 10, μετϊ το πϋρασ 24 h ςε θερμοκραςύα επϔαςησ 4ΟC (διϊγραμμα 8.3.β). 

 

Διάγραμμα 8.3: Επύδραςη του pH (α) ςτη δρϊςη και (β) ςτη ςταθερϐτητα (μετϊ το 

πϋρασ 24 h) τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ StFaeB. 

 

ε θερμοκραςύα 50ΟC παρατηρόθηκε η μϋγιςτη δρϊςη του ενζϑμου 

(διϊγραμμα 8.4.α), ενϔ η ενεργϐτητϊ του διατηρόθηκε ςταθερό ςε ποςοςτϐ 

80% ςε θερμοκραςύεσ 45ΟC και 55ΟC, ςε pH 6,0 (100 mM, MOPS-NaOH), μετϊ το 

πϋρασ 15 min επϔαςησ. ε θερμοκραςύα μεγαλϑτερη των 65ΟC, αλλϊ και ςτουσ 

30ΟC, η εςτερϊςη παρουςύαςε ταχεύα απϔλεια τησ καταλυτικόσ τησ ικανϐτητασ. 

Σϋλοσ, το ϋνζυμο παρϋμεινε ςταθερϐ, ωσ προσ την ενεργϐτητϊ του, ςε 

θερμοκραςύεσ μϋχρι 35ΟC για 7 h, επιδεικνϑοντασ χρϐνο ημύςειασ ζωόσ 45 και 

4 h, ςε θερμοκραςύεσ 35ΟC και 40ΟC, αντύςτοιχα (διϊγραμμα 8.4.β). 

(α) (β) 
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Διάγραμμα 8.4: Επύδραςη τησ θερμοκραςύασ (α) ςτη δρϊςη και (β) ςτη ςταθερϐτητα 

τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ StFaeB. 

 

8.2 Ταξινόμηςη των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ, FoFaeC και StFaeB 

 

Σα τελευταύα χρϐνια εκτεταμϋνεσ μελϋτεσ πραγματοποιόθηκαν πϊνω 

ςτην απομϐνωςη και την παραγωγό εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 

μϑκητεσ, βακτόρια και φυτϊ. Ακολουθϔντασ την τϊςη αυτό, προτϊθηκαν κατϊ 

καιροϑσ διϊφορα ςυςτόματα ταξινϐμηςησ, με επικρατϋςτερα αυτϊ των 

ερευνητριϔν Valerie Crepin (2004) και Isabelle Benoit (2008), ενϔ ςτισ αρχϋσ 

του 2011 προςτϋθηκε ςτη βιβλιογραφύα ϋνα νϋο ςϑςτημα ομαδοπούηςησ απϐ 

τουσ Gupta Udatha, Irene Kouskoumvekaki, Lisbeth Olsson και Gianni 

Panagiotou (2011).  

Η αρχικό κατηγοριοπούηςη των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε 

τϑπουσ Α, Β, C, και D, περιορύςτηκε ςτην ομοιϐτητα των αλληλουχιϔν τουσ και 

ςτην καταλυτικό εξειδύκευςη που εμφανύζουν ωσ προσ τϋςςερα βαςικϊ 

υποςτρϔματα-μοντϋλα (MFA, MSA, MCA, MpCA). τη ςυνϋχεια, προτϊθηκε μια 

βελτιωμϋνη εκδοχό ομαδοπούηςησ, η οπούα βαςύςτηκε ςτη φυλογενετικό 

ανϊλυςη των μϋχρι τϐτε γνωςτϔν γονιδιωμϊτων. Προϋκυψαν ϋτςι, επτϊ 

υποκατηγορύεσ εςτεραςϔν (SF1-SF7), οι οπούεσ ςτηρύζονται ςτη φυλογενετικό 

τουσ προϋλευςη, καθϔσ και ςτισ ομοιϐτητεσ ό διαφορϋσ των αμινοξικϔν τουσ 

αλληλουχιϔν. Πρϐςφατα, το 2011, προτϊθηκε ϋνα αρκετϊ πιο διαφορετικϐ 

ςϑςτημα ταξινϐμηςησ, το οπούο βαςύςτηκε ςτη ςϑνθετη υπολογιςτικό ανϊλυςη 

των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ με τη χρόςη φαρμακοφϐρων μοντϋλων. 

ϑμφωνα με τουσ ερευνητϋσ, υπϊρχουν 12 διαφορετικϋσ οικογϋνειεσ (FEF1 ϋωσ 

(α) (β) 
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FEF12), οι οπούεσ με τη ςειρϊ τουσ αναλϑονται λεπτομερϔσ ςε διϊφορεσ 

υποοικογϋνειεσ (A, B, C και D). 

το παροϑςα παρϊγραφο, γύνεται μια προςπϊθεια ταξινϐμηςησ των υπϐ 

μελϋτη αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFaeC απϐ το 

F. oxysporum και StFaeB απϐ το S. thermophile, ςτα τρύα προαναφερθϋντα 

ςυςτόματα ομαδοπούηςησ. 

 

8.2.1 Ταξινόμηςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ FoFaeC 

 

ϑμφωνα με τα πειρϊματα καταλυτικόσ εξειδύκευςησ, τα αποτελϋςματα 

των οπούων παρουςιϊζονται ςτην παρϊγραφο 8.1, η εςτερϊςη του φερουλικοϑ 

οξϋοσ FoFaeC, ϋδειξε ευρεύα εξειδύκευςη ωσ προσ τουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ 

των κινναμικϔν οξϋων: φερουλικοϑ (MFA), π-κουμαρικοϑ (MpCA), καφεώκοϑ 

(MCA) και ςιναπινικοϑ (MSA). Σο γεγονϐσ αυτϐ αποτελεύ χαρακτηριςτικϐ 

γνϔριςμα των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτον τϑπο C 

(ςϑμφωνα με την ταξινϐμηςη κατϊ Crepin et al., 2004), οι οπούεσ μϊλιςτα 

εμφανύζουν υψηλό ομολογύα με τησ αλληλουχύεσ των τανναςϔν. Ωςτϐςο, η ςειρϊ 

προτύμηςησ των υποςτρωμϊτων, ϐπωσ προκϑπτει απϐ τη ςϑγκριςη των τιμϔν 

του κλϊςματοσ kcat/km, ςυναντϊται κυρύωσ ςε εςτερϊςεσ τϑπου Β.  

Η εϑρεςη τησ υποοικογϋνειασ SF (Benoit et al., 2008), ςτην οπούα ανόκει η 

εςτερϊςη FoFaeC πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια υπολογιςτικϔν 

αλγορύθμων. Αρχικϊ, χρηςιμοποιόθηκε ο αλγϐριθμοσ ClustalW2 (Larkin et al., 

2007) και ςτη ςυνϋχεια το βοηθητικϐ πρϐγραμμα Jalview 2.5.1 (Waterhouse et 

al., 2009). Με μπλε χρϔμα χρωματύζονται τα αμινοξϋα που ςυναντϔνται ςε 

ποςοςτϐ μεγαλϑτερο απϐ 80% ςτο ςϑνολο των εξεταζϐμενων αλληλουχιϔν, με 

ανοιχτϐ μπλε ςτισ περιπτϔςεισ ςτισ οπούεσ το ποςοςτϐ αυτϐ κυμαύνεται απϐ 

60% ϋωσ 80% και με γαλϊζια απϐχρωςη ϐταν η ομοιϐτητα υπολογύζεται απϐ 

40% ϋωσ 60% (εικϐνα 8.1). 

Η εςτερϊςη FoFaeC απϐ το μϑκητα F. oxysporum ςτοιχόθηκε με γνωςτϋσ 

εςτερϊςεσ τϑπου C (AnFaeB απϐ τον A. nidulans, AoFaeB και AoFaeC απϐ τον 

A. oryzae, AnFaeB απϐ τον A. niger, FAE-1 απϐ τον P. chrysogenum και TsFaeC 

απϐ τον T. stipitatus), οι οπούεσ ϋπειτα απϐ φυλογενετικό ανϊλυςη αποδεύχθηκε 
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ϐτι ανόκουν ςτην υποοικογϋνεια SF1 (παρϊγραφοσ 2.2).  

 
 

Εικβνα 8.1: τούχιςη των αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των γνωςτϔν εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτην υποοικογϋνεια SF1 (ClustalW2, Jalview 2.5.1). το 

κϐκκινο πλαύςιο ςημειϔνεται το ενεργϐ κϋντρο των ενζϑμων. 
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Σα εν λϐγω πρωτεώνικϊ μϐρια, των οπούων το μϋγεθοσ των αλληλουχιϔν 

τουσ κυμαύνεται απϐ 521 ϋωσ 558 αμινοξϋα, παρουςύαςαν μεγϊλη ομοιϐτητα 

μεταξϑ τουσ, ςϑμφωνα με την εικϐνα 8.1 και τον αναλυτικϐ πύνακα 8.3. 

υμπεραύνεται λοιπϐν, ϐτι η υπϐ εξϋταςη εςτερϊςη FoFaeC, πιθανϐτατα ανόκει 

ςτην ύδια υποοικογϋνεια με τισ υπϐλοιπεσ ϋξι γνωςτϋσ εςτερϊςεσ που 

χρηςιμοποιόθηκαν για τη ςτούχιςη, εμφανύζοντασ μϊλιςτα ςημαντικό ομοιϐτητα 

με αυτϋσ (40-50%). 
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FoFaeC 
F. oxysporum 

 49 40 45 50 48 47 

AnFaeB 
A.nidulans 

49  47 52 69 65 54 

AnFaeB 
A. niger 

40 47  50 51 51 47 

AoFaeB 
A. oryzae 

45 52 50  58 56 54 

AoFaeC 
A. oryzae 

50 69 51 58  70 60 

FAE-1 
P. chrysogenum 

48 65 51 56 70  59 

TsFaeC 
T. stipitatus 

47 54 47 54 60 59  

 

Η ταξινϐμηςη τησ FoFaeC ςϑμφωνα με το προτεινϐμενο ςϑςτημα των 

Udatha et al (2011), πραγματοποιόθηκε με τη βοόθεια ειδικϔν υπολογιςτικϔν 

εργαλεύων, μϋςα απϐ τον δικτυακϐ τϐπο του Πολυτεχνεύου του Chalmers ςτη 

ουηδύα (Industrial Biotechnology Group, Chalmers University of Technology, 

Gotemburg, http://faeclassification.webs.com/Sequencesubmissionform.htm). Η 

εςτερϊςη βρϋθηκε ϐτι ανόκει ςτην οικογϋνεια FEF4 και ςυγκεκριμϋνα ςτην 

υποοικογϋνεια 4A. 

 

8.2.2 Ταξινόμηςη τησ εςτερϊςησ του φερουλικού οξϋοσ StFaeB  

 

Η εςτερϊςη StFaeB απϐ το μικροοργανιςμϐ S. thermophile παρουςύαςε 

ενεργϐτητα και ςτουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυκινναμικϔν οξϋων, 

Πίνακασ 8.3: Ποςοςτϊ (%) 

ομοιϐτητασ των αμινοξικϔν 

αλληλουχιϔν των γνωςτϔν 

εςτεραςϔν του φερουλικοϑ 

οξϋοσ που ανόκουν ςτην ομϊδα 

SF1, ϐπωσ προϋκυψαν απϐ την 

ανϊλυςη με τη βοόθεια του 

αλγϐριθμου ClustalW2.  

http://faeclassification.webs.com/Sequencesubmissionform.htm
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ϐπωσ αποδεύχθηκε απϐ τισ τιμϋσ του km των αντιδρϊςεων υδρϐλυςησ. 

Παρϊλληλα, βρϋθηκε ικανό να υδρολϑει χημικϊ ακετυλιωμϋνη ξυλϊνη ςημϑδασ 

και ξυλϊνη απϐ ξϑλο οξιϊσ, εμφανύζοντασ ωςτϐςο, περιοριςμϋνη ενεργϐτητα. Σα 

δεδομϋνα αυτϊ αποτελοϑν βαςικϊ χαρακτηριςτικϊ γνωρύςματα του 

καταλυτικοϑ προφύλ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτον 

τϑπο Β (Crepin et al., 2004).  

Για την κατηγοριοπούηςη τησ εςτερϊςησ StFaeB ςϑμφωνα με το ςϑςτημα 

Benoit, η αλληλουχύα τησ ςτοιχόθηκε με γνωςτϋσ εςτερϊςεσ τϑπου Β, ϐπωσ τη 

Fae-1 απϐ το N. crassa και τη FAE-B απϐ το P. funiculosum, οι οπούεσ ϋπειτα απϐ 

φυλογενετικό ανϊλυςη αποδεύχθηκε ϐτι ανόκουν ςτην υποοικογϋνεια SF6 

(παρϊγραφοσ 2.2). Οι αλληλουχύεσ των ςυγκεκριμϋνων εςτεραςϔν το μϋγεθοσ 

των οπούων κυμαύνεται απϐ 292 ϋωσ 353 αμινοξϋα, παρουςύαςαν μεγϊλη 

ομοιϐτητα μεταξϑ τουσ, ςϑμφωνα με την εικϐνα 8.2 και τον αναλυτικϐ πύνακα 

8.4. Σο γεγονϐσ αυτϐ αποτελεύ ςημαντικϐ ςτοιχεύο για την ταξινϐμηςη τησ 

StFaeB ςτην ύδια υποοικογϋνεια με τισ υπϐλοιπεσ δϑο γνωςτϋσ εςτερϊςεσ που 

χρηςιμοποιόθηκαν για τη ςτούχιςη, Fae-1 και FAE-B, με τισ οπούεσ παρουςιϊζει 

68% και 44% ομοιϐτητα, αντύςτοιχα. Επιπλϋον, κατατϊςςεται ςτην οικογϋνεια 1 

των εςτεραςϔν των υδατανθρϊκων (Carbohydrate Esterases, CE1) ςϑμφωνα με 

τη βϊςη δεδομϋνων CAZy (http://www.cazy.org, Cantarel et al., 2009). 

 
 

Εικβνα 8.2: τούχιςη των αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των γνωςτϔν εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν ςτην υποοικογϋνεια SF6 (ClustalW2, Jalview 2.5.1). το 

κϐκκινο πλαύςιο ςημειϔνεται το ενεργϐ κϋντρο των ενζϑμων.  

http://www.cazy.org/
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StFaeB  
S. thermophile 

 68 44 

Fae-1 
N. crassa 

68  49 

FAE-B 
P. funiculosum 

44 49  

 

Σϋλοσ, η ταξινϐμηςη τησ StFaeB ςϑμφωνα με το προτεινϐμενο ςϑςτημα 

των Udatha et al., (2011), πραγματοποιόθηκε ϐπωσ και ςτην περύπτωςη τησ 

FoFaeC, με υπολογιςτικϊ εργαλεύα. Η εςτερϊςη βρϋθηκε ϐτι ανόκει ςτην 

οικογϋνεια FEF9 και ςυγκεκριμϋνα ςτην υποοικογϋνεια 9C. 

Πίνακασ 8.4: Ποςοςτϊ (%) ομοιϐτητασ των 

αμινοξικϔν αλληλουχιϔν των γνωςτϔν 

εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ που ανόκουν 

ςτην ομϊδα SF6, ϐπωσ προϋκυψαν απϐ την 

ανϊλυςη με τη βοόθεια του αλγϐριθμου 

ClustalW2.  
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Κεφϊλαιο 9: Μελϋτη τησ απελευθϋρωςησ φερουλικού οξϋοσ από 

λιγνινοκυτταρινούχα υλικϊ με τη δρϊςη των εςτεραςών του 

φερουλικού οξϋοσ, FoFaeC και StFaeB  

 

 χαρακτηριςμϐσ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 

τουσ μικροοργανιςμοϑσ F. oxysporum και S. thermophile, 

ολοκληρϔθηκε με τη μελϋτη τησ ικανϐτητασ των ενζϑμων να 

απελευθερϔνουν φερουλικϐ οξϑ απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ και 

παραπροώϐντα τησ βιομηχανύασ. Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ 

προαναφϋρθηκε ςτο κεφϊλαιο 3 του θεωρητικοϑ μϋρουσ, χρηςιμοποιοϑνται ωσ 

εργαλεύα για την απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ αγροβιομηχανικϊ 

παραπροώϐντα, ϐπωσ το πύτυρο και το ϊχυρο ςύτου, το πύτυρο και οι ύνεσ 

αραβοςύτου, το υπϐλειμμα βϑνησ, τον πολτϐ ςακχαρϐτευτλου, το περύβλημα 

βρϔμησ, το ϊλευρο απϐ το φυτϐ jojoba, τον πολτϐ απϐ καφϋ και τα ςτϋμφυλα 

μόλου (Topakas et al., 2007). Σο φερουλικϐ οξϑ, αποτελεύ μια οργανικό ϋνωςη με 

πολυδιϊςτατεσ βιοτεχνολογικϋσ εφαρμογϋσ. το πλαύςιο αυτϐ, ενδιαφϋρον 

παρουςιϊζει η χρόςη του ωσ πρϔτη ϑλη για την βιοκαταλυτικό μετατροπό ςε 

ϊλλα μϐρια υψηλόσ προςτιθϋμενησ αξύασ, ϐπωσ εύναι τα ςτυρϋνια, τα πολυμερό, 

τα εποξύδια, τα αλκυλβενζϋνια, το βανιλλικϐ οξϑ και τα παρϊγωγϊ του, η 

γουαγιακϐλη, η κατεχϐλη και η βανιλλύνη (Rosazza et al., 1995). Επιπλϋον, λϐγω 

των αντιοξειδωτικϔν και αντιμικροβιακϔν ιδιοτότων που παρουςιϊζει, παύζει 

ςημαντικϐ ρϐλο ςτον ιατροφαρμακευτικϐ τομϋα και ςτη βιομηχανύα τροφύμων 

Ο 
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ωσ ςυντηρητικϐ των τροφϔν, ενϔ μπορεύ να χρηςιμοποιηθεύ ςτην παραγωγό 

βανιλλύνησ, εδϔδιμων μεμβρανϔν, ωσ ςυνδετικϐσ παρϊγοντασ και ωσ 

ςυμπλόρωμα διατροφόσ (Ou and Kwok, 2004). 

Σα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ τα οπούα χρηςιμοποιόθηκαν ςτη 

ςυγκεκριμϋνη ςειρϊ πειραμϊτων όταν το απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου (Destarch 

Wheat Bran, DSWB) και το ζυμωτικϐ υπϐλειμμα ζυθοποιύασ (Brewers’ Spent 

Grain, BSG). Ο ποςοτικϐσ προςδιοριςμϐσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που υπϊρχει ςτα 

παραπϊνω υλικϊ ϋγινε με τη διαδικαςύα τησ αλκαλικόσ υδρϐλυςησ με τη μϋθοδο 

που περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.4.6. Η περιεκτικϐτητϊ τουσ ςε φερουλικϐ 

οξϑ υπολογύςθηκε 4 mg/g ςτο απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου και 2 mg/g ςτο 

ζυμωτικϐ υπϐλειμμα βϑνησ.  

τη ςυνϋχεια, παρουςιϊζονται τα αποτελϋςματα των υδρολϑςεων που 

προϋκυψαν απϐ τη ςυνεργιςτικό δρϊςη των αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςϔν του 

φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC και StFaeB με τισ ξυλανϊςεσ M3 απϐ το μϑκητα 

Trichoderma longibrachiatum (TlXyn11, Megazyme, Ιρλανδύα) και FoXyn11 απϐ 

το F. oxysporum. Παρϐλο που επύςημεσ πληροφορύεσ ςχετικϊ με την οικογϋνεια 

ςτην οπούα ανόκει η Μ3 ξυλανϊςη δεν παρϋχονται απϐ την εταιρεύα 

(http://www.megazyme.com/Dynamic.aspx?control=CSViewProduct&category

Name=Enzymes&productId=E-XYTR3), υπϊρχουν αρκετϋσ δημοςιεϑςεισ που την 

κατατϊςςουν ςτην οικογϋνεια 11 των γλυκοςιδοϒδρολαςϔν (Flatman et al., 

2002, Durand et al., 2005), ςϑμφωνα με τη βϊςη δεδομϋνων CAZy. την ύδια 

ομϊδα ανόκει και το αναςυνδυαςμϋνο ϋνζυμο FoXyn11 . 

 

9.1 Μελϋτη τησ απελευθϋρωςησ φερουλικού οξϋοσ από το απαμυλωμϋνο 

πύτυρο ςύτου 

 

Αρχικϊ μελετόθηκε η απελευθϋρωςη του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το 

απαμυλωμϋνο πύτυρο με τη δρϊςη κϊθε εςτερϊςησ ξεχωριςτϊ. Έπειτα, ϋγινε 

μελϋτη τησ επύδραςησ των εςτεραςϔν ςτην απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ 

παρουςύα ξυλαναςϔν τησ οικογϋνειασ 11. Σα ζεϑγη που μελετόθηκαν όταν τα 

εξόσ: 

α) FoFaeC & TlXyn11   β) FoFaeC & FoXyn11 

 γ) StFaeB & TlXyn11   δ) StFaeB & FoXyn11 

http://www.megazyme.com/Dynamic.aspx?control=CSViewProduct&categoryName=Enzymes&productId=E-XYTR3
http://www.megazyme.com/Dynamic.aspx?control=CSViewProduct&categoryName=Enzymes&productId=E-XYTR3
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9.1.α Συνεργιςτική δράςη τησ εςτεράςησ FoFaeC με την ξυλανάςη TlXyn11 για την 

απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το απαμυλωμένο πίτυρο ςίτου 

 

τη ςυγκεκριμϋνη ςειρϊ πειραμϊτων χρηςιμοποιόθηκαν ςταθερϊ 

επύπεδα ςυγκϋντρωςησ εςτερϊςησ (0,65 U/g DSWB ό 13 mU/αντύδραςη 

υδρϐλυςησ), με την ξυλανϊςη του μικροοργανιςμοϑ T. longibrachiatum TlXyn11 

ςε διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ (0-500 U/g DSWB ό 0-10 U/αντύδραςη 

υδρϐλυςησ). Μετϊ το πϋρασ τησ αντύδραςησ, η οπούα διόρκηςε 1 h, το 

παραγϐμενο φερουλικϐ οξϑ που μετρόθηκε όταν ύςο με 64% του ςυνολικοϑ 

φερουλικοϑ οξϋοσ που υπολογύςτηκε ϐτι υπϊρχει ςτο DSWB μετϊ απϐ αλκαλικό 

υδρϐλυςη. Σο αποτϋλεςμα αυτϐ παρατηρόθηκε παρουςύα ποςϐτητασ ξυλανϊςησ 

500 U/g DSWB, ενϔ απουςύα εςτερϊςησ, η ξυλανϊςη δεν κατϊφερε να 

απελευθερϔςει φερουλικϐ οξϑ απϐ το υπϐςτρωμα (διϊγραμμα 9.1.α). 

 

Διάγραμμα 9.1: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB (20 mg) μετϊ απϐ 1 h 

επϔαςησ, χρηςιμοποιϔντασ: (α) διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ TlXyn11 

(0-500 U/g DSWB) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη FoFaeC (0,65 U/g DSWB) και (β) 

διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ εςτερϊςησ FoFaeC (0-0,65 U/g DSWB) και ςταθερό 

ςυγκϋντρωςη εμπορικόσ ξυλανϊςησ TlXyn11 (500 U/g DSWB). 

 

Αντιςτούχωσ, εξετϊςτηκε η ποςϐτητα του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

απελευθερϔθηκε ςτην αντύθετη περύπτωςη, ϐταν δηλαδό η ςυγκϋντρωςη τησ 

ξυλανϊςησ παρϋμεινε ςταθερό ςε επύπεδα κορεςμοϑ (500 U/g DSWB), ενϔ η 

εςτερϊςη κυμϊνθηκε απϐ 0 ϋωσ 0,65 U/g DSWB. Περύπου 25% του φερουλικοϑ 

οξϋοσ απελευθερϔθηκε, μετϊ το πϋρασ 1 h επϔαςησ, παρουςύα χαμηλϔν 

ςυγκεντρϔςεων εςτερϊςησ (0,8 mU/αντύδραςη υδρϐλυςησ), ενϔ αϑξηςη 

(α) (β) 



Αποτελϋςματα   

228 

 

ςημειϔθηκε ςε ποςϐτητεσ ενζϑμου πϊνω απϐ 7 mU. Η μϋγιςτη παραγωγό (67% 

περύπου) ςημειϔθηκε ςε ςυγκϋντρωςη εςτερϊςησ 0,48 U/g υποςτρϔματοσ 

(διϊγραμμα 9.1.β). 

τη ςυνϋχεια μελετόθηκε η απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ ςυναρτόςει 

του χρϐνου, παρουςύα ςταθερϔν ςυγκεντρϔςεων ενζϑμων. Αναλυτικϐτερα, οι 

ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ και τησ εςτερϊςησ, ςτισ οπούεσ παρατηρόθηκαν 

τα μεγαλϑτερα ποςοςτϊ παραγϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ, χρηςιμοποιόθηκαν ςε 

αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του απαμυλωμϋνου πύτυρου ςύτου για 24 h. το τϋλοσ 

των δϑο πρϔτων ωρϔν επϔαςησ το φερουλικϐ οξϑ που απελευθερϔθηκε 

υπολογύςτηκε ύςο με 62% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ του υποςτρϔματοσ, ενϔ 

μετϊ το πϋρασ 22 h επϔαςησ το ποςοςτϐ αυτϐ αυξόθηκε ελϊχιςτα ςτο 74% 

(διϊγραμμα 9.2).  

 

Διάγραμμα 9.2: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB (20 mg) ςυναρτόςει 

του χρϐνου (0-24 h) χρηςιμοποιϔντασ ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ 

TlXyn11 (500 U/g DSWB) και τησ FoFaeC (0,65 U/ g DSWB) απϐ το F. oxysporum. 

 

9.1.β Συνεργιςτική δράςη τησ εςτεράςησ FoFaeC με την ξυλανάςη FoXyn11 για 

την απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το απαμυλωμένο πίτυρο ςίτου 

 

Για τη μελϋτη του φερουλικοϑ οξϋοσ που απελευθερϔθηκε απϐ 

απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου παρουςύα των ενζϑμων FoFaeC και FoXyn11, 

χρηςιμοποιόθηκαν ςταθερϊ επύπεδα ςυγκϋντρωςησ εςτερϊςησ (1,6 U/g DSWB 

ό 40 mU/αντύδραςη υδρϐλυςησ), με διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ ξυλανϊςησ 

FoXyn11 του μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum (0-300 U/g DSWB ό 0-
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7,5 U/αντύδραςη υδρϐλυςησ). Μετϊ το πϋρασ τησ αντύδραςησ, η οπούα διόρκηςε 

1 h, το παραγϐμενο φερουλικϐ οξϑ που μετρόθηκε όταν ύςο με 46% του 

ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ που υπολογύςτηκε ϐτι υπϊρχει ςτο απαμυλωμϋνου 

πύτυρου ςύτου μετϊ απϐ αλκαλικό εκχϑλιςη. Σο εν λϐγω αποτϋλεςμα προϋκυψε 

παρουςύα ποςϐτητασ ξυλανϊςησ 300 U/g DSWB, ενϔ απουςύα εςτερϊςησ, η 

ξυλανϊςη δεν κατϊφερε να υδρολϑςει το ςυγκεκριμϋνο υπϐςτρωμα (διϊγραμμα 

9.3.α). 

τη ςυνϋχεια, εξετϊςτηκε η ποςϐτητα του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

παρόχθη ςτην αντύθετη περύπτωςη, ϐταν δηλαδό η ςυγκϋντρωςη τησ 

αναςυνδυαςμϋνησ ξυλανϊςησ παρϋμεινε ςταθερό ςε επύπεδα κορεςμοϑ 

(300 U/g DSWB), ενϔ η εςτερϊςη κυμϊνθηκε απϐ 0 ϋωσ 1,6 U/mg DSWB. 

Περύπου 31% του φερουλικοϑ οξϋοσ απελευθερϔθηκε, μετϊ το πϋρασ 1 h, 

παρουςύα χαμηλϔν ςυγκεντρϔςεων εςτερϊςησ (4 mU/αντύδραςη υδρϐλυςησ), 

ενϔ περιοριςμϋνη όταν η αϑξηςη που ςημειϔθηκε ςε ποςϐτητεσ ενζϑμου πϊνω 

απϐ 7 mU. Η μϋγιςτη παραγωγό (44% περύπου) ςημειϔθηκε παρουςύα 

εςτερϊςησ ςυγκϋντρωςησ 1,6 U/g υποςτρϔματοσ (διϊγραμμα 9.3.β). 

 

Διάγραμμα 9.3: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB (25 mg) μετϊ απϐ 1 h 

επϔαςησ χρηςιμοποιϔντασ: (α) διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ FoXyn11 

(0-300 U/g DSWB) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη FoFaeC (1,6 U/g DSWB) και (β) 

διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ εςτερϊςησ FoFaeC (0-1,6 U/g DSWB) και ςταθερό 

ςυγκϋντρωςη αναςυνδυαςμϋνησ ξυλανϊςησ FoXyn11 (300 U/g DSWB). 

 

Φρηςιμοποιϔντασ ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ αναςυνδυαςμϋνων ενζϑμων 

(ξυλανϊςη FoXyn11 300 U/g DSWB και εςτερϊςη του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC 

1,6 U/g DSWB), μελετόθηκε η απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 

(α) (β) 
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απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου, ςυναρτόςει του χρϐνου, ςε διϊςτημα 24 h. Όπωσ 

φαύνεται και ςτο διϊγραμμα 9.4 τισ πρϔτεσ 3 h τησ επϔαςησ το φερουλικϐ οξϑ 

που απελευθερϔθηκε υπολογύςτηκε ύςο με 54% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ του 

υποςτρϔματοσ, ενϔ 3 h αργϐτερα το ποςοςτϐ αυτϐ αυξόθηκε ελϊχιςτα ςτο 

60% και μεταβλόθηκε ςτο 65% μετϊ το πϋρασ 24 h απϐ την αρχό τησ 

υδρϐλυςησ.  

 

 

9.1.γ Συνεργιςτική δράςη τησ εςτεράςησ StFaeB με την ξυλανάςη TlXyn11 για την 

απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το απαμυλωμένο πίτυρο ςίτου 

 

τη ςυγκεκριμϋνη ςειρϊ πειραμϊτων χρηςιμοποιόθηκαν ςταθερϊ 

επύπεδα ςυγκϋντρωςησ εςτερϊςησ (0,8 U/g DSWB ό 20 mU/αντύδραςη 

υδρϐλυςησ), παρουςύα ξυλανϊςησ του μικροοργανιςμοϑ T. longibrachiatum 

TlXyn11 ςε ϋνα εϑροσ ςυγκεντρϔςεων (0-368 U/g DSWB ό 0-11,5 U/αντύδραςη 

υδρϐλυςησ). Περύπου 33% του φερουλικοϑ οξϋοσ απελευθερϔθηκε, ϋπειτα απϐ 

αντύδραςη διϊρκειασ 1 h, παρουςύα χαμηλϔν ςυγκεντρϔςεων ξυλανϊςησ 

(1,6 U/αντύδραςη υδρϐλυςησ), ενϔ ςημειϔθηκε μικρό περαιτϋρω αϑξηςη ςε 

υψηλϐτερεσ ςυγκεντρϔςεισ ενζϑμου. Η μϋγιςτη παραγωγό (41%) 

παρατηρόθηκε ςε ςυγκϋντρωςη ξυλανϊςησ 368 U/g DSWB, ενϔ απουςύα 

εςτερϊςησ, η ξυλανϊςη δεν κατϊφερε να απελευθερϔςει περιςςϐτερο απϐ 1,6% 

φερουλικϐ οξϑ απϐ το υπϐςτρωμα ϋπειτα απϐ 1 h επϔαςησ (διϊγραμμα 9.5.α).  

Αντιςτούχωσ, εξετϊςτηκε η ποςϐτητα του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

απελευθερϔθηκε ςτην αντύθετη περύπτωςη, ϐταν δηλαδό η ςυγκϋντρωςη τησ 

Διάγραμμα 9.4: Απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB 

(25 mg) ςυναρτόςει του χρϐνου 

(0-24 h) χρηςιμοποιϔντασ 

ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ 

ξυλανϊςησ FoXyn11 (300 U/g 

DSWB) και τησ FoFaeC (1,6 U/g 

DSWB) απϐ το F. oxysporum. 
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ξυλανϊςησ παρϋμεινε ςταθερό ςε επύπεδα κορεςμοϑ (128 U/g DSWB), ενϔ η 

εςτερϊςη κυμϊνθηκε απϐ 0 ϋωσ 0,8 U/mg DSWB. Μετϊ το πϋρασ τησ 

αντύδραςησ, η οπούα διόρκηςε 1 h, το παραγϐμενο φερουλικϐ οξϑ που 

μετρόθηκε όταν ύςο με 32% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ που βρϋθηκε ϐτι 

υπϊρχει ςτο απαμυλωμϋνου πύτυρου ςύτου και ςημειϔθηκε ςε ςυγκεντρϔςεισ 

εςτερϊςησ 0,8 U/g DSWB (διϊγραμμα 9.5.β). 

 

Διάγραμμα 9.5: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB (25 mg) μετϊ απϐ 1 h 

επϔαςησ χρηςιμοποιϔντασ: (α) διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ TlXyn11 

(0-368 U/g DSWB) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη StFaeB (0,8 U/g DSWB) και (β) 

διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ StFaeB (0-0,8 U/g 

DSWB) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη τησ αναςυνδυαςμϋνησ ξυλανϊςησ TlXyn11 (128 U/g 

DSWB). 

 

Κατϐπιν, πραγματοποιόθηκε η μελϋτη τησ απελευθϋρωςησ φερουλικοϑ 

οξϋοσ ςυναρτόςει του χρϐνου, παρουςύα ςταθερϔν ποςοτότων ενζϑμων. 

Αναλυτικϐτερα, οι ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ και τησ εςτερϊςησ, ςτισ οπούεσ 

ςημειϔθηκαν τα μεγαλϑτερα ποςοςτϊ παραγϐμενου φερουλικοϑ, ςϑμφωνα με 

τα προκϑπτοντα αποτελϋςματα τησ προηγοϑμενησ ςειρϊσ πειραμϊτων 

(διϊγραμμα 9.5), χρηςιμοποιόθηκαν ςε αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του 

απαμυλωμϋνου πιτϑρου ςύτου για 24 h. Έπειτα απϐ 2 h επϔαςησ το φερουλικϐ 

οξϑ που απελευθερϔθηκε υπολογύςτηκε ύςο με 38% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ 

οξϋοσ του υποςτρϔματοσ, ενϔ 22 h μετϊ το ποςοςτϐ αυτϐ αυξόθηκε ελϊχιςτα 

ςτο 43% (διϊγραμμα 9.6).  

(α) (β) 
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9.1.δ Συνεργιςτική δράςη τησ εςτεράςησ StFaeB με την ξυλανάςη FoXyn11 για την 

απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το απαμυλωμένο πίτυρο ςίτου 

 

Για την μελϋτη του φερουλικοϑ οξϋοσ που απελευθερϔνεται απϐ 

απαμυλωμϋνο πύτυρο ςύτου παρουςύα των ενζϑμων StFaeB και FoXyn11, 

χρηςιμοποιόθηκαν ςταθερϊ επύπεδα ςυγκϋντρωςησ εςτερϊςησ (1,28 U/g DSWB 

ό 32 mU/αντύδραςη υδρϐλυςησ), με διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ ξυλανϊςησ 

FoXyn11 του μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum (0-180 U/g DSWB ό 0-

4,5 U/αντύδραςη υδρϐλυςησ). Μετϊ το πϋρασ τησ αντύδραςησ, η οπούα διόρκηςε 

1 h, το παραγϐμενο φερουλικϐ οξϑ που μετρόθηκε όταν ύςο με 43,5% του 

ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ που βρϋθηκε ϐτι υπϊρχει ςτο απαμυλωμϋνου 

πύτυρου ςύτου, μετϊ απϐ την αλκαλικό του υδρϐλυςη. Σο αποτϋλεςμα αυτϐ 

παρατηρόθηκε παρουςύα ποςϐτητασ ξυλανϊςησ 180 U/g DSWB, ενϔ απουςύα 

εςτερϊςησ, η ξυλανϊςη δεν κατϊφερε να απελευθερϔςει φερουλικϐ οξϑ απϐ το 

υπϐςτρωμα (διϊγραμμα 9.7.α). 

τη ςυνϋχεια, εξετϊςτηκε η ποςϐτητα του φερουλικοϑ οξϋοσ που 

παρόχθη ςτην αντύθετη περύπτωςη, ϐταν δηλαδό η ςυγκϋντρωςη τησ 

αναςυνδυαςμϋνησ ξυλανϊςησ παρϋμεινε ςταθερό ςε επύπεδα κορεςμοϑ 

(180 U/g DSWB), ενϔ η εςτερϊςη κυμϊνθηκε απϐ 0 ϋωσ 1,28 U/g DSWB. Η 

μϋγιςτη παραγωγό (38% περύπου) ςημειϔθηκε ςε ςυγκϋντρωςη εςτερϊςησ 

1,28 U/g υποςτρϔματοσ (διϊγραμμα 9.7.β). 

Διάγραμμα 9.6: Απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB 

(25 mg) ςυναρτόςει του χρϐνου 

(0 - 24 h) χρηςιμοποιϔντασ 

ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ 

ξυλανϊςησ TlXyn11 (128 U/g 

DSWB) και τησ StFaeB (0,8 U/g 

DSWB) απϐ το S. thermophile. 
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Διάγραμμα 9.7: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB (25 mg) μετϊ απϐ 1 h 

επϔαςησ χρηςιμοποιϔντασ: (α) διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ FoXyn11 

0-180 U/g DSWB) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη StFaeB (1,28 U/g DSWB) και (β) 

διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ εςτερϊςησ StFaeB (0-1,28 U/g DSWB) και ςταθερό 

ςυγκϋντρωςη ξυλανϊςησ FoXyn11 (180 U/g DSWB). 

 

Φρηςιμοποιϔντασ ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ αναςυνδυαςμϋνων ενζϑμων 

(ξυλανϊςη FoXyn11 180 U/g DSWB και εςτερϊςη StFaeB 1,28 U/g DSWB), 

μελετόθηκε η απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ απαμυλωμϋνο πύτυρο 

ςύτου, ςυναρτόςει του χρϐνου, ςε διϊςτημα 24 h. Όπωσ φαύνεται και ςτο 

διϊγραμμα 9.8, τισ πρϔτεσ 3 h τησ υδρϐλυςησ το φερουλικϐ οξϑ που 

απελευθερϔθηκε υπολογύςτηκε ύςο με 54% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ του 

υποςτρϔματοσ, ενϔ 4 h μετϊ το ποςοςτϐ αυτϐ αυξόθηκε ελϊχιςτα και 

παρϋμεινε ςτο 60% ϋωσ και 17 h αργϐτερα. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(α) (β) 

Διάγραμμα 9.8: Απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB 

(25 mg) ςυναρτόςει του χρϐνου 

(0 – 24 h) χρηςιμοποιϔντασ 

ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ 

ξυλανϊςησ FoXyn11 (180 U/g 

DSWB) και τησ StFaeB (1,28 U/g 

DSWB) απϐ το S. thermophile. 
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9.2 Μελϋτη των παραγόντων που επιδρούν ςτην απελευθϋρωςη του 

φερουλικού οξϋοσ από το ζυμωτικό υπόλειμμα ζυθοποιύασ 

 

το ςυγκεκριμϋνο κεφϊλαιο τησ διατριβόσ μελετόθηκαν οι παρϊγοντεσ 

που επιδροϑν ςτην απελευθϋρωςη του φερουλικοϑ οξϋοσ, απϐ το υπϐλειμμα 

βϑνησ παρουςύα εύτε του πολυενζυμικοϑ εκχυλύςματοσ απϐ το μϑκητα 

F. oxysporum (Xiros & Christakopoulos, 2009), εύτε ενϐσ ζεϑγουσ μονοενζϑμων, 

τησ αναςυνδυαςμϋνησ εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ FoFaeC και τησ 

εμπορικόσ ξυλανϊςησ TlXyn11. Η ϋρευνα ςυμπληρϔθηκε με πειρϊματα 

προςδιοριςμοϑ τησ παρεμποδιςτικόσ δρϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτο τελικϐ 

προώϐν τησ υδρϐλυςησ. 

 

9.2.α Συνεργιςτική δράςη τησ εςτεράςησ FoFaeC με την ξυλανάςη TlXyn11 για την 

απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το ζυμωτικό υπόλειμμα ζυθοποιίασ 

 

Η υδρϐλυςη του BSG πραγματοποιόθηκε χρηςιμοποιϔντασ ςταθερϋσ 

ςυγκεντρϔςεισ εςτερϊςησ FoFaeC (35 mU/mL ό 0,46 U/g υποςτρϔματοσ) μετϊ 

απϐ προςθόκη διαφορετικϔν ςυγκεντρϔςεων ξυλανϊςησ TlXyn11 απϐ το 

μικροοργανιςμϐ T. longibrachiatum (0-316 U/mL ό 0-3157 U/g υποςτρϔματοσ). 

Η απελευθϋρωςη του φερουλικοϑ οξϋοσ υπολογύςτηκε ϋπειτα απϐ 9 h επϔαςησ. 

Μετϊ το πϋρασ τησ αντύδραςησ, η μϋγιςτη τιμό του παραγϐμενου φερουλικοϑ 

οξϋοσ μετρόθηκε ύςη με 34 mg/L (24% τησ ςυνολικόσ περιεκτικϐτητασ του BSG 

ϋπειτα απϐ αλκαλικό εκχϑλιςη). την παρακϊτω καμπϑλη (διϊγραμμα 9.9.α) η 

οπούα προϋκυψε απϐ τισ επιμϋρουσ μετρόςεισ του απελευθεροϑμενου οξϋοσ 

ςυναρτόςει των ςυγκεντρϔςεων ξυλανϊςησ, παρατηρόθηκαν δϑο διακριτϊ 

επύπεδα:  

α) ε χαμηλϋσ ςυγκεντρϔςεισ ξυλανϊςησ (<260 U/g), η προςθόκη μικρϔν 

ποςοτότων απϐ το ϋνζυμο εύχε ωσ αποτϋλεςμα την απϐτομη αϑξηςη τησ 

παραγωγόσ του φερουλικοϑ οξϋοσ.  

β) ε υψηλϐτερεσ ςυγκεντρϔςεισ ξυλανϊςησ (>260 U/g), η απελευθϋρωςη του 

οξϋοσ παρουςύαςε αμελητϋα διαφοροπούηςη ςε ςϑγκριςη με το προηγοϑμενο 

ςτϊδιο. Απουςύα εςτερϊςησ ςημειϔθηκαν μηδαμινϋσ ποςϐτητεσ φερουλικοϑ 

οξϋοσ μετϊ το τϋλοσ τησ υδρϐλυςησ. 
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Με παρϐμοιο τρϐπο, μελετόθηκε η επύδραςη τησ προςθόκησ 

διαφορετικϔν ποςοτότων τησ εςτερϊςησ FoFaeC (0-32 mU/mL ό 0-0,426 U/g 

υποςτρϔματοσ), ςτην παραγωγό φερουλικοϑ οξϋοσ, παρουςύα ςταθερόσ 

ςυγκϋντρωςησ ξυλανϊςησ TlXyn11 απϐ το T. longibrachiatum (72 U/mL ό 

960 U/g). ε ςυγκεντρϔςεισ εςτερϊςησ μϋχρι 0,07 U/g, η ποςϐτητα του οξϋοσ 

κυμϊνθηκε ςτα 22 mg/L (10%), ενϔ για περαιτϋρω απελευθϋρωςη όταν 

αναγκαύα η προςθόκη ςημαντικϔν ςυγκεντρϔςεων ενζϑμου. Η μϋγιςτη 

ποςϐτητα φερουλικοϑ οξϋοσ εκτιμόθηκε περύπου 32 mg/L, παρουςύα 24 mU/mL 

(0,32 U/g) εςτερϊςησ (21%) (διϊγραμμα 9.9.β). 

 

Διάγραμμα 9.9: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το BSG (56,25 mg) μετϊ απϐ 9 h 

επϔαςησ, χρηςιμοποιϔντασ: (α) διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ ξυλανϊςησ TlXyn11 

(0-3157 U/g BSG) και ςταθερό ςυγκϋντρωςη FoFaeC (0,4 U/g BSG) και (β) 

διαφορετικϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ εςτερϊςησ FoFaeC (0-0,426 U/g BSG) και ςταθερό 

ςυγκϋντρωςη ξυλανϊςησ TlXyn11 (960 U/g BSG). 

 

την πορεύα, μελετόθηκε η απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ ςυναρτόςει 

του χρϐνου, παρουςύα ςταθερϔν ςυγκεντρϔςεων ενζϑμων. Οι ποςϐτητεσ τησ 

ξυλανϊςησ και τησ εςτερϊςησ ςτισ οπούεσ παρατηρόθηκαν τα υψηλϐτερα 

ποςοςτϊ παραγϐμενου φερουλικοϑ (400 U/g και 0,32 U/g, αντιςτούχωσ), 

χρηςιμοποιόθηκαν ςε αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του BSG διϊρκειασ 24 h. Έπειτα 

απϐ 3 h επϔαςησ το φερουλικϐ οξϑ που απελευθερϔθηκε υπολογύςτηκε ύςο με 

24 mg/L, δηλαδό περύπου 16% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ που εκχυλύζεται με 

αλκαλικό υδρϐλυςη του υποςτρϔματοσ, ενϔ η μϋγιςτη ποςϐτητα οξϋοσ, περύπου 

20%, μετρόθηκε μετϊ απϐ 10 h αντύδραςησ (διϊγραμμα 9.10). 

(α) (β) 
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9.2.β Δράςη του πολυενζυμικού εκχυλίςματοσ από το μύκητα F. oxysporum ςτην 

απελευθέρωςη φερουλικού οξέοσ από το ζυμωτικό υπόλειμμα ζυθοποιίασ 

 

το ςϑςτημα των μονοενζυμϔν που ϋλαβαν μϋροσ ςτην υδρϐλυςη του 

BSG, προςτϋθηκε το ανεπεξϋργαςτο ενζυμικϐ εκχϑλιςμα, το οπούο προϋκυψε 

απϐ βυθιςμϋνη καλλιϋργεια του μικροοργανιςμοϑ F. oxysporum ςε 

βιοαντιδραςτόρα 20 L. Ωσ πηγό ϊνθρακα χρηςιμοποιόθηκαν 

λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ ϐπωσ εύναι το πύτυρο αραβοςύτου και το υπϐλειμμα 

βϑνησ (Xiros & Christakopoulos, 2009). Μετϊ την πϊροδο 9 h απϐ την ϋναρξη τησ 

υδρϐλυςησ ςε θερμοκραςύα 30OC, 35 μL απϐ το ενζυμικϐ εκχϑλιςμα 

μεταφϋρθηκαν ςτο μεύγμα τησ αντύδραςησ. Ο ςυγκεκριμϋνοσ ϐγκοσ 

αντιςτοιχοϑςε ςε ενζυμικϋσ ενεργϐτητεσ 30 U ξυλανϊςησ και 24 mU εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ. Αμϋςωσ μετϊ την προςθόκη του πολυενζυμικοϑ 

εκχυλύςματοσ ςημειϔθηκε ςημαντικό αϑξηςη του παραγϐμενου φερουλικοϑ 

οξϋοσ. Έπειτα απϐ 3 h επϔαςησ υπολογύςτηκαν περύπου 69 mg/L (0,9 mg/g 

ξηροϑ υποςτρϔματοσ) απελευθεροϑμενου φερουλικοϑ οξϋοσ, ενϔ ςτο τϋλοσ τησ 

επϔαςησ (48 h) η ποςϐτητα αυτόν ενιςχϑθηκε ελϊχιςτα (διϊγραμμα 9.11.β).  

Ανϊλογα αποτελϋςματα προϋκυψαν και ςτην περύπτωςη τησ υδρϐλυςησ 

του BSG μϐνο απϐ το ενζυμικϐ εκχϑλιςμα. Παρουςύα ανϊλογησ ςυγκϋντρωςησ 

του τελευταύου, η οπούα αντιςτοιχεύ ςτισ ενεργϐτητεσ των καθαρϔν ενζϑμων 

που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην προηγοϑμενη ςειρϊ πειραμϊτων (παρϊγραφοσ 

9.2.α) (30 U ξυλανϊςησ ό 400 U/g BSG και 24 mU εςτερϊςησ ό 0,32 U/g BSG), το 

Διάγραμμα 9.10: Απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το BSG 

(20 mg) ςυναρτόςει του χρϐνου 

(0 - 24 h) χρηςιμοποιϔντασ 

ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ τησ 

ξυλανϊςησ TlXyn11 (400 U/g BSG) 

και τησ FoFaeC (0,32 U/g BSG) 

απϐ το F. oxysporum. 
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φερουλικϐ οξϑ που απελευθερϔθηκε ϋπειτα απϐ χρονικϐ διϊςτημα 3 h, 

υπολογύςτηκε περύπου 64 mg/L (0,8 mg/g ξηροϑ υποςτρϔματοσ, 40% του 

ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ μετϊ απϐ αλκαλικό υδρϐλυςη), ενϔ η μϋγιςτη τιμό 

του μετρόθηκε μετϊ απϐ 10 h υδρϐλυςησ (70 mg/L, 1 mg/g ξηροϑ 

υποςτρϔματοσ, 49%) και παρϋμεινε ςτα επύπεδα αυτϊ μϋχρι το τϋλοσ τησ 

επϔαςησ (48 h) (διϊγραμμα 9.11.α). 

ε αντιδιαςτολό με τα παραπϊνω αποτελϋςματα, προςθόκη των 

μονοενζυμικϔν μορφϔν ςτην αντύδραςη υδρϐλυςησ του BSG απϐ το ενζυμικϐ 

εκχϑλιςμα του F. oxysporum, δεν οδόγηςε ςε αϑξηςη των επιπϋδων του 

ελεϑθερου φερουλικοϑ οξϋοσ (διϊγραμμα 9.11.β), ακϐμη και ϋπειτα απϐ 48 h 

επϔαςησ. Οι ενεργϐτητεσ των καθαρϔν ενζϑμων που χρηςιμοποιόθηκαν ςτην 

υδρϐλυςη όταν παρϐμοιεσ με τισ αρχικϋσ ενεργϐτητεσ του πολυενζυμικοϑ 

εκχυλύςματοσ (30 U ξυλανϊςησ ό 400 U/g BSG και 24 mU εςτερϊςησ ό 0,32 U/g 

BSG). Η μϋγιςτη τιμό φερουλικοϑ οξϋοσ που υπολογύςτηκε ςτην περύπτωςη 

αυτόν κυμϊνθηκε ςτα 74 mg/L. 

 

Διάγραμμα 9.11: (α) Γρϊφημα τησ % απελευθϋρωςησ φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το BSG, 

ςυναρτόςει του χρϐνου (56,25 mg BSG/αντύδραςη), με τη δρϊςη του ενζυμικοϑ 

εκχυλύςματοσ απϐ το F. oxysporum και των μονοενζϑμων TlXyn11 και FoFaeC (400 U 

ξυλανϊςησ/g και 0,32 U εςτερϊςησ/g BSG). (β) Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ 

ϋπειτα απϐ προςθόκη των μονοενζυμικϔν μορφϔν 400 U ξυλανϊςησ/g και 0,32 U 

εςτερϊςησ/g BSG) ςτο πολυενζυμικϐ ςϑςτημα του μϑκητα F. oxysporum και αντύθετα. 

(––––) Τδρϐλυςη του BSG απϐ το πολυενζυμικϐ εκχϑλιςμα,  

(—O—) Προςθόκη των ενζϑμων TlXyn11-FoFaeC ςτο ενζυμικϐ εκχϑλιςμα,  

(——) Τδρϐλυςη του BSG απϐ τα μονοϋνζυμα TlXyn11-FoFaeC,  

(––––) Προςθόκη του ενζυμικοϑ εκχυλύςματοσ ςτα ϋνζυμα TlXyn11-FoFaeC.  

 

Προςθήκη ενζγμων (9 h) 

(α) (β) 
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9.2.γ Παρεμποδιςτική δράςη του τελικού προΰόντοσ τησ υδρόλυςησ του ζυμωτικού 

υπολείμματοσ ζυθοποιίασ 

 

Οι αντιδρϊςεισ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ πραγματοποιόθηκαν παρουςύα ενϐσ 

εϑρουσ αρχικϔν ςυγκεντρϔςεων φερουλικοϑ οξϋοσ (0-120 mg/L). Η επύδραςη 

τησ εν διαλϑςει ποςϐτητασ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην ολικό υδρολυτικό 

ενεργϐτητα αλλϊ και ςτην επιμϋρουσ ενεργϐτητα τησ εςτερϊςησ FoFaeC 

μελετόθηκαν εύτε χρηςιμοποιϔντασ το ενζυμικϐ εκχϑλιςμα του F. oxysporum ό 

μεύγμα τησ εςτερϊςησ FoFaeC και τησ ξυλανϊςησ TlXyn11, χρηςιμοποιϔντασ ύςη 

ςυγκϋντρωςη εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ και ςτισ δϑο περιπτϔςεισ. 

Μικρό μεύωςη (22%) του παραγϐμενου φερουλικοϑ παρατηρόθηκε κατϊ τη 

διϊρκεια τησ υδρϐλυςησ του υπολεύμματοσ βϑνησ απϐ τα μονοϋνζυμα παρουςύα 

αρχικϔν ςυγκεντρϔςεων φερουλικοϑ οξϋοσ που δεν ξεπερνοϑςαν τα 40 mg/L, 

ενϔ δεν παρουςιϊςτηκε καμύα διαφοροπούηςη ςτην περύπτωςη του ενζυμικοϑ 

εκχυλύςματοσ. Ωςτϐςο, ςτισ ενζυμικϋσ αντιδρϊςεισ που πραγματοποιόθηκαν 

παρουςύα αρχικόσ ςυγκϋντρωςησ φερουλικοϑ οξϋοσ 80 mg/L και 120 mg/L, 

παρουςιϊςτηκε μεύωςη τησ αποδϋςμευςησ του απϐ το BSG κατϊ 72% και 87% 

αντύςτοιχα, ςε ςϑγκριςη με τισ αντιδρϊςεισ ςτισ οπούεσ δεν προςτϋθηκε 

ποςϐτητα φερουλικοϑ. την περύπτωςη του πολυενζυμικοϑ εκχυλύςματοσ απϐ 

το μϑκητα F. oxysporum, οι αντύςτοιχεσ τιμϋσ του παραγϐμενου φερουλικοϑ, 

ςημεύωςαν κατϊ 14% και 36% ελϊττωςη, αντύςτοιχα, ϐπωσ φαύνεται και ςτο 

παρακϊτω γρϊφημα (διϊγραμμα 9.12). 

 

Διάγραμμα 9.12: Επύδραςη τησ 

αρχικόσ ςυγκϋντρωςησ του 

προςτιθϋμενου φερουλικοϑ 

οξϋοσ ςτην ενζυμικό 

απελευθϋρωςό του απϐ το BSG. 

Η ενεργϐτητα τησ εςτερϊςησ 

που χρηςιμοποιόθηκε 

διατηρόθηκε ςταθερό 

(24 mU/mL) ςε ϐλεσ τισ 

περιπτϔςεισ. 
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Προκειμϋνου να επαληθευτεύ η αναςταλτικό δρϊςη του προςτιθϋμενου 

φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην αποδϋςμευςη του ενδογενοϑσ οξϋοσ απϐ το BSG, 

πραγματοποιόθηκε in situ αφαύρεςη του υδρολϑματοσ απϐ τισ αντιδρϊςεισ 

υδρϐλυςησ ςτισ οπούεσ χρηςιμοποιόθηκαν ςταθερϋσ ςυγκεντρϔςεισ ενζϑμων 

(24 mU/mL εςτερϊςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ και 30 U/mL ξυλανϊςησ). Η 

διαδικαςύα απομϊκρυνςησ του παραγϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ εύχε απϐδοςη 

μικρϐτερη του 100% (7 mg/L φερουλικοϑ οξϋοσ παρϋμειναν ςτο μεύγμα τησ 

αντύδραςησ η οπούα καταλϑθηκε απϐ τα μονοϋνζυμα και 22 mg/L ςτο μεύγμα τησ 

αντύδραςησ που καταλϑθηκε απϐ την ενζυμικϐ εκχϑλιςμα). Παρϐλα αυτϊ, η 

αφαύρεςη του υδρολϑματοσ οδόγηςε ςε ςημαντικό αϑξηςη του ρυθμοϑ τησ 

υδρϐλυςησ, αλλϊ και τησ ςυνολικόσ ποςϐτητασ του τελικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ 

που παρόχθη. Κϊτω απϐ τισ δεδομϋνεσ ςυνθόκεσ, ποςϐτητα φερουλικοϑ οξϋοσ 

ύςη με 53 mg/L απελευθερϔθηκε απϐ τη ςυνεργιςτικό δρϊςη τησ FoFaeC με την 

TlXyn11, οδηγϔντασ ςε αϑξηςη τησ ςυνολικόσ απϐδοςησ τησ αντύδραςησ κατϊ 

80%, ενϔ περύπου 80 mg/L φερουλικοϑ οξϋοσ απελευθερϔθηκαν ςτην 

περύπτωςη του πολυενζυμικοϑ εκχυλύςματοσ απϐ το F. oxysporum, 

ςυγκϋντρωςη που αντιςτοιχεύ ςε αϑξηςη κατϊ 14% τησ ςυνολικόσ απϐδοςησ 

του φερουλικοϑ, μετϊ απϐ 9 h επϔαςησ (διϊγραμμα 9.13). 

 
Διάγραμμα 9.13: Γρϊφημα τησ απελευθϋρωςησ του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το υλικϐ 

BSG (75 g/L αντύδραςησ) ςυναρτόςει του χρϐνου, με τη δρϊςη α) του ενζυμικοϑ 

εκχυλύςματοσ απϐ το F. oxysporum, πριν (--Ο--) και μετϊ την in situ απομϊκρυνςη του 

υδρολϑματοσ (----) και β) των μονοενζϑμων TlXyn11-FoFaeC (24 mU/mL εςτερϊςησ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ και 30 U/mL ξυλανϊςησ) πριν (----) και μετϊ (——) την 

αφαύρεςη του υδρολϑματοσ. 

Αφαίρεςη Υδρολγματοσ απβ την αντίδραςη (3 h) 
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Κεφϊλαιο 10: Μελϋτη τησ αλληλεπύδραςησ των εςτεραςών του 

φερουλικού οξϋοσ με ολιγοςακχαρύτεσ 

 

 πλόρησ χαρακτηριςμϐσ των αλληλεπιδρϊςεων μεταξϑ των 

βιομορύων και ο προςδιοριςμϐσ των θερμοδυναμικϔν 

ςταθερϔν που τισ διϋπουν, αποτελοϑν ςημαντικοϑσ 

παρϊγοντεσ για την κατανϐηςη βαςικϔν βιολογικϔν μηχανιςμϔν. Η 

Θερμιδομετρύα Ιςϐθερμησ Σιτλοδϐτηςησ (Isothermal Titration Calorimetry, ITC) 

αποτελεύ μια ςυνηθιςμϋνη μϋθοδο για την εξαγωγό θερμοδυναμικϔν δεδομϋνων 

που αφοροϑν ςτισ αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ των μορύων και υπολογύζει με 

ιδιαύτερη ακρύβεια την παραγωγό ακϐμη και ελϊχιςτησ ποςϐτητασ θερμϐτητασ 

ςτα πλαύςια των αντιδρϊςεων-αλληλεπιδρϊςεων.  

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό διερευνόθηκε ο καταλυτικϐσ 

μηχανιςμϐσ των εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ και ο τρϐποσ με τον οπούο 

προςδϋνονται τα ϋνζυμα αυτϊ ςτα φερουλοποιημϋνα φυςικϊ υποςτρϔματα. 

Εύναι χαρακτηριςτικϐ το γεγονϐσ ϐτι παραμϋνουν ακϐμη ϊγνωςτα τα δομικϊ 

ςτοιχεύα τησ φυτικόσ βιομϊζασ που προςδιορύζουν και ενιςχϑουν την 

καταλυτικό δρϊςη των εν λϐγω ενζϑμων. Με τα ςυγκεκριμϋνα πειρϊματα ϋγινε 

μια προςπϊθεια προςδιοριςμοϑ τησ ςημαςύασ τησ ϑπαρξησ φερουλικοϑ οξϋοσ 

ςτα υποςτρϔματα και τησ ςημαςύασ του ςτην πρϐςδεςη των ενζϑμων αυτϔν 

ςτα φυςικϊ υποςτρϔματα.  

Ο 
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Έτςι, μελετόθηκε η δϋςμευςη των φερουλοποιημϋνων και μη-

φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν ςτισ δϑο αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFaeC και StFaeB, με τη τεχνικό ITC. Οι αναλϑςεισ ITC 

πραγματοποιόθηκαν ςτο εργαςτόριο Βιομοριακόσ Υυςικόσ του Ινςτιτοϑτου 

Ραδιοώςοτϐπων-Ραδιοδιαγνωςτικϔν Προώϐντων του Ε.Κ.Ε.Υ.Ε. «Δημϐκριτοσ», ςε 

θερμιδϐμετρο MCS-ITC (Microcal Inc., Northampton, Η.Π.Α), ενϔ ςτη ςυνϋχεια, 

ϐλεσ οι καμπϑλεσ τιτλοδϐτηςησ ςτο ςϑνολϐ τουσ επεξεργϊςτηκαν μϋςω του 

λογιςμικοϑ Origin© 5.0 (Microcal Software, Inc., Northampton, Η.Π.Α.) με 

ενςωματωμϋνεσ θερμιδομετρικϋσ προςαρμοςμϋνεσ ρουτύνεσ (calorimetric fitting 

routines). 

Προκειμϋνου να αποφευχθεύ η υδρϐλυςη του φερουλοποιημϋνου 

υποςτρϔματοσ απϐ τισ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, τα ϋνζυμα που 

χρηςιμοποιόθηκαν όταν μη ενεργϊ, ϋπειτα απϐ αντικατϊςταςη τησ καταλυτικόσ 

ςερύνησ του ςυντηρημϋνου μοτύβου του ενεργοϑ κϋντρου G-X-S-X-G, απϐ το 

αμινοξϑ αλανύνη, με τη βοόθεια τησ κατευθυνϐμενησ μεταλλαξιγϋνεςησ. Η 

μϋθοδοσ που ακολουθόθηκε περιγρϊφεται ςτην παρϊγραφο 4.5. 

Σα υποςτρϔματα που χρηςιμοποιόθηκαν ςτισ αναλϑςεισ θερμιδομετρύασ 

όταν τα εξόσ:  

α. Υερουλοποιημϋνοσ αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτησ (Feruloylated Arabino-

Xylotrisaccharide, FAX3), ο οπούοσ απομονϔθηκε απϐ αδιϊλυτο ςτο νερϐ κλϊςμα 

αραβινοξυλϊνησ ςύτου (Water Unextracted Arabinoxylan, WU-AX, Megazyme, 

Ιρλανδύα), με τη δρϊςη τησ εμπορικόσ ξυλανϊςησ TlXyn11 του μικροοργανιςμοϑ 

T. longibrachiatum (Megazyme, Ιρλανδύα). 

β. 1,5-α-L-αραβινοτετραϐζη (1,5-α-L-arabinotetraose, A4, Megazyme, Ιρλανδύα), 

η οπούα απομονϔθηκε ϋπειτα απϐ ενζυμικό υδρϐλυςη τησ αραβινϊνησ απϐ 

ζαχαρϐτευτλο. 

Παρακϊτω παρατύθενται λεπτομερϔσ τα αποτελϋςματα τησ διαδικαςύασ 

παραγωγόσ, απομϐνωςησ και χαρακτηριςμοϑ των φερουλοποιημϋνων 

ολιγοςακχαριτϔν (Feruloylated oligosaccharides, FAX) απϐ το WU-AX, ενϔ ςτη 

ςυνϋχεια παρουςιϊζονται τα γραφόματα που προϋκυψαν απϐ τισ 

θερμιδομετρικϋσ αναλϑςεισ μεταξϑ ενζϑμων και υποςτρωμϊτων. 
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10.1 Παραγωγό, απομόνωςη και χαρακτηριςμόσ των φερουλοποιηµϋνων 

ολιγοςακχαριτών 

 

Οι φερουλοποιηµϋνοι ολιγοςακχαρύτεσ εύναι ολιγοµερό τησ ξυλϊνησ, που 

περιϋχουν εκτϐσ απϐ τα µϐρια τησ ξυλϐζησ, L-αραβινϐζη και εςτεροποιηµϋνο 

φερουλικϐ οξϑ. Λϐγω του ενδιαφϋροντοσ που παρουςιϊζουν ςτον τομϋα τησ 

Bιοτεχνολογύασ, πολλού ερευνητϋσ ϋχουν αςχοληθεύ επιςταμϋνα µε την 

παραγωγό αυτϔν των ολιγοµερϔν απϐ διϊφορα λιγνοκυτταρινοϑχα υλικϊ, 

ϐπωσ το πύτυρο ςύτου και αραβοςύτου. Η απομϐνωςη φερουλοποιηµϋνων 

ολιγοςακχαριτϔν επιτρϋπει την καλϑτερη κατανϐηςη τησ δομόσ των φυτικϔν 

κυτταρικϔν τοιχωμϊτων, καθϔσ ρυθμύζουν την αϑξηςη των φυτϔν. Επύςησ, 

παρουςιϊζουν ιςχυρϋσ αντιοξειδωτικϋσ ιδιϐτητεσ, µε ςημαντικϐτερη, την 

ικανϐτητα να εμποδύζουν την επαγϐμενη απϐ ιϐντα χαλκοϑ, οξεύδωςη τησ LDL 

(Φαµηλόσ Πυκνϐτητασ ΛιποπρωτεϏνη) (Ohta et al. 1997a, 1997b, Katapodis et al., 

2003). τη βιομηχανύα τροφύµων, τϋτοιοι ολιγοςακχαρύτεσ µε υψηλϐ βαθµϐ 

πολυμεριςμοϑ εύναι χρόςιμοι λϐγω τησ ικανϐτητϊσ τουσ να ςχηματύζουν 

πηκτϔματα που επϊγονται απϐ οξειδωτικό διαςταυροϑμενη ςϑνδεςη (Ishii, 

1997, Kroon & Williamson, 1999). Σϋλοσ, οι ξυλοολιγοςακχαρύτεσ µε ό χωρύσ 

φερουλικϐ οξϑ, µπορεύ να χρηςιμοποιηθοϑν ωσ λειτουργικϊ ςυςτατικϊ 

τροφύµων  

Για την απομϐνωςό τουσ ϋχουν χρηςιμοποιηθεύ διϊφορεσ μεθοδολογύεσ. 

Σο βαςικϐ χαρακτηριςτικϐ των παραπϊνω μεθϐδων εύναι η διατόρηςη του 

εςτερικοϑ δεςμοϑ μεταξϑ του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ L-αραβινοξυλϊνησ, 

καθϔσ το φερουλικϐ εύναι αυτϐ που τουσ προςδύδει τισ ςημαντικϋσ τουσ 

ιδιϐτητεσ.  

Μϋχρι ςόμερα, ϋχουν αποµονωθεύ αρκετού φερουλοποιηµϋνοι 

ολιγοςακχαρύτεσ µε τη βοόθεια τησ ϐξινησ ό τησ αλκαλικόσ υδρϐλυςησ, καθϔσ 

και µε τη χρόςη κατϊλληλων ενζϑµων. Απϐ τουσ τρεισ παραπϊνω τρϐπουσ 

απομϐνωςησ, αξιοςημεύωτο ενδιαφϋρον παρουςιϊζει η ενζυμικό κατεργαςύα 

των υποςτρωμϊτων, δεδομϋνου ϐτι το προώϐν τησ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ, 

ςϑμφωνα µε την Ευρωπαώκό και την Αμερικϊνικη νομοθεςύα, μπορεύ να 

χαρακτηριςτεύ ωσ «φυςικϐ», καθϔσ παρϊγεται µε απολϑτωσ βιολογικϋσ 
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διεργαςύεσ (ενζυµικϋσ ό µικροβιακϋσ) απϐ φυςικϊ προώϐντα (cf. Official Journal 

no. L. 184 15/7/88 and 91/71, Official Journal no. L. 42 25/2/91). 

Πολλού ερευνητϋσ ϋχουν µελετόςει τη δοµό φερουλοποιηµϋνων 

ολιγοςακχαριτϔν μετϊ την απομϐνωςό τουσ απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχεσ πρϔτεσ 

ϑλεσ. Μελϋτη ϋχει γύνει ςε ολιγοςακχαρύτεσ που προϋρχονται τϐςο απϐ 

µονοκοτυλόδονα φυτϊ, ϐπωσ το ςιτϊρι και το καλαμπϐκι, ϐςο και ςε 

ολιγοςακχαρύτεσ απϐ δικοτυλόδονα φυτϊ, ϐπωσ εύναι το ςακχαρϐτευτλο και το 

ςπανϊκι.  

Η εςτεροποιηµϋνη μορφό του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε αυτϊ τα φυτϊ ϋχει 

διαπιςτωθεύ µε διϊφορεσ μεθϐδουσ, ϐπωσ µε φαςµατοµετρύα, µε αϋρια-υγρό 

χρωµατογραφύα (Gas-Liquid Chromatography, GLC), καθϔσ και µε υγρό 

χρωµατογραφύα υψηλόσ διαχωριςτικόσ ικανϐτητασ (High Performance Liquid 

Chromatography, HPLC) (Van Sumere, 1989). Η θϋςη του φερουλικοϑ οξϋοσ ϋχει 

οπτικοποιηθεύ µετϊ απϐ ϋκθεςη του φυτικοϑ ιςτοϑ ςε υπεριϔδη ακτινοβολύα 

(Hartley, 1973). 

Ο τρϐποσ με τον οπούο το φερουλικϐ οξϑ ςυνδϋεται με τουσ 

πολυςακχαρύτεσ, ϋχει καθοριςτεύ με τη μελϋτη τησ δομόσ υδατοδιαλυτϔν 

κλαςμϊτων που απελευθερϔθηκαν απϐ τουσ φυτικοϑσ ιςτοϑσ μετϊ απϐ όπια 

ϐξινη υδρϐλυςη (Ralet et al., 1994) ό μετϊ απϐ κατεργαςύα με ϋνα μεύγμα απϐ 

υδρολυτικϊ ϋνζυμα κατϊλληλα για την υδρϐλυςη των πολυςακχαριτϔν, αλλϊ 

χωρύσ ιδιϐτητεσ εςτεραςϔν, για τη διατόρηςη του εςτερικοϑ δεςμοϑ (Fry, 

1982). 

Η φερουλοπούηςη ςτα μονοκοτυλόδονα φυτϊ παρατηρεύται ςτισ 

ξυλογλυκϊνεσ και ςτισ αραβινοξυλϊνεσ που αυτϊ περιϋχουν. Οι αραβινοξυλϊνεσ 

εκτϐσ απϐ φερουλικϐ περιϋχουν και μικρϋσ ποςϐτητεσ εςτεροποιημϋνου π-

κουμαρικοϑ οξϋοσ (Ishii, 1997). Απϐ τϋτοιου εύδουσ φυτϊ, τα οπούα θεωρεύται 

ϐτι περιϋχουν µεγαλϑτερεσ ποςϐτητεσ φερουλικοϑ οξϋοσ, ϋχουν αποµονωθεύ 

αρκετού ολιγοςακχαρύτεσ µε εςτεροποιηµϋνο φερουλικϐ οξϑ. Οι δομϋσ 

οριςμϋνων απϐ αυτοϑσ (FAX, FAX2, FAX3, FAACX2), οι οπούοι εμφανύζονται ςτο 

πύτυρο ςύτου, ςτο βλαςτϐ καλαμποκιοϑ, ςτο πύτυρο κριθαριοϑ και ςτο βλαςτϐ 

μπαμποϑ, παρουςιϊζονται ςτον παρακϊτω ςυγκεντρωτικϐ πύνακα (πύνακασ 

10.1). 
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Πίνακασ 10.1: Υερουλοποιημϋνοι ολιγοςακχαρύτεσ απϐ μονοκοτυλόδονα φυτϊ. 

 

Φερουλοποιημένοι Ολιγοςακχαρίτεσ 

(FAXx) 

Προέλευςη Βιβλιογραφία 

FAX 

 

πύτυρο ςύτου Smith & Hartley, 

1983 

FAX2 

 

βλαςτϐ 

καλαμποκιοϑ 

Kato & Nevins, 

1986 

πύτυρο 

κριθαριοϑ 

Gubler et al., 1985 

FAX3 

 

βλαςτϐ μπαμποϑ Ishii & Hiroi, 1990 

FAAcX2 

 

βλαςτϐ μπαμποϑ Ishii, 1991 

 

Έπειτα απϐ την πλόρη υδρϐλυςη του αδιϊλυτου ςτο νερϐ κλϊςματοσ τησ 

αραβινοξυλϊνησ ςύτου απϐ την ξυλανϊςη TlXyn11 του μικροοργανιςμοϑ 

T. longibrachiatum, ςτισ ςυνθόκεσ που περιγρϊφονται ςτην παρϊγραφο 4.4.16, 

πραγματοποιόθηκε ο διαχωριςμϐσ των ουδϋτερων ολιγοςακχαριτϔν απϐ τουσ 

ϐξινουσ με τη χρόςη χρωματογραφύασ ανταλλαγόσ ιϐντων AG 1×2 (ΟΗ-), ενϔ 

ςτην πορεύα οι φερουλοποιημϋνοι ολιγοςακχαρύτεσ απομονϔθηκαν με τη 

βοόθεια χρωματογραφύασ διαχωριςμοϑ μεγϋθουσ (4×Bio-Gel P-2) (Katapodis et 

al., 2003a). Η ϋκλουςη ςτο ςτϊδιο αυτϐ ϋγινε με 4 L περύπου υπερκϊθαρου νεροϑ 

και τα κλϊςματα που ςυλλϋχθηκαν φωτομετρόθηκαν ςτα 320 nm με τη βοόθεια 

του φωτομϋτρου SPECTRAmax 250 (Molecular Devices, Η.Π.Α.). Σο γρϊφημα τησ 

απορρϐφηςησ του κϊθε κλϊςματοσ ωσ προσ τον ϐγκο ϋκλουςησ παρουςιϊζεται 

παρακϊτω (διϊγραμμα 10.1). 

οι 
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Διάγραμμα 10.1: Κατανομό τησ ϋκλουςησ των φερουλοποιημϋνων κλαςμϊτων ϋπειτα 

απϐ χρωματογραφύα διαχωριςμοϑ μεγϋθουσ 

 

Η ανύχνευςη και ο χαρακτηριςμϐσ των κλαςμϊτων των 

φερουλοποιηµϋνων ολιγοςακχαριτϔν που απομονϔθηκαν µε τη διαδικαςύα που 

περιγρϊφηκε παραπϊνω, επετεϑχθηςαν με χρόςη χρωματογραφύασ λεπτόσ 

ςτοιβϊδασ και με χρωµατογραφύα HPAEC, αντιςτούχωσ. Σα αποτελϋςματα που 

προϋκυψαν, ςε ςυνδυαςμϐ με την υπϊρχουςα παλαιϐτερη βιβλιογραφύα 

(Katapodis et al., 2003a), οδόγηςαν ςτον προςδιοριςμϐ τησ δομόσ του κϊθε 

ςακχϊρου ωσ προσ τη θϋςη του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ υποκατεςτηµϋνησ απϐ 

την αραβινϐζη, ξυλϐζησ.  

Η ανϊλυςη των κλαςμϊτων ςε ςϑςτημα HPLC μετϊ απϐ αλκαλικό 

υδρϐλυςη, ϋδειξε την ϑπαρξη φερουλικοϑ οξϋοσ. Η ςϑνθεςη του γλυκοζιδικοϑ 

μϋρουσ των προώϐντων προςδιορύςτηκε μετϊ απϐ ϐξινη υδρϐλυςη των 

κλαςμϊτων και την ανϊλυςό τουσ µε HPAEC (παρϊγραφοσ 4.4.16). ϑμφωνα µε 

τα χρωµατογραφόµατα τα μϐνα ςϊκχαρα που ανιχνεϑτηκαν όταν αραβινϐζη 

(Αrabinose, A) και ξυλϐζη (Xylose, X).  

Απϐ τισ παραπϊνω δϑο μελϋτεσ, το κλϊςμα fa, το οπούο χρηςιμοποιόθηκε 

ακολοϑθωσ ςτισ αναλϑςεισ θερμιδομετρύασ, χαρακτηρύςθηκε και ταυτοποιόθηκε 

ωσ φερουλοποιηµϋνοσ αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτησ, FΑΦΦΦ (FAX3), με αναλογύα 

fa 
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Ara:Xyl 1:3 και μοριακϐ βϊροσ 722 (Vardakou et al., 2003). 

 

10.2 Μελϋτη τησ αλληλεπύδραςησ των εςτεραςών του φερουλικού οξϋοσ με 

τουσ ολιγοςακχαρύτεσ με την τεχνικό τησ Θερμιδομετρύασ Ιςόθερμησ 

Τιτλοδότηςησ 

 

Οι θερμοδυναμικϋσ παρϊμετροι τησ αλληλεπύδραςησ των μη ενεργϔν 

εςτεραςϔν του φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFaeC S217A και StFaeB S118A, με τουσ 

ολιγοςακχαρύτεσ FAX3 και A4, μελετόθηκαν ςε θερμοκραςύα 25OC και ςε 

ρυθμιςτικϐ διϊλυμα με pH=6,0. ε κϊθε ανϊλυςη, το διϊλυμα του 

υποςτρϔματοσ, προςτύθετο ςτο κελύ ςε μια ακολουθύα 27 εγχϑςεων. 

Ξεχωριςτϋσ αναλϑςεισ πραγματοποιόθηκαν για τον προςδιοριςμϐ τησ 

ενθαλπύασ των ςυνεχϐμενων αραιϔςεων τϐςο για το διϊλυμα του 

υποςτρϔματοσ, ϐςο και για το διϊλυμα του ενζϑμου, ενϔ ςτο τϋλοσ οι τιμϋσ 

αυτϋσ αφαιροϑνταν απϐ τη φαινομενικό ενθαλπύα τησ κϊθε τιτλοδϐτηςησ. 

Κατϐπιν ειδικόσ επεξεργαςύασ, παρουςιϊζονται τα πειραματικϊ δεδομϋνα που 

ελόφθηςαν ςε μορφό καμπϑλησ τησ θερμϐτητασ (μcal/sec) ανϊ μονϊδα χρϐνου, 

αρχικϊ, και ςτη ςυνϋχεια, ςε καμπϑλεσ τιτλοδϐτηςησ τησ μεταβολόσ τησ 

ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό αναλογύα των αντιδρϔντων. Σο 

ακριβϋσ ςχόμα των ιςϐθερμων καμπυλϔν δϋςμευςησ περιϋχει ϐλεσ τισ 

απαραύτητεσ πληροφορύεσ για τον πλόρη χαρακτηριςμϐ των αντιδρϊςεων 

αλληλεπύδραςησ. 

Σα ζεϑγη των μορύων ςτα οπούα διενεργόθηκαν οι θερμιδομετρικϋσ 

μελϋτεσ όταν τα εξόσ:  

α) η πρωτεϏνη FoFaeC S217A με το φερουλοποιημϋνο ολιγοςακχαρύτη FAX3 

(διϊγραμμα 10.2) 

β) η πρωτεϏνη FoFaeC S217A με τον ολιγοςακχαρύτη A4 (διϊγραμμα 10.3) 

γ) η πρωτεϏνη StFaeB S118A με το φερουλοποιημϋνο ολιγοςακχαρύτη FAX3 

(διϊγραμμα 10.4) 

δ) η πρωτεϏνη StFaeB S118A με τον ολιγοςακχαρύτη A4 (διϊγραμμα 10.5). 
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Διάγραμμα 10.2: Καμπϑλεσ θερμϐτητασ (μcal/sec) ανϊ μονϊδα χρϐνου και 

τιτλοδϐτηςησ τησ μεταβολόσ τησ ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό 

αναλογύα των αντιδρϔντων μορύων FoFaeC S217A και FAX3. 
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Διάγραμμα 10.3: Καμπϑλεσ θερμϐτητασ (μcal/sec) ανϊ μονϊδα χρϐνου και 

τιτλοδϐτηςησ τησ μεταβολόσ τησ ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό 

αναλογύα των αντιδρϔντων μορύων FoFaeC S217A και A4. 
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Διάγραμμα 10.4: Καμπϑλεσ θερμϐτητασ (μcal/sec) ανϊ μονϊδα χρϐνου και 

τιτλοδϐτηςησ τησ μεταβολόσ τησ ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό 

αναλογύα των αντιδρϔντων μορύων StFaeB S118A και FAX3. 
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Διάγραμμα 10.5: Καμπϑλεσ θερμϐτητασ (μcal/sec) ανϊ μονϊδα χρϐνου και 

τιτλοδϐτηςησ τησ μεταβολόσ τησ ενθαλπύασ (ΔΗ, kcal/mol) ωσ προσ τη μοριακό 

αναλογύα των αντιδρϔντων μορύων StFaeB S118A και A4. 
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τα παραπϊνω γραφόματα κϊθε μια κορυφό, ςτο ςϑνολο των 27, 

αντιςτοιχεύ ςε μύα και μϐνο ϋκχυςη του υποςτρϔματοσ ςτο μη ενεργϐ ϋνζυμο. 

τισ πρϔτεσ εκχϑςεισ των ακολουθιϔν ςτισ αναλϑςεισ των αλληλεπιδρϊςεων 

μεταξϑ των πρωτεώνϔν και των φερουλοποιημϋνων ολιγοςακχαριτϔν 

(διαγρϊμματα 10.2 και 10.4), οι κορυφϋσ εύναι περύπου ύςου μεγϋθουσ, γεγονϐσ 

που δεύχνει ϐτι ςχεδϐν ϐλα τα μϐρια του υποςτρϔματοσ δεςμεϑονται απϐ το 

μακρομϐριο. την πορεύα τησ διαδικαςύασ οι κορυφϋσ τησ θερμϐτητασ 

μειϔνονται, καθϔσ οι θϋςεισ δϋςμευςησ περιορύζονται και ολοϋνα και λιγϐτερα 

μϐρια πρωτεϏνησ αλληλεπιδροϑν με τα μϐρια του υποςτρϔματοσ.  

Προκειμϋνου να κατανοηθοϑν πληρϋςτερα και να περιγραφοϑν 

λεπτομερϔσ οι παραπϊνω βιολογικϋσ διεργαςύεσ, προςδιορύςτηκαν 

ςυγκεκριμϋνα βαςικϊ θερμοδυναμικϊ μεγϋθη, ϐπωσ εύναι η ςτοιχειομετρύα τησ 

αντύδραςησ (Ν), η ςταθερϊ ςϑνδεςησ (Κ), η μεταβολό ςτην ενθαλπύα (ΔH) και η 

μεταβολό ςτην εντροπύα (ΔS). Η ςυνεχόσ γραμμό που διϋρχεται απϐ τα ςημεύα 

των πειραματικϔν δεδομϋνων αντιπροςωπεϑει την ϊριςτα προςαρμοςμϋνη 

καμπϑλη η οπούα χρηςιμοποιόθηκε για τον υπολογιςμϐ των παραπϊνω 

παραμϋτρων ςε καθεμύα περύπτωςη. 

Για το πρϔτο ζεϑγοσ βιομορύων, FoFaeC S217A και FAX3, οι τιμϋσ των εν 

λϐγω ςταθερϔν υπολογύςτηκαν επιτυχϔσ. Η 1,5-α-L-αραβινοτετραϐζη φϊνηκε 

να μην αλληλεπιδρϊ με τισ μη ενεργϋσ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, εν 

αντιθϋςει με το φερουλοποιημϋνο αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτη, ο οπούοσ μϊλιςτα 

εμφϊνιςε δϋςμευςη ςτην εςτερϊςη απϐ το F. oxysporum. Η ςταθερϊ που 

υποδηλϔνει την ϋνταςη τησ δϋςμευςησ του ενζϑμου ςτο υπϐςτρωμα μετρόθηκε 

ςτην περύπτωςη αυτό ύςη με 1,62 × 105 (± 3,32 × 104) M-1. Η μεταβολό του 

ενεργειακοϑ περιεχομϋνου του ςυςτόματοσ κατϊ τη ςϑνδεςη υπολογύςτηκε ύςη 

με -1748 (± 78,55) cal/mol, ενϔ η μεταβολό ςτην τϊξη του ςυςτόματοσ κατϊ τη 

ςϑνδεςη προςδιορύςτηκε ςϑμφωνα με τουσ τϑπουσ (1) και (2) ύςη με 

18,0 cal/mol/deg. 

ΔG = – R × T × lnK  (1) 

ΔG = ΔΗ – T × ΔS  (2) 

 

Όπου: R η παγκϐςμια ςταθερϊ αερύων,  

Τ η θερμοκραςύα ςε βαθμοϑσ Kelvin και, 
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ΔG η μεταβολό ςτην ελεϑθερη ενϋργεια Gibbs που καταδεικνϑει το 

μϋγεθοσ τησ ενεργειακόσ ςταθεροπούηςησ των αντιδρϔντων μορύων κατϊ την 

αλληλεπύδραςό τουσ και υπολογύςτηκε ύςη με -7109 cal/mol.  

Σα ςυμπερϊςματα του πειρϊματοσ αυτοϑ εύναι πολϑ ςημαντικϊ μιασ και 

δεύχνουν τη ςημαςύα για πρϔτη φορϊ τησ ϑπαρξησ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην 

πρϐςδεςη του ενζϑμου με τα φυςικϊ υποςτρϔματα. 

Αντιςτούχωσ, για το ζεϑγοσ StFaeB S118A και FAX3 η επεξεργαςύα των 

πειραματικϔν δεδομϋνων με τη χρόςη του λογιςμικοϑ Origin© 5.0 όταν αρκετϊ 

δϑςκολη και ο προςδιοριςμϐσ των θερμοδυναμικϔν παραμϋτρων δεν όταν 

επιτυχόσ. Ωςτϐςο, η τιμό τησ μεταβολόσ του ενεργειακοϑ περιεχομϋνου του 

ςυςτόματοσ κατϊ την αλληλεπύδραςη των αντιδρϔντων εκτιμόθηκε περύπου 

500-700 cal/mol, δηλαδό ςχεδϐν υποδιπλϊςια ςε ςϑγκριςη με την περύπτωςη 

του πρϔτου ζεϑγουσ μορύων. Επιπλϋον, η ςταθερϊ ςϑνδεςησ Κ υπολογύςτηκε 

κατϊ προςϋγγιςη 1000 M-1. 



Αποτελϋςματα   

254 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 





  Συμπερϊςματα & Συζότηςη Αποτελεςμϊτων 

257 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Κεφϊλαιο 11: Σύνοψη και ςυζότηςη αποτελεςμϊτων  

 

α γονιδιώματα δϑο ςημαντικών απϐ βιοτεχνολογικόσ ϊποψησ 

μυκότων, του F. oxysporum και του S. thermophile, 

αποκρυπτογραφόθηκαν πρϐςφατα απϐ το Ινςτιτοϑτο 

Τεχνολογύασ τησ Μαςαχουςϋτησ, Μ.Ι.Τ., (Μϊρτιοσ 2007) και απϐ την ερευνητικό 

ομϊδα του Καθηγητό Adrian Tsang ςτο Πανεπιςτόμιο Concordia του Καναδϊ ςε 

ςυνεργαςύα με το Ινςτιτοϑτο Γονιδιώματοσ, J.G.I., (Ιοϑνιοσ 2009), αντύςτοιχα. Τα 

βαςικϐτερα ςτοιχεύα που προϋκυψαν παρουςιϊζονται ςυνοπτικϊ ςτον 

παρακϊτω πύνακα. 

 

Πίνακασ 11.1: Συγκεντρωτικϊ αποτελϋςματα τησ ανϊλυςησ των γονιδιωμϊτων των 

μυκότων F. oxysporum και S. thermophile. 

 

 

Συνολικό 

μήκοσ 

γονιδιώματοσ 

(Mbp) 

Αριθμόσ 

γονιδίων 

Συνολικό 

μήκοσ 

γονιδίων 

(Mbp) 

Συνολικό μήκοσ 

κωδικοποιούςασ 

περιοχήσ 

(Mbp) 

F. oxysporum 61,36 17708 26,91 21,69 

S. thermophile 38,74 9110 18,08 15,98 

 

Σϑμφωνα λοιπϐν με τα παραπϊνω δεδομϋνα, το μϋγεθοσ του 

γονιδιώματοσ του Αςκομϑκητα F. oxysporum εύναι αρκετϊ μεγαλϑτερο απϐ αυτϐ 

του Βαςιδιομϑκητα S. thermophile, ενώ ο αριθμϐσ των γονιδύων του εύναι ςχεδϐν 

Τ 
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διπλϊςιοσ. Το μϋςο μόκοσ των γονιδύων του F. oxysporum εύναι περύπου 1520 bp, 

ενώ του S. thermophile εύναι κατϊ 24% μεγαλϑτερο, δηλαδό περύπου 1880 bp. 

Στη ςυνϋχεια μελετόθηκαν οι αλληλουχύεσ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που ςυναντώνται ςτουσ δϑο μικροοργανιςμοϑσ. Με τη 

βοόθεια ειδικών υπολογιςτικών εργαλεύων βρϋθηκαν οκτώ πιθανϋσ αλληλουχύεσ 

ςτο γονιδύωμα του F. oxysporum και επτϊ ςτο γονιδύωμα του S. thermophile. Οι 

τϋςςερισ απϐ αυτϋσ (δϑο απϐ κϊθε γονιδύωμα) ϋχουν απομονωθεύ και 

χαρακτηριςθεύ απϐ την ερευνητικό ομϊδα του Εργαςτηρύου Βιοτεχνολογύασ του 

Ε.Μ.Π. (Topakas et al. 2003a, 2003b, 2004, 2005) ενώ ϊλλεσ δϑο αποτελοϑν 

αντικεύμενο μελϋτησ τησ παροϑςασ διατριβόσ. Ο πύνακασ 11.2 παρουςιϊζει τισ 

μϋςεσ τιμϋσ των βαςικών παραμϋτρων των εςτεραςών που εντοπύζονται ςτουσ 

υπϐ μελϋτη μϑκητεσ. 

 

Πίνακασ 11.2: Συγκεντρωτικϊ αποτελϋςματα τησ μοριακόσ και φυςικοχημικόσ 

ανϊλυςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ των μυκότων F. oxysporum και 

S. thermophile. 
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F. oxysporum 1522 1392 454 49144 7,15 3,63 52,5 1,50 

S. thermophile 1082 898 298 31930 5,72 2,00 67,1 1,57 

 

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που υπϊρχουν ςτο μεςϐφιλο μϑκητα 

F. oxysporum αποδεικνϑεται ϐτι αποτελοϑνται, κατϊ μϋςο ϐρο, απϐ περιςςϐτερα 

αμινοξικϊ κατϊλοιπα, ςε ςϑγκριςη με τα αντύςτοιχα γονύδια του θερμϐφιλου 

μικροοργανιςμοϑ S. thermophile. Αυτϐ οφεύλεται ςτο γεγονϐσ ϐτι ςτον πρώτο 

μικροοργανιςμϐ υπϊρχουν περιςςϐτερεσ εςτερϊςεσ τϑπου C, οι οπούεσ 

ςϑμφωνα με παλαιϐτερα βιβλιογραφικϊ δεδομϋνα χαρακτηρύζονται απϐ 

μεγαλϑτερα μοριακϊ βϊρη ςε ςϑγκριςη με τισ εςτερϊςεσ που ανόκουν ςτουσ 

τϑπουσ Α, Β και D (Topakas et al., 2007).  
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Τα ιςοηλεκτρικϊ ςημεύα των ενζϑμων ςτην πρώτη περύπτωςη 

περιορύζονται ςτην ουδϋτερη περιοχό pH (7,15), ενώ ςτη δεϑτερη, οι τιμϋσ αυτϋσ 

εντοπύζονται ςτην ελαφρώσ ϐξινη περιοχό (5,72). Ο μϋςοσ θεωρητικϐσ αριθμϐσ 

των θϋςεων Ν-γλυκοζυλύωςησ υπολογύςτηκε μεγαλϑτεροσ για το μεςϐφιλο 

μϑκητα. Τϋλοσ, η περιεκτικϐτητα ςε βϊςεισ GC παρατηρεύται αυξημϋνη ςτο 

θερμϐφιλο S. thermophile, γεγονϐσ που καταδεικνϑει την αντοχό του μϑκητα ςε 

θερμοκραςύεσ ϋωσ 50ΟC. 

Η ςτούχιςη και ςϑγκριςη των αμινοξικών αλληλουχιών των εςτεραςών 

του φερουλικοϑ οξϋοσ και των δυο μυκότων, με ϊλλεσ μελετημϋνεσ και γνωςτϋσ 

αλληλουχύεσ τησ κϊθε οικογενεύασ, απϋδειξε ϐτι οι τϑποι B και D εντοπύζονται και 

ςτα δϑο εύδη, ενώ εςτερϊςεσ τϑπου C υπϊρχουν μϐνο ςτο F. oxysporum και 

τϑπου A μϐνο ςτο S. thermophile (πύνακασ 11.3).  

 

Πίνακασ 11.3: Ομαδοπούηςη των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μϑκητεσ 

F. oxysporum και S. thermophile α) κατϊ Crepin (2004), β) ςϑμφωνα με τη βϊςη 

δεδομϋνων CAZy (Cantarel et al., 2009) και γ) κατϊ Benoit (2008). 
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Στο ςημεύο αυτϐ πρϋπει να αναφερθεύ ϐτι ςε πολλϋσ περιπτώςεισ η 

κατηγοριοπούηςη των εςτεραςών ςτουσ τϋςςερισ τϑπουσ (Crepin et al., 2004) με 

βϊςη την εξειδύκευςό τουσ ςτουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυκινναμικών 

οξϋων, αποτελεύ αναξιϐπιςτη μϋθοδο οδηγώντασ ςυχνϊ ςε λανθαςμϋνα 

ςυμπερϊςματα. Απϐ την ϊλλη πλευρϊ, η ομαδοπούηςη τουσ με γνώμονα την 

ομολογύα των αμινοξικών τουσ αλληλουχιών, παρϐλο που δύνει πιο ςαφό 

αποτελϋςματα, τισ περιςςϐτερεσ φορϋσ δημιουργεύ ςϑγχυςη καθώσ εςτερϊςεσ 

που εντϊςςονται ςτον ύδιο τϑπο βϊςει αμινοξικόσ ομολογύασ, παρουςιϊζουν 
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διαφορετικϋσ καταλυτικϋσ προτιμόςεισ ςτουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ. Τϋτοια 

παραδεύγματα αποτελοϑν οι εςτερϊςεσ AnFaeB απϐ τον A. nidulans (Shin and 

Chen, 2007), η AnFaeB απϐ τον A. niger (Kroon et al., 1996, de Vries et al., 2002, 

Levasseur et al., 2004a, 2004b), η AoFaeB απϐ τον A. oryzae και η FAE-1 απϐ τον 

P. chrysogenum, οι οπούεσ αν και παρουςιϊζουν μεγϊλη αμινοξικό ομολογύα με 

εςτερϊςεσ τϑπου C, το υδρολυτικϐ τουσ προφύλ φανερώνει ϐτι αποτελοϑν 

τυπικϋσ εςτερϊςεσ τϑπου Β (Crepin et al., 2004).  

Αντύςτοιχη απϐκλιςη τησ ομαδοπούηςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ βαςιζϐμενη ςτην εξειδύκευςη υποςτρώματοσ και ςτην αμινοξικό 

ακολουθύα, παρατηρόθηκε ςτην κατηγοριοπούηςη των εςτεραςών που 

απομονώθηκαν ςτα πλαύςια τησ διδακτορικόσ διατριβόσ του Δρ Ευϊγγελου 

Τϐπακα (2004), ϐπου μεταξϑ ϊλλων απομονώθηκαν μια εςτερϊςη τϑπου Α απϐ 

το F. oxysporum (FoFAE-II, Topakas et al., 2003) και μια εςτερϊςη τϑπου C απϐ 

το S. thermophile (StFaeC, Topakas et al., 2005). Σϑμφωνα με τον πύνακα 11.3 

τϋτοιου τϑπου εςτερϊςεσ δεν απαντώνται ςτα γονιδιώματα των 

μικροοργανιςμών αυτών ενιςχϑοντασ την υπϐθεςη ϐτι οι εςτερϊςεσ αυτϋσ εύναι 

πιθανϐν τϑπου D με βϊςη την αμινοξικό τουσ ακολουθύα, αφοϑ και ςτισ δϑο 

περιπτώςεισ η εξειδύκευςη υποςτρώματοσ ςτα υδροξυκινναμικϊ οξϋα των 

ενζϑμων αυτών εύναι παρϐμοιεσ με την υποκατηγορύα αυτό (Crepin et al., 2004). 

Οι παραπϊνω εξαιρετικϋσ περιπτώςεισ εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ 

εντεύνουν την ανϊγκη δημιουργύασ ενϐσ νϋου πολυδιϊςτατου και ςυνδυαςτικοϑ 

ςυςτόματοσ ταξινϐμηςησ με ςκοπϐ την αςφαλό ομαδοπούηςό τουσ. 

Τϋλοσ, η φυλογενετικό ανϊλυςη ϋδειξε ϐτι τα γονύδια των εςτεραςών 

τϑπου C, απϐ το F. oxysporum, foxg_12213, foxg_12102 και foxg_10855, 

πιθανϐτατα προϋρχονται απϐ κοινϐ πρϐγονο και παρουςιϊζουν μεταξϑ τουσ 

ομοιϐτητα απϐ 31 ϋωσ 39%. Το ύδιο ιςχϑει και για τα γονύδια των εςτεραςών 

τϑπου Β, fae_96478, fae_80233 και fae_78090, ςτα οπούα η μεταξϑ τουσ 

ομοιϐτητα κυμαύνεται απϐ 40 ϋωσ 65%. Πιθανολογεύται, μϊλιςτα, ϐτι τα γονύδια 

fae_96478 και fae_78090, αποτελοϑν δυο διαφορετικϊ ιςοϋνζυμα εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου Β. 

Σε επϐμενο ςτϊδιο τησ διατριβόσ πραγματοποιόθηκε επιτυχώσ η 

κλωνοπούηςη και η ετερϐλογη υπερϋκφραςη τριών ημικυτταριναςών ςτο 

μεθυλϐτροφο μϑκητα P. pastoris: δϑο εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 
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τουσ μικροοργανιςμοϑσ F. oxysporum (FoFaeC-12213) και S. thermophile 

(StFaeB-96478) και μιασ ξυλανϊςησ απϐ το F. oxysporum (FoXyn11-09638). Τα 

βόματα τησ κλωνοπούηςησ και τησ ϋκφραςησ των τριών γονιδύων αναφϋρονται 

ςυνοπτικϊ ςτον παρακϊτω πύνακα (πύνακασ 11.4). 

 

Πίνακασ 11.4: Συνοπτικϐσ πύνακασ με τα βόματα τησ κλωνοπούηςησ και τησ ϋκφραςησ 

των τριών υπϐ μελϋτη γονιδύων. 
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Η ϋκφραςη των υπϐ μελϋτη ενζϑμων η οπούα πραγματοποιόθηκε απϐ το 

ςϑςτημα του μεθυλϐτροφου μικροοργανιςμοϑ P. pastoris, παρατηρόθηκε ϋπειτα 

απϐ την προςθόκη μεθανϐλησ και η ϑπαρξη ενεργϐτητασ ςτην περύπτωςη των 

εςτεραςών διαπιςτώθηκε απϐ το ςχηματιςμϐ κηλύδων φθοριςμοϑ γϑρω απϐ τισ 

αναςυνδυαςμϋνεσ αποικύεσ ςε ςτερεϐ θρεπτικϐ μϋςο παρουςύα του 

υποςτρώματοσ MeUF. Αντύςτοιχα, η ενεργϐτητα ξυλανϊςησ ανιχνεϑθηκε με 

κατϊλληλεσ δοκιμϋσ ςε υγρϋσ καλλιϋργειεσ μικρόσ κλύμακασ, χρηςιμοποιώντασ 

ξυλϊνη απϐ ςημϑδα ωσ υπϐςτρωμα. Το μοριακϐ βϊροσ των ενζϑμων 

προςδιορύςθηκε με ηλεκτροφϐρηςη ςε πόκτωμα πολυακρυλαμιδύου (SDS-

PAGE). 

 

Πίνακασ 11.5: Τα πειραματικϊ και θεωρητικϊ φυςικοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ των 

τριών κλωνοποιημϋνων γονιδύων των ημικυτταριναςών. 

 

 
Πειραματικέσ τιμέσ 

Θεωρητικέσ τιμέσ 
(ProtParam, ExPASY) 

 MW (kDa) pI MW (kDa) pI 
FoXyn11-09638 25 7,0-9,5 26,168 7,12 
FoFaeC-12213 62 6,8 62,091 6,49 
StFaeB-96478 39 3,7 32,303 4,73 

 

Ακολοϑθηςε παραγωγό των ενζϑμων ςε καλλιϋργειεσ BMMY μεγϊλησ 

κλύμακασ, ςυνολικοϑ ϐγκου 2 L και μελετόθηκαν λεπτομερώσ τα φυςικοχημικϊ 

τουσ χαρακτηριςτικϊ (πύνακασ 11.5). Η υδρολυτικό ενεργϐτητα που 

καταγρϊφηκε για τα τρύα αναςυνδυαςμϋνα ϋνζυμα ϋπειτα απϐ 8 ό 9 ημϋρεσ 

επώαςησ όταν 110 U/mL (216 h) για τη FoXyn11, 945 U/L (216 h) για τη 

FoFaeC και 930 U/L (192 h) για τη StFaeB. Οι τιμϋσ αυτϋσ εύναι κατϊ 9 φορϋσ 

τουλϊχιςτον, υψηλϐτερεσ απϐ τη ςυνολικό ενεργϐτητα εςτερϊςησ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ που παρόχθη απϐ τα ςτελϋχη φυςικοϑ τϑπου των 

μικροοργανιςμών. Αναλυτικϐτερα, η απϐδοςη τησ ϋκφραςησ τησ 

αναςυνδυαςμϋνησ πρωτεϏνησ FoFaeC απϐ την P. pastoris ϋπειτα απϐ 9 ημϋρεσ 

επώαςησ υπολογύςτηκε κατϊ εννιϊ φορϋσ υψηλϐτερη απϐ την απϐδοςη τησ 

παραγωγόσ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ (98 U/L ςυνολικό 

ενεργϐτητα) απϐ το ςτϋλεχοσ φυςικοϑ τϑπου του F. oxysporum, ϐταν αυτόν 

πραγματοποιόθηκε ςε μεγϊλησ κλύμακασ βιοαντιδραςτόρα (17 L) παρουςύα 

ςπϊδικα αραβοςύτου ωσ πηγό ϊνθρακα (Topakas and Christakopoulos, 2004). 
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Ομούωσ, ςτην περύπτωςη του S. thermophile η ϋκφραςη του αναςυνδυαςμϋνου 

ενζϑμου StFaeB ξεπϋραςε κατϊ 60 φορϋσ περύπου την απϐδοςη παραγωγόσ των 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐταν το φυςικϐ ςτϋλεχοσ του 

μικροοργανιςμοϑ αναπτϑχθηκε υπϐ ςυνθόκεσ ζϑμωςησ ςτερεϊσ κατϊςταςησ ςε 

οριζϐντιο βιοαντιδραςτόρα, παρουςύα ϊχυρου ςύτου (15,6 U/L, Topakas et al., 

2003). 

Αξύζει να ςημειωθεύ ϐτι το ςϑςτημα ϋκφραςησ τησ P. pastoris 

χρηςιμοποιόθηκε αποτελεςματικϊ ςτο παρελθϐν για τη μελϋτη αρκετών 

αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ τησ εςτερϊςησ 

AnFaeA απϐ τον A. niger (Juge et al., 2001, Faulds et al., 2005), τησ AwFaeA απϐ 

τον A. awamori (Koseki et al., 2005, 2006), τησ NcFaeB και τησ NcFaeD-3.544 

απϐ το N. crassa (Crepin et al., 2003b, 2004b) τησ TsFaeC απϐ το T. stipitatus 

(Crepin et al., 2003a) και τησ CcEst1 απϐ το Coprinopsis cinerea (Hashimoto et 

al., 2010). 

Στη ςυνϋχεια πραγματοποιόθηκε μια προςπϊθεια ενύςχυςησ τησ 

παραγωγόσ των ενζϑμων του μεςϐφιλου μϑκητα F. oxysporum μϋςω 

βελτιςτοπούηςησ των ςυνθηκών ζϑμωςησ. Μελετόθηκε αρχικϊ η ενζυμικό 

παραγωγό ςε θρεπτικϐ μϋςο με αρχικϋσ τιμϋσ pH απϐ 5,0 ϋωσ 10,0, ςε ςταθερό 

ταχϑτητα ανϊδευςησ (200 ςτροφϋσ/min) και παροχό 0,5% (v/v) μεθανϐλησ. Η 

υψηλϐτερη ενεργϐτητα και για τα δϑο αναςυνδυαςμϋνα ϋνζυμα, παρατηρόθηκε 

ςε αρχικϐ pH 7,0 ϋπειτα απϐ 216 h (FoFaeC: 1280 U/L, FoXyn11: 120 U/mL).  

Διατηρώντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ ςτισ 200 ςτροφϋσ/min και το pH 

του μϋςου BMMY ςτο 7,0, μελετόθηκε η επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ τησ 

μεθανϐλησ ςτην ϋκφραςη των γονιδύων. Τα υψηλϐτερα επύπεδα εςτερϊςησ και 

ξυλανϊςησ παρατηρόθηκαν ϋπειτα απϐ προςθόκη μεθανϐλησ ςυγκϋντρωςησ 

1,0% και 0,5% (v/v), αντύςτοιχα (FoFaeC: 1300 U/L, FoXyn11: 120 U/mL).  

Σε τρύτο ςτϊδιο ϋγιναν δοκιμϋσ μεταβϊλλοντασ την ταχϑτητα ανϊδευςησ 

απϐ 0 ϋωσ 250 ςτροφϋσ/min, ςε αρχικϐ pH 7,0, προςθϋτοντασ μεθανϐλη 1,0% 

ςτην περύπτωςη τησ εςτερϊςησ και 0,5% ςτην περύπτωςη τησ ξυλανϊςησ. Η 

ανϊδευςη και ο αεριςμϐσ φϊνηκε να επηρεϊζει και τα δϑο ϋνζυμα. Οι μϋγιςτεσ 

ενεργϐτητεσ μετρόθηκαν ςτισ 250 ςτροφϋσ, ενώ απουςύα ανϊδευςησ 

ςημειώθηκε μηδαμινό ϋκκριςη πρωτεώνών (FoFaeC: 1399 U/L, FoXyn11: 

166 U/mL).  
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Με ϐλουσ τουσ μελετώμενουσ παρϊγοντεσ να παραμϋνουν ςτισ βϋλτιςτεσ 

τουσ τιμϋσ (FoFaeC: pH 7,0, 250 rpm, 1,0% μεθανϐλη, FoXyn11: pH 7,0, 250 rpm, 

0,5% μεθανϐλη), πραγματοποιόθηκαν καλλιϋργειεσ ςε απλϋσ φιϊλεσ και ςε 

φιϊλεσ τϑπου baffled (250 mL). Στο ςτϊδιο αυτϐ, ςημειώθηκε διπλαςιαςμϐσ τησ 

ενεργϐτητασ των ενζϑμων ςτισ φιϊλεσ baffled τισ πρώτεσ 48 h επώαςησ, ενώ ςτη 

ςυνϋχεια η παραγωγικϐτητα κυμϊνθηκε ςτα ύδια επύπεδα τϐςο ςτισ απλϋσ ϐςο 

και ςτισ ειδικϋσ φιϊλεσ (FoFaeC: 6,5-7,0 U/L/h, FoXyn11: 740-770 U/L/h). Το 

γεγονϐσ αυτϐ οφεύλεται πιθανϐτατα ςτην αϑξηςη των επιπϋδων του οξυγϐνου 

ςτισ φιϊλεσ με τα εςωτερικϊ πτερϑγια ςε ςϑγκριςη με τισ απλϋσ, τισ πρώτεσ 

κιϐλασ 48 h επώαςησ. Μϊλιςτα, ςε αντύςτοιχη ϋρευνα των Villatte et al., (2001) 

βρϋθηκε ϐτι τα επύπεδα οξυγϐνου ςε παρϐμοιεσ φιϊλεσ αυξόθηκαν κατϊ 56% 

περύπου. Ωςτϐςο, η καταγραφό παρϐμοιων τιμών παραγωγικϐτητασ, μετϊ το 

πϋρασ των δϑο ημερών και για τισ δϑο περιπτώςεισ, υποδηλώνει ϐτι πιθανϐτατα 

διαφορετικού παρϊγοντεσ, ϐπωσ ο αφριςμϐσ, επηρεϊζουν την αποδοτικϐτητα 

τησ παραγωγόσ των ςυγκεκριμϋνων ενζϑμων απϐ το μεθυλϐτροφο ζυμομϑκητα. 

Συγκεκριμϋνα, η δημιουργύα φυςαλύδων αϋρα μπορεύ να οδηγόςει ςτη μεύωςη 

τησ απϐδοςησ παραγωγόσ του πρωτεώνικοϑ μορύου, καθώσ η θραϑςη τουσ 

επηρεϊζει την ςταθερϐτητα τησ εκκρινϐμενησ πρωτεϏνησ, ενώ παρϊλληλα 

παρεμποδύζεται ςημαντικϊ η μεταφορϊ οξυγϐνου προσ την καλλιϋργεια των 

κυττϊρων (Holmes et al., 2006). 

Εν κατακλεύδι, η διαδικαςύα τησ ενύςχυςησ τησ παραγωγόσ των δϑο 

ενζϑμων του μϑκητα F. oxysporum, μϋςω κατϊλληλησ προςαρμογόσ των 

ςυνθηκών ζϑμωςησ, εύχε ωσ αποτϋλεςμα τη ςταδιακό αϑξηςη τησ απϐδοςησ τησ 

ϋκφραςησ τησ εςτερϊςησ απϐ τα 945 U/L ςτα 1511 U/L και τησ ξυλανϊςησ απϐ 

τα 110 U/mL ςτα 166 U/mL. Δηλαδό η τροποπούηςη του αρχικοϑ πρωτοκϐλλου 

επϋφερε 60% αϑξηςη τησ παραγωγόσ για την πρώτη περύπτωςη και 51% για τη 

δεϑτερη περύπτωςη, ϋπειτα απϐ τϋςςερα διαφορετικϊ ςτϊδια βελτιςτοπούηςησ 

(μεταβολό ςτο pH του θρεπτικοϑ μϋςου, ςτην ταχϑτητα ανϊδευςησ κατϊ την 

επώαςη, ςτο ποςοςτϐ προςτιθϋμενησ μεθανϐλησ και ςτον αεριςμϐ). 

Σε επϐμενο ςτϊδιο τησ διατριβόσ δημιουργόθηκαν εξωγενώσ ςημειακϋσ 

μεταλλϊξεισ ςτισ αμινοξικϋσ αλληλουχύεσ των καταλυτικών κϋντρων των δϑο 

ενζϑμων που εμφανύζουν ενεργϐτητα εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ. Η 

αδυναμύα ανύχνευςησ ενεργϐτητασ που προϋκυψε απϐ την αντικατϊςταςη του 
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αμινοξϋοσ τησ ςερύνησ, κατϋδειξε και επιβεβαύωςε την ϑπαρξη του 

πενταπεπτιδύου G-X-S-X-G ςτο ενεργϐ κϋντρο των μορύων, γεγονϐσ που 

επαληθεϑει την κατηγοριοπούηςη των πρωτεώνών αυτών ςτην οικογϋνεια των 

εςτεραςών τησ ςερύνησ και ςυγκεκριμϋνα ςτην ομϊδα των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ. 

Περαιτϋρω ανϊλυςη τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ τησ εςτερϊςησ του 

S. thermophile, με τη βοόθεια εργαλεύων τησ Βιοπληροφορικόσ, βοόθηςε ςτην 

πρϐβλεψη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ. Το δομικϐ μοντϋλο τησ StFaeB 

εμφανύζει την αρχιτεκτονικό μιασ α/β υδρολϊςησ: αποτελεύται απϐ μια κεντρικό 

β-πτυχωτό επιφϊνεια με οκτώ β-πτυχωτϊ φϑλλα που περιβϊλλονται απϐ α-

ϋλικεσ, με το β-πτυχωτϐ φϑλλο β2 αντιπαρϊλληλο με τα υπϐλοιπα και τα β1 και 

β8 ςχεδϐν κϊθετα ςτα υπϐλοιπα. Επιπλϋον, το μοντϋλο αυτϐ περιλαμβϊνει μια 

μικρό περιοχό που τοποθετεύται πϊνω απϐ το ενεργϐ κϋντρο, η οπούα 

αποτελεύται απϐ δϑο α-ϋλικεσ και ενδεχομϋνωσ επηρεϊζει την εξειδύκευςη του 

ενζϑμου ωσ προσ το υπϐςτρωμα (Kim et al., 2008, Wu et al., 2009). Η πρϐβλεψη 

τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ των πρωτεώνικών αλυςύδων των εςτεραςών τϑπου Β 

αποτελεύ το πρώτο βόμα ςτην ανϊδειξη του προτϑπου αναδύπλωςόσ τουσ ςτο 

χώρο καθώσ μϋχρι ςόμερα δεν ϋχει πραγματοποιηθεύ επιτυχόσ απομϐνωςη 

κρυςταλλικών μορύων τησ ςυγκεκριμϋνησ ομϊδασ εςτεραςών του φερουλικοϑ 

οξϋοσ. 

Η μελϋτη τησ υδρολυτικόσ εξειδύκευςησ των εςτεραςών ϋναντι διαφϐρων 

υποςτρωμϊτων που χρηςιμοποιόθηκαν (κινναμικού μεθυλεςτϋρεσ, αλκυλ-

εςτϋρεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, 2-Ο και 5-Ο φερουλοποιημϋνοι π-νιτροφαινυλ-

αραβινοφουρανοζύτεσ), απϋδειξε ϐτι και τα δϑο ϋνζυμα εύναι ικανϊ να 

υδρολϑςουν ϐλα τα εξεταζϐμενα ςυνθετικϊ υποςτρώματα, εμφανύζοντασ 

προτύμηςη ςε ςυγκεκριμϋνα απϐ αυτϊ (ϋπειτα απϐ υπολογιςμϐ των τιμών Km). 

Στην περύπτωςη των μεθυλεςτϋρων των υδροξυ-κινναμικών οξϋων, το 

υδρολυτικϐ προφύλ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ ωσ προσ αυτοϑσ, 

χρηςιμοποιόθηκε ωσ παρϊμετροσ για την κατηγοριοπούηςη των ενζϑμων ςτισ 

τϋςςερισ κατηγορύεσ A, B, C και D (Crepin et al., 2004). Έπειτα απϐ λεπτομερό 

ανϊλυςη των τιμών τησ καταλυτικόσ αποδοτικϐτητασ (Kcat/Km) για καθεμύα 

εςτερϊςη ξεχωριςτϊ ςτουσ τϋςςερισ αυτοϑσ μεθυλεςτϋρεσ (MFA, MpCA, MCA 

και MSA) και ανϊγοντασ τισ τιμϋσ ωσ προσ τη μεγαλϑτερη τιμό για ςυγκεκριμϋνο 
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υπϐςτρωμα ανϊ εςτερϊςη, προϋκυψε το παρακϊτω ςυνοπτικϐ υδρολυτικϐ 

προφύλ (διϊγραμμα 11.1). 

 

Διάγραμμα 11.1: Υδρολυτικϐ προφύλ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ 

μϑκητεσ F. oxysporum και S. thermophile για τουσ τϋςςερισ μεθυλεςτϋρεσ των υδροξυ-

κινναμικών οξϋων (MFA, MpCA, MCA, MSA). 

 

Η εςτερϊςη FoFaeC παρουςύαςε μεγϊλη εξειδύκευςη ωσ προσ το 

μεθυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ και ελϊχιςτη ωσ προσ το μεθυλεςτϋρα του 

ςιναπικοϑ, ενώ εμφϊνιςε τη μϋγιςτη καταλυτικό αποδοτικϐτητα (Kcat/Km) ςτο 

μεθυλεςτϋρα του π-κουμαρικοϑ οξϋοσ, ακολουθώντασ το χαρακτηριςτικϐ 

πρϐτυπο υδρϐλυςησ MpCA~MFA>MCA>MSA. Η ευρεύα αυτό εξειδύκευςη ςτα 

υποςτρώματα ϋχει παρατηρηθεύ και ςε ϊλλεσ περιπτώςεισ εςτεραςών τϑπου C, 

απϐ το T. stipitatus (Crepin et al., 2003a) και το S. thermophile (Topakas et al., 

2005) και τϑπου D απϐ το C. japonicus (Ferreira et al., 1993) και το N. crassa 

(Crepin et al., 2004b). Ωςτϐςο, εύναι φανερϐ ϐτι το υδρολυτικϐ προφύλ τησ 

FoFaeC πληςιϊζει αρκετϊ ςε αυτϐ των εςτεραςών τϑπου Β, οι οπούεσ ωσ 

γνωςτϐν, παρουςιϊζουν προτύμηςη ςε υποςτρώματα που φϋρουν μια ό δϑο 

υδροξυ-ομϊδεσ (-ΟΗ) ωσ υποκαταςτϊτεσ του βενζολικοϑ δακτυλύου, ϐπωσ το π-

κουμαρικϐ και το καφεώκϐ οξϑ, ακολουθώντασ το μοτύβο MpCA>MCA & MFA, 

ενώ δεν υδρολϑουν το MSA. Παρϐλ’ αυτϊ, η ανϊλυςη τησ πρωτοταγοϑσ δομόσ 

τησ FoFaeC επιβεβαύωςε την κατηγοριοπούηςη τησ ςτην ομϊδα C και την 

ομολογύα τησ με ϊλλεσ εςτερϊςεσ τησ ομϊδασ, ϐπωσ την AN1772.2 απϐ τον 

A. nidulans (Shin and Chen 2007), την TsFaeC απϐ τον T. stipitatus (Crepin et al., 

2003a) και την AnFaeB του A. niger (de Vries et al., 2002). 
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Απϐ την ϊλλη, η εςτερϊςη StFaeB βρϋθηκε ϐτι ϋχει μεγαλϑτερη ςυγγϋνεια 

αλλϊ και καταλυτικό αποδοτικϐτητα ςτο μεθυλεςτϋρα του καφεώκοϑ οξϋοσ, 

ςϑμφωνα με το πρϐτυπο MCA~MFA>MpCA>MSA, αποτϋλεςμα παρϐμοιο με 

παλαιϐτερα δεδομϋνα γνωςτών εςτεραςών τϑπου Β, ϐπωσ τησ Fae-1 απϐ το 

N. crassa (Crepin et al., 2003b), τησ TsFaeB απϐ τον T. stipitatus (Garcia-Conesa 

et al., 2004), τησ PfFaeB απϐ τον P. funiculosum (Kroon et al., 2000), τησ AoFaeB 

απϐ τον A. oryzae (Koseki et al., 2009b), τησ AN1772.2 απϐ τον A. nidulans (Shin 

and Chen, 2007), τησ FoFaeB απϐ το F. oxysporum (Topakas et al., 2003c) και τησ 

StFaeB απϐ το S. thermophile ATCC 34628 (Topakas et al., 2004). Ωςτϐςο, η 

εςτερϊςη StFaeB η οπούα δεύχνει υψηλϐτερη ενεργϐτητα ϋναντι του εςτϋρα 

MCA, ο οπούοσ περιϋχει μια επιπλϋον υδροξυλομϊδα ςτη θϋςη 3 ςυγκριτικϊ με το 

MpCA, κατατϊςςεται ςτισ τϑπου Β εςτερϊςεσ με βϊςη την πρωτοταγό αμινοξικό 

αλληλουχύα (Crepin et al., 2004) και ςτην οικογϋνεια 1 των εςτεραςών των 

υδατανθρϊκων (Carbohydrate Esterases, CE1) ςϑμφωνα με τη βϊςη δεδομϋνων 

CAZy (http://www.cazy.org, Cantarel et al., 2009).  

Η ειδικό ενεργϐτητα τησ StFaeB μετϊ απϐ την υδρϐλυςη των χημικϊ 

(1,14 μmol min-1 mg-1) και φυςικϊ (1,51 μmol min-1 mg-1) ακετυλιωμϋνων 

ξυλανών (χημικϊ ακετυλιωμϋνη ξυλϊνη απϐ ςημϑδα και ξυλϊνη απϐ ξϑλο οξιϊσ 

μετϊ απϐ εκχϑλιςη με DMSO), βρϋθηκε αρκετϊ ϐμοια με εςτερϊςεσ πλόρωσ 

χαρακτηριςμϋνεσ, ϐπωσ την PfFaeB απϐ το P. funiculosum (Kroon et al., 2000) 

και τη CcEst1 απϐ το C. cinerea (Hashimoto et al., 2010). Η ειδικό ενεργϐτητα τησ 

StFaeB ςτην υδρϐλυςη ακετυλιωμϋνων γλυκουρονοξυλανών υπολογύςτηκε κατϊ 

322 και 243 φορϋσ χαμηλϐτερη για τη χημικϊ και φυςικϊ ακετυλιωμϋνη ξυλϊνη 

αντύςτοιχα, ςυγκριτικϊ με τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν μετϊ απϐ την 

υδρϐλυςη τησ ξυλϊνησ απϐ ςημϑδα απϐ την εςτερϊςη του οξικοϑ οξϋοσ Vvaxel 

(ΑΒΙ63599) του μϑκητα V. volvacea (368 μmol min-1 mg-1, Ding et al., 2007). Η 

εςτερϊςη Vvaxe1 παρουςιϊζει ςημαντικό αμινοξικό ομοιϐτητα με εςτερϊςεσ 

του φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου Β, ϐπωσ την PfFaeB απϐ τον P. funiculosum (49%, 

CAC14144, Kroon et al., 2000) και την υπϐ μελϋτη εςτερϊςη StFaeB (46%), 

καταδεικνϑοντασ την ϑπαρξη διαφορετικών προφύλ εξειδύκευςησ των ενζϑμων-

μελών τησ οικογϋνειασ CE1. 

Και οι δυο εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ παρουςιϊζουν εξειδύκευςη 

ςτην πλειοψηφύα των επτϊ αλκυλεςτϋρων του φερουλικοϑ οξϋοσ, ςϑμφωνα με 

http://www.cazy.org/
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τισ τιμϋσ του λϐγου τησ καταλυτικόσ αποδοτικϐτητασ (Kcat/Km), ο οπούοσ 

αποτελεύ ικανοποιητικϐ μϋτρο τησ δραςτικϐτητασ και τησ εξειδύκευςησ ενϐσ 

ενζϑμου. Συγκεκριμϋνα, η εςτερϊςη StFaeB παρουςύαςε μεγϊλη εξειδύκευςη ςτα 

παραπϊνω υποςτρώματα και ιδιαύτερα ςτισ ενώςεισ με γραμμικό ανθρακικό 

αλυςύδα και με μεγαλϑτερο αριθμϐ ατϐμων ϊνθρακα.  

Απϐ την ϊλλη πλευρϊ, η εςτερϊςη FoFaeC φαύνεται να δεύχνει προτύμηςη 

ςε αλκυλεςτϋρεσ με γραμμικό ανθρακικό αλυςύδα και με μικρϐ αριθμϐ ατϐμων 

ϊνθρακα, ενώ παρουςύαςε χαμηλό εξειδύκευςη για την υδρϐλυςη του κ-

βουτυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ [Km=14,05(±10,53)]. Επιπρϐςθετα, 

παρατηρόθηκε ϐτι αυξϊνοντασ την πλευρικό αλυςύδα του μορύου μειώνεται η 

ςυγγϋνεια και η απϐδοςη τησ υδρϐλυςησ των αλκυλεςτϋρων με μϐνη εξαύρεςη 

το κ-προπυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ, γεγονϐσ που ϋρχεται ςε αντύθεςη με 

παλαιϐτερεσ ϋρευνεσ απϐ τουσ Vafiadi et al., (2005, 2006) πϊνω ςτο 

χαρακτηριςμϐ των εςτεραςών τϑπου C, ϐπου αυξϊνοντασ τη ςτερεοχημικό 

ςυμφϐρηςη γϑρω απϐ την εςτερικό ομϊδα, ϋχοντασ μια πιο απαιτητικό 

ςτερεοχημικϊ αλκυλομϊδα, μειώνεται τϐςο η ςυνϊφεια ϐςο η 

αποτελεςματικϐτητα τησ υδρϐλυςησ των αλκυλεςτϋρων του φερουλικοϑ οξϋοσ 

με μοναδικό εξαύρεςη την υδρϐλυςη του κ-προπυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ. 

Τα δεδομϋνα αυτϊ ςυνοψύζονται ςτο παρακϊτω γρϊφημα ομαδοποιημϋνων 

ρϊβδων (διϊγραμμα 11.2). 

 

Στην περύπτωςη των ςυνθετικών υποςτρωμϊτων (2-Ο και 5-Ο 

φερουλοποιημϋνων π-νιτροφαινυλ-αραβινοφουρανοζύτων) και τα δυο ϋνζυμα 

Διάγραμμα 11.2: Υδρολυτικϐ 

προφύλ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ 

μϑκητεσ F. oxysporum και 

S. thermophile για τουσ επτϊ 

αλκυλεςτϋρεσ των υδροξυ-

κινναμικών οξϋων. 
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αποδεύχθηκαν ικανϊ ςτην υδρϐλυςη ενώςεων που περιϋχουν φερουλικϐ οξϑ 

ςυνδεδεμϋνο εςτερικϊ ςτη θϋςη C-5 ό C-2 τησ αραβινοφουρανϐζησ. Η αντύδραςη 

μϊλιςτα, πραγματοποιόθηκε πιο γρόγορα και πιο αποδοτικϊ ςτα υποςτρώματα 

ϐπου το φερουλικϐ οξϑ εντοπιζϐταν ςτη θϋςη 5. Τα αποτελϋςματα αυτϊ 

βρύςκονται ςε ςυμφωνύα με παλαιϐτερα βιβλιογραφικϊ δεδομϋνα, ςτα οπούα 

αναφϋρεται ϐτι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ που εμφανύζουν υδρολυτικϐ 

προφύλ τϑπου Β, ϐπωσ η AnFaeB απϐ τον A. niger (Williamson et al., 1998), η 

PfFaeB απϐ τον P. funiculosum (Kroon et al., 2000), η FAE απϐ τον A. pullulans 

(Rumbold et al., 2003), η TsFaeB απϐ τον T. stipitatus (Garcia-Conesa et al., 

2004), η FoFaeB απϐ το F. oxysporum (Topakas et al., 2003a) και η StFaeB απϐ το 

S. thermophile (Topakas et al., 2004), εύναι ενεργϋσ ςε υποςτρώματα που 

περιϋχουν φερουλικϐ οξϑ ςυνδεδεμϋνο εςτερικϊ ςτη θϋςη C-5 ό C-2 τησ 

αραβινοφουρανϐζησ με διαφορετικό προτύμηςη ςτο καθϋνα απϐ αυτϊ, ανϊλογα 

κϊθε φορϊ με την υπϐ μελϋτη εςτερϊςη. Συγκεκριμϋνα οι δϑο εςτερϊςεσ, FoFaeC 

και StFaeB, παρουςιϊζουν ςημαντικό ομοιϐτητα με την εςτερϊςη FAE-I του 

A. niger (Ralet et al., 1994) με ικανϐτητα υδρϐλυςησ και των δϑο δεςμών, 

παρουςιϊζοντασ προτύμηςη ωσ προσ τη θϋςη C-5. Τϋτοιου εύδουσ δεςμού 

ςυναντώνται ςτισ ετεροξυλϊνεσ των αγρωςτωδών μονοκοτυλόδονων φυτών, 

ϐπωσ εύναι το ςιτϊρι, το κριθϊρι και ο αραβϐςιτοσ, ϐπου και επϊγονται τα εν 

λϐγω ϋνζυμα. 

Στη ςυνϋχεια, οι αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, 

εξετϊςτηκαν ωσ προσ τισ βϋλτιςτεσ ςυνθόκεσ δρϊςησ τουσ και τη ςταθερϐτητα 

που εμφανύζουν ςε ϋνα εϑροσ τιμών pH και θερμοκραςιών. Τα αποτελϋςματα 

που προϋκυψαν παρουςιϊζουν αρκετό ομοιϐτητα μεταξϑ τουσ και 

παρουςιϊζονται ςυνοπτικϊ ςτον παρακϊτω πύνακα (πύνακασ 11.6). 

 

Πίνακασ 11.6: Βϋλτιςτεσ ςυνθόκεσ ενεργϐτητασ (pHopt, Topt) και ςταθερϐτητασ (pHstab, 

Tstab) των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μϑκητεσ F. oxysporum και 

S. thermophile. Οι τιμϋσ ςτισ παρενθϋςεισ δηλώνουν τουσ χρϐνουσ επώαςησ. 

 

 pHopt pHstab Topt (oC) Tstab (oC) 

FoFaeC 6 4-11 (24h) 65 
45 (1h) 

35 (24h) 

StFaeB 7 7-10 (24h) 50 35 (1h) 
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Απϐ τον παραπϊνω πύνακα φαύνεται ϐτι η ενεργϐτητα και των δϑο 

εςτεραςών παραμϋνει ςταθερό ςε ϋνα ευρϑ φϊςμα τιμών pH, ακϐμη και μετϊ το 

πϋρασ 24 h επώαςησ, γεγονϐσ που ςυμφωνεύ με δεδομϋνα ϊλλων εςτεραςών 

κυρύωσ τϑπου C απϐ το φυςικϐ τϑπο του μικροοργανιςμοϑ S. thermophile 

(Topakas et al., 2005) και τον A. nidulans (Shin and Chen 2007). Στην περύπτωςη 

μϊλιςτα τησ εςτερϊςησ StFaeB, περιςςϐτερο απϐ 90% τησ αρχικόσ ενεργϐτητασ 

παραμϋνει αμετϊβλητη μετϊ το πϋρασ μύασ ημϋρασ, γεγονϐσ που καθιςτϊ το 

ςυγκεκριμϋνο ϋνζυμο ϋναν ιςχυρϐ πρωταγωνιςτό ςε διϊφορεσ βιοτεχνολογικϋσ 

εφαρμογϋσ, ςτισ οπούεσ απαιτοϑνται ελαφρώσ αλκαλικϋσ ςυνθόκεσ. 

Η βϋλτιςτη θερμοκραςύα δρϊςησ, ςτην περύπτωςη τησ εςτερϊςησ απϐ το 

μεςϐφιλο μικροοργανιςμϐ, κυμαύνεται ςε θερμοκραςύα 65ΟC, ενώ ακϐμη και 

μετϊ απϐ 24 h επώαςησ το ςυγκεκριμϋνο ϋνζυμο διατηρεύ την ενεργϐτητϊ του ςε 

θερμοκραςύα 35ΟC. Οι τιμϋσ pH και θερμοκραςύασ ϐπου το ϋνζυμο εμφανύζει το 

μϋγιςτο τησ δρϊςησ του (pH 6,0 και 65ΟC) ςυμφωνοϑν με αναφορϋσ εςτεραςών 

του τϑπου C, ϐπωσ του T. stipitatus (TsFaeC, Crepin et al., 2003a) και του 

S. thermophile (StFaeC, Topakas et al., 2005), καθώσ και εςτεραςών ϊλλων 

ομϊδων, ϐπωσ του A. pullulans (FeE, Rumbold et al., 2003), του Clostridium 

stercorarium (Donaghy et al,. 2000), του Clostridium thermocellum (Blum et al., 

2000) και του Piromyces equi (EstA, Fillingham et al., 1999). 

Η εςτερϊςη απϐ το θερμϐφιλο μϑκητα, απϐ την ϊλλη, παρουςιϊζει 

μϋγιςτη ενεργϐτητα ςε θερμοκραςύα 50ΟC και η θερμοςταθερϐτητϊ τησ 

παρατηρεύται αρκετϊ περιοριςμϋνη, καθώσ διατηρεύ το 100% τησ δρϊςησ τησ 

για μϐνο μύα ώρα ςε θερμοκραςύα 35ΟC. Οι βϋλτιςτεσ τιμϋσ pH και θερμοκραςύασ 

(πύνακασ 11.6, pH 7,0 και 50ΟC) βρύςκονται μϋςα ςτο εϑροσ τιμών που ϋχει 

αναφερθεύ ςτη διεθνό βιβλιογραφύα για εςτερϊςεσ τϑπου Β, ϐπωσ τησ FoFaeB 

απϐ το F. oxysporum (Topakas et al., 2003), τησ StFaeB απϐ το S. thermophile 

(Topakas et al., 2004), τησ Fae-1 απϐ το N. crassa (Crepin et al., 2003a), καθώσ 

και με εςτερϊςεσ ϊλλων ομϊδων, ϐπωσ τησ AN1772.2 του A. nidulans (Shin & 

Chen, 2007) και τησ EstA του P. equi (Fillingham et al., 1999). 

Έπειτα απϐ το χαρακτηριςμϐ των υπϐ μελϋτη αναςυνδυαςμϋνων 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ και τον προςδιοριςμϐ τησ νουκλεοτιδικόσ 

τουσ αλληλουχύασ, επιχειρόθηκε η κατηγοριοπούηςη τουσ ςτισ διϊφορεσ 

υποοικογϋνειεσ (Subfamilies, SF), ςϑμφωνα με την κατϊταξη κατϊ Benoit 
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(Benoit et al., 2008). Τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν, ενιςχυμϋνα απϐ τα 

ποςοςτϊ ομολογύασ που παρουςιϊζουν οι παραπϊνω εςτερϊςεσ με αλληλουχύεσ 

γνωςτών εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, κατϋδειξαν την πιθανό 

ομαδοπούηςη τησ εςτερϊςησ FoFaeC ςτην υποοικογϋνεια SF1 (τϑποσ C, Crepin et 

al., 2004) και τησ StFaeB ςτην SF6 (τϑποσ Β, Crepin et al., 2004). Επιπρϐςθετα, 

με βϊςη το πιο πρϐςφατο ςϑςτημα ταξινϐμηςησ κατϊ Udatha et al., (2011), οι 

εςτερϊςεσ FoFaeC και StFaeB, βρϋθηκαν ϐτι ανόκουν ςτισ οικογϋνειεσ 4 και 9 και 

ςτισ υποοικογϋνειεσ 4A και 9C, αντύςτοιχα.  

Και οι δϑο εξεταζϐμενεσ αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ, FoFaeC και StFaeB, 

αποδεύχθηκε ϐτι ϋχουν την ικανϐτητα να απελευθερώνουν φερουλικϐ οξϑ απϐ 

λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ, μϐνο με τη βοόθεια ξυλαναςών. Η μϋγιςτη τιμό 

φερουλικοϑ οξϋοσ (3 mg FA/g DSWB), μετρόθηκε κατϊ τη ςυνεργιςτικό δρϊςη 

ςταθερών ςυγκεντρώςεων τησ εςτερϊςησ FoFaeC (0,65 U/g DSWB) και τησ 

ξυλανϊςησ TlXyn11 (500 U/g DSWB) ϋπειτα απϐ 22 h επώαςησ (διϊγραμμα 

11.3). Η τιμό αυτό αντιςτοιχεύ περύπου ςτο 74% του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ 

οξϋοσ που απελευθερώνεται μετϊ απϐ αλκαλικό υδρϐλυςη του DSWB και ϐχι ςτο 

100%, πιθανϐτατα λϐγω τησ ϑπαρξησ τϐςο εςτερικών, ϐςο και αιθερικών 

δεςμών μεταξϑ του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ λιγνύνησ ςτο φυτικϐ κυτταρικϐ 

τούχωμα (Scalbert et al., 1985). 

 

Διάγραμμα 11.3: Απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το DSWB ϋπειτα απϐ τη 

ςυνεργιςτικό δρϊςη των δϑο εςτεραςών (FoFaeC και StFaeB) με τισ δϑο ξυλανϊςεσ 

(TlXyn11 και FoXyn11), παρουςύα ςταθερών ςε κϊθε περύπτωςη ποςοτότων ενζϑμου. 
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Ο ςυγκεκριμϋνοσ ςυνδυαςμϐσ ενζϑμων (FoFaeC-TlXyn11), 

χρηςιμοποιόθηκε ςτην πορεύα, ςε αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του ςτερεοϑ 

υπολεύμματοσ βϑνησ (BSG). Η απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην περύπτωςη 

αυτόν κυμϊνθηκε ςτα 57 mg/g BSG ϋπειτα απϐ 10 h επώαςησ (21% επύ του 

ςυνολικοϑ φερουλικοϑ του BSG μετϊ απϐ την αλκαλικό του υδρϐλυςη). 

Ικανϐτητα απελευθϋρωςησ φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ το BSG αποδεύχθηκε 

ϐτι παρουςιϊζει και το πολυενζυμικϐ εκχϑλιςμα απϐ το μϑκητα F. oxysporum 

χωρύσ την ανϊγκη προςθόκησ επιπλϋον ξυλανϊςησ, ϐταν αυτϐ παρόχθη απϐ 

βυθιςμϋνη καλλιϋργεια του μικροοργανιςμοϑ ςε βιοαντιδραςτόρα 

χωρητικϐτητασ 20 L παρουςύα πιτϑρου αραβοςύτου και BSG (Xiros & 

Christakopoulos, 2009). Όταν για την υδρϐλυςη ςυγκεκριμϋνησ ποςϐτητασ BSG, 

χρηςιμοποιόθηκαν ενεργϐτητεσ μονοενζϑμων, FoFaeC και TlXyn11, αντύςτοιχεσ 

με αυτϋσ που ανιχνεϑθηκαν ςτο πολυενζυμικϐ εκχϑλιςμα, η απελευθϋρωςη 

φερουλικοϑ οξϋοσ μετϊ το πϋρασ 9,5 h επώαςησ, υπολογύςτηκε 19,5% ςτην 

πρώτη περύπτωςη και 47,4% ςτη δεϑτερη, επύ του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ 

που βρϋθηκε ϐτι υπϊρχει ςτο BSG μετϊ απϐ αλκαλικό υδρϐλυςη. Η κατϊ 2,5 

φορϋσ περύπου αϑξηςη που ςημειώθηκε, υποδηλώνει την παρουςύα ποικύλων 

οικογενειών ενζϑμων ςτο εκχϑλιςμα, ςυμπεριλαμβανομϋνων των πρωτεαςών 

και διαφϐρων τϑπων εςτεραςών και ξυλαναςών, οι οπούεσ δρουν ςυνεργιςτικϊ 

για την αποδοτικϐτερη αποικοδϐμηςη τησ αλυςύδασ τησ αραβινοξυλϊνησ. Τα 

δεδομϋνα αυτϊ που προϋκυψαν βρύςκονται ςε απϐλυτη ςυμφωνύα με 

προηγοϑμενεσ μελϋτεσ, οι οπούεσ κατϋδειξαν τη ςημαςύα τησ παρουςύασ πολλών 

διαφορετικών «βοηθητικών» υδρολυτικών ενζϑμων (accessory enzymes) ςτην 

αποτελεςματικϐτερη απελευθϋρωςη φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 

λιγνινοκυτταρινοϑχα υποςτρώματα (de Vries et al., 2000, Faulds et al., 2008).  

Σε ϐλεσ τισ περιπτώςεισ που ερευνόθηκαν, το ενζυμικϐ ςϑςτημα του 

F. oxysporum δεν κατϊφερε να απελευθερώςει την ποςϐτητα του φερουλικοϑ 

οξϋοσ που παρόχθη ϋπειτα απϐ αλκαλικό υδρϐλυςη του BSG (2 mg/g ξηροϑ 

βϊρουσ). Η διαφορϊ αυτόν που παρατηρεύται ςτα λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ, 

ϐπωσ αναφϋρθηκε και προηγουμϋνωσ ςτην περύπτωςη του DSWB, πιθανϐτατα 

εξηγεύται απϐ το γεγονϐσ ϐτι το φερουλικϐ οξϑ προςδϋνεται ςτη λιγνύνη ό τουσ 

πολυςακχαρύτεσ του φυτικοϑ κυτταρικοϑ τοιχώματοσ μϋςω εςτερικών, αλλϊ 

και μϋςω αιθερικών δεςμών (Scalbert et al., 1985). Οι αιθερικού δεςμού φαύνεται 
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πωσ καθιςτοϑν το ςυγκεκριμϋνο υδροξυκινναμικϐ οξϑ πιο ανθεκτικϐ ςτην 

υδρϐλυςη απϐ το ενζυμικϐ ςϑςτημα του F. oxysporum, ενώ αντύθετα, η χρόςη 

αλκϊλεων (KOH ό NaOH) οδηγεύ ςτη χημικό του απελευθϋρωςη. Μϊλιςτα, ϐταν 

χρηςιμοποιοϑνται αλκαλικϊ διαλϑματα υψηλόσ ςυγκϋντρωςησ (1 Μ) 

επιτυγχϊνεται η ολικό απελευθϋρωςη του ενδογενοϑσ φερουλικοϑ οξϋοσ, ενώ η 

χρόςη διαλυμϊτων χαμηλϐτερων ςυγκεντρώςεων οδηγεύ ςε μερικό 

απελευθϋρωςη (Mussato et al., 2007).  

Η αναςταλτικό δρϊςη του παραγϐμενου φερουλικοϑ οξϋοσ ςτισ 

αντιδρϊςεισ ενζυμικόσ υδρϐλυςησ, ςτη μικροβιακό αϑξηςη και ςτην επαγωγό 

των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ μελετόθηκε αρχικϊ το 1997 απϐ το Δρ. 

Craig Faulds και την ομϊδα του. Ωςτϐςο, ςτην παροϑςα διδακτορικό διατριβό 

για πρώτη φορϊ κατεδεύχθη ολοκληρωμϋνα και εμπεριςτατωμϋνα η 

παρεμποδιςτικό ςυμπεριφορϊ του ύδιου του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην απϐδοςη 

τησ αντύδραςησ και ςτην αποδϋςμευςη τησ υπϊρχουςασ ενδογενοϑσ μορφόσ του 

απϐ τα λιγνινοκυτταρινοϑχα υποςτρώματα, ϐπωσ εύναι το BSG. 

Τϋλοσ, χρηςιμοποιώντασ την τεχνικό τησ Θερμιδομετρύασ Ιςϐθερμησ 

Τιτλοδϐτηςησ, μελετόθηκαν οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ των ανενεργών μορφών 

των υπϐ μελϋτη εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ αυτϋσ δημιουργόθηκαν 

ϋπειτα απϐ ςημειακό μεταλλαξιγϋνεςη, και των ολιγοςακχαριτών απϐ 

αραβινοξυλϊνη ςύτου. Σϑμφωνα με τισ καμπϑλεσ θερμϐτητασ και τισ τιμϋσ των 

θερμοδυναμικών μεγεθών που προϋκυψαν, ο φερουλοποιημϋνοσ αραβινο-

ξυλοτριςακχαρύτησ, εμφϊνιςε ιςχυρϐτερη δϋςμευςη ςτην εςτερϊςη 

FoFaeC S217A, ενώ η 1,5-α-L-αραβινοτετραϐζη φϊνηκε να μην αλληλεπιδρϊ με τισ 

εν λϐγω μεταλλαγμϋνεσ πρωτεϏνεσ. Η ερευνητικό προςϋγγιςη τησ μελϋτησ των 

αλληλεπιδρϊςεων μεταξϑ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ και των 

ςυγκεκριμϋνων ολιγοςακχαριτών με τη χρόςη θερμιδομετρύασ, καταγρϊφεται 

και παρουςιϊζεται για πρώτη φορϊ ςτη διεθνό επιςτημονικό βιβλιογραφύα, ςτα 

πλαύςια τησ παροϑςασ διδακτορικόσ διατριβόσ, και αποτελεύ το πρώτο βόμα 

ςτην κατανϐηςη του ρϐλου των παραπϊνω ενζϑμων ςτην αποικοδϐμηςη των 

φυτικών κυτταρικών τοιχωμϊτων. 
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Κεφϊλαιο 12: Συμπερϊςματα και Μελλοντικϋσ Προκλόςεισ 

 

12.1 Συμπερϊςματα τησ διδακτορικόσ διατριβόσ 

 

την παροϑςα διδακτορικό διατριβό μελετόθηκε η καταλυτικό 

εξειδύκευςη των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ δϑο 

ευκαρυωτικοϑσ μικροοργανιςμοϑσ, το μεςϐφιλο μϑκητα 

F. oxysporum και το θερμϐφιλο μϑκητα S. thermophile, μϋςω τησ χρόςησ 

μοριακών εργαλεύων. 

Αρχικϊ, πραγματοποιόθηκε in silico ανϊλυςη των γονιδιώματων των δϑο 

μικροοργανιςμών και μελϋτη των αλληλουχιών των γονύδιων των εςτεραςών 

του φερουλικοϑ οξϋοσ που ςυναντώνται ςε κϊθε μϑκητα. Με τη βοόθεια ειδικών 

αλγορύθμων βρϋθηκαν οκτώ πιθανϋσ αλληλουχύεσ που κωδικοποιοϑν για 

εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτο γονιδύωμα του F. oxysporum και επτϊ ςτο 

γονιδύωμα του S. thermophile.  

Στη ςυνϋχεια, επιτεϑχθηκε η κλωνοπούηςη και η παραγωγό τριών 

ημικυτταριναςών: δϑο εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ 

μικροοργανιςμοϑσ F. oxysporum (FoFaeC-12213) και S. thermophile (StFaeB-

96478) και μιασ ξυλανϊςησ απϐ το F. oxysporum (FoXyn11-09638). Τα ϋνζυμα 

υπερεκφρϊςτηκαν ςτο ςϑςτημα του μεθυλϐτροφου ζυμομϑκητα P. pastoris και 

προςδιορύςτηκαν λεπτομερώσ τα φυςικοχημικϊ τουσ χαρακτηριςτικϊ. Η 

υδρολυτικό ενεργϐτητα που καταγρϊφηκε για τα τρύα αναςυνδυαςμϋνα ϋνζυμα 

Σ 
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ϋπειτα απϐ 8 ό 9 ημϋρεσ επώαςησ όταν 110.000 U/L (216 h) για την FoXyn11, 

945 U/L (216 h) για την FoFaeC και 930 U/L (192 h) για την StFaeB. 

Για τα δϑο ϋνζυμα απϐ το μϑκητα F. oxysporum επιχειρόθηκε 

βελτιςτοπούηςη τησ παραγωγόσ τουσ μϋςω προςαρμογόσ των ςυνθηκών 

ζϑμωςησ. Οι ενεργϐτητεσ που καταγρϊφηκαν όταν 1511 U/L για τη FoFaeC και 

166.000 U/L για τη FoXyn11, αποτελϋςματα που ερμηνεϑονται ωσ αϑξηςη 60% 

και 51% τησ παραγωγόσ αντιςτούχωσ, ςε ςϑγκριςη με το αρχικϐ πρωτϐκολλο 

υπερϋκφραςησ των δϑο πρωτεώνών. 

Η ϑπαρξη ςερύνησ ςτο ενεργϐ κϋντρο των δϑο εςτεραςών και ςυνεπώσ, η 

κατηγοριοπούηςη των πρωτεώνών αυτών ςτην οικογϋνεια των εςτεραςών τησ 

ςερύνησ, επαληθεϑτηκαν μϋςω κατευθυνϐμενων ςημειακών μεταλλϊξεων που 

δημιουργόθηκαν με τη βοόθεια μοριακών τεχνικών ςτα καταλυτικϊ κϋντρα των 

δϑο ενζϑμων. Η περαιτϋρω ανϊλυςη τησ αμινοξικόσ αλληλουχύασ τησ StFaeB με 

τη χρόςη ειδικών αλγορύθμων Βιοπληροφορικόσ, ςυνϋβαλε ςτην πρϐβλεψη τησ 

τριςδιϊςτατησ δομόσ του μορύου. Το δομικϐ μοντϋλο που προϋκυψε, εμφανύζει 

την αρχιτεκτονικό μιασ α/β υδρολϊςησ, ενώ παρϊλληλα περιλαμβϊνει μια μικρό 

περιοχό που τοποθετεύται πϊνω απϐ το ενεργϐ κϋντρο, η οπούα αποτελεύται απϐ 

δυο α-ϋλικεσ και εικϊζεται ϐτι επηρεϊζει την εξειδύκευςη του ενζϑμου ωσ προσ το 

υπϐςτρωμα. Η πρϐβλεψη τησ τριςδιϊςτατησ δομόσ τησ StFaeB, αποτελεύ το 

πρώτο βόμα ςτην εϑρεςη του προτϑπου αναδύπλωςησ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ τϑπου Β ςτο χώρο, καθώσ δεν ϋχει αναφερθεύ μϋχρι ςόμερα 

ςτη διεθνό βιβλιογραφύα ταυτοπούηςη τησ κρυςταλλικόσ δομόσ των ενζϑμων 

τησ ςυγκεκριμϋνησ ομϊδασ. 

Για τη μελϋτη τησ υδρολυτικόσ εξειδύκευςησ των δϑο εςτεραςών, 

εξετϊςτηκε η ενεργϐτητα των ενζϑμων ςτουσ κινναμικοϑσ μεθυλεςτϋρεσ (MFA, 

MCA, MSA, MpCA), ϐπου η δομό τησ φαινυλ-προπενοώκόσ αλυςύδασ παρϋμεινε 

ςταθερό και υποκαταςτϊτεσ του βενζολικοϑ δακτυλύου μεταβϊλλονταν ςε 

αριθμϐ και θϋςη. Συνοπτικϊ τα προφύλ των δϑο εςτεραςών για την υδρϐλυςη 

των τεςςϊρων μεθυλεςτϋρων των κινναμικών οξϋων όταν τα εξόσ: 

 

Εςτεράςη FoFaeC από το F. oxysporum  MpCA~MFA>MCA>MSA 

Εςτεράςη StFaeB από το S. thermophile  MCA~MFA>MpCA>MSA 
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Έπειτα, διατηρώντασ ςταθερϐ το φαινολικϐ κομμϊτι τησ ϋνωςησ και 

μεταβϊλλοντασ τισ αλκυλομϊδεσ, βρϋθηκε ϐτι και οι δυο εςτερϊςεσ του 

φερουλικοϑ οξϋοσ παρουςιϊζουν εξειδύκευςη ςτην πλειοψηφύα των επτϊ αλκυλ-

εςτϋρων του φερουλικοϑ οξϋοσ, ςϑμφωνα με τισ τιμϋσ που προϋκυψαν απϐ το 

κλϊςμα τησ καταλυτικόσ αποδοτικϐτητασ (Kcat/Km). Η εςτερϊςη StFaeB 

παρουςύαςε ιδιαύτερα μεγϊλη εξειδύκευςη ςτισ ενώςεισ με γραμμικό ανθρακικό 

αλυςύδα και με μεγαλϑτερο αριθμϐ ατϐμων ϊνθρακα, ενώ η εςτερϊςη FoFaeC 

όταν αποδοτικϐτερη ςε αλκυλεςτϋρεσ με γραμμικό ανθρακικό αλυςύδα και με 

μικρϐ αριθμϐ ατϐμων ϊνθρακα, ενώ παρουςύαςε χαμηλό εξειδύκευςη για την 

υδρϐλυςη του κ-βουτυλεςτϋρα του φερουλικοϑ οξϋοσ. 

Δοκιμϋσ υδρολϑςεων των ςυνθετικών υποςτρωμϊτων (2-Ο και 5-Ο 

φερουλοποιημϋνων π-νιτροφαινυλ-αραβινοφουρανοζύτων) απϐ τα δυο ϋνζυμα, 

κατϋδειξαν την ικανϐτητα των τελευταύων να απελευθερώνουν το φερουλικϐ 

οξϑ που βρύςκεται ςυνδεδεμϋνο εςτερικϊ ςτη θϋςη C-5 ό C-2 τησ 

αραβινοφουρανϐζησ. Οι αντιδρϊςεισ μϊλιςτα, υπολογύςτηκαν ταχϑτερεσ ςτην 

περύπτωςη ϐπου το φερουλικϐ οξϑ εντοπιζϐταν ςτη θϋςη 5. 

Παρϐτι το υδρολυτικϐ προφύλ τησ FoFaeC πληςιϊζει αρκετϊ ςε αυτϐ των 

εςτεραςών τϑπου Β, η ανϊλυςη τησ πρωτοταγοϑσ δομόσ τησ επιβεβαύωςε την 

κατηγοριοπούηςη τησ ςτην ομϊδα C και την ομολογύα τησ με ϊλλεσ εςτερϊςεσ 

τησ ομϊδασ αυτόσ. Παρϊλληλα, η εςτερϊςη StFaeB βρϋθηκε ϐτι ϋχει μεγαλϑτερη 

ςυγγϋνεια αλλϊ και καταλυτικό αποδοτικϐτητα ςτο μεθυλεςτϋρα του καφεώκοϑ 

οξϋοσ, αποτϋλεςμα ελϊχιςτα διαφορετικϐ απϐ παλαιϐτερα δεδομϋνα γνωςτών 

εςτεραςών τϑπου Β. Ωςτϐςο, η ςυγκεκριμϋνη εςτερϊςη κατατϊςςεται ςτισ 

τϑπου Β εςτερϊςεσ με βϊςη την πρωτοταγό αμινοξικό τησ αλληλουχύα.  

Τα αποτελϋςματα που προϋκυψαν απϐ το χαρακτηριςμϐ και τον 

προςδιοριςμϐ τησ νουκλεοτιδικόσ αλληλουχύασ των δϑο υπϐ μελϋτη εςτεραςών 

του φερουλικοϑ οξϋοσ, κατϋδειξαν την πιθανό ομαδοπούηςη τησ FoFaeC ςτην 

υποοικογϋνεια SF1 και τησ StFaeB ςτην SF6, ςϑμφωνα με το ςϑςτημα τησ 

ερευνότριασ Isabelle Benoit (2008). Παρϊλληλα, η εςτερϊςη του θερμϐφιλου 

μικροοργανιςμοϑ βρϋθηκε ϐτι ανόκει ςτην οικογϋνεια CE1, ςϑμφωνα με τη βϊςη 

δεδομϋνων CAZy (http://www.cazy.org, Cantarel et al., 2009). Τα παραπϊνω 

ϋνζυμα με βϊςη το πιο πρϐςφατο ςϑςτημα ταξινϐμηςησ κατϊ Udatha et al., 

http://www.cazy.org/
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(2011), κατηγοριοποιόθηκαν ςτισ οικογϋνειεσ 4 και 9, ςτισ υποοικογϋνειεσ 4A 

και 9C, αντύςτοιχα.  

Και οι δϑο αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ παρουςύαςαν ςταθερϐτητα ςε 

ϋνα ευρϑ φϊςμα τιμών pH, ακϐμη και μετϊ το πϋρασ 24 h επώαςησ. Οι τιμϋσ pH 

ϐπου τα ϋνζυμα FoFaeC και StFaeB εμφϊνιςαν το μϋγιςτο τησ δρϊςησ του όταν 

6,0 και 7,0 αντύςτοιχα, ενώ οι βϋλτιςτεσ θερμοκραςύεσ που μετρόθηκαν όταν 

65ΟC και 50ΟC. 

Στη ςυνϋχεια μϋςω μιασ ςειρϊσ υδρολϑςεων, αποδεύχθηκε ϐτι και οι δϑο 

αναςυνδυαςμϋνεσ εςτερϊςεσ ϋχουν την ικανϐτητα να απελευθερώνουν 

φερουλικϐ οξϑ απϐ λιγνινοκυτταρινοϑχα υλικϊ, μϐνο υπϐ την παρουςύα 

ξυλαναςών. Η μϋγιςτη τιμό φερουλικοϑ οξϋοσ που παρόχθη όταν 3 mg/g DSWB 

(75% επύ του ςυνολικοϑ φερουλικοϑ οξϋοσ που προϋρχεται απϐ την αλκαλικό 

υδρϐλυςη του DSWB) και μετρόθηκε κατϊ τη ςυνεργιςτικό δρϊςη τησ 

εςτερϊςησ FoFaeC και τησ εμπορικόσ ξυλανϊςησ TlXyn11 απϐ το 

T. longibrachiatum. 

Οι δϑο παραπϊνω ημικυτταρινϊςεσ (FoFaeC-TlXyn11), 

χρηςιμοποιόθηκαν ςτην πορεύα, ςε αντιδρϊςεισ υδρϐλυςησ του ςτερεοϑ 

υπολεύμματοσ βϑνησ. Όταν αντύ των καθαρών ενζϑμων, χρηςιμοποιόθηκε το 

πολυενζυμικϐ εκχϑλιςμα, το οπούο προόλθε απϐ βυθιςμϋνη καλλιϋργεια του 

F. oxysporum παρουςύα πιτϑρου αραβοςύτου και BSG, με τισ αντύςτοιχεσ 

ενεργϐτητεσ εςτερϊςησ και ξυλανϊςησ, τϐτε παρατηρόθηκε αϑξηςη του 

απελευθεροϑμενου φερουλικοϑ οξϋοσ κατϊ 2,5 φορϋσ περύπου.  

Τϋλοσ, διερευνόθηκαν οι αλληλεπιδρϊςεισ μεταξϑ των μη ενεργών 

μορφών των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, FoFaeC S217A και StFaeB S118A, 

και των ολιγοςακχαριτών απϐ αραβινοξυλϊνη ςύτου, μϋςω τησ τεχνικόσ τησ 

Θερμιδομετρύασ Ιςϐθερμησ Τιτλοδϐτηςησ. Η 1,5-α-L-αραβινοτετραϐζη φϊνηκε 

να μην αλληλεπιδρϊ με τισ εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ, εν αντιθϋςει με το 

φερουλοποιημϋνο αραβινο-ξυλοτριςακχαρύτη, ο οπούοσ μϊλιςτα εμφϊνιςε 

ιςχυρϐτερη δϋςμευςη ςτην εςτερϊςη απϐ το F. oxysporum. Τα ςυμπερϊςματα 

του πειρϊματοσ αυτοϑ θεωροϑνται πολϑ ςημαντικϊ καθώσ δεύχνουν για πρώτη 

φορϊ τη ςημαςύα τησ ϑπαρξησ του φερουλικοϑ οξϋοσ ςτην πρϐςδεςη του 

ενζϑμου με τα φυςικϊ υποςτρώματα. 
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12.2 Μελλοντικϋσ Προκλόςεισ 

 

Οι δϑο εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ τουσ μικροοργανιςμοϑσ 

F. oxysporum και S. thermophile κλωνοποιόθηκαν και υπερεκφρϊςτηκαν 

επιτυχώσ απϐ το ςϑςτημα του μεθυλϐτροφου μϑκητα P. pastoris ςτα πλαύςια 

τησ ςυγκεκριμϋνησ διδακτορικόσ διατριβόσ. Ο διαχωριςμϐσ και η απομϐνωςη 

των εν λϐγω ενζϑμων απϐ τισ υπϐλοιπεσ αυτϐλογεσ πρωτεϏνεσ τησ ζϑμησ, 

αποδεύχθηκαν εξαιρετικϊ γρόγορεσ διαδικαςύεσ, με ιδιαύτερα υψηλό απϐδοςη 

και χαμηλϐ οικονομικϐ και ενεργειακϐ κϐςτοσ. Το γεγονϐσ αυτϐ ςηματοδοτεύ το 

ξεκύνημα μιασ νϋασ ςελύδασ ςτο κεφϊλαιο τησ εκμετϊλλευςησ των εςτεραςών 

του φερουλικοϑ οξϋοσ, καθώσ ξεπερνώνται με τη βοόθεια εργαλεύων μοριακόσ 

βιολογύασ τα επιμϋρουσ εμπϐδια που προϋκυπταν ϋωσ ςόμερα και αφοροϑςαν 

κυρύωσ τη χαμηλό παραγωγό και τη δϑςκολη απομϐνωςη των ςυγκεκριμϋνων 

ενζϑμων απϐ τα φυςικϊ ςτελϋχη. Καθοριςτικϐ ρϐλο ςτο ςχεδιαςμϐ και τη 

διεκπεραύωςη τησ διαδικαςύασ αυτόσ, αποτϋλεςε η πρϐςφατη πλόρησ 

αποκρυπτογρϊφηςη του γονιδιώματοσ των δϑο μυκότων, ανούγοντασ ϋτςι το 

δρϐμο για διεξοδικϐ και πιο αποτελεςματικϐ χειριςμϐ τησ γενετικόσ τουσ 

πληροφορύασ. 

Η ανϊπτυξη των κλϊδων τησ Γενετικόσ Μηχανικόσ και τησ 

Βιοτεχνολογύασ, ςε ςυνδυαςμϐ με την εφαρμογό μοριακών χειριςμών ςε 

μικροοργανιςμοϑσ δϑναται να οδηγόςει ςτη μελλοντικό καταςκευό μιασ 

πληθώρασ γενετικϊ τροποποιημϋνων ςτελεχών των μυκότων F. oxysporum και 

S. thermophile, με ιδιαύτερα χαρακτηριςτικϊ, ϐπωσ εύναι η υπερϋκφραςη 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ ό/και ϊλλων ημικυτταριναςών. Η πρϐςφατη 

αποκωδικοπούηςη του γενετικοϑ υλικοϑ των δϑο μικροοργανιςμών, παρϊλληλα 

με την επιςταμϋνη μελϋτη και πλόρη κατανϐηςη των μεταβολικών τουσ 

μονοπατιών, ςυμβϊλλουν ϊμεςα ςτην υλοπούηςη των ανωτϋρω ςτϐχων. Το 

χαμηλϐ κϐςτοσ παραγωγόσ ενζϑμων με τη βοόθεια των ςυγκεκριμϋνων 

πρϐτυπων βιολογικών ςυςτημϊτων, θα μποροϑςε να αποδειχθεύ εξαιρετικϊ 

ωφϋλιμο ςτισ επιμϋρουσ πτυχϋσ τησ ςϑγχρονησ Βιοτεχνολογύασ, εξαςφαλύζοντασ 

ςε ςϑντομο χρονικϐ διϊςτημα την αθρϐα, μαζικό παροχό υψηλών 

ςυγκεντρώςεων ετερϐλογων ενζυμικών ςυςτημϊτων με πολυδιϊςτατη 

εφαρμογό και εξειδικευμϋνα γενετικϊ και βιοχημικϊ χαρακτηριςτικϊ.  
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Η περιοριςμϋνη ϋκκριςη εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ απϐ 

μικροοργανιςμοϑσ, αποτελοϑςε ςημαντικϐ αναςταλτικϐ παρϊγοντα ςτη 

βιοτεχνολογικό εφαρμογό των ενζϑμων αυτών ςε μεγϊλησ κλύμακασ διεργαςύεσ. 

Χαρακτηριςτικϊ παραδεύγματα τϋτοιων διαδικαςιών αποτελοϑν η ςϑνθεςη 

εςτϋρων των κινναμικών οξϋων και η τροποπούηςη των ιδιοτότων των 

μονοςακχαριτών, ολιγοςακχαριτών και πολυςακχαριτών, αντιδρϊςεισ οι οπούεσ 

μϋχρι ςόμερα πραγματοποιοϑνταν ςε μικρό κλύμακα. Η αϑξηςη τησ 

διαθεςιμϐτητασ των βιοκαταλυτών επιτρϋπει πλϋον την ευρεύα εκμετϊλλευςό 

τουσ ςτουσ επιμϋρουσ, πολυδιϊςτατουσ τομεύσ τησ ςϑγχρονησ βιομηχανύασ, ϐπωσ 

ςτη βιομηχανύα τροφύμων και τη φαρμακοβιομηχανύα.  

Η ανϊλυςη τησ τριςδιϊςτατησ πρωτεώνικόσ δομόσ των εςτεραςών 

FoFaeC και StFaeB, αποτελεύ επύςησ μια διαδικαςύα η οπούα προϒποθϋτει την 

ϑπαρξη μεγϊλων ποςοτότων καθαρών ενζϑμων, ϐπωσ αυτϋσ επιτυγχϊνονται 

μϋςω υπερϋκφραςησ. Η χρόςη τησ μεθϐδου τησ κρυςταλλογραφύασ ακτύνων Χ 

ενδϋχεται να οδηγόςει ςτη διαλεϑκανςη τησ ςχϋςησ μεταξϑ τησ τριτοταγοϑσ 

δομόσ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ και τησ καταλυτικόσ τουσ 

λειτουργύασ. Παρϊλληλα, μελϋτεσ ςυγκρυςτϊλλωςησ με ποικύλα υποςτρώματα, 

εύναι δυνατϐν να ςυμβϊλλουν ςημαντικϊ ςτην αποςαφόνιςη του μηχανιςμοϑ 

υδρϐλυςησ των ςυγκεκριμϋνων ενζϑμων. 

H μελϋτη τησ αλληλεπύδραςησ των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ με 

τα υποςτρώματα τουσ, καθώσ και η κατανϐηςη τησ ποικιλομορφύασ τουσ και 

του ρϐλου τουσ ςτην αποικοδϐμηςη των φυτικών κυτταρικών τοιχωμϊτων, 

μποροϑν να επιτευχθοϑν με τη χρόςη τησ τεχνικόσ τησ Θερμιδομετρύασ 

Ιςϐθερμησ Τιτλοδϐτηςησ (ITC). Ο υπολογιςμϐσ των θερμοδυναμικών 

παραμϋτρων του ςυςτόματοσ των αντιδρώντων και η επεξεργαςύα τουσ με τη 

βοόθεια μαθηματικών μοντϋλων, οδηγεύ ςτη διεξαγωγό ςημαντικών 

ςυμπεραςμϊτων ςχετικϊ με τισ αλληλεπιδρϊςεισ των εν λϐγω μορύων τϐςο ςε 

εργαςτηριακϐ επύπεδο, ϐςο και ςτο φυςικϐ τουσ περιβϊλλον. Ο ςχεδιαςμϐσ μιασ 

ςειρϊσ αναλϑςεων θερμιδομετρύασ μεταξϑ εςτεραςών διαφορετικών τϑπων και 

διϊφορων φυςικών ό ςυνθετικών υποςτρωμϊτων, δϑναται να οδηγόςει ςτην 

ϊριςτη κατανϐηςη τησ δϋςμευςησ των βιομορύων και ςτη διαλεϑκανςη του 

τρϐπου και του μηχανιςμοϑ δρϊςησ τουσ (π.χ. καταςκευό ςυνθετικών αναλϐγων 

των φυςικών υποςτρωμϊτων, τα οπούα δρουν παρεμποδιςτικϊ μϋςω 
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αντικατϊςταςησ των εςτερικών απϐ αιθερικοϑσ δεςμοϑσ, με ςκοπϐ τη 

χρηςιμοπούηςη των ενεργών μορφών των ενζϑμων ςτισ αναλϑςεισ 

θερμιδομετρύασ). Η γνώςη αυτό ςε ςυνδυαςμϐ με την πρϐοδο τησ Τεχνολογύασ, 

την εξϋλιξη τησ Βιοτεχνολογύασ, τησ Μοριακόσ Βιολογύασ και τησ 

Βιοπληροφορικόσ, ενδϋχεται να δώςουν το ϋναυςμα ςτην ϊμεςη ανϊπτυξη τησ 

Μικροβιακόσ Βιοτεχνολογύασ ενζυμικών ςυςτημϊτων, επικεντρώνοντασ τισ 

ερευνητικϋσ προςπϊθειεσ ςε νϋα, ανεξερεϑνητα μονοπϊτια με απώτερο 

προοριςμϐ την περιβαλλοντικό, κοινωνικό και οικονομικό ϊνθηςη και αειφορύα.  

Οι εςτερϊςεσ του φερουλικοϑ οξϋοσ καθώσ και το παραγϐμενο προώϐν 

τησ δρϊςησ τουσ, το φερουλικϐ οξϑ, παρουςιϊζουν ςυνεχώσ αυξανϐμενο 

ενδιαφϋρον ςε διϊφορεσ πτυχϋσ τησ βιομηχανύασ και τησ επιςτημονικόσ ϋρευνασ. 

Ειδικϐτερα, η εκτεταμϋνη χρόςη αναςυνδυαςμϋνων εςτεραςών θα μποροϑςε να 

ςυμβϊλει ςτη βιομηχανύα τροφύμων (αρτοποιύα, ζυθοποιύα, επεξεργαςύα 

ζωοτροφών), οδηγώντασ ςε αϑξηςη τησ παραγωγόσ με πιο οικονομικϐ και 

οικολογικϐ τρϐπο. Ο ρϐλοσ που κατϋχουν τα ςυγκεκριμϋνα ϋνζυμα ςτην 

παραγωγό βιοαιθανϐλησ μϋςω ανανεώςιμων, φθηνών πηγών ενϋργειασ, τισ 

καθιςτοϑν μϐρια-«κλειδιϊ» ςτην εξϊπλωςη τησ «πρϊςινησ ανϊπτυξησ». 

Επιπλϋον, οι βιολογικϋσ δρϊςεισ του φερουλικοϑ οξϋοσ καθώσ και οι ευεργετικϋσ 

αντικαρκινικϋσ, αντι-ιικϋσ, φωτοπροςτατευτικϋσ, αντιοξειδωτικϋσ και 

αντιφλεγμονώδεισ ιδιϐτητϋσ του, το τοποθετοϑν ςτο προςκόνιο ωσ προώϐν 

υψηλόσ προςτιθϋμενησ αξύασ για τη βιομηχανύα τροφύμων, καλλυντικών και τον 

ιατροφαρμακευτικϐ τομϋα.  

Συνοψύζοντασ, οι μελλοντικϋσ προκλόςεισ των εςτεραςών του 

φερουλικοϑ οξϋοσ, ϐπωσ προϋκυψαν απϐ την παροϑςα διδακτορικό διατριβό 

εύναι οι ακϐλουθεσ: 

 Δημιουργύα γενετικϊ μεταλλαγμϋνων ςτελεχών F. oxysporum και 

S. thermophile με επιλεγμϋνεσ ιδιϐτητεσ, ϐπωσ υπερϋκφραςη των 

εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ με ςκοπϐ την ϊμεςη χρόςη τουσ ςε 

κατϊλληλεσ βιοτεχνολογικϋσ διεργαςύεσ. 

 Εϑρεςη των κρυςταλλικών δομών των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ, 

και ςυςχϋτιςη δομόσ και καταλυτικόσ λειτουργικϐτητασ. Επιπλϋον, 

ςυγκρυςτϊλλωςη εςτεραςών με ποικύλα υποςτρώματα προκειμϋνου να 

αποςαφηνιςτεύ ο μηχανιςμϐσ υδρϐλυςόσ τουσ.  
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 Βιοτεχνολογικό εφαρμογό των εςτεραςών του φερουλικοϑ οξϋοσ ςε 

μεγϊλησ κλύμακασ αντιδρϊςεισ και διεργαςύεσ ϐπωσ εύναι η ςϑνθεςη 

εςτϋρων των κινναμικών οξϋων. 

 Χρόςη τησ μεθϐδου τησ Θερμιδομετρύασ Ιςϐθερμησ Τιτλοδϐτηςησ με 

ςκοπϐ την αποτελεςματικϐτερη ταξινϐμηςη των εςτεραςών ςτισ 

αντύςτοιχεσ ομϊδεσ τουσ και την κατανϐηςη των αλληλεπιδρϊςεων 

μεταξϑ ενζϑμου-υποςτρώματοσ. Δημιουργύα ςυνθετικών αναλϐγων των 

φυςικών υποςτρωμϊτων, για τη διαλεϑκανςη του ρϐλου των ενζϑμων 

αυτών ςτην αποικοδϐμηςη των φυτικών κυτταρικών τοιχωμϊτων. 
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