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Περίληψη 

Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκε η αξιοποίηση αγροτοβιομηχανικών αποβλήτων 

προς τη παραγωγή φυσικών χρωστικών μέσω ζυμώσεων με μυκητιακά στελέχη. 

Ειδικότερα, εξετάστηκε η χρησιμοποίηση του φλοιού πορτοκαλιού ως απόβλητο της 

διαδικασίας χυμοποίησης σε ζυμώσεις στερεάς κατάστασης (solid state fermentation), 

ημι-στερεάς κατάστασης (semi-solid state fermentation) καθώς και σε υγρές καλλιέργειες 

(submerged fermentations). Τα μυκητιακά στελέχη πο χρησιμοποιήθηκαν ήταν το 

στέλεχος Monascus purpureus ATCC 16365 καθώς και το Penicillium purpurogenum 

CBS 113139.  

Αρχικά πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις στερεάς κατάστασης με το στέλεχος M. 

purpureus όπου εξετάστηκε η βελτιστοποίηση της μεθόδου εκχύλισης των χρωστικών με 

διαφορετικούς οργανικούς διαλύτες καθώς και η επίδραση του ξηρού και του νωπού 

ζυμούμενου υποστρώματος. Εν συνεχεία μελετήθηκε η επίδραση του μεγέθους των 

κόκκων του υποστρώματος και σε επόμενο στάδιο η επίδραση της παρουσίας των 

αιθερίων ελαίων που εμπεριέχονται στο φλοιό του πορτοκαλιού κατά τη διάρκεια της 

ζύμωσης. Επιπρόσθετα μελετήθηκε η προσθήκη πηγής αζώτου μέσω της προσθήκης 

ηλιαλεύρου στο θρεπτικό υπόστρωμα. Στις βέλτιστες συνθήκες που προσδιορίστηκαν, 

πραγματοποιήθηκαν εν συνεχεία ζυμώσεις με το στέλεχος P. purpurogenum προκειμένου 

να συγκριθεί η παραγωγή χρωστικών.  

Στο επόμενο στάδιο της πειραματικής μελέτης έλαβαν χώρα ζυμώσεις ημι-

στερεάς κατάστασης σε δύο διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις, ήτοι 20 και 50 g/L, 

κατά τις οποίες ο φλοιός πορτοκαλιού προστίθεται σε υγρό μέσο καλλιέργειας ώστε να 

παρέχει τα θρεπτικά συστατικά αλλά παράλληλα και ένα μέσο υποστήριξης για την 

ανάπτυξη των μυκηλλιακών υφών. Η πειραματική διεργασία πραγματώθηκε και για τα 

δύο μυκητιακά στελέχη, ενώ ιδιαίτερη σημασία δόθηκε στη σύγκριση μεταξύ 

εσωκυττάριων και εξωκυττάριων χρωστικών.  

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε η αξιολόγηση υγρών θρεπτικών μέσων που 

προήλθαν από διαφορετικές θερμικές μεθόδους επεξεργασίας του φλοιού πορτοκαλιού ως 

υποστρώματα σε υγρές καλλιέργειες για την παραγωγή χρωστικών. Κατά τη διάρκεια των 

εν λόγω πειραμάτων αξιολογήθηκε η παραγωγή ενδοκυττάριων και εξωκυττάριων 

χρωστικών, η παραγωγή συνολικού ξηρού βάρους καθώς και η κατανάλωση των 
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σακχάρων και του αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων που εμπεριέχονται στα αμινοξέα 

και στα πεπτίδια (free amino nitrogen, FAN) και για τα δύο στελέχη των μυκήτων. 

Επίσης, κατά τη διάρκεια όλων των πειραμάτων προσδιορίστηκαν τα ολικά φαινολικά 

συστατικά και η αντιοξειδωτική ικανότητα των εκχυλισμάτων. 

 

Λέξεις κλειδιά: χρωστικές, υπολείμματα φλοιού πορτοκαλιού, μύκητες, 

Monascus purpureus, Penicillium 
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Abstract  

The aim of the present study was the valorization of various agro-industrial waste and by-

product streams for the fermentative production of natural pigments using fungal strains. More 

specifically, waste orange peel (WOP) was evaluated as substrate in solid state fermentations, 

semi-solid state fermentation and submerged fermentations implementing the fungal strains 

Monascus purpureus ATCC 16365 and Penicillium purpurogenum CBS 113139.  

Initially, solid state fermentations were conducted with the strain M. purpureus to 

evaluate and optimize the extraction of pigments using different organic solvents along with the 

effect of the fermentated substrate (on wet or dry basis). Subsequently, the effect of substrate 

particle size was implemented, the presence or absence of essential oils in the solid substrate and 

finally the effect of nitrogen source through the addition of sunflower meal. Under the optimum 

conditions demonstrated, further experiments were carried out with the strain P. purpurogenum to 

compare microbial proliferation and pigment production.  

During the next experimental step semi-solid state fermentations were conducted in two 

different initial concentrations of WOP, namely 20 and 50 g/L for both fungal strains. WOP was 

dispersed in liquid medium in order to provide the essential nutrients along with a substrate 

substrate to facilitate fungal hyphae proliferation. Furthermore, special attention was attributed in 

the comparison of intracellular and extracellular pigments.  

Subsequent experiments focused on the evaluation of liquid supplements deriving from 

various thermal treatments of WOP as substrates for the fermentative production of pigments 

employing the two fungal strains. Pigment biosynthesis and total dry weight production were 

evaluated along with sugars and free amino nitrogen consumption during fermentation. Finally, 

the total phenolic content and the antioxidant capacity was assessed in all the etracts obtained 

from all the experiments performed in solid state, semi-solid state and submerged fermentations.  

Department of Food Science and Human Nutrition, Agricultural University of Athens, Athens, 

Greece 

Keywords: pigments, orange peel waste, fungi, Monascus purpureus, Penicillium  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1. Στερεά απόβλητα 

Με βάση την ΚΥΑ 50910 αναφορικά με τα μέτρα και τους όρους για τη 

διαχείριση των στερεών αποβλήτων, ως στερεό απόβλητο ορίζεται «κάθε ουσία ή 

αντικείμενο το οποίο προκύπτει από την επεξεργασία τροφίμων (Απόφαση 

2001/118/ΕΚ), και το οποίο ο κάτοχός του απορρίπτει, προτίθεται ή υποχρεούται να 

απορρίψει». Ο καθορισμός κατευθύνσεων και μέτρων για τη διαχείριση των στερεών 

αποβλήτων απαιτείται προκειμένου να μειωθούν όσο το δυνατόν οι αρνητικές επιπτώσεις 

στο περιβάλλον και τη δημόσια υγεία, λαμβάνοντας υπόψη το οικονομικό και το 

κοινωνικό κόστος. Ένα μεγάλο κομμάτι στερεών αποβλήτων που προκύπτουν από τη 

βιομηχανία τροφίμων αποτελούν τα αγροτοβιομηχανικά απόβλητα, των οποίων η 

αξιοποίηση, έχει μελετηθεί από διάφορους ερευνητές. Ένα μεγάλο μέρος των αποβλήτων 

αυτών, αποτελούν η πούλπα των φρούτων , το τυρόγαλο, η μελάσα, το υγρό υπόλειμμα 

καλαμποκιού και το πίτυρο, ενώ σε αυτά περιλαμβάνονται τα άχυρα, ο μίσχος, τα φύλλα, 

οι σπόροι, οι φλούδες, οι λοβοί, τα διάφορα καλάμια κλπ (Panesar et al., 2015). 

1.2. Ο φλοιός πορτοκάλι ως υπόλειμμα από τα απόβλητα 

βιομηχανίας τροφίμων 

Ένα από τα απόβλητα αγροτοβιομηχανίας που προκύπτει σε μεγάλες ποσότητες 

ώστε να προκαλεί το ενδιαφέρον στη βιομηχανία τροφίμων, είναι τα υπολείμματα 

μεταποίησης πορτοκαλιού. Αυτό συμβαίνει, διότι το πορτοκάλι ως πρώτη ύλη αποτελεί 

την πιο άμεσα διαθέσιμη καλλιέργεια φρούτων στον κόσμο, με χαμηλό κόστος 

(Mahmood et al., 1998). Επιπλέον, η βιομηχανική χυμοποίησή του αποτελεί σήμερα ένα 

σημαντικό οικονομικό τομέα, καθώς ο χυμός πορτοκάλι είναι το πιο διαδεδομένο σε 

κατανάλωση αναψυκτικό παγκοσμίως, ιδιαίτερα για τις χώρες οι οποίες καλλιεργούν το 

συγκεκριμένο φρούτο, (Αμερική, Βραζιλία, Μεξικό, Πακιστάν, Κίνα, Ινδία, και οι 

περισσότερες Μεσογειακές χώρες) (Martín et al., 2010). Με βάση τη στατιστική βάση 

του οργανισμού Τροφίμων και Γεωργίας της Αμερικής (FAOSTAT), ποσοστό άνω του 

70% της μεταποίησης πορτοκαλιού, εκτιμάται ότι χρησιμοποιείται παγκοσμίως με σκοπό 

την παραγωγή χυμού πορτοκαλιού ή/και μαρμελάδας. Από αυτή τη παραγωγή, περίπου 

το 50-60% του νωπού βάρους του πορτοκαλιού, αποτελεί απόβλητο, το οποίο αποτελείται 
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από το φλοιό πορτοκαλιού και τα υπολείμματα του σπόρου και του καρπού (Wilkins et 

al., 2007a). Με δεδομένο λοιπόν, ότι κατά τη χυμοποίηση του πορτοκαλιού υπάρχει στην 

παραγωγική διαδικασία πάνω από 50% απώλεια, αλλά και ότι το μεγαλύτερο ποσοστό 

των υπολειμμάτων πορτοκαλιού αποτελείται από το φλοιό (Bejar et al., 2012), 

ερευνώνται διάφορες μέθοδοι επεξεργασίας και αξιοποίησης αυτού του παραπροϊόντος. 

Μέχρι στιγμής, οι κυριότεροι τρόποι διαχείρισης του φλοιού είναι είτε η παραγωγή 

ζωοτροφών, τα προϊόντα της οποίας έχουν μικρή θρεπτική αξία και υψηλή κατανάλωση 

ενέργειας, σε σχέση με τη χαμηλή τιμή του πορτοκαλιού (Mahmood et al., 1998), είτε 

απλώς η καύση τους προς απελευθέρωση ενέργειας 4545 kcal/kg σε ξηρή βάση, αλλά 

υψηλή περιβαλλοντική ρύπανση (Lapuerta et al., 2008).  

 

 

Γράφημα 1.1: Απεικόνιση υπολειμμάτων επεξεργασίας πορτοκαλιού μετά τη διαδικασία 

χυμοποίησης. 

Οι προβλέψεις του Αμερικάνικου οργανισμού Γεωργίας (USDA) για την 

παγκόσμια παραγωγή πορτοκαλιού αναμένονται να φτάσουν τους 47.9 MMT (million 

metric tones) για το έτος 2015-2016, με την παγκόσμια παραγωγή χυμού πορτοκαλιού να 

αγγίζει τους 2 ΜΜΤ. Συνεπώς, υπάρχει ανάγκη εφαρμογής εναλλακτικών μεθόδων των 

παραπροϊόντων χυμοποίησης, και ιδιαίτερα του φλοιού, με μεγαλύτερες αποδόσεις, 

προκειμένου να αποφευχθούν περιβαλλοντικά προβλήματα από την υψηλή συγκέντρωση 

του συγκεκριμένου απόβλητου. 
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1.3. Χημική σύσταση φλοιού πορτοκαλιού 

Γενικά, τα απόβλητα χυμοποίησης του πορτοκαλιού, αποτελούνται από το φλοιό 

ή αλλιώς περικάρπιο (εξωκάρπιο και ενδοκάρπιο) και τα υπολείμματα σάρκας 

(ενδοκαρπίου) και σπόρων. Τα κύρια συστατικά τους είναι τα λίπη (ελαϊκό, λινελαϊκό, 

λινολενικό, παλμιτικό, στεατικό, γλυκερίνη, και φυτοστερόλες), τα σάκχαρα (γλυκόζη, 

φρουκτόζη, σακχαρόζη), τα οξέα (ιδιαίτερα κιτρικό και μηλικό οξύ, καθώς επίσης, 

βενζοϊκό, οξαλικό και ηλεκτρικό), οι αδιάλυτοι υδατάνθρακες (κυτταρίνη, πηκτίνη), 

διάφορα ένζυμα (πηκτινάσες, φωσφατάσες, υπεροξειδάσες), τα φλαβονοειδή (εσπεριδίνη, 

narirutin), τα αιθέρια έλαια (D-λιμονένιο) και οι χρωστικές (καροτενοειδή και 

ξανθοφύλλες), (Boukroufa et al., 2015). 

 

Γράφημα 1.2: Ανατομία τομής του πορτοκαλιού. 

Πιο συγκεκριμένα, όσον αφορά στο υπόλειμμα φλοιού πορτοκαλιού (waste 

orange peel-WOP) αποτελείται από περίπου 20% ξηρή ουσία και 80% νερό. Αποτελείται 

κυρίως από διαλυτά σάκχαρα (16.9 % wt) και πηκτίνη (42.5 % wt), ενώ ακολουθούν η 

ημικυτταρίνη (10.5 % wt ), η κυτταρίνη (9.21 % wt ), οι πρωτεΐνες (6.50 % wt), το άμυλο 

(3.75 % wt), η τέφρα (3.50 % wt) και η λιγνίνη (0.84 % wt), (Rivas et al.,2008). Η 

συνολική περιεκτικότητα σε σάκχαρα κυμαίνεται από 29 - 44% (διαλυτά και μη διαλυτά 

σάκχαρα) (Harvey et al., 1936), ενώ περίπου το 50% του ξηρού βάρους του πορτοκαλιού 

(με κυρίαρχα τα σάκχαρα) είναι διαλυτό σε αλκοόλες (Sinclair et al., 1953). Τα σάκχαρα 

που υπάρχουν στο φλοιό είναι η γλυκόζη (με το μεγαλύτερο ποσοστό), η φρουκτόζη και 

η σακχαρόζη. Οι αδιάλυτοι πολυσακχαρίτες στο φλοιό του πορτοκαλιού είναι η πηκτίνη, 

η κυτταρίνη και η ημικυτταρίνη. Η πηκτίνη και η ημικυτταρίνη είναι πλούσιες σε 



 

14 
 

γαλακτουρονικό οξύ, αραβινόζη και γαλακτόζη, αλλά επίσης περιέχουν μικρές ποσότητες 

ξυλόζης, γλυκόζης, και ραμνόζης (Ma et al., 1993).  

 

Γράφημα 1.3: Σύσταση φλοιού πορτοκαλιού κατά Rivas et al., (2008). 

1.4. Η σημασία των αιθέριων ελαίων του φλοιού πορτοκαλιού 

Ένα από τα μείζονος σημασίας συστατικά που περιέχεται στο φλοιό πορτοκαλιού 

είναι τα αιθέρια έλαια, τα οποία βρίσκονται σε μικρούς σάκους ή αδένες διαμέτρου 0,4 - 

0,6 mm και αποτελούν πηγή διαφόρων βιοενεργών ενώσεων όπως οι κουμαρίνες, τα 

φλαβονοειδή, οι φαινόλες, τα καροτένια, τα τερπένια και η λιναλοόλη (Mondello et al., 

2005). Ο φλοιός, περιέχει 5,436 kg αιθέριων ελαίων ανά 1000 kg πορτοκαλιών, εκ των 

οποίων περίπου το 90% είναι ένα κυκλικό τερπένιο, το D-λιμονένιο (Braddock et al., 

1986, Hull et al., 1953). Το D-λιμονένιο αποτελεί το κύριο συστατικό του φλοιού όλων 

των εσπεριδοειδών, ενώ έχει βρεθεί ότι υπάρχουν συνολικά 18-22 ενώσεις που έχουν 

ταυτοποιηθεί και αποτελούν το 98% των αιθέριων ελαίων. Το D-λιμονένιο, όπως και οι 

υπόλοιπες ενώσεις, χρησιμοποιούνται στην παρασκευή των τροφίμων και των φαρμάκων 

ως αρωματικές ουσίες και έχουν πολλές εφαρμογές στη χημική βιομηχανία καθώς και σε 

καλλυντικά και σε προϊόντα οικιακής χρήσης (Smyth και Lambert, 1998). Τα τελευταία 

χρόνια έχει αναφερθεί από μελέτες και η αντιμικροβιακή τους δράση (Braddock et al., 

1986, Plessas et al., 2007, Ma et al., 2009). 
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Πίνακας 1.1: Χημική σύσταση σε αιθέρια έλαια του φλοιού πορτοκαλιού Citrus sinensis (στο νωπό 

και ξηρό του βάρος), με βάση τους Kamal et al., (2011). 

Components (%) Fresh (%) Air dried (%) 

Monoterpene Hydrocarbons 
  

a-pinene 1.65±0.12 1.77±0.13 

Sabinene 0.37±0.03 - 

a-phyllandrene - 0.46±0.05 

b-myrcene 4.19±0.25 3.76±0.13 

Δ3-carene 1.03±0.10 0.78±0.04 

Limonene 80.9±1.51 72.7±2.40 

Z-β-ocimene 0.34±0.03 - 

4-carene 0.85±0.05 0.61±0.05 

1,3,8 p-methatriene 1.69±0.10 1.21±0.05 

Oxygenated Monoterpene 

Hydrocarbons   

linalool oxide - 0.48±0.04 

linalool 1.52±0.08 2.10±0.12 

tras-p-2.8 methadien-1-ol - 0.79±0.05 

Limonen oxide 0.76±0.08 - 

a-terpinenol - 2.34±0.14 

Decanal 1.02±0.08 0.71±0.04 

z-carveol 0.68±0.06 2.38±0.13 

Citronelol 0.71±0.05 1.24±0.06 

d-carvone - - 

Isophorone 1.09±0.07 1.31±0.08 

4-vinyl guaiacol - 1.27±0.08 

Pipentenone - - 

Eugenol - - 

SEQUITERPENE 

HYDROOCARBONS   

a-cubebene 0.70±0.06 - 

Valencene 1.20±0.09 0.41±0.04 

δ-cadinene - - 

Oxygenated SEQUITERPENE 

Hydrocarbons   

3-furanacetic acid - - 

β-sinensal 0.83±0.07 - 

α-sinensal 0.49±0.04 - 

Nikkol - 5.70±0.23 

Total 100.00 100.00 
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1.6. Συνηθισμένες μέθοδοι αξιοποίησης του φλοιού πορτοκαλιού. 

Εφαρμογές 

Το είδος Citrus sinensis, ανήκει στην οικογένεια Rutaceae, η οποία αποτελείται 

από περίπου 140 γένη και 1300 είδη (Kamal et al., 2011). Επίσης, το γκρεϊπ φρουτ 

(Citrus paradise), το λεμόνι (Citrus limon), το μανταρίνι (Citrus reticulate), το κίτρο 

(Citrus grandis), η νερατζιά (Citrus aurantium) και το λάιμ (Citrus aurantifolia) είναι 

μερικά από τα σημαντικότερα είδη των εσπεριδοειδών (Anwar et al., 2008). Τα προϊόντα 

μεταποίησης των υπολειμμάτων χυμοποίησης των εσπεριδοειδών, είναι υψηλής 

οικονομικής και φαρμακευτικής αξίας, ενώ έχουν εφαρμογές στη βιομηχανία τροφίμων, 

φαρμάκων και καλλυντικών, χημικών (Silalahi 2002, Saidani et al., 2004).  

Ο φλοιός του πορτοκαλιού έχει χρησιμοποιηθεί για την εξαγωγή (εκχύλιση, 

διαχωρισμός, καθαρισμός) διαφόρων συστατικών του, όπως το ινώδες τμήμα του φλοιού 

αποτελούμενο από την πηκτίνη, την κυτταρίνη και την ημικυτταρίνη (μετά από όξινη 

υδρόλυση), τις πολυφαινόλες (εσπεριδίνη, naringin και narirutin - Bocco et al., 1998), τα 

καροτενοειδή, τα αιθέρια έλαια (μετά από απόσταξη) και διάφορα σάκχαρα (είτε από το 

υγρό υπόλειμμα αφυδάτωσης φλοιού, είτε μετά από υδρόλυση). Ωστόσο, είναι εξίσου 

σημαντική η μετατροπή του φλοιού σε άλλες βιοδραστικές ενώσεις μετά από 

βιοτεχνολογική αξιοποίηση. Πιο συγκεκριμένα είναι η αιθανόλη, το μεθάνιο και το 

διοξείδιο του άνθρακα με αναερόβια ζύμωση (Wheatley, 1990), διάφορες χρήσιμες 

πρωτεΐνες, αμινοξέα, βιομηχανικά ένζυμα (πολυγαλακτουρονάση, πηκτίνη εστεράση, 

κυτταρινάση, ξυλανάση (Wicker et al.,1989, Siles et al., 2010), οξέα όπως το κιτρικό οξύ 

(Hossian et a1., 1984), το γλουταμινικό οξύ, το ηλεκτρικό, (Bicu et al., 2011), η βιταμίνη 

ριβοφλαβίνη (Gaden et a1., 1954) αλλά και οι πτητικές αρωματικές ενώσεις (Graumlich, 

1983, Braddock και Cadwallader, 1992).  
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Γράφημα 1.4: Εναλλακτικές μέθοδοι αξιοποίησης των υπολειμμάτων χυμοποίησης πορτοκαλιού. 

Τα τελευταία χρόνια, η παραγωγή βιοκαυσίμων, θεωρείται μια υψηλά 

υποσχόμενη μέθοδος επεξεργασίας, κατά την οποία μπορεί να ελεγχθεί η περιβαλλοντική 

μόλυνση με παράλληλη παραγωγή ενέργειας, η χαμηλή απαίτηση σε θρεπτικά συστατικά, 

η παραγωγή λίγων αποβλήτων και η μεγιστοποίηση της αξίας που προέρχεται από την 

πρώτη ύλη της βιομάζας που προκύπτει μετά από χυμοποίηση πορτοκαλιών. Στο 

παρακάτω γράφημα φαίνεται η σύσταση του φλοιού ειδικότερα σε διάφορα χημικά 

στοιχεία, καθώς και η αναλογία σε οξυγόνο, άζωτο, φώσφορο, παράγοντες οι οποίοι 

διαδραματίζουν σημαντικό ρόλο για την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών. Η 

σύσταση που έχει βρεθεί με βάση τη μελέτη του Martin et al., (2010), φαίνεται να ευνοεί 

αυτές τις συνθήκες για καλή απόδοση βιοκαυσίμων (η αναλογία σε οξυγόνο, άζωτο, 

φώσφορο COD:N:P που είναι πάνω από 300:5:1 και η παρουσία χημικών στοιχείων τα 

οποία βοηθούν στη σταθεροποίηση της αναερόβιας διαδικασίας).   
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Πίνακας 1.2: Παρουσίαση χημικής σύστασης φλοιού πορτοκαλιού σε χημικές ουσίες οι οποίες 

ευνοούν τον έλεγχο και την απόδοση αναερόβιας ζύμωσης, προς παραγωγή βιοκαυσίμων (Martín et 

al., 2010). 

Πηγή:Martín et 

al., 2010 

Αναλύσεις (με βάση την 

APHA,1989) 

Φλοιός 

(WOP) 

Νωπό βάρος 

pH 3,42±0,02 

Πτητική οξύτητα (mg ακετικού 

οξέος/L) 
1950±27 

Αλκαλικότητα (mg CaCO3/kg 

υδατικού διαλύματος) 

Εκτός ορίου 

(pH=<4.5) 

Υγρασία (%) 79,83 ± 0,08 

Συνολικά στερεά (mg/L, %) 20,17 ± 0,08 

Συνολικά μεταλικά στερεά (mg/L, 

%)  
0,87 ± 0,03 

Πτητικά στερεά (mg/L, %) 19,31 ± 0,11 

Ξηρό βάρος 

Συνολικά μεταλικά στερεά (mg/L, 

%) 
4.31 ± 0.15 

Πτητικά στερεά (mg/L, %) 95.74 ± 0.55 

Χημική απαίτηση σε οξυγόνο (mg 

O2/g, mg/L) 
1085 ± 55 

Συνολικό άζωτο (mg N/g) 12.24 ± 0.56 

Άζωτο κατά Kjeldahl (mg N/g) 11.67 ± 0.24 

Αμμωνιακό άζωτο (mg N/g) 1.68 ± 0.19 

Συνολικός φώσφορος (mg/kg) 1.18 ± 0.03 

Cu (mg/kg) Εκτός ορίου 

Cr (mg/kg) 1,6 ± 0,7 

Ni (mg/kg) 6,1 ± 1,3 

Cd (mg/kg) 4,9 ± 0,8 

Pb (mg/kg) Εκτός ορίου 

Zn (mg/kg) 4,5 ± 0,4 

1.7. Εναλλακτική βιοτεχνολογική αξιοποίηση του φλοιού 

πορτοκαλιού προς παραγωγή χρωστικών 

Παρά τα πλεονεκτήματα των φυσικών χρωστικών, ο σχεδιασμός και η ανάπτυξη 

διεργασιών για τη βιομηχανική παραγωγή των χρωστικών, μέσω βιοτεχνολογικής 

αξιοποίησης, συνεπάγεται υψηλό κόστος το οποίο προέρχεται κυρίως από το υψηλό 

κεφάλαιο επένδυσης των θρεπτικών μέσων. Γι αυτό το λόγο, η χρήση χαμηλού κόστους 

αγροτοβιομηχανικών αποβλήτων, ως θρεπτικών μέσων για την παραγωγή χρωστικών, 

μπορεί όχι μόνο να μειώσει το κόστος, αλλά και να συμβάλλει στην παραγωγή προϊόντων 

υψηλής προστιθέμενης αξίας και στην ανάπτυξη αειφόρων διεργασιών. 

Μερικά από τα αγροτοβιομηχανικά απόβλητα που έχουν χρησιμοποιηθεί για την 

παραγωγή χρωστικών φαίνονται στον παρακάτω πίνακα, με βάση τη μελέτη του 

Carvalho, et al., (2006). 



 

19 
 

Πίνακας 1.3: Ο προσδιορισμός των κόκκινων χρωστικών (μέτρηση στα 500nm) σε ζυμώση στερεάς 

κατάστασης αποκαλύπτει το τεράστιο εύρος που παρουσιάζουν στα αγροτοβιομηχανικά απόβλητα, 

με βάση τη χημική τους σύνθεση (Franco, 1992). Ο χρόνος ζύμωσης είναι 7-11 μέρες. 

Συνεπώς, και τα απόβλητα πορτοκαλιού δύνανται να αποτελέσουν μια χαμηλού 

κόστους, παγκοσμίως διαθέσιμη και αρκετά αποτελεσματική πρώτη ύλη, τόσο σα στερεό 

όσο και σαν υγρό θρεπτικό μέσο, δεδομένης της χημικής του σύστασης. Σήμερα, έχει 

χρησιμοποιηθεί για πάρα πολλές εφαρμογές (όπως περιγράφονται σε προηγούμενη 

ενότητα) και με τους δύο τρόπους (Panesar et al., 2015).  

Επίσης, με βάση τη μέχρι τώρα βιβλιογραφική ανασκόπηση, η μοναδική εργασία 

που εξετάζει την παραγωγή χρωστικών από φλοιό πορτοκάλι είναι των T.Padmavathi et 

al., (2013), όπου αναφέρεται η παραγόμενη χρωστική (στα 510nm) στα 0.65 AU/g από το 

στέλεχος Monascus purpureus MTCC 410 (pH=6, Τ=28
ο
C, Η=56-60%, 20 μέρες 

επώασης). Ωστόσο, στη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν συνθετικές πηγές 

αζώτου και ιχνοστοιχεία για την ενίσχυση του θρεπτικού υποστρώματος.  

1.8. Φυσικές και συνθετικές χρωστικές 

Το χρώμα στα τρόφιμα μπορεί να δημιουργήσει προσδοκίες και συμπεριφορές, 

που αναπτύσσονται με βάση τις κοινωνικές παραδόσεις. Επιπλέον, αποτελεί βασικό 

παράγοντα στην εκτίμηση ποιότητας ενός τροφίμου. Γι αυτό το λόγο άλλωστε είναι 

γνωστή και η φράση που χρησιμοποιείται για να περιγράψει ένα τρόφιμο που «τρώγεται 

με τα μάτια» (Stich et al., 2002). Με βάση τη διεθνή νομοθεσία (Codex Alimentarius) οι 

Παραγωγή βιοχρωστικών (AU/g ξηρού υποστρώματος) και σύνθεση υποστρώματος 

Υπόστρωμα Μέση σύνθεση(g/Kg db) 

Μέση ειδική 

απορρόφηση(AU/g 

ξηρού υποστρώματος) 

 

Υδατάνθρακες Πρωτεΐνες Φώσφορος 

 Rice 820 90 1.14 216 

Wheat 770 140 3.63 79 

Corn 780 130 3.19 60 

Soy 330 40 6 13 

Soy Bran 400 480 7 22 

TSP - - - 12.6 

Cassava 864 19 10.99 119.6 

Cassava starch 900 20 3.3 38.5 

Cassava flour 910 14 2.2 98.1 

Cassava bagasse 660 11 - 15.7 

Potato 800 100 9.6 4.7 

  

(-)Υποσημαίνει άγνωστα 

δεδομένα 
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χρωστικές (συνθετικές και φυσικές) συγκαταλέγονται στα πρόσθετα τροφίμων (Ε100-

Ε199). Στην Ελλάδα οι προδιαγραφές για τη χρήση των πρόσθετων χρωστικών 

καθορίζονται από τον Κώδικα Τροφίμων και Ποτών και είναι εναρμονισμένες με την 

Ευρωπαϊκή νομοθεσία.  

Είναι γνωστό ότι η χρήση φυσικών χρωστικών ξεκίνησε από το 1500 πΧ. από το 

εκχύλισμα φυτών και κρασιού, ενώ στην πορεία η βιομηχανική ανάπτυξη τέλος στο του 

19
ου

 αιώνα έφερε στο προσκήνιο τη χρήση συνθετικών χρωστικών, οι οποίες 

κυριάρχησαν μέχρι και τον 20
ο
 αιώνα (Downham και Collins, 2000). Όμως οι απαιτήσεις 

του καταναλωτικού κοινού για χρήση φυσικών προϊόντων έφερε ξανά στο προσκήνιο την 

ανάγκη παραγωγής φυσικών χρωστικών. Επιπλέον τα τελευταία χρόνια η χρήση 

συνθετικών χρωστικών έχει αναθεωρηθεί από μια πιο αυστηρή νομοθεσία όσον αφορά 

στην ετικέτα των προϊόντων, αλλά και έχει απαγορευτεί σε κάποιες περιπτώσεις εξαιτίας 

των επιζήμιων επιδράσεων στην ανθρώπινη υγεία.  

Όσον αφορά στις φυσικές χρωστικές των οποίων η χρήση επιτρέπεται στα 

τρόφιμα, προέρχονται από ανθοφόρα φυτά και έντομα (ιστούς). Τυπικά, αυτά 

εκχυλίζονται χρησιμοποιώντας συγκεκριμένους διαλύτες και πωλούνται εν συνεχεία σε 

μορφή σκόνης ή γαλακτωμάτων (Mapari et al.,2009).  

Στα τρόφιμα, οι φυσικές χρωστικές που υπάρχουν περιλαμβάνουν τις 

χλωροφύλλες (πράσινο χρώμα), τις φαιοφυτίνες (καστανοπράσινο χρώμα), την 

αιμογλοβίνη και τη μυογλοβίνη (χρώματα κρέατος και παραγώγων του), τα φλαβονοειδή 

με κίτρινο χρώμα (καμπφερόλη, κερκετίνη, απιγενίνη, φλαβανόνες εσπεριδοειδών), τις 

ταννίνες (κατεχίνες, λευκοανθοκυανίνες), τις κινόνες και ξανθόνες (κιτρινωπές 

χρωστικές), τα καροτενοειδή (κίτρινο και πορτοκαλί χρώμα) και παράγωγά τους 

(λυκοπένιο, β-κρυπτοξανθίνη, κανθαξανθίνη, ζεαξανθίνη) και τις ανθοκυανίνες 

(πελαργονιδίνη, δελφινιδίνη, κυανιδίνη με κόκκινα-μπλε χρώματα ανάλογα με το pH). 

Όμως η εποχική προμήθεια των πρώτων υλών των φυσικών χρωστικών, η αδυναμία να 

χαρακτηριστούν από ίδιες φυσικοχημικές ιδιότητες και λειτουργίες λόγω των κλιματικών 

συνθηκών (πχ καθαρότητα, αντοχή σε pH, θερμότητα φως, η διαλυτότητα), αποδεικνύουν 

ότι η χρήση τους στη βιομηχανία τροφίμων δεν έχει μεγάλη προοπτική (Spears, 1988). Γι 

αυτό το λόγο, είναι αναγκαίο να υπάρξει στροφή στη μελέτη και στην εναλλακτική 

αξιοποίηση των φυσικών χρωστικών από μικροοργανισμούς, καθώς μπορούν να 
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ανεξαρτητοποιήσουν την εποχικότητα και τη διακύμανση των χαρακτηριστικών των 

χρωστικών στην παραγωγική διαδικασία.  

1.9. Η σημασία φυσικών χρωστικών στη βιοτεχνολογία 

τροφίμων  

Σε αντίθεση με τις φυσικές χρωστικές που προέρχονται από τα φυτά και τα ζώα, η 

βιοτεχνολογική παραγωγή φυσικών χρωστικών αναμφίβολα τις τελευταίες δεκαετίες 

υπερέχει, καθώς οι μικροοργανισμοί που χρησιμοποιούνται δύνανται να αναπτυχθούν 

γρήγορα και οικονομικά σε φτηνά υποστρώματα, ανεξάρτητα από καιρικές συνθήκες, 

ενώ είναι άμεσα διαθέσιμοι όλο το χρόνο και επιδέχονται εύκολο χειρισμό στις 

περιπτώσεις που είναι γνωστή η γενετική τους βάση. Επιπλέον οι χρωστικές που 

παράγουν, είναι βιοαποικοδομήσιμες, συνήθως είναι πιο σταθερές και διαλυτές δομές από 

αυτές των φυτών/ζώων (Gunasekaran και Poorniammal, 2008) με διάφορες βιολογικές 

ιδιότητες (αντιοξειδωτικές, αντιβιοτικές, αντικαρκινικές, αντιφλεγμονώδεις κλπ).  

Οι μικροοργανισμοί που είναι σήμερα γνωστοί για την παραγωγή χρωστικών, 

αλλά συνήθως με μικρή δυναμικότητα παραγωγής και υψηλό κόστος, ανήκουν σε 

διάφορα βακτήρια, ζύμες και βασιδιομύκητες (Arad και Yaron, 1992, Zhang et al., 2006, 

Davoli και Weber, 2002, Mapari et al., 2009, Ogihara et al., 2001). Αντίθετα, η παραγωγή 

χρωστικών από ασκομύκητες αυξάνει διαρκώς εξαιτίας της δυνατότητας των 

μικροοργανισμών αυτών να παράγουν χρωστικές με διαφορετικές χημικές δομές, και κατ΄ 

επέκταση διαφορετικό χρωματικό εύρος. Κάποιες από τις χρωστικές που ήδη παράγονται 

στη βιομηχανία τροφίμων με τη βοήθεια των μικροοργανισμών αυτών, είναι οι εξής: 

ασταξανθίνη, torularhodin, ζεαξανθίνη, torulene, β-καροτένιο, isonieratene, 

κανθαξανθίνη, λυκοπένιο, ριβοφλαβίνη και η κόκκινη χρωστική Arpink Red (Dufosse et 

al., 2006). Εκτός από την εφαρμογή που έχουν στα τρόφιμα, οι χρωστικές αυτές έχουν 

εφαρμογές στη βιομηχανία φαρμάκων, καλλυντικών, ρούχων και χάρτου.   
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Πίνακας 1.4: Χρωστικές οι οποίες παράγονται από διάφορους μικροοργανισμούς, και οι οποίες είτε 

έχουν ήδη εμπορευματοποιηθεί (B), είτε είναι σε στάδιο εργαστηριακής ανάπτυξης (A) είτε είναι υπό 

διερεύνηση (E). 

Μόριο Μικροοργανισμός Χρώμα Κατάσταση 

Ankaflavin Monascus sp.(fungus) Κίτρινο Β 

Anthraquinone Penicillium oxalicum(fungus) Κόκκινο Β 

Lycopene Blakeslea trispora(fungus) Κόκκινο Α 

Lycopene Fusarium sporotrichioides(fungus) Κόκκινο Ε 

Monascorubramin Monascus sp.(fungus) Κόκκινο Β 

Naphtoquinone Cordyceps unilateralis(fungus) Βαθύ κόκκινο Ε 

Riboflavin Ashbya gossypi(fungus) Κίτρινο Β 

Rubropunctatin Monascus sp.(fungus) Πορτοκαλί Β 

β-carotene Blakeslea trispora(fungus) Κίτρινο-Πορτοκαλί Β 

β-carotene Fusarium sporotrichioides(fungus) Κίτρινο-Πορτοκαλί Ε 

β-carotene Mucor circinelloides(fungus) Κίτρινο-Πορτοκαλί Α 

β-carotene Neurospora crassa(fungus) Κίτρινο-Πορτοκαλί Ε 

β-carotene Phycomyces blakesleeanus(fungus) Κίτρινο-Πορτοκαλί Ε 

Άγνωστο Penicillium purpurogenum(fungus) Κόκκινο Α 

Άγνωστο Paecilomyces sinclairii(fungus) Κόκκινο Ε 

Astaxanthin 
Xanthophyllomyces dendrorhous πρ. Phaffia 

rhodozyma(yeast) 
Ροζ-Κόκκινο Α 

Melanin Saccharomyces neoformans var. nigricans(yeast) Μαύρο Ε 

Torularhodin Rodhotrula sp.(yeast) Πορτοκαλί-Κόκκινο Α 

Astaxanthin Agrobacterium aurantiacum(bacteria) Ροζ-Κόκκινο Ε 

Astaxanthin Paracoccus carotinifaciens(bacteria) Ροζ-Κόκκινο Ε 

Canthaxanthin Bradyrhizobium sp.(bacteria) Σκούρο κόκκινο Ε 

Rubrolone Streptomyces echinoruber(bacteria) Κόκκινο Α 

Zeaxanthin Flavobacterium sp.(bacteria) Κίτρινο Α 

Zeaxanthin Paracoccus zeaxanthinifaciens(bacteria) Κίτρινο Ε 

 

Το Β: Βιομηχανική Παραγωγή, το Α: Υπό 

Αναπτυξη, το Ε: Υπό Έρευνα   

1.10. Η περίπτωση των χρωστικών MPs (Monascus Polyketide 

pigments) 

Το γένος Monascus sp. ορίστηκε από τον van Tieghem το 1884 (Feng et al., 

2012). Περιλαμβάνει τυπικούς ασκομύκητες των οποίων η ταξινόμηση είναι η εξής: 

Βασίλειο: Fungi, Διαίρεση: Eumycota, Υποδιαίρεση: Ascomycotin, Κλάση: 

Eurotiomycetes, Υποκλάση: Eurotiomycetidae, Τάξη: Eurotiales, Οικογένεια: 

Monascaceae, Γένος: Monascus (Ainsworth 2008). Πρόσφατα, αναγνωρίστηκαν 9 είδη 

μέσα στο γένος (M. argentinensis, M. eremophilus, M. floridanus, M. lunisporas, M. 

pallens, M. pilosus, M. purpureus, M. ruber, and M. sanguineus (Shao and others 2014). 

Ανάμεσα σε αυτά, τα είδη M. pilosus, M. purpureus, and M. ruber είναι τα τέσσερα πιο 

σημαντικά για τη βιομηχανία τροφίμων. Οι φυσικές χρωστικές ΜΡs αποτελούν 
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δευτερογενείς μεταβολίτες πολυκετιδικής δομής, που χρησιμοποιούνται ευρέως στις 

βιομηχανίες τροφίμων ιδιαίτερα των Ανατολικών χωρών (Χονγκ Κονγκ, Ιαπωνία, Κορέα, 

Μαλαισία, Σιγκαπούρη, Ταϊλάνδη, Ταϊβάν, Κίνα). Άλλοι δευτερογενείς μεταβολίτες οι 

οποίοι παράγονται από το γένος Monascus, με σημαντική δράση είναι οι λοβαστατίνες ή 

μονακολίνες (αντι-υπερχοληστερική δράση), το γ-αμινοβουτιρικό οξύ ή GABA 

(υπερτασική δράση), το διμερικό οξύ (αντιοξειδωτική δράση), η εργοστερόλη, και η 

μυκοτοξίνη κιτρινίνη (νεφροηπατική τοξίνη) (Feng et al., 2012, Kongruang, 2011). Μέχρι 

τώρα έχουν μελετηθεί και ταυτοποιηθεί πάνω από 50 MPs, με μεγάλο εύρος βιολογικών 

ιδιοτήτων όπως αντιμεταλλαξογόνες, αντικαρκινικές, αντιμικροβιακές, παράγοντες 

μείωσης χοληστερόλης (Feng et al., 2012). 

1.11. Από την παράδοση στις σύγχρονες εφαρμογές 

Παραδοσιακά, χρησιμοποιείται για ζυμώσεις στερεάς κατάστασης σε απόβλητα 

αγροτοβιομηχανιών, όπως απόβλητα ζυθοποιίας σιτηρών, πίτουρο ρυζιού, πίτουρο 

σιταριού, σημαμέλαιο, φοινικέλαιο, λάδι αραχίδας, λάδι καρύδας, σκόνη μανιόκας ή 

cassava, σκόνη αρτόκαρπου ή jackfruit και σκόνη ταμάρινδου, (Kongruang, 2011). 

Επίσης χρησιμοποιείται για χρωματισμό, για ιατρικούς σκοπούς και σαν αρχική 

καλλιέργεια (starter), για πάνω από ένα αιώνα (Shi και Pan 2011) .  

 

Γράφημα 1.5: Παραδοσιακή διαδικασία παραγωγής του κόκκινου ρυζιού RMR (Chen, et al., 2015) 
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Γενικά, το εύρος των εφαρμογών των MPs χρωστικών είναι τεράστιο. Πιο 

συγκεκριμένα, στα τρόφιμα χρησιμοποιούνται ως ενισχυτές χρώματος και γεύσης σε 

γάλατα, τυριά σόγιας, γιαούρτια, ρύζι, λουκάνικα, μπιφτέκια, αλλαντικά, πάστες ψαριών 

surimi, σώς, σάλτσες και ketsup, ως εκκινητές σε προϊόντα ζυθοποιϊας-οινοποιϊας, ως 

σταθεροποιητικοί παράγοντες σε ζελέδες, ως μπαχαρικά, ως συντηρητικά 

(αντικαθιστώντας τα νιτρώδη και το νιτρικό κάλιο κυρίως σε προϊόντα κρέατος) στα 

φάρμακα (συμπλήρωμα για μείωση κακής χοληστερόλης και ενίσχυση της κυκλοφορίας 

του αίματος), στη μεταποιήση ρούχων (σε δέρματα και ρούχα) και χάρτου (Dufosse, 

2006, Panesar et al.,2015, Feng et al., 2012, Patakova et al., 2013). 

Γράφημα 1.6: Παρουσίαση μερικών εφαρμογών σε τρόφιμα (Κόκκινη σως, σογια σως, κόκκινο 

ξύδι, κόκκινη σκόνη, κόκκινη σάλτσα, καρυκεύματα, κρασιά) και φάρμακα. 

1.12. Χημική δομή των χρωστικών MPs 

Οι βασικές ΜPs χρωστικές οι οποίες παράγονται από το γένος Monascus είναι έξι 

και ταξινομούνται σε τρείς ομάδες ανάλογα με το χρώμα που παράγουν. Σε αυτές 

περιλαμβάνονται οι κίτρινες χρωστικές monascin (C21H26O5) και ankaflavin (C23H30O5), 

οι πορτοκαλί monascorubrin (C23H26O5) και rubropunctatin (C21H22O5) και τέλος οι 

κόκκινες monascorubramine (C23H27NO4) και rubropuntamine (C21H23NO4) ) (Kim et al., 

2006). 



 

25 
 

Αποτελούν δευτερογενείς μεταβολίτες πολυκετιδικής δομής που ονομάζονται 

azaphilones (λέγονται έτσι εξαιτίας της στενής συγγένειάς τους με μόρια που περιέχουν 

αμινομάδες, όπως οι πρωτεΐνες, τα αμινοξέα, τα νουκλεϊκά οξέα- Osmanova et al., 2010), 

με παρόμοιες μοριακές δομές αλλά και χημικές ιδιότητες (Babitha 2009). Η δομική 

ανάλυση των χρωστικών από το γένος Monascus έχει αρχίσει από το 1932 (Salomon και 

Karrer 1932), ενώ μέχρι το 1973, έχουν ταυτοποιηθεί και οι έξι κύριες χρωστικές 

(Manchand και Whalley, 1973). Παρακάτω παρουσιάζεται η δομή των 6 κυριότερων MPs 

χρωστικών.  

 

Γράφημα 1.7: Παρουσίαση χημικής δομής των 6 κυριότερων MPs χρωστικών (Mapari et al., 

2008) 

Η δομή παίζει καθοριστικό ρόλο στις φυσικοχημικές ιδιότητες των χρωστικών. 

Για παράδειγμα, είναι αδιάλυτες σε υδατικό περιβάλλον, και διαλυτές σε αιθανόλη, 

ακετικό οξύ, εξάνιο κλπ, και διαλύονται είτε στη περίπτωση προσθήκης γλουταμινικού, 

λευκίνης, γλυκίνης στο θρεπτικό μέσο, είτε χημικής τροποποίησής τους με προσθήκη 

καρβολυξομάδων ή αμινομάδων των αμινοξέων. Για παράδειγμα, οι κόκκινες χρωστικές 

είναι εύκολα εμπορεύσιμες λόγω της διαλυτότητάς τους στο νερό. Επίσης είναι σταθερές 

σε ένα μεγάλο εύρος θερμοκρασίας (30-60
ο
C) και σε pH 6-8, χωρίς απαραίτητα να 

αλλάζει η σταθερότητά τους σε πιο ακραίες συνθήκες. Είναι ευαίσθητες στην ηλιακή και 

υπεριώδη ακτινοβολία, ενώ τα αμινοξικά παράγωγά τους και οι διαλυτές χρωστικές είναι 

πιο σταθερές σε σύγκριση με τις γνήσιες 6 χρωστικές. Τέλος, παρουσία μικρής ποσότητας 

μεταλλικών ιόντων Na
+
, Mg

2+
, K

+
, AL

3+
, Ca

2+
, Cu

2+
, and Zn

2+
, παρουσιάζουν κάποια 

σταθερότητα, σε αντίθεση με τα ιόντα Fe
3+

 και Fe
2+

 (Feng et al., 2012) 
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1.13. Βιοχημεία χρωστικών MPs 

Μέχρι στιγμής, υπάρχει λίγη γνώση σχετικά με τη ρύθμιση γονιδίων που 

εμπλέκονται στην έκφραση δευτερογενών μεταβολιτών, ειδικά σε περιοχές του 

γονιδιώματος όπου παραμένουν ανενεργές για πολύ διάστημα, ή εκφράζονται μόνο κάτω 

από συνθήκες στρες (παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών). Κατά συνέπεια, η 

βιοσύνθεση των χρωστικών των διαφόρων μονοπατιών που εμπλέκονται στο σχηματισμό 

πολυκετιδίων, μεταξύ των οποίων και οι χρωστικές, αποτελεί ακόμα θολό σημείο. 

Παρόλα αυτά, το βιοχημικό μονοπάτι των πολυκετιδίων είναι το κύριο μεταβολικό 

μονοπάτι βιοσύνθεσης όλων των δευτερογενών μεταβολιτών για τους νηματοειδείς 

μύκητες (Chandler et al., 1992). Το γένος Monascus αποτελεί το πιο μελετημένο 

μικροοργανισμό αναφορικά με την παραγωγή χρωστικών, ώστε να θεωρείται κατά 

κάποιο τρόπο πρότυπο για τη βιοσύνθεση χρωστικών πολυκετιδικής δομής. Με βάση 

μελέτες που έχουν γίνει με αυτό το μύκητα, εξηγείται το βιοχημικό μονοπάτι παραγωγής 

χρωστικών σε κάθε άλλο ασκομύκητα ο οποίος παράγει ίδιας χημικής δομής, χρωστικές 

ουσίες, (Mapari et al.,.2010).  

Ιστορικά, η έρευνα γύρω από το βιοχημικό μονοπάτι ξεκίνησε τις αρχές δεκαετίας 

του ’60, χρησιμοποιώντας ανάλυση πυρηνικού μαγνητικού συντονισμού (Kurono et al., 

1963). Με βάση προηγούμενες αλλά και σύγχρονες μελέτες, η βιοσύνθεση των 

πολυκετιδίων πραγματοποιείται στο κυτταρόπλασμα, ως εξής : 1 mol ακετικού οξέος (ή 

ακετυλο-CoA) αντιδρά μέσω συμπύκνωσης (απελευθέρωση CO2) με 5 mol μηλονικού 

οξέος (ή μηλονυλο-CoA) σχηματίζοντας ένα χρωμοφόρο εξακετίδιο μέσω του 

πολυκετιδικού βιοσυνθετικού μονοπατιού. Ταυτόχρονα, μέσω της βιοσύνθεσης λιπαρών 

οξέων, για παράδειγμα του οκτανοϊκού οξέος και το σχηματισμό β–κετοξέος, έχει σαν 

αποτέλεσμα την trans-εστεροποίηση (ή αποκαρβοξυλίωση) του β-κετοξέος με το 

χρωμοφόρο πολυκετίδιο, αντίδραση η οποία οδηγεί στο σχηματισμό της πορτοκαλί 

χρωστικής monascorubrin, ή της rubropunctatin (εστεροποίηση με εξανοϊκό οξύ). Η 

περαιτέρω αντίδραση συμπύκνωσης της πορτοκαλί χρωστικής monascorubrin οδηγεί στη 

δημιουργία της κίτρινης χρωστικής ankaflavin (ή αντίστοιχα της χρωστικής monascin), 

ενώ η αμίνωση (υποκατάσταση οξυγόνου με άζωτο) πορτοκαλί χρωστικών οδηγεί στη 

σύνθεση των κόκκινων χρωστικών monascorubramine και rubropunctamine (Chen et al., 

2015). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mapari%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20452692
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Για πρώτη φορά αναφέρεται η αλληλούχιση γονιδίων που εμπλέκονται στην 

παραγωγή MPs (Feng et al., 2012) μετά από συνδυαστική έρευνα σε στελέχη M. ruber 

(έγινε κλωνοποίηση περιοχής που κωδικοποιεί τη συνθάση του πολυκετιδίου) και του M. 

purpureus (έγινε τυχαία μεταλλαξογένεση, απενεργοποιώντας τη περιοχή κωδικοποίησης 

της συνθάσης πολυκετιδίου), που είχε ως αποτέλεσμα την παρεμπόδιση παραγωγής 

χρωστικών. Επομένως, επιβεβαιώνεται ότι η συνθάση του πολυκετιδίου PKS εμπλέκεται 

στην παραγωγή χρωστικών. Με βάση αυτό, η αλληλούχιση γονιδίων (gene cluster), έχει 

συμβάλλει στη βαθύτερη κατανόηση της βιοσύνθεσης χρωστικών MPs. Παρόλα αυτά, το 

μονοπάτι αυτό είναι αρκετά σύνθετο, καθώς οι χρωστικές μπορούν εύκολα να 

οξειδωθούν, να αντιδράσουν με άλλες ενώσεις όπως αμινοξέα, με αποτέλεσμα να 

σχηματίζονται διάφορα παράγωγά τους (Dufosse et al., 2005), ενώ είναι γνωστό ότι και 

οι συνθήκες καλλιέργειας έχουν επίδραση στα συστατικά των χρωστικών (Hajjaj et al., 

2012). 
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Γράφημα 1.8: Σχηματική απεικόνιση της αλληλούχισης γονιδίων (53kb) που εμπλέκεται 

στην παραγωγή χρωστικών, καθώς και της βιοσύνθεσης των πορτοκαλί, κόκκινων και κίτρινων 

MPs χρωστικών (Chen et al., 2015). (Α): Αλληλούχιση γονιδιακής περιοχής που εμπλέκεται στην 

βιοσύνθεση χρωστικών, η οποία προέρχεται από το γονιδίωμα του M.ruber Μ7. Τα βέλη δείχνουν 

τη κατεύθυνση γονιδιακής μεταγραφής. Οι αποστάσεις των γονιδίων αντιπροσωπεύουν τα σχετικά 

μεγέθη τους. (Β): Δυνητικές λειτουργίες των γονιδίων (αριστερά τα ονόματα γονιδίων και δεξιά του 

βέλους, τα ένζυμα/πρωτεΐνες που κωδικοποιού). (Γ):Γενικώς αποδεκτό μονοπάτι βιοσύνθεσης 

χρωστικών(Hajjaj et al., 2012). 

Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι μέχρι σήμερα έχει χαρτογραφηθεί όλο το 

γονιδίωμα τεσσάρων στελεχών του γένους Monascus (M. purpureus NRRL 1596, M. 

purpureus YY-1, M. ruber NRRL 1597, and M. ruber M7), κάτι το οποίο θα βοηθήσει 

στην καλύτερη κατανόηση όλης της βιολογίας του μικροοργανισμού αυτού, αλλά και της 
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συγγένειάς του με άλλους μικροοργανισμούς που παράγουν τις ίδιες χρωστικές (Chen et 

al., 2015). 

1.14. Παράγοντες που επιδρούν στην παραγωγή χρωστικής  

Η σύνθεση των χρωστικών από τα μυκητιακά στελέχη επηρεάζεται από 

διάφορους παράγοντες, όπως αντίστοιχα και κάθε δευτερογενής μεταβολίτης. Μείζονος 

σημασίας ρόλο στην παραγωγή χρωστικών διαδραματίζουν οι συνθήκες καλλιέργειας και 

ειδικότερα η θερμοκρασία, η τιμή pH, η αρχική υγρασία και το μέγεθος κόκκων του 

υποστρώματος όσον αφορά στις ζυμώσεις στερεάς κατάστασης. Αντίστοιχα, στις υγρές 

καλλιέργειες σημαντική επίδραση παρουσιάζει η ανάδευση, ο αερισμός, η συγκέντρωση 

του εμβολίου, η φάση ανάπτυξης του μύκητα, η πηγή αζώτου και ο λόγος άνθρακα προς 

άζωτο (carbon to nitrogen ratio, C/N). Επιπρόσθετα, μετά το πέρας της ζύμωσης προς την 

παραγωγή χρωστικών, ιδιαίτερα σημαντικός είναι και ο τρόπος εκχύλισης και παραλαβής 

των χρωστικών. Ο Πίνακας 1.13-1 απεικονίζει διαφορετικούς τρόπους εκχύλισης που 

χρησιμοποιούνται εντός του γένους Μonascus sp. 

Πίνακας 1.5: Συνοπτική παρουσιάση δοκιμασμένων τρόπων εκχύλισης στο γένος Μonascus sp., με 

βάση τη μελέτη του Syed, 2015. 

Microorganism

s 

Type of 

Pigments 
Solvents used OD References 

Monascus 

mutant strain 

yellow , 

orange and  

red pigments 

Et-OH 96% 

400 nm 

and 510 

nm 

(Ungureanu et 

al., 2004) 

Monascus sp Red pigments Methanol 500 nm 
(Evans and 

Wang, 1984) 

Monascus Red pigments 

Dimethyl 

sulfoxide(DMSO),hexane,ethy

l Ether, ethyl alcohol, methyl 

alcohol and 

acetonitrile(analysis grade) 

and water(deionized) 

500 nm 
(Carvalho et 

al., 2007) 

M. purpureus Red pigments 25 mL of 95% ethanol 500 nm 
(Nimnoi, 

2009) 

M. ruber 
red and yellow 

pigments 
50 mL of 80% ethanol 

510 and 

410 nm 

(Vidyalakshm

i et al., 2009) 

M. purpureus 
red and yellow 

pigments 
90% methanol 

510 and 

410 nm 

(Babitha et 

al., 2007) 

M. purpureus Red pigments NS 500 nm 
(Silveira et 

al., 2008) 

Ειδικότερα, όσον αφορά στη ζύμωση στερεάς κατάστασης (solid state 

fermentation) η αρχική υγρασία του υποστρώματος αποτελεί σημαντική παράμετρο για 

την ανάπτυξη του μύκητα. Η ζύμωση στερεάς κατάστασης ορίζεται ως η ζύμωση που 
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πραγματοποιείται απουσία ελεύθερου νερού στο υπόστρωμα, παρέχοντας ωστόσο την 

απαραίτητη υγρασία ώστε να διασφαλίζεται η ανάπτυξη και οι φυσιολογικές λειτουργίες 

του μύκητα (Babhita et al., 2006; Pandey, 1992, 2003).  

1.15. Ασφάλεια των χρωστικών MPs σε τρόφιμα- Η περίπτωση 

της κιτρινίνης 

Ένας σημαντικός δευτερογενής μεταβολίτης που παράγεται μαζί με τις χρωστικές 

είναι η κιτρινίνη (χαρακτηρίστηκε από τον Blanc et al., 1995a) ή αλλιώς μονασκιδίνη Α 

(monascidin A) και γνωστή από το 1931, όπου και απομονώθηκε από τον μύκητα 

Penicillium citrinum. Βρέθηκε, για πρώτη φορά το 1977 στο είδος M. purpureus (Wong 

και Bau, 1977) . Η κιτρινίνη αποτελεί μια νεφροηπατική τοξίνη, η οποία έχει βρεθεί σε 

στελέχη του γένους Monascus αλλά και του Penicillium (Sabater et al., 1999). Η ακριβής 

ονομασία κατά IUPAC είναι 3R,4S.-4,6-dihydro-8-hydroxy-3,4,5-trimethyl-6-oxo-3H-2-

benzopyran-7-carboxylicacid. Η μέγιστη απορρόφηση της στο φασματοφωτόμετρο 

υπεριώδους είναι στα 250-331nm, ενώ το μοριακό της βάρος είναι στα 250,25g/mol. Η 

παραγωγή κιτρινίνης επηρρεάζεται από την πηγή αζώτου (με προσθήκη μεθειονίνης έχει 

0 mg/L, ενώ με νιτρικό αμμώνιο έχει βρεθεί στα 100 mg/L (Blanc, 1995b).  

 

Γράφημα 1.9: Δομή της κιτρινίνης 

Όσον αφορά την τοξικότητα, από μελέτες έχει βρεθεί ότι η θανατηφόρα δόση 

(LD50) είναι 35–58 mg/kg για το ποντίκι, 50 mg/kg για τον αρουραίο, 50 mg/kg για την 

πάπια, 95 mg/kg για το κοτόπουλο και 134 mg/kg για το κουνέλι (Hanika και Carlton, 

1994). Επίσης, μετά από αρκετές μελέτες έχει φανεί ότι η παραγωγή χρωστικών από το 

γένος Monascus στα τρόφιμα, είναι ασφαλής στις ποσότητες που εξετάζεται. Όμως, η 

τοξικότητα της κιτρινίνης κατά την παραγωγή MPs χρωστικών οδήγησε σε διαμάχη γύρω 

από την ασφάλεια των τροφίμων. Βέβαια, μέχρι στιγμής, στις Ανατολικές χώρες οι 

χρωστικές που παράγονται από στελέχη Monascus αναγνωρίζονται σαν GRAS (Generally 

Recognized As Safe) και χρησιμοποιούνται σε πάνω από 20 είδη τροφίμων, με το μόνο 
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περιορισμό ύπαρξης της ποσότητας της κιτρινίνης στις χρωστικές στο 1 mg/kg (Κίνα) και 

0.2 mg/kg (Ιαπωνία) (Feng et al., 2012). Από την άλλη μεριά, δεν έχουν εγκριθεί στην 

Ευρώπη από τον οργανισμό EFSA, ενώ στην Αμερική ο οργανισμός FDA έχει 

νομοθετήσει σαν ανώτατο όριο κιτρινίνης, σε τρόφιμα προς πώληση τα 0.02mg/mL (Shi 

και Pan, 2011), ενώ η χρήση της κόκκινης χρωστικής ως συμπλήρωμα διατροφής έχει 

απαγορευθεί (Samsudin et al., 2014). Παρόλα αυτά η αύξηση κατανάλωσης της κόκκινης 

μαγιάς ρυζιού η οποία χρησιμοποιείται ως συμπλήρωμα διατροφής, αυξήθηκε κατά 80% 

τα τελευταία χρόνια στην Αμερική, όπου υπήρχε αύξηση καρδιαγγειακών παθήσεων, 

(Becker et al., 2008. ). 

Επομένως, προς αυτή την κατεύθυνση εξετάζονται: 1) συνθήκες καλλιέργειας που 

ελαχιστοποιούν την παραγωγή κιτρινίνης, 2) γενετική μηχανική για παραγωγή στελεχών 

που δε συνθέτουν την κιτρινίνη και 3) για επιλογή στελεχών άλλων γενών που παράγουν 

ίδιες ή παραπλήσιες χρωστικές (πολυκετίδια) (Dufosse et al., 2014). 

1.16. Επιλογή στελεχών που δεν παράγουν μυκοτοξίνες ως 

μελλοντικό εργαλείο παραγωγής χρωστικών 

Με βασικό γνώμονα την ανάδειξη της έρευνας αναφορικά με τα νέα στελέχη 

μυκήτων που θα χρησιμοποιηθούν στην παραγωγή χρωστικών στα τρόφιμα, μείζονος 

σημασίας κριτήριο είναι αυτά τα στελέχη να μη παράγουν τοξίνες και να μην είναι 

παθογόνα για τον άνθρωπο, αλλά και να μπορούν να παράγουν χρωστικές τόσο σε στερεά 

όσο και σε υγρά υποστρώματα. 

Πρόσφατα έχει αναφερθεί ότι κάποια στελέχη του γένους Penicillium παράγουν 

χρωστικές, χωρίς ταυτόχρονα να παράγουν κιτρινίνη και τα οποία διασφαλίζουν 

καλύτερο ποιοτικό έλεγχο και ταυτοποίηση χρωστικών, καθώς δε παράγουν πληθώρα 

χρωστικών ουσιών όπως το γένος Monascus. Επίσης, έχουν τη δυνατότητα να παράγουν 

νέας γενιάς λειτουργικά τρόφιμα με βιοενεργές ενώσεις, (Dufosse et al., 2014). Οι 

χρωστικές που παράγουν, είναι ίδιες με αυτές του Monascus, με παρόμοια χρωμοφόρα 

(Mendez et al., 2011). Φυλογενετικά έχει αναφερθεί ότι το γένος Penicillium έχει μακρινή 

συγγένεια με το γένος Monascus (Mapari et al. 2009).  

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζεται στην κόκκινη χρωστική πολυκετιδικής 

δομής, η οποία μέχρι σήμερα παράγεται εμπορικά από τον Monascus, αλλά επίσης 

δύναται να παραχθεί από στελέχη του γένους Penicillium sp. Πιο συγκεκριμένα το 
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ενδιαφέρον στρέφεται σε συγκεκριμένα στελέχη όπως το Penicillium purpurogenum, τα 

οποία βάσει χημειοταξινομικών αναλύσεων (Mapari et al., 2008, Mapari et al., 2009), δεν 

φαίνεται να παράγουν κάποιες από τις ήδη γνωστές μυκοτοξίνες (citrinin, rubratoxin, 

luteoskyrin, islandtoxin, rugulosin, cyclochlorotine, erythroskyrin, emodin, spiculisporic 

acid, rugulovasine A και Β) οι οποίες σχετίζονται με τους ασκομύκητες (Frisvad et al., 

2004). Οι χημειοταξινομικές αναλύσεις συνδυάζουν εργαλεία Ταξινομικής (απαντούν στο 

ερώτημα ποιοί ασκομύκητες είναι γνωστοί ότι παράγουν κίτρινες, πορτοκαλί και 

κόκκινες χρωστικές, δεν είναι παθογόνοι, και δε παράγουν τοξίνες μέσα από 

φυλογενετικές συγκρίσεις συγκεκριμένων γονιδίων που σχετίζονται με την έκφραση 

δευτερογενών μεταβολιτών) και Χημείας (επιλογή των στελεχών μέσα από συνδυαστικές 

αναλύσεις όπως η υψηλή ανάλυση υγρής χρωματογραφίας με ανιχνευτή συστοιχίας 

φωτοδιοδίων και η φασματοσκοπία μάζας, ή αλλιώς LC-DAD-MS). 

Με βάση τη μελέτη των Frisvad et al., (2013) φαίνεται η δυναμικότητα σε πολλά 

στελέχη του Penicillium purpurogenum να παράγουν MPs διαλυτές χρωστικές (με βάση 

τη μέθοδο HPLC-DAD), οι οποίες εκχυλίζονται εύκολα, αλλά και αναπτύσσονται τόσο 

σε στερεά όσο και σε υγρά υποστρώματα. Στο παρακάτω γράφημα φαίνεται ότι το 

στέλεχος CBS 113139, που ερευνάται στην συγκεκριμένη εργασία, παράγει κίτρινη 

(monascin) και κόκκινη (monascorubramine) χρωστική (Frisvad et al., 2013, Mapari et 

al., 2009), ενώ δεν παράγει κιτρινίνη. Μέχρι στιγμής δεν έχει πραγματοποιηθεί 

αντίστοιχη μελέτη παραγωγής χρωστικών με το συγκεκριμένο στέλεχος. 
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Πίνακας 1.6: Απεικόνιση των χρωστικών που παράγονται από διάφορα στελέχη του Penicillium 

purpurogenum και παρουσιάζουν εμπορικό ενδιαφέρον ιδιαίτερα για τις κόκκινες χρωστικές. 

 

  

Στέλεχος Εξωκυττάριες ουσίες 

CBS 133450 monascorubin, PP-R, purpuride, purpuroquinone A,  

CBS 113154 

N-glutarylmonascorubramine, monascorubrin, PP-O, PP-R, purpuride, 

purpuroquinone A  

CBS 123796 

FK17-P2b2, N-glutarylmonascorubramine, mitorubrin, mitorubrinol, 

monascorubrin,, PP-O,  

PP-R, purpuride, purpuroquinone A, purpurogenone 

CBS 257.37 monascorubramine,purpuride, several Monascus-red pigments 

CBS 234.60 monascorubramine,purpuride 

CBS 391.96 monascorubramine,purpuride 

CBS 364.48 monascorubramine, PP-R, purpuride, rubropunctatin 

CBS 133447 Purpuride 

CBS 133442 monascorubramin, purpuride, rubropunctatin 

CBS 113153 mitorubrin, monascorubramine, monascirubrin, purpuride 

CBS 113139 monascin, monascorubramine 

IBT 3933 mitorubrin, monascorubramin, a purpactin 

IBT 20955 monascorubramine,monascorubrin, purpuride 

IBT 23082 PP-R( only tested for Monascus pigments) 

CBS 133443 monascorubramine, purpuride 

CBS 133449 monascorubrin, purpuride 

JCM 23216 monascorubramine, purpuride, mitorubrin, mitorubrinic acid 
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1.17. Σκοπός της παρούσας μελέτης 

Όπως παρουσιάστηκε και προηγουμένως, το στέλεχος Monascus purpureus 

ATCC 16365 παράγει τριών ειδών χρωστικές ουσίες, ήτοι κόκκινη, κίτρινη και 

πορτοκαλί, οι οποίες δύνανται να χρησιμοποιηθούν σε διάφορες εφαρμογές 

αντικαθιστώντας τις συμβατικές χρωστικές. Συνεπώς στην παρούσα μελέτη θα 

μελετηθούν οι συνθήκες καλλιέργειας που συντελούν στη μέγιστη παραγωγή χρωστικών 

ουσιών. Αρχικά θα πραγματοποιηθεί μελέτη σε ζύμωση στερεάς κατάστασης 

χρησιμοποιώντας απόβλητα της βιομηχανίας τροφίμων και ειδικότερα πορτοκάλια που 

απομένουν μετά τη χυμοποίηση. Θα εξεταστούν παράμετροι που επηρεάζουν την αύξηση 

του μικροοργανισμού και την παραγωγή. Στα εκχυλίσματα των χρωστικών θα 

προσδιοριστεί επίσης και η αντιοξειδωτική τους ικανότητα μέσω των μεθόδων DPPH και 

Folin Ciocalteu.  

Εν συνεχεία, θα πραγματοποιηθεί μελέτη σε ζυμώσεις βυθού αξιολογώντας ως 

υποστρώματα εκχυλίσματα από υπολείμματα και παρα-προΐόντα της βιομηχανίας 

τροφίμων, όπου θα μελετηθεί αντίστοιχα η παραγωγή χρωστικών. Επιπρόσθετα θα 

μελετηθεί σε ζυμώσεις στερεάς και υγρής κατάστασης στις ίδιες συνθήκες καλλιέργειας 

το στέλεχος Penicillium purpurogenum CBS 113139. Το προαναφερθέν στέλεχος 

σύμφωνα με δημοσιευμένες μελέτες σχετικά με χημειοταξινομικά χαρακτηριστικά δεν 

παράγει μυκοτοξίνες. Συνεπώς θα μελετηθούν οι συνθήκες που επηρεάζουν την 

παραγωγή χρωστικών με πιθανή εφαρμογή σε τρόφιμα.   
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1. Εργαστηριακή υποδομή 

Ο αναγκαίος εργαστηριακός εξοπλισμός (υλικά, αντιδραστήρια, μηχανήματα, 

συσκευές) για το σύνολο των πειραμάτων που πραγματοποιήθηκαν, εξασφαλίστηκαν από 

τα εργαστήρια Μηχανικής Τροφίμων Επεξεργασίας και Συντήρησης Γεωργικών 

Προϊόντων, Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων, και Χημείας Τροφίμων και 

Ανάλυσης του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. Για την επιτυχή ολοκλήρωση της 

πειραματικής μελέτης, χρησιμοποιήθηκαν δύο μικροοργανισμοί, πιο συγκεκριμένα ο 

μύκητας Monascus purpureus ATCC 16365 και ο μύκητας Penicillium purpurogenum 

CBS 113139. Οι καθαρές καλλιέργειες των στελεχών αυτών προήλθαν από συλλογή της 

ATCC και από συλλογή της CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre, αντίστοιχα. 

2.2. Μικροβιακό υλικό 

Όπως αναφέρεται παραπάνω, μελετήθηκαν δύο στελέχη μυκήτων, το στέλεχος 

Monascus purpureus ATCC 16365 και το στέλεχος Penicillium purpurogenum CBS 

113139, η καλλιέργεια, συντήρηση και αποθήκευση των οποίων έγινε με βάση τις 

βέλτιστες συνθήκες ανάπτυξής τους. 

2.2.1. Συνθήκες καλλιέργειας 

Τα δύο στελέχη αναπτύχθηκαν τόσο σε στερεά θρεπτικά υποστρώματα (τρυβλία 

Petri) όσο και σε υγρές καλλιέργειες (κωνικές φιάλες), σε τεχνητά και φυσικά 

υποστρώματα. Πιο συγκεκριμένα, πληροφορίες για τις συνθήκες καλλιέργειας 

ακολουθούν στον Πίνακα 2.1. 
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Πίνακας 2.1: Συνθήκες καλλιέργειας για τα δύο στελέχη μηκύτων που χρησιμοποιήθηκαν στο 

πείραμα  

Όνομα-Ταξόν Monascus purpureus Penicilium purpurogenum 

Αλλαγές 

ονοματολογίας: 
- 

Penicillium purpurogenum; 

Talaromyces purpurogemus 

Επιμέλεια: 
Frits Went, Βοτανολόγος (1863-1935) 

→ CBS→ ATCC 
Frits Went→CBS 

Απομονώθηκε: 
Ζυμούμενος μωβ κόκκος ρυζιού: “ang-

quac” 
Άγνωστη πηγή 

Χώρα: Java (Ινδονησία) Άγνωστο 

Άλλες 

συλλογές: 

CBS 109.07,ATCC 16365,IFO 

4513,IMI 210765,NRRL 1596 
IBT 3967;NRRL 1147 

Επίπεδο 

ασφάλειας: 

1 (U.S. Public Health Service 

Guidelines) 

1 (U.S. Public Health Service 

Guidelines) 

Ατμοσφαιρικές 

συνθήκες: 
Τυπικό αερόβιo Τυπικό αερόβιo 

Θερμοκρασία 

ανάπτυξης: 
25-30

ο
C 25

ο
C 

Χρόνος 

ανάπτυξης: 

Μετά από 3-4 μέρες επώασης (ο χρόνος 

ποικίλλει από στέλεχος σε στέλεχος) 
Μετά από περίπου 7 μέρες 

Θρεπτικό 

μέσο: 

Potato dextrose agar (ATCC Medium 

336) 
Czapek agar (ATCC Medium 312) 

Χρωστική: Κόκκινη,κίτρινη,πορτοκαλί Κόκκινη, κίτρινη 

2.2.2. Αποθήκευση σε γλυκερόλη (Glycerol stock) 

Η διαδικασία αυτή πραγματοποιείται σε στείρες συνθήκες, είτε από φρέσκια 

καλλιέργεια, είτε με τρυβλία που έχουν ανακαλλιεργηθεί πρόσφατα, στο θάλαμο 

νηματικής ροής και/ή με την παρουσία λύχνου. Πραγματοποιείται εμβολιασμός από 

στερεή καλλιέργεια σε 50 mL κωνικής φιάλης (250 mL) με θρεπτικό μέσο Potato 

Dextrose Agar (για το μύκητα Monascus purpureus ATCC 16365) και σε Czapek agar 

(για το μύκητα Penicillium purpurogenum CBS 113139) και επώαση, έως τη λογαριθμική 

τους φάση (στους 30
ο
C για 4-7 μέρες, στις 180 rpm). Στη συνέχεια, γίνεται μεταφορά 

κυτταρικού εναιωρήματος σε αποστειρωμένο διάλυμα 100% (v/v) γλυκερόλης σε 

cryovial (2 mL), με έντονη ανακίνηση (vortex) ώστε να επιτευχθεί πλήρης ανάμειξη, και 

αποθήκευση στους -80
ο
C.  

2.2.3. Προετοιμασία εμβολίου 

Η επαναφορά των κυττάρων από τους -80
ο
C όπου και είναι αποθηκευμένα σε διάλυμα 

γλυκερόλης σε cryovials, γίνεται με την ανακαλλιέργειά τους σε τρυβλίο Petri. Πιο 

http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/index.htm
http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/index.htm
http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/index.htm
http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/index.htm
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συγκεκριμένα, απλώνεται ποσότητα 200μL από το αντίστοιχο cryovial, υπό στείρες 

συνθήκες, από κύτταρα των στελεχών ATCC 16365 και CBS 113139 σε τρυβλίο με 

θρεπτικό μέσο Potato Dextrose Agar (PDA) και Czapek agar (CzA) αντίστοιχα, και 

επωάζονται για 7 ημέρες περίπου έως ότου καλυφθεί όλη η επιφάνεια του τρυβλίου με το 

αντίστοιχο στέλεχος. Οι συνθήκες είναι αερόβιες, σε κλίβανο στους 30
ο
C (ATCC 16365) 

και στους 25
 ο

C (CBS 113139). Μετά την επώαση σε κλίβανο, προστίθεται ποσότητα 

2mL απεσταγμένου αποστειρωμένου ύδατος και διασπείρεται σε όλη την επιφάνεια του 

τρυβλίου, για την μέγιστη διασπορά των σπορίων. Με τη βοήθεια πιπέτας μεταφέρεται 

1mL εναιωρήματος σπορίων σε κωνική φιάλη των 250mL η οποία περιέχει θρεπτικό 

μέσο 50mL PDA και CzA, αντίστοιχα. Η επώαση επαναλαμβάνεται στις ίδιες συνθήκες 

για το κάθε στέλεχος για 4-7 ημέρες περίπου, στο πέρας των οποίων, προστίθενται 50 mL 

απεσταγμένου αποστειρωμένου ύδατος μέσα στην κωνική φιάλη. Με τη βοήθεια ενός 

αποστειρωμένου διανομέα γίνεται διασπορά των κυττάρων μέσα στο εναιώρημα, και 

μετράται ο αρχικός αριθμός σπορίων του αρχικού υγρού εμβολίου, το οποίο θα 

χρησιμοποιηθεί για όλες τις ζυμώσεις που μελετώνται στην συγκεκριμένη εργασία. 

 

Γράφημα 2.1:Αριστερά:. Επωαστήρες ζύμωσης. Δεξιά: Θάλαμος νηματικής ροής. 

 

2.2.4. Υπολογισμός κυτταρικού πληθυσμού (σπορίων) 

Ο αρχικός αριθμός των σπορίων των δύο μυκήτων καταμετράται με τη βοήθεια 

οπτικού μικροσκοπίου σε υγρό δείγμα καλλιέργειας (το αρχικό εμβόλιο), και σε ειδική 

αντικειμενοφόρο πλάκα τύπου Neubauer, η οποία είναι χαραγμένη σε μικρά τετράγωνα 

γνωστού όγκου (16 τετράγωνα, βάθους 0,1mm και εμβαδού 0,0025mm
2
). Η εκτίμηση 

των σπορίων γίνεται ανά μονάδα όγκου του κάθε τετραγώνου και συνεπώς αναγωγή σε 
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mL εναιωρήματος αρχικής καλλιέργειας με βάση το μέσο όρο των συνολικών 

τετραγώνων που μετρώνται. Με βάση αυτό, αλλά και τη συγκεκριμένη διαδικασία 

προετοιμασίας εμβολίου που πραγματοποιείται, ο αρχικός αριθμός πληθυσμός 

υπολογίζεται από 10
6
-10

7
 σπόρια/mL. 

2.3. Παρασκευή θρεπτικών υποστρωμάτων 

Τα θρεπτικά υποστρώματα που παρασκευάζονται προκειμένου να καλύψουν τις 

απαιτήσεις των προς μελέτη μικροοργανισμών, πρέπει να περιέχουν στα συστατικά τους 

πηγή άνθρακα, αζώτου, αλάτων (ανόργανων ή/και οργανικών), διαφόρων ιχνοστοιχείων 

και νερού. Ώς θρεπτικά ανάπτυξης των δυο μυκήτων χρησιμοποιούνται υγρά και στερεά, 

φυσικά και τεχνητά. Για την παρασκευή όλων των θρεπτικών υποστρωμάτων, 

αναδεύονται καλά ώστε να διαλυθούν τα επιμέρους συστατικά τους και 

μετράται/διορθώνεται το pH αν χρειάζεται, ώστε να είναι περίπου το ίδιο σε όλα τα 

υποστρώματα για τα στελέχη ATCC 16365 και CBS 113139 (pH: 6.0-6.5). 

Συμπληρώνεται ο όγκος με τη βοήθεια σιφωνίου (10mL) με απιονισμένο νερό έως ότου 

φτάσει στο 1L και αποστειρώνονται στο αυτόκαυστο για 15 min στους 121
ο
C. Μετά την 

αποστείρωση, φυλάσσονται σε θερμοκρασία ψύξης 4
o
C, σε σκοτεινό μέρος. 
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2.3.1. Συνθετικά θρεπτικά υποστρώματα 

Τα συστατικά συνθετικών θρεπτικών υποστρώματων που χρησιμοποιήθηκαν (για 

1L) παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.2: 

Πίνακας 2.2: Συστατικά θρεπτικών υποστρωμάτων και συνθήκες αποστείρωσης 

Ονομασία θρεπτικού 

μέσου καλλιέργειας: 

Potato dextrose agar 

(PDA) 
Czapek agar (CzA) Czapek broth (CzB) 

Άλλες ονομασίες: 

aardappel agar, potato 

glycose agar, ATCC 

336 

ATCC 312  

pH: 6.6 6.0-6.5 7.0-7.5 

Συνθήκες 

αποστείρωσης: 
15 min, στους 121

ο
C 15 min, στους 121

ο
C 

15 min, στους 

121
ο
C 

Συστατικά: 

Εκχύλισμα πατάτας
(1)

 

0.33 L, C6H12O6 20g, 

άγαρ 15g, αποσταγμένο 

νερό έως 1L 

NaNO3 3g, K2HPO4 

1g, KCl 0.5g, 

MgSO4.7H2O 0.5g, 

FeSO4.7H2O 0.01g, 

C12H22O11 30g, άγαρ 

15g, αποσταγμένο 

νερό έως 1L 

NaNO3 3g, 

K2HPO4 1g, KCl 

0.5g, MgSO4.7H2O 

0.5g, FeSO4.7H2O 

0.01g, C12H22O11 

30g, αποσταγμένο 

νερό έως 1L 

Εφαρμογή: ATCC 16365 CBS 113139 CBS 113139 

(1)
: Το εκχύλισμα πατάτας προκύπτει μετά από άλεσμα 5kg πατάτας (χωρίς το φλοιό), μούλιασμα 

σε νερό με αναλογία 3 L νερού/ kg πατάτας, στους 4
ο
C και στράγγιση σε πανί. 

2.3.2. Θρεπτικά υποστρώματα από απόβλητα της βιομηχανίας 

τροφίμων:  

Σε αυτή την κατηγορία περιλαμβάνονται όλα εκείνα τα υποστρώματα των οποίων 

η ακριβής σύσταση δεν είναι πλήρως γνωστή, και τα αποία έχουν προέλθει από απόβλητα 

επεξεργασίας των βιομηχανιών. Πιο συγκεκριμένα χρησιμοποιήθηκε το χονδρόκοκκο 

πίτυρο και το ηλιάλευρο (απόβλητα βιομηχανίας αλεύρων), καθώς επίσης και ο φλοιός 

από πορτοκάλι (Citrus sinensis), λεμόνι (Citrus limon), και μανταρίνι (Citrus reticulata).  
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Γράφημα 2.2: Διαφορετικά μεγέθη αποξηραμένων φλοιών πορτοκαλιού, λεμονιού και μανταρινιου 

2.3.2.1. Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος από 

φλοιό πορτοκαλιού μετά από ξήρανση 

Το μεγαλύτερο κομμάτι της εργαστηριακής μελέτης επικεντρώθηκε στην 

αξιοποίηση του φλοιού από πορτοκάλι σαν απόβλητο της βιομηχανίας χυμοποίησης, η 

συλλογή των υπολλειμμάτων του οποίου (φλοιός, καρπός, σπόρος), εξασφαλίστηκε από 

επιχείρηση κλάδου εστίασης. Εν συνεχεία, ακολουθεί διαλογή μόνο του φλοιού, ο οποίος 

είναι πλούσιος σε αιθέρια έλαια και τεμαχισμός σε ίσα μέρη (με διάμετρο <0.5cm), ώστε 

να μπορεί να χρησιμοποιηθεί πιο εύκολα για αποθήκευση ή/και περαιτέρω επεξεργασία. 

Μετά τη διαλογή, αποξηραίνεται στους 55-60
ο
C για 24h. Τα αποξηραμένα κομμάτια 

τεμαχίζονται με γρήγορη ανάδευση (blending) στους 25
ο
C για 1min και περνάνε από 

κόσκινο δύο τύπων διαμέτρου, με <2mm και με διάμετρο 2-4mm. Το στερεό αυτό 

θρεπτικό υπόστρωμα, χρησιμοποιείται σε ζυμώσεις στερεάς (1g/g, 0.6g/g και 0.8 g/g) και 

ημιστερεάς κατάστασης (20g/L και 50g/L) και για τα δύο στελέχη μυκήτων. Η διαδικασία 

παρουσιάζεται και στο Γράφημα 2.3. 
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Γράφημα 2.3: Διαδικασία παρασκευής στερεού θρεπτικού υποστρώματος από φλοιό πορτοκαλιού. 

Α. Επιλογή και τεμαχισμός του φλοιού. Β. Αποξήρανση για 24h στους 55
ο
C. Γ. Τεμαχισμός με 

γρήγορη ανάδευση. Δ. Διαχωρισμός δύο μεγεθών. Ε. Παρασκευή υποστρώματος από φλοιό με d<2 

mm. ΣΤ. Παρασκευή υποστρώματος από φλοιό με d= 2-4 mm 

Να σημειωθεί ότι η επεξεργασία παρασκευής στερεού θρεπτικού υποστρώματος 

αναφορικά με την αξιοποίηση του αποξηραμένου φλοιού λεμονιού και μανταρινιού, 

ακολουθείται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο, με τη μόνη διαφορά ότι χρησιμοποιείται μόνο 

το ένα κόσκινο (d<2mm). 

2.3.2.2. Παρασκευή στερεού και υγρού θρεπτικού 

υποστρώματος από φλοιό πορτοκαλιού, χωρίς αιθέρια έλαια, μετά 

από απόσταξη (hydrodistillation, HD) 

Η υδροαπόσταξη είναι η διαδικασία παραλαβής των αιθέριων ελαίων που 

υπάρχουν στο φλοιό του πορτοκαλιού. Τα αιθέρια έλαια αποτελούν υγρά μίγματα 

άχρωμων πτητικών ουσιών (υδρογονανθράκων) χαμηλού μοριακού βάρους τα οποία 

προσδίδουν στο φυτό χαρακτηριστική οσμή. Η διαδικασία παραλαβής/απομάκρυνσής 

τους γίνεται για δύο λόγους στο θρεπτικό υπόστρωμα: 1) τα αιθέρια έλαια που υπάρχουν 

στο φλοιό του πορτοκαλιού, αποτελούν μείζονος σημασίας συστατικά για το κλάδο 
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φαρμάκων/καλλυντικών, αλλά παράλληλα αποτελούν προϊόν προστιθέμενης αξίας για 

τον κλάδο των τροφίμων και 2) για να μελετηθεί η αντιμικροβιακή τους δράση στις 

ζυμώσεις με υπόστρωμα το φλοιό πορτοκαλιού και απο τα δύο στελέχη. 

Πραγματοποιείται με τη βοήθεια μιας σφαιρικής φιάλης στην οποία τοποθετούνται (μετά 

από blending) κομμάτια φλοιού πορτοκαλιού με νερό (σε αναλογία 1:6, ζυγίζονται 50g 

νωπού φλοιού σε 300mL νερού), η οποία συνδέεται με τη συσκευή Clevenger, όπου οι 

παραγόμενοι υδρατμοί από το βρασμένο μίγμα συμπυκνώνονται στο σύστημα ψύξης και 

συλλέγονται/διαχωρίζονται στον διαβαθμισμένο σωλήνα με βάση το διαφορετικό σημείο 

ζέσεως (πρώτα το νερό, μετά τα αιθέρια έλαια). Ο βρασμός έχει διάρκεια 3h, (Γαρδέλη, 

2009). 

Στη συνέχεια, γίνεται διαχωρισμός του ετερογενούς μίγματος (στερεού-υγρού) 

που υπάρχει στη σφαιρική φιάλη με απλή διήθηση, με διηθητικό χαρτί. Το υγρό διήθημα 

το οποίο προκύπτει, χρησιμοποιείται ως υγρό θρεπτικό υπόστρωμα σε ζυμώσεις βυθού, 

ενώ το νωπό στερεό μέρος του φλοιού πορτοκαλιού τοποθετείται για ξήρανση στους 55-

60
ο
C για 24h και τεμαχίζεται/κοσκινίζεται με τον ίδιο ακριβώς τρόπο που περιγράφεται 

παραπάνω, ώστε να χρησιμοποιηθεί σε μικρούς κόκκους διαμέτρου <2mm και 2-4mm, σε 

ζυμώσεις στερεάς κατάστασης. 

2.3.2.3. Παρασκευή στερεού και υγρού θρεπτικού 

υποστρώματος από φλοιό πορτοκαλιού, με 91% απομάκρυνση των 

αιθέριων ελαίων, μετά από βρασμό (boiling, B) 

Μελέτες έχουν δείξει ότι η προσθήκη νερού στην ακατέργαστη φλούδα 

πορτοκαλιού σε αναλογία 1:6 (w/v) και βρασμό του εναιωρήματος για 1h, επιτυγχάνει 

μέγιστη απομάκρυνση του λιμονένιου (D-limonene), κυρίαρχου αιθέριου ελαίου στο 

φλοιό πορτοκαλιού, με απόδοση 91% (σύμφωνα με τη μέθοδο που προτείνεται από τους 

Scott και Veldhuis, 1966). Με βάση αυτό, ζυγίζονται 50gr νωπού τεμαχισμένου φλοιού 

πορτοκαλιού και βράζονται σε 300mL ύδατος για 1h (σε κατσαρόλα με ανοιχτό καπάκι). 

Εν συνεχεία, πραγματοποιείται διήθηση, διαχωρισμός και συλλογή του στερεού και του 

υγρού μέρους του αρχικού ετερογενούς μίγματος. Κατά τον ίδιο τρόπο, ο αποξηραμένος 

φλοιός πορτοκαλιού χρησιμοποιείται σε ζυμώσεις στερεάς κατάστασης, ενώ το υγρό 

διήθημα σε ζυμώσεις βυθού. 
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2.3.2.4. Συνοπτική παρουσιάση παρασκευής των φυσικών 

υποστρωμάτων μετά από επεξεργασία φλοιού πορτοκαλιού  

Συνοπτικά το διάγραμμα ροής της επεξεργασίας φλοιού πορτοκαλιού για την 

παρασκευή στερεών και υγρών θρεπτικών υποστρωμάτων παρουσιάζεται στο Γράφημα 

2.4: 

Γράφημα 2.4: Διάγραμμα ροής επεξεργασίας φλοιού πορτοκαλιού για την Παρασκευή υγρών και 

στερεών θρεπτικών υποστρωμάτων. Παρατηρούμε ότι μετά τον τεμαχισμό των φλοιών ακολουθούμε 

δύο διαδικασίες με τις οποίες παραλαμβάνεται υγρό διήθημα το οποίο θα χρησιμοποιηθεί για το 

υγρό θρεπτικό υπόστρωμα, ενώ το στερεό υπόλειμμα που εμφανίζεται και στις δύο περιπτώσεις 

περνά από κατεργασία ώστε να χρησιμοποιηθεί για την Παρασκευή του στερεού θρεπτικου. Και 

στην περίπτωση του στερεού και σε αυτή του υγρού, τα παρασκευάσματα αποθηκεύονται στους -

18
ο
C 
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2.4. Ζυμώσεις  

2.4.1. Ζυμώσεις στερεάς κατάστασης (Solid State Fermentation, 

SSF) με τα στελέχη μυκήτων Monascus purpureus ATCC 16365 

Penicillium purpurogenum CBS 113139 

Σκοπός των ζυμώσεων αυτών είναι η μελέτη παραγωγής χρωτικών MPs σε 

συγκεκριμένες συνθήκες καλλιέργειας (θρεπτικό υπόστρωμα, μέγεθος κόκκων και 

αερισμό, αρχική υγρασία, pH, συγκέντρωση αρχικού εμβολίου, μέθοδος εμβολιασμού, 

παρουσία/απουσία αιθέριων ελαίων). Και για τα δύο στελέχη ο τρόπος είναι ίδιος, όσον 

αφορά στην προετοιμασία του υποστρώματος, αλλά διαφοροποιείται στην προετοιμασία 

αρχικού εμβολίου (4 μέρες περίπου χρόνος επώασης σε PDA για τον ATCC 16365 και 7 

μέρες περίπου χρόνος επάωσης σε CzA για τον CBS 113139) και στις συνθήκες 

ανάπτυξης (επώαση στους 30
ο
C για τον ATCC 16365 και στους 25

ο
C για τον CBS 

113139). 

Σε κωνική φιάλη (250mL), ζυγίζονται και αποστειρώνονται σε αυτόκαυστο 5g 

(d.b.) φλοιού πορτοκαλιού. Μετά την αποστείρωση σε αυτόκαυστο (121
ο
C, 20min), 

προστίθεται στην κωνική φιάλη, υπό στείρες συνθήκες, μέρος του αρχικού εμβολίου (με 

εύρος 8-9mL ή αλλιώς 16-19% του αρχικού εμβολίου, όπως αυτό περιγράφεται 

παραπάνω), ώστε να εξασφαλιστεί αρχική υγρασία περίπου 65%. Στη συνέχεια, 

τοποθετείται σε κλίβανο επώασης, σε στατικές συνθήκες αερισμού. Ανάλογα με την 

παράμετρο που μελετάται, ο χρόνος επώασης για την παραγωγή χρωστικής είναι 

διαφορετικός (για παράδειγμα για την μελέτη κινητικής πορείας παραγώμενης χρωστικής, 

μετρώνται συγκεκριμένα χρονικά σημεία ανά 2 ή 3 μέρες, ή για τη μελέτη επίδρασης ενός 

συγκεκριμένου παράγοντα που συμβάλλει στην παραγώμενη χρωστική, μετράται ένα 

σημείο κατά τη διάρκεια ζύμωσης). Ταυτόχρονα με τις κωνικές φιάλες στις οποίες 

προστίθεται αρχικό εμβόλιο με τις συγκεκριμένες συνθήκες καλλιέργειας, δημιουργείται 

και μια κωνική φιάλη η οποία αντί για εμβόλιο, περιέχει τον ίδιο όγκο αποστειρωμένου 

απιονισμένου νερού, η οποία αποτελεί και το τυφλό σημείο στην φωτομέτρηση των 

χρωστικών,  

Η ίδια διαδικασία ακολουθείται και για τη ζύμωση στερεάς κατάστασης 

χονδρόκοκκου πίτυρου. 
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Τέλος, στην περίπτωση μελέτης της επίδρασης εμπλουτισμού του στερεού 

θρεπτικού υποστρώματος φλοιού πορτοκαλιού με ηλιάλευρο (πλούσιο σε άζωτο 

υπόστρωμα), ακολουθείται η ίδια πορεία, με τη διαφορά ότι αντί για 5g (d.b) φλοιού 

πορτοκαλιού, μεταφέρονται 3g (d.b) και 4g (d.b), και η υπόλοιπη ποσότητα (2 και 1g 

αντίστοιχα) συμπληρώνεται στην κωνική φιάλη με αποξηραμένο ηλιάλευρο. 

2.4.2. Ζυμώσεις ημι-στερεάς κατάστασης (semi Solid State 

Fermentation, semi-SSF) με τα στελέχη μυκήτων Monascus 

purpureus ATCC 16365 Penicillium purpurogenum CBS 113139 

Οι ζυμώσεις αυτές πραγματοποιούνται με σκοπό να γίνει σύγκριση του 

εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού με 2 διαφορετικές συγκεντρώσεις, με τις ζυμώσεις 

στερεάς κατάστασης, και για τα δυό στελέχη μυκήτων, ως προς τις παραγώμενες 

χρωστικές. Επομένως και στις δύο περιπτώσεις, ζυγίζονται 1g και 2.5g (μεγέθους κόκκων 

<2mm), τα οποία προστίθενται αντίστοιχα σε κωνικές φιάλες (250mL), στις οποίες έχουν 

προηγουμένως προστεθεί 48mL απιονισμένου ύδατος με τη βοήθεια ογκομετρικού 

κυλίνδρου. Το ετερογενές αυτό μίγμα της κωνικής φιάλης, κλείνεται με βαμβάκι και 

αποστειρώνεται σε αυτόκαυστο (121
ο
C, 20min). Προστίθενται 2mL αρχικού εμβολίου (ή 

αλλιώς 4% αρχικού εμβολίου), υπό στείρες συνθήκες, ώστε ο τελικός όγκος να 

συμπληρωθεί στα 50mL και οι αρχικές συγκεντρώσεις του φλοιού πορτοκαλιού να είναι 

20g/L και 50g/L (d.b), αντίστοιχα. Οι κωνικές φιάλες τοποθετούνται σε κλιβάνους 

επώασης των 30
ο
C (ATCC 16365) και των 25

ο
C (CBS 113139), με ανάδευση, στις 180 

rpm, με συνολική διάρκεια επάωσης 16 μέρες (d). Ανά δύο μέρες μετρώνται οι 

παραγόμενες χρωστικές για τα δύο στελέχη και γίνονται περαιτέρω χημικές αναλύσεις.  

Ταυτόχρονα με τις κωνικές φιάλες στις οποίες προστίθεται αρχικό εμβόλιο με τις 

συγκεκριμένες συνθήκες καλλιέργειας, δημιουργείται και μια κωνική φιάλη η οποία αντί 

για εμβόλιο, περιέχει τον ίδιο όγκο αποστειρωμένου απιονισμένου νερού, η οποία 

αποτελεί και το τυφλό σημείο στην φωτομέτρηση των χρωστικών. 
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2.4.3. Ζυμώσεις βυθού (Submerged Fermentation, SmF) με τα 

στελέχη μυκήτων Monascus purpureus ATCC 16365 Penicillium 

purpurogenum CBS 113139 

Οι ζυμώσεις βυθού πραγματοποιούνται για να μελετηθεί συγκριτικά η κινητική 

πορεία παραγωγής χρωστικών των δύο στελεχών, παράλληλα με τη δυνατότητα 

παραγωγής χρωστικών μετά από πλήρη (HD, υδροαπόσταξη) ή και σχεδόν πλήρη (Β, 

βρασμός) απομάκρυνση των αιθέριων ελαίων του φλοιού πορτοκαλιού. Έτσι, 

προστίθενται σε κωνικές φιάλες, 48mL από τα διηθήματα-υποστρώματα μετά την 

επεξεργασία υδροαπόσταξη και βρασμό (διήθημα ΗD και διήθημα Β) και 

αποστειρώνονται σε αυτόκαυστο (121
ο
C, 20min). Σε κάθε κωνική, προστίθεται 2mL 

αρχικού εμβολίου (ή αλλιώς 4% αρχικού εμβολίου), υπό στείρες συνθήκες, ώστε ο 

τελικός όγκος να συμπληρωθεί στα 50mL. Οι κωνικές φιάλες τοποθετούνται σε 

κλιβάνους επώασης των 30
ο
C (ATCC 16365) και των 25

ο
C (CBS 113139), με ανάδευση, 

στις 180 rpm, με συνολική διάρκεια επάωσης 16 μέρες (d). Ανά δύο μέρες μετρώνται οι 

παραγόμενες χρωστικές για τα δύο στελέχη και πραγματοποιούνται περαιτέρω χημικές 

αναλύσεις.  

Ταυτόχρονα με τις κωνικές φιάλες στις οποίες προστίθεται αρχικό εμβόλιο με τις 

συγκεκριμένες συνθήκες καλλιέργειας, δημιουργείται και μια κωνική φιάλη η οποία αντί 

για εμβόλιο, περιέχει τον ίδιο όγκο αποστειρωμένου απιονισμένου νερού, η οποία 

αποτελεί και το τυφλό σημείο στην φωτομέτρηση των χρωστικών. 

2.5. Αναλυτικές μέθοδοι 

2.5.1. Εκχύλιση χρωστικών 

Πέρα από τους παράγοντες που επηρρεάζουν την πορεία ζύμωσης, όπως 

αναφέρονται παραπάνω, στην εκχύλιση χρωστικών παίζει σημαντικό ρόλο, ο διαλύτης 

(πολικός, μη πολικός), η καθαρότητα του (100%, ή σε αναλογία), η εφαρμογή σε νωπό ή 

ξηρό ζυμούμενο υπόστρωμα, και η τεχνική εξαγωγής. Είναι σημαντικό να αναφερθεί ότι 

για τις ζυμώσεις στερεάς κατάστασης, η εξαγωγή γίνεται για το σύνολο των χρωστικών 

που μπορούν να εκχυλιστούν (εσωκυττάριες και εξωκυττάριες μαζί), ενώ στις ζυμώσεις 

ημιστερεάς κατάστασης και βυθού γίνεται μόνο στις εσωκυττάριες διότι οι εξωκυττάριες 
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μετρούνται στο υπερκείμενο όγκο της κάθε κωνικής φιάλης με μία απλή φυγοκέντρηση. 

Πιο συγκεκριμένα: 

Εξωκυττάριες χρωστικές: Γίνεται εσχαρισμός όλου του περιεχομένου της κωνικής 

φιάλης των SmF και semi-SSF ζυμώσεων, για να διαχωριστεί ένα μεγάλο μέρος στερεών 

(κύτταρα ή στερεά ουσία). Φυγοκεντρείται το υπερκείμενο για 20min, στις 9000 rpm. 

Συλλέγονται τα εναπομείναντα ιζήματα/στερεά από τον εσχαρισμό και από τη 

φυγοκέντρηση. Ταυτόχρονα, μετράται και καταγράφεται μετά τη συλλογή των στερεών, 

ο όγκος του διαλύτη (στην προκειμένη περίπτωση νερού) για τον υπολογισμό της 

εξωκυττάριας χρωστικής. 

Εσωκυττάριες χρωστικές: Συλλέγεται όλη η κυτταρική μάζα (από εσχαρισμό και 

φυγοκέντρηση) από την κάθε κωνική φιάλη. Προστίθενται 50mL διαλύματος αιθανόλης 

(70%) και το ετερογενές μίγμα τοποθετείται στους υπερήχους για 30min στους 25
ο
C. Στη 

συνέχεια, μεταφέρεται σε κλίβανο επώασης στους 30
ο
C με ανάδευση στις 180rpm, για 

1h. Φυγοκεντρείται ξανά το μίγμα, για 20min, στις 9000rpm. Διαχωρίζεται το ίζημα από 

το εκχύλισμα. Το εκχύλισμα αποθηκεύεται για τον υπολογισμό εσωκυττάριων 

χρωστικών. 

Όσον αφορά στις ζυμώσεις SSF, η διαδικασία της εκχύλισης όλων των χρωστικών 

μαζί γίνεται προσθέτοντας 5g νωπού ζυμούμενου στερεού υποστρώματος σε 50mL 

διαλύματος αιθανόλης (70%). Στη συνέχεια, το ετερογενές μίγμα τοποθετείται στους 

υπερήχους για 30min στους 25
ο
C και έπειτα μεταφέρεται σε κλίβανο επώασης στους 

30
ο
C με ανάδευση στις 180rpm, για 1h. Φυγοκεντρείται ξανά το μίγμα, για 20min, στις 

9000rpm. Διαχωρίζεται το ίζημα από το εκχύλισμα. Το εκχύλισμα αποθηκεύεται για τον 

υπολογισμό συνολικών χρωστικών. 

Ταυτόχρονα με την εκχύλιση παραγόμενων από τα στελέχη, χρωστικών, γίνεται 

εκχύλιση χρωστικών και στο μάρτυρα (κωνική φιάλη στην οποία δεν έχει προστεθεί 

εμβόλιο), με τον ίδιο τρόπο, ώστε να αφαιρεθούν οι χρωστικές που προυπήρχαν στα 

αρχικά φυσικά υποστρώματα.  

Συνολικά η διαδικασία κατά την εκχύλιση χρωστικών συνοψίζεται στο παρακάτω 

διάγραμμα (Γράφημα 2.5): 
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Γράφημα 2.5: Διάγραμμα στο οποίο περιγράφεται η διαδικασία εκχύλισης χρωστικών 

χρησιμοποιώντας είτε SSF είτε SmF ή semi-SSF ζυμώσεις 

2.5.2. Ποιοτικός προσδιορισμός παραγώμενων χρωστικών, με 

φασματοφωτόμετρο UV-VIS 

Η μετρήση χρωστικών γίνεται στο φασματοφωτόμετρο σε τρία μήκη κύματος που 

αντιστοιχούν στην κίτρινη (400nm), πορτοκαλί (470nm) και κόκκινη (500 nm) χρωστική. 

Όπως αναφέρεται και παραπάνω για τις ζυμώσεις στερεάς κατάστασης μετρώνται οι 

συνολικές χρωστικές, ενώ για τις ζυμώσεις ημιστερεάς κατάστασης και βυθού, μπορούν 

να μετρηθούν ξεχωριστά εσωκυττάριες και εξωκυττάριες χρωστικές. Το τυφλό είναι το 

μη ζυμούμενο υπόστρωμα, το οποίο προκύπτει από κωνική φιάλη στην οποία δεν έχει 

προστεθεί εμβόλιο. Επομένως οι συνολικές χρωστικές για τις εκφράζονται ως εξής: 

Ζυμώσεις στερεάς κατάστασης (SSF): 

(𝐀𝐁𝐒 × 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐭𝐢𝐨𝐧) × 𝐬𝐨𝐥𝐯𝐞𝐧𝐭 𝐯𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 (𝐦𝐋)

𝐝𝐫𝐢𝐞𝐝 𝐟𝐞𝐫𝐦𝐞𝐧𝐭𝐞𝐝 𝐬𝐮𝐛𝐬𝐭𝐫𝐚𝐭𝐞 (𝐠𝐫)
 

Ζυμώσεις ημι-στερεάς κατάστασης (semi-SSF) και βυθού (SmF): 

(𝐀𝐁𝐒𝐞𝐱𝐭𝐫𝐚 × 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐭𝐢𝐨𝐧) × 𝐬𝐨𝐥𝐯𝐞𝐧𝐭 𝐯𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 (𝐦𝐋) + (𝐀𝐁𝐒𝐢𝐧𝐭𝐫𝐚 × 𝐝𝐢𝐥𝐮𝐭𝐢𝐨𝐧) × 𝐬𝐨𝐥𝐯𝐞𝐧𝐭 𝐯𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 (𝐦𝐋)

𝐞𝐱𝐭𝐫𝐚𝐜𝐭 𝐨𝐟 𝐟𝐞𝐫𝐦𝐞𝐧𝐭𝐞𝐝 𝐯𝐨𝐥𝐮𝐦𝐞 (𝐦𝐋)
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2.5.3. Προσδιορισμός βιομάζας 

Για τις ζυμώσεις βυθού, η μέτρηση παραγόμενης βιομάζας των δύο στελεχών 

μυκήτων με φυγοκέντρηση για 30min με 9000rpm, και προσεχτική απομάκρυνση του 

υπερκείμενου όγκου του ζυμούμενου υποστρώματος. Στη συνέχεια, μετράται σε 

ογκομετρικό κύλινδρο ο όγκος του υπερκείμενου μίγματος, ενώ στο ίζημα (παραγόμενη 

βιομάζα) γίνεται εκ νέου φυγοκέντρηση 20min με 9000rpm (για καλύτερο καθαρισμό). 

Εν συνεχεία το κυτταρικό ίζημα μεταφέρεται σε προζυγισμένα φιαλίδια τύπου 

McCartney ξηραίνεται στους 60
ο
C για 24h (όπου έχει ήδη σταματήσει να μεταβάλλεται 

το βάρος του). Μετράται το βάρος του σε ζυγό ακριβείας τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων 

(αφού πρώτα έχει τοποθετηθεί με απευθείας μεταφορά σε αφυγραντήρα για 30h έως ότου 

το δείγμα φτάσει σε θερμοκρασία περιβάλλοντος). Η παραγόμενη βιομάζα εκφράζεται ως 

συνολική ξηρή βιομάζα (Total Dry Weight) ως εξής: 

(𝑻𝑫𝑾) ˭
𝜩𝜼𝝆ή 𝜷𝜾𝝄𝝁ά𝜻𝜶 𝝊𝝅𝝄𝝈𝝉𝝆ώ𝝁𝜶𝝉𝝄𝝇 (𝒈𝒓)

 Ό𝜸𝜿𝝄𝝇 𝜻𝝊𝝁𝝄ύ𝝁𝜺𝝂𝝄𝝊 𝝁ί𝜸𝝁𝜶𝝉𝝄𝝇 (𝐋)
 

2.5.4. Ποιοτικός προσδιορισμός ανάγοντων σακχάρων 

Γίνεται με τη βοήθεια της φωτομετρικής μεθόδου του δινιτροσαλικυλικού οξέος 

(χημικός τύπος-C7H4N2O7), ή αλλιώς DNS. Η αρχή της μεθόδου (Miller 1959) βασίζεται 

σε οξειδοαναγωγική αντίδραση, στην οποία το αναγωγικό σάκχαρο, το οποίο έχει 

ελεύθερο ημιακεταλικό υδροξύλιο, αντιδρά με το δινιτροσαλικυλικό οξύ (οξειδωτικό 

μέρος), σε υψηλή θερμοκρασία (συνθήκες βρασμού νερού), δημιουργώντας σύμπλοκο με 

μέγιστο απορρόφησης στα 540nm. Η γλυκόζη (και η φρουκτόζη) θεωρείται ανάγον 

σάκχαρο, επομένως μπορεί να υπολογιστεί με βάση αυτή τη μέθοδο, με βάση την 

πρότυπη καμπύλη αναφοράς της γλυκόζης στα 540nm (κατά την αντίδραση με DNS). 

Πιο συγκεκριμένα, για την κατασκευή καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιείται 

πρότυπο διάλυμα γλυκόζης συγκέντρωσης 2g/L, το οποίο αραιώνεται με απιονισμένο 

νερό ώστε να προκύψουν οι συγκεντρώσεις 0.5g/L, 1g/L, 1.5g/L και 2g/L. Στη συνέχεια, 

προστίθενται 0.5mL DNS σε όγκο 0.5mL, σε κάθε ένα από τα διαλύματα των 4 

διαφορετικών συγκεντρώσεων, αλλά και σε 0.5mL από όσα διαλύματα άγνωστης 

συγκέντρωσης γλυκόζης είναι προς μέτρηση, μέσα σε δοκιμαστικό σωλήνα. Οι 

επαναλήψεις για κάθε γνωστή και άγνωστη συγκέντρωση γλυκόζης, είναι δύο. Στη 

συνέχεια, αναδεύονται (vortex) και θερμαίνονται στους 100
ο
C για 5min, ενώ έπειτα 
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μεταφέρονται αμέσως σε υδατόλουτρο στους 20
ο
C, προκειμένου να σταματήσει η 

αντίδραση. Προστίθενται 5mL απιονισμένου νερού σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα, και 

μετά από ανάδευση, μετράται η απορρόφηση του κάθε διαλύματος στα 540nm 

(ξεκινώντας πρώτα με τις απορροφήσεις των πρότυπων διαλυμάτων, για να 

κατασκευαστεί η καμπύλη αναφοράς). Στο φασματοφωτόμετρο χρησιμοποιείται για 

τυφλό διάλυμα το οποίο αντί για το αντιδραστήριο περιέχει απιονισμένο νερό ίδιου όγκου 

(έχει υποστεί ακριβώς την παραπάνω διαδικασία). Στο Γράφημα 2.6 φαίνεται η καμπύλη 

αναφοράς γλυκόζης με την μέθοδο DNS με βάση την οποία υπολογίζεται η συγκέντρωση 

των ανάγοντων σακχάρων στα άγνωστα δείγματα. 

 

Γράφημα 2.6: Πρότυπη καμπύλη βαθμονόμησης της γλυκόζης με τη μεθοδο DNS 

2.5.5. Ποσοτικός προσδιορισμός σακχάρων 

Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των καταναλωθέντων σακχάρων σε δείγματα 

υγρών καλλιεργειών μετά από ζύμωση, γίνεται με βάση την αναλυτική ποσοτική μέθοδο 

της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid 

Chromatography- HPLC) (HPLC, Waters 600E). Τα κυριότερα μέρη της HPLC είναι το 

δοχείο διαλυτών έκλουσης, η αντλία, το σύστημα εισαγωγής του δείγματος, η στήλη 

διαχωρισμού, ο ανιχνευτής και το σύστημα καταγραφής δεδομένων. Η αρχή της μεθόδου 

βασίζεται στον χρόνο κατακράτησης ή ανάσχεσης (Rf), ο οποίος με τη σειρά του 

y = 1.7061x + 0.0726 

R² = 0.9986 
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καθορίζεται από την αλληλεπίδραση των συστατικών των χημικών ενώσεων του 

δείγματος με τη στατική φάση, ο οποίος συγκρίνεται με πρότυπα αναφοράς (γλυκόζη, 

φρουκτόζη, σουκρόζη). Η κινητή φάση είναι ένα αραιό υδατικό διάλυμα θειϊκού οξέος 

10mM (H2SO4) με ροή 0,6mL/min, ενώ η στήλη (στατική φάση) με την οποία γίνεται ο 

διαχωρισμός του δείγματος είναι τύπου Aminex HPX-87H (300mm x 7.8mm, BioRad, 

USA), σε θερμοκρασία 65
ο
C. Ό όγκος ένεσης ήταν 10μL.  

2.5.6. Προσδιορισμός Αζώτου των Ελεύθερων Αμινομάδων  

Ο προσδιορισμός του αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων ή free amino nitrogen 

(FAN) γίνεται με τη βοήθεια της φωτομετρικής μεθόδου της νινυδρίνης, και προσδιορίζει 

το άζωτο μόνο των ελεύθερων αμινομάδων, με βάση τη μέθοδο κατά Lie (1973). Για την 

παραγωγή αντιδραστηρίου χρώσης (color reagent) χρησιμοποιείται διάλυμα με συστατικά 

όξινο φωσφορικό νάτριο (10g/100mL), νινυδρίνη (0.5g/100mL), φρουκτόζη 

(0.3g/100mL) και δισόξινο φωσφορικό κάλιο (6g/100mL). Για την παραγωγή 

αντιδραστηρίου αραίωσης χρησιμοποιείται διάλυμα συστατικών ιωδικού καλίου και 96% 

διάλυμα αιθανόλης. Για την καμπύλη αναφοράς παρασκευάζεται διάλυμα γλυκίνης με 

τελική συγκέντρωση 2 mg/L. 

Ειδικότερα, για την κατασκευή καμπύλης αναφοράς χρησιμοποιείται πρότυπο 

διάλυμα γλυκίνης συγκέντρωσης 2mg/L, το οποίο αραιώνεται ώστε να προκύψουν 

γνωστές συγκεντρώσεις 0.5mg/L, 1mg/L, 1.5mg/L και 2mg/L. Στη συνέχεια, 

προστίθενται 0.5mL αντιδραστηρίου χρώσης σε όγκο 1mL, σε κάθε ένα από τα 

διαλύματα των 4 διαφορετικών συγκεντρώσεων, αλλά και σε 1mL από όσα διαλύματα 

άγνωστης συγκέντρωσης είναι προς μέτρηση, μέσα σε δοκιμαστικό σωλήνα. Οι 

επαναλήψεις για κάθε διάλυμα γνωστής και άγνωστης συγκέντρωσης γλυκίνης, είναι δύο. 

Στην συνέχεια, οι δοκιμαστικοί σωλήνες αναδεύονται (vortex) και θερμαίνονται στους 

100
ο
C για 16min, ενώ έπειτα μεταφέρονται αμέσως σε υδατόλουτρο (20

ο
C) για 20min. 

Προστίθενται 2.5mL αντιδραστηρίου αραίωσης και οι δοκιμαστικοί σωλήνες 

αναδεύονται για 20sec, μέχρι την αλλαγή χρώματος. Η μέτρηση της απορρόφησης του 

κάθε διαλύματος γίνεται στα 570nm (ξεκινώντας πρώτα με τις απορροφήσεις των 

πρότυπων διαλυμάτων, για να κατασκευαστεί η καμπύλη αναφοράς). Στο 

φασματοφωτόμετρο χρησιμοποιείται για τυφλό το διάλυμα το οποίο αντί για δείγμα, 

περιέχει απιονισμένο νερό ίδιου όγκου (έχει υποστεί ακριβώς την παραπάνω διαδικασία). 

Στο Γράφημα 2.6 φαίνεται η καμπύλη αναφοράς γλυκίνης με τη μέθοδο της νινυδρίνης με 
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βάση την οποία υπολογίζεται η συγκέντρωση αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων στα 

άγνωστα δείγματα. 

 

Γράφημα 2.7: Καμπύλη αναφοράς γλυκίνης με τη μέθοδο της νινυδρίνης με την οποία υπολογίζεται 

η συγκέντρωση αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων σε άγνωστα δείγματα 

2.5.7. Μέτρηση σχετικής υγρασίας σε στερεά υποστρώματα 

Σε προζυγισμένα φιαλίδια τύπου McCartney, προστίθεται ποσότητα στερεού 

υποστρώματος και καταγράφεται το αρχικό βάρος σε ζυγό ακριβείας τεσσάρων 

δεκαδικών ψηφίων. Τα φιαλίδια αυτά θερμαίνονται σε θερμοκρασία 100
ο
C για 3h. 

Έπειτα μεταφέρονται απευθείας σε αφυγραντήρα (dessicator) για 20min, προκειμένου το 

δείγμα να αποκτήσει θερμοκρασία περιβάλλοντος, χωρίς να μεταβληθεί η υγρασία του. 

Μετά την παραμονή τους σε αφυγραντήρα, μετράται το βάρος του κάθε φιαλιδίου σε 

ζυγό ακριβείας. Η διαδικασία επαναλαμβάνεται έως ότου το βάρος είναι σταθερόκαι 

υπολογίζεται με βάση τον τύπο:  

𝛴𝜒휀𝜏𝜄𝜅ή 𝛶𝛾𝜌𝛼𝜎ί𝛼 = (
𝛮𝜔𝜋ό 𝛽ά𝜌𝜊𝜍 − 𝛯𝜂𝜌ό 𝛽ά𝜌𝜊𝜍

𝛮𝜔𝜋ό 𝛽ά𝜌𝜊𝜍
) 𝑥100 
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2.5.8. Προσδιορισμός απόδοσης αιθέριων ελαίων 

Η απόδοση των αιθέριων ελαίων μετά από υδροαπόσταξη υπολογίζεται με βάση 

τα mL αιθέριων ελαίων που μετρώνται στον διαβαθμισμένο σωλήνα, μετά το διαχωρισμό 

τους (με βάση το διαφορετικό σημείο τήξης ύδατος και αιθέριων ελαίων), με τη 

διαδικασία που περιγράφεται παραπάνω. Εφόσον το αρχικό ετερογενές μίγμα κομματιών 

νωπού φλοιού πορτοκαλιού (50g) προστίθεται σε 300mL ύδατος, μπορεί να υπολογιστεί 

ο όγκος (mL) αιθέριων ελαίων/g ξηρού βάρους φλοιού πορτοκαλιού (το ποσοστό 

υγρασίας του φλοιού πορτοκαλιού είναι 72%) ή σε ποσοστό% =
mL αιθέριων ελαίων

300mL
x100 . 

2.5.9. Εξάτμιση υπερκείμενων διαλυμάτων, μετά από ζύμωση 

(semi-SSF, SmF) 

Σε αυτή τη διαδικασία χρησιμοποιούνται τα υδατικά και αιθανολικά διαλύματα 

που έχουν προέλθει από την εκχύλιση εξωκυττάριων και εσωκυττάριων χρωστικών, 

αντίστοιχα και είναι αποθηκευμένα σε συνθήκες ψύξης, στους -18
ο
C (όπως περιγράφεται 

παραπάνω). Τα απαλλαγμένα από κυτταρική μάζα, διηθήματα, φυγοκεντρούνται εκ νέου 

στις 9000rpm για 10min και τοποθετούνται σε αναλογία 1:1 σε προζυγισμένη σε ζυγό 

ακριβείας σφαιρική φιάλη, σε ένα περιστρεφόμενο εξατμιστήρα (rotary evaporator) στους 

50-60
ο
C, έως ότου εξατμιστεί το διάλυμα και παραμείνει μόνο το ακατέργαστο στερεό. 

Στη συνέχεια, η σφαιρική φιάλη μεταφέρεται αμέσως σε αφυγραντήρα μέχρι να περιέλθει 

σε θερμοκρασία περιβάλλοντος και μετράται εκ νέου το βάρος της σφαιρικής φιάλης 

στον ίδιο ζυγό ακριβείας (ακρίβεια τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων). Η διαφορά του 

τελικού-αρχικού βάρους, απεικονίζει τα mg συνολικής χρωστικής/mL που υπάρχουν 

στην εναπομείνουσα ακατέργαστη μάζα της ζυμούμενου υποστρώματος φλούδας 

πορτοκαλιού. 

2.5.10. Προσδιορισμός συνολικών φαινολικών στα 

υπερκείμενα των ζυμούμενων υποστρωμάτων (ssf/semi-ssf/smf) 

Οι φαινολικές ενώσεις αποτελούν βιοενεργές ενώσεις και είναι δευτερογενείς 

μεταβολίτες με αντιφλεγμονώδη, αντικαρκινική, αντιϊική δράση και αντιβακτηριακή 

δράση (Cai et al., 2004). Ο προσδιορισμός φαινολών γίνεται με τη μέθοδο Folin-

Ciocalteau, η αρχή της οποίας βασίζεται στην αλλαγή χρώματος με το συγκεκριμένο 

αντιδραστήριο (FCR) το οποίο ανάγει τις φαινόλες, παρουσία διαλύματος Na2CO3. Η 
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μέθοδος αυτή αντιδρά με όποια ουσία περιέχεται στο διάλυμα και η οποία μπορεί να 

οξειδωθεί,(Cao et al., 1993). Η διαδικασία που ακολουθείται βασίζεται στη μέθοδο που 

περιγράφεται από τον Singh et al., 2002, σε φλοιό ροδιού, (Singh et al.,2002).  

Για την κατασκευή πρότυπης καμπύλης αναφοράς παρασκευάζεται πυκνό 

διάλυμα ελαγικού οξέος (αντιοξειδωτική φαινολική ένωση που υπάρχει κυρίως σε 

φρούτα και λαχανικά) 2g/L (1mg ελαγικού οξέος σε 50mL διαλύματος μεθανόλης-ύδατος 

6:4 v/v). Το πυκνό πρότυπο διάλυμα αραιώνεται σε διάλυμα μεθανόλης-ύδατος, ώστε να 

προκύψουν οι συγκεντρώσεις 0.05g/L, 0.1g/L, 0.15g/L, 0.2g/L και 0.3g/L. Για το κάθε 

διάλυμα διαφορετικής συγκέντρωσης ελαγικού οξέος, χρησιμοποιούνται δύο 

δοκιμαστικοί σωλήνες (2 επαναλήψεις) στους οποίους προστίθενται 200μL των 

παραπάνω διαλυμάτων. Στη συνέχεια προστίθεται 1mL αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau 

(1:10v/v) σε κάθε δοκιμαστικό σωλήνα και το διάλυμα αναδεύεται και αφήνεται σε 

ηρεμία για 1-2min. Προστίθεται 800μL ανθρακικού νατρίου (7.5% ή 75g/L) και 

ακολουθεί εκ νέου ανάδευση και τοποθέτηση των διαλυμάτων σε σκοτεινό μέρος για 

30min. Τελος, μετράται η απορρόφηση των πρότυπων διαλυμάτων στα 765nm. Για τυφλό 

χρησιμοποιείται διάλυμα που έχει υποστεί την ίδια διαδικασία, με τη διαφορά προσθήκης 

200μL διαλύματος μεθανόλης-ύδατος 6:4v/v αντί για διάλυμα ελαγικού οξέος. 

Κατασκευάζεται η καμπύλη ελαγικού οξέος εκφρασμένη σε mg/mL. 

 

Γράφημα 2.8: Πρότυπη καμπύλη ελαγικού ως καμπύλη αναφοράς για τη μέτρηση ολικών 

φαινολικών 
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Αντίστοιχα για την μέτρηση όλων των άγνωστων δειγμάτων ακολουθείται η ίδια 

διαδικασία (200μL δείγματος σε διπλή επανάληψη, με 1mL Folin και 800μL Na2CO3, 

30min σε σκοτάδι και φωτομέτρηση στα 765nm). Τα συνολικά φαινολικά συστατικά 

εκφράζονται σε mg (ΕΑ)/g (d.b). 

2.5.11. Προσδιορισμός αντιοξειδωτικής ικανότητας (DPPH 

Radical Scavenging Method) 

Η φωτομετρική μέθοδος (Blois 1958) στηρίζεται στη δέσμευση (αναγωγή) της 

ελεύθερης σταθερής ρίζας 2,2-διφαινυλο-πικρυλυδραζόλης (DPPH) από τις 

αντιοξειδωτικές ουσίες RH των τροφίμων, και στον βαθμό αποχρωματισμού του 

διαλύματος που μετράται στα 517nm (μέγιστη απορρόφηση της DPPH). Ο 

αποχρωματισμός που παρατηρείται είναι ανάλογος του βαθμού αναγωγής ή αλλιώς της 

αντιοξειδωτικής ικανότητας του δείγματος. Έχει εφαρμογή σε στερεά και υγρά δείγματα 

και αναφέρεται στη συνολική αντιοξειδωτική ικανότητα του κάθε δείγματος και όχι 

μεμονωμένου συστατικού  

Για τον προσδιορισμό συνολικής αντιοξειδωτικής ικανότητας των δειγμάτων 

χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Moon and Terao (1998), με βάση την οποία σε δοκιμαστικό 

σωλήνα (με διπλή επανάληψη) προστίθεται 1mL αιθανολικού διαλύματος (97%), 950μL 

ρυθμιστικόυ διαλύματος Tris-HCl (0.05M, pH=7,4), 1mL διαλύματος DPPH (0.1mΜ) σε 

αιθανόλη (97%) και 50μL δείγματος. Το μίγμα αναδεύεται αμέσως και τοποθετείται σε 

σκοτεινό μέρος, σε θερμοκρασία δωματίου για 30min. Έπειτα, φωτομετρείται σε 

φασματοφωτόμετρο UV-VIS στα 517nm. Για το τυφλό ακολουθείται η παραπάνω 

διαδικασία, χωρίς την προσθήκη DPPH στο διάλυμα προστίθενται 2mL αιθανολικού 

διαλύματος), ενώ ο μάρτυρας (control) περιέχει 50μL απιονισμένο νερό αντί για δείγμα. 

Η αντιοξειδωτική ικανότητα εκφράζεται ως: 

𝛢𝐶(%) = (1 −
𝐴 𝛿휀ί𝛾𝜇𝛼𝜏𝜊𝜍

𝛢 𝜇ά𝜌𝜏𝜐𝜌𝛼
) × 100 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3 ΠΑΡΟΥΣΙΑΣΗ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΩΝ 

3.1. Παρατήρηση μορφολογίας σε συνθετικό θρεπτικό μέσο, των 

στελεχών Monascus purpureus ATCC 16365 και Penicillium 

purpurogenum CBS 113139 

Για να κατανοηθεί η μορφολογία των στελεχών αυτών χρειάζεται να γίνει 

αναφορά στην ταξινόμησή τους. Και τα δύο ανήκουν στο Βασίλειο των μυκήτων με 

μυκηλιακό θαλλό (ομοθαλλικοί) και πιο συγκεκριμένα στη Διαίρεση των ασκομυκήτων 

(αναπαραγωγή με ασκό, εγγενή ασκοσπόρια τα οποία εκτινάσσονται από την κορυφή του 

ασκού κατά την ωρίμανση). Οι ασκομύκητες παρουσιάζουν νηματοεδείς υφές και 

διαφράγματα (σέπτα) καθώς αναπτύσσονται, ενώ αναπαράγονται με σχάση 

(Υποδιαίρεση: Pezizomycotina). Ανήκουν και τα δύο στελέχη στην κλάση 

Eurotiomycetes (ασκοί σε κλειστοθήκια), ενώ η διαφορά τους είναι ότι το στέλεχος 

Penicillium purpurogenum ανήκει πιο συγκεκριμένα στην Τάξη Eurotiales (το τοίχωμα 

είναι συνήθως ένα σταθερό περίδιο) (Γιαννίτσαρος και Γκότση 2004). Το στέλεχος 

Monascus purpureus ATCC 16365 ανήκει στην οικογένεια Monascaceae ενώ το στέλεχος 

Penicillium purpurogenum στην οικογένεια Trichocomaceae. Ειδικότερα χαρακτηριστικά 

σχετικά με την ταξινόμησή τους παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1: 
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Πίνακας 3.1: Συνοπτική παρουσίαση των δύο στελεχών ως προς τα χαρακτηριστικά ταξινόμησής 

τους. 

Σύγχρονη 

ονομασία: 

Monascus purpureus (Went, 

1895) 

Penicillium purpurogenum (Stoll 

sensu Raper & Thom, 1945) 

Παλιά 

ονομασία: 
- Talaromyces purpurogenus 

Κατηγορία: Νηματοειδής μύκητας Νηματοειδής μύκητας 

Ταξινόμηση: 

Fungi, Ascomycota, 

Pezizomycotina, 

Eurotiomycetes, 

Eurotiomycetidae, 

Monascaceae, Monascus 

Fungi, Ascomycota, 

Pezizomycotina, Eurotiomycetes, 

Eurotiomycetidae, Eurotiales, 

Trichocomaceae, Penicillium 

Άλλες 

συλλογές: 

CBS 109.07,ATCC 

16365,ATCC 16426,CECT 

2955,IFO 4513,IMI 

210765,NRRL 1596 

IBT 3967, NRRL 1147 

Σχετική 

βιβλιογραφία: 
Sheperd και Carels, (1979) Frisvad et al. (2013) 

Για το στέλεχος Monascus purpureus ATCC 16365 παρατηρήθηκαν όλες εκείνες 

οι δομές που το χαρακτηρίζουν, όπως οι υφές (με ακανόνιστες διακλαδώσεις), τα σέπτα, 

τα κονίδια, τα κλειστοθήκια, όπου περιέχονται τα ασκοσπόρια, με τη βοήθεια οπτικού 

μικροσκοπίου. Όσον αφορά στις χρωστικές παρατηρήθηκε ότι αρχικά οι παραπάνω δομές 

είναι άχρωμες, ενώ αργότερα γίνονται πορτοκαλί και κόκκινο χρώμα, σε θρεπτικό μέσο 

PDA. Όσον αφορά στη μακροσκοπική παρατήρηση σε τρυβλίο, οι υφές που 

σχηματίστηκαν έχουν ένα λευκό-ρόζ χρώμα, ενώ στα βαθύτερα στρώματα του στερεού 

θρεπτικού μέσου είναι κόκκινες και διαχέουν μάλιστα τις χρωστικές σε όλη την επιφάνεια 

του τρυβλίου όσο αυξάνεται ο χρόνος επώασης. Η παρατήρηση των παραπάνω 

χαρακτηριστικών συμφωνεί με τις παρατηρήσεις του Chairote et al., (2007), ενώ φαίνεται 

ότι ανάλογα με το θρεπτικό (PDA,MEA,CYA κλπ.), τον αριθμο ασκοσπορίων και 

κονιδίων, επηρρεάζεται το χρώμα που εκλύει ο μύκητας (Carvalho, et al., 2005, Wang et 

al., 2005, Chairote et al., 2007, Samsudin et al., 2014). 



 

58 
 

Γράφημα 3.1: Μικροσκοπική παρατήρηση Penicillium purpurogenum ATCC 16365. (Α): Αρχικό στάδιο 

ανάπτυξης του μύκητα. Παρατηρούνται οι υφές και τα κάθετα σε αυτές διαφράγματα (σέπτα) σε αρχικό στάδιο 

ανάπτυξης μετά από 5 μέρες επώασης. Οι πορτοκαλί χρωστικές παράγονται μέσα στις υφές. (Β), (Γ): Υφές 

κόκκινες μετά από 7 μέρες επώασης εντός των υφών. 

 

Γράφημα 3.2: Μικροσκοπική παρατήρηση (Α): κονιδίου στην άκρη κονιδιοφόρου (αγενής αναπαραγωγή) και 

(Β): ασκοσπορίων που απελευθερώνονται από το κλειστοθήκιο κατά την ωρίμανση (εγγενής αναπαραγωγή) 

του στελέχους ATCC 16365. 

Γράφημα 3.3: Μακροσκοπική παρατήρηση. Αριστερά: Διογκωμένες λευκές-ρόζ υφές μυκηλίου του στελέχους 

ATCC 16365 στα πρώτα στάδια παραγωγής χρωστικής. Μέση:κάτοψη τρυβλίου με αποικία ATCC 16365 

παρουσία κόκκινης χρωστικής. Δεξιά:πάνω πλευρά τρυβλίου όπου φαίνεται το λευκό-ρόζ χρωμα κεντρικά του 

μυκηλίου και οι χρωστικές που έχουν απελευθερωθεί στο θρεπτικό μέσο. 
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 Για το στέλεχος Penicillium purpurogenum CBS 113139 παρατηρήθηκαν 

μικροσκοπικά, οι διακλαδισμένες υφές, τα σέπτα, τα ασκοσπόρια με πορτοκαλο-κόκκινο 

χρώμα και οι κονιδιοφόροι, οι οποίοι φέρουν πάνω τους τα κονίδια (παρατηρούνται το 

ένα δίπλα στο άλλο) τα οποία σε αρχικό στάδιο είναι χρώματος λευκού ενώ καθώς 

μεγαλώνει ο χρόνος επώασης αποκτούν ένα γκρί-πράσινο χρώμα. Τα ίδια ακριβώς 

χρώματα παρατηρήθηκαν και μακροσκοπικά είτε σε τρυβλίο είτε σε κωνική φιάλη με 

CzA, (πορτοκαλί, κόκκινος, γκρι-πράσινος θαλλός). Στην αρχή το θρεπτικό μέσο είναι 

χρώματος λευκού-ροζ, ενώ μετά από δύο εβδομάδες παρατηρήθηκαν σε τρυβλίο 

(κάτοψη) πλήρης διάχυση κόκκινου χρώματος. Με βάση κυρίως τη μικροσκοπική 

παρατήρηση των αναπαραγωγικών οργάνων του στελέχους οι εικόνες συμφωνούν με 

αυτές του Frisvad et al., (2013) ο οποίος περιέγραψε αναλυτικά τα νέα στελέχη του 

Penicillim purpurogenum, τα οποία παρουσιάζουν μεγάλη δυναμική στη παραγωγή 

χρωστικών, ιδιαίτερα κόκκινων. 

Γράφημα 3.4:Αριστερά, Μέση:κονιδιοφόρος με διασκορπισμένα σπόρια. Δεξιά: σπόρια λευκού και κόκκινου 

χρώματος. 
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Γράφημα 3.5:Μακροσκοπική παρατήρηςη του στελέχους CBS 113139 σε CzA: (Α): ανάπτυξη θαλλού 

χρώματος κόκκινου- γκρί μετά από 10 μέρες επώαση σε PDA. (Β):ανάπτυξη θαλλού μετά από 14 μέρες 

επώασης. (Γ): πάνω πλευρά τρυβλίου, με πλήρη κάλυψη θαλλού λευκού χρώματος. (Δ): ανάπτυξη μύκητα με 

παραγωγή κόκκινης χρωστικής. (Ε): απελευθέρωση χρωστικής στο θρεπτικό μέσο.(ΣΤ): πλήρης κάλυψη 

τρυβλίου με κόκκινη χρωστική. 

3.2. Επίδραση διαλύτη, τρόπου εκχύλισης σε ζυμούμενο στερεό 

υπόστρωμα χονδρόκοκκου πίτυρου 

Η επίδραση αυτών των παραμέτρων στον προσδιορισμό των χρωστικών είναι 

πολύ σημαντική, όπως έχει αναφερθεί σε προηγούμενη ενότητα. Έτσι, στο συγκεκριμένο 

πείραμα χρησιμοποιήθηκε μόνο το στέλεχος Monascus purpureus ATCC 16365, ώστε να 

διαπιστωθούν οι βέλτιστες συνθήκες εκχύλισης των χρωστικών, στο ήδη 

χρησιμοποιημένο μοντέλο παραγωγής τέτοιων χρωστικών (ΜPs). Χρησιμοποιώντας 

λοιπόν χονδρόκοκκο πίτυρο με 61-65% αρχική υγρασία, αρχική μάζα υποστρώματος 5g, 

μετρήθηκαν οι κίτρινες (400nm), οι πορτοκαλί (470nm) και οι κόκκινες (500nm) 

χρωστικές, μετά από 7 μέρες επώαση. Μελετήθηκε η επίδραση του διαλύτη 

χρησιμοποιώντας αιθανόλη σε δυο καθαρότητες, ήτοι 70% και 95%, και ισοπροπανόλη, 

ενώ επίσης εξετάστηκε η επίδραση της χρησιμοποιήσης υπερήχων.  
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Γράφημα 3.6 : Προσδιορισμός χρωστικών στα 400 nm (κίτρινες), 470 nm (πορτοκαλί) και 500nm 

(κόκκινες). Οι διαλύτες που εξετάζονται είναι η ισοπροπανόλη, η αιθανόλη 95% και 70%, ενώ οι τρόποι 

εκχύλισης τρεις (1:μόνο με διαλύτη, 2: με διαλύτη και ανάμειξη για 1h, 180 rpm, 30
ο
C, 3: με διαλύτη, 

ανάμειξη και υπερήχους). 

Με βάση τα παραπάνω αποτελέσματα παρατηρήθηκε ότι για την εκχύλιση και 

των τριών χρωστικών του στελέχους Monascus purpureus ATCC 16365, καλύτερος 

διαλύτης είναι η αιθανόλη (70% v/v) και ακολούθως η αιθανόλη (95% v/v) και η 

ισοπροπανόλη, με αραίωση 1:10 (g/mL). Αυτό πιθανά συμβαίνει καθώς τα αιθανολικά 

διαλύματα έχουν καλύτερη αντιμικροβιακή δράση κοντά στο 70% (v/v) διότι προκαλούν 

μεγαλύτερη διαταραχή στο δυναμικό της μεμβράνης παρουσία νερού, παρά από ότι 

απουσία του (95% v/v). Γενικά η αιθανόλη αποτελεί ένα μη τοξικό, πτητικό οργανικό 

διαλύτη, ώστε να μπορεί να χρησιμοποιηθεί στην εκχύλιση χρωστικών σε τρόφιμα και 

βιβλιογραφικά έχει βρεθεί ότι έχει μόνο 8% μικρότερη απόδοση εκχύλισης σε σχέση με 

τον καλύτερο από όλους, διαλύτη για εκχύλιση χρωστικών, τη μεθανόλη, η οποία είναι 
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τοξική (Carvalho et al., 2007). Αντίστοιχα, η ισοπροπανόλη θεωρείται ένας καλός 

οργανικός διαλύτης ο οποίος χρησιμοποιείται ευρέως στις βιομηχανίες. Παρόλα αυτά δεν 

έχει επιλεχθεί για εκχύλιση MPs χρωστικών μέχρι στιγμής, βιβλιογραφικά διότι πιθανά τα 

αποτελέσματα κατά την εκχύλιση δεν είναι τόσο ικανοποιητικά σε σύγκριση με την 

αιθανόλη. 

Επιπλέον, ο καλύτερος τρόπος εκχύλισης για τις κίτρινες (400nm) και τις 

κόκκινες (500nm) χρωστικές που παράγουν και τα δύο στελέχη, είναι ο συνδυασμός της 

εκχύλισης μετά από μηχανική κατεργασία (τοποθέτηση σε υπερήχους και γρήγορη 

ανάμειξη) ώστε να σπάσει η κυτταρική μεμβράνη και να απελευθερωθούν όλες οι 

χρωστικές (οι βασικές MPs χρωστικές είναι όλες διαλυτές στην αιθανόλη, όπως 

αναφέρεται εισαγωγικά). Γενικά, στη βιομηχανία έχουν αναφερθεί διάφοροι τρόποι 

λύσης των κυττάρων, με τις μηχανικές μεθόδους να είναι οι επικρατέστερες, ειδικά σε 

μικροοργανισμούς όπως οι μύκητες, όπου για να σπάσουν οι δεσμοί που συγκρατούν τη 

χιτίνη και τη γλυκάνη στο κυτταρικό τους τοίχωμα, χρειάζεται έντονη κατεργασία. 

Επομένως ο συνδυασμός χημικής προκατεργασίας (με αιθανόλη) και στη συνέχεια με 

υπερήχους και ανάδευση (μηχανική κατεργασία), μεγιστοποιεί την εκχύλιση κυρίως των 

εσωκυττάριων χρωστικών, οι οποίες βρίσκονται εσωτερικά του μύκητα με βάση τη 

μελέτη Hamano et al, (2005), η οποία έδειξε ότι μεταξύ 7 στελεχών του γένους 

Monascus, το στέλεχος ATCC 16365 είχε μεγαλύτερη παραγόμενη ενδοκυττάρια από ότι 

εξωκυττάρια χρωστική (60-40 %). Όσον αφορά στις πορτοκαλί χρωστικές, μέγιστη 

παραγόμενη χρωστική εξασφαλίστηκε με απλή εκχύλιση με διαλύτη στο νωπό ζυμούμενο 

στερεό υπόστρωμα (76.3 AU/g), με μικρή διαφορά από τον τρίτο τρόπο εκχύλισης 

(διαλύτης, ανάμειξη, υπέρηχοι, 72.9 ΑU/g). 

Με βάση τα παραπάνω, η μέγιστη παραγόμενη κίτρινη χρωστική στο πίτυρο, 

βρέθηκε 109.5 AU/g και η μέγιστη κόκκινη χρωστική 73.6 AU/g, ενώ στο συγκεκριμένο 

υπόστρωμα φαίνεται ότι ευνοείται η παραγωγή κίτρινης χρωστικής σε σχέση με την 

πορτοκαλί και κόκκινη. 
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3.3. Παραγωγή MPs χρωστικών από το στέλεχος Monascus 

purpureus ATCC 16365 σε ζύμωση στερεάς κατάστασης σε φλοιό 

πορτοκαλιού 

Το επόμενο μέρος της πειραματικής μελέτης αποτέλεσε η αξιοποίηση του φλοιού 

πορτοκαλιού ως υπόστρωμα για την παραγωγή χρωστικών μέσω της ανάπτυξης του 

μύκητα M. purpureus. Αρχικά, πραγματοποιήθηκαν κάποια προκαταρκτικά πειράματα 

ώστε να διαπιστωθεί η ικανότητα του μύκητα να αναπτύσσεται και να παράγει χρωστικές 

στο συγκεκριμένο υπόστρωμα.  

Πραγματοποιήθηκε ζύμωση στερεάς κατάστασης με αρχική υγρασία 60-65%, και 

μέγεθος κόκκων <2mm, για 16 μέρες και μετρήθηκαν οι κίτρινες (400nm), οι πορτοκαλί 

(470nm) και οι κόκκινες (500nm) χρωστικές (AU/g) σε φασματοφωτόμετρο UV-VIS. 

 

Γράφημα 3.7:Κινητική πορεία παραγόμενων χρωστικών. 
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Πίνακας 3.2: Συνοπτική παρουσίαση προσδιορισμού κίτρινων (400nm), πορτοκαλί (470nm) και 

κόκκινων (500nm) χρωστικών σε διάφορους χρόνους ζύμωσης. 
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Χρόνος 

επωασης (d) 
400nm 470nm 500nm 

 AU/g 

0 0 0 0 

1 7.89 0.93 1.50 

4 13.77 2.69 2.50 

7 23.10 0.74 3.42 

10 63.88 12.46 5.88 

13 46.20 5.05 1.97 

16 30.89 1.32 0.73 

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 3.2 και στο Γράφημα 3.7, η μέγιστη παραγωγή 

χρωστικών παρατηρήθηκε την 10
η
 μέρα ζύμωσης (και οι τρείς χρωστικές παρουσιάζουν 

μέγιστη παραγωγή την 10
η
 μέρα), στα 63.88 AU/g για τις κίτρινες, 12.46 AU/g για τις 

πορτοκαλί και 5.88 AU/g για τις κόκκινες. 

 

Γράφημα 3.8: Μακροσκοπική παρατήρηση στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση (SSF) σε φλοιό πορτοκαλιού. 

Από αριστερά προς δεξιά απεικονίζεται η μορφολογία του μύκητα στις 7,10,13 και 16 μέρες ζύμωσης, 

(αριστερή εικόνα:πάνω πλευρά κωνικής φιάλης, δεξιά εικόνα: κάτω πλευρά φιάλης). Φαίνεται μέγιστη 

ανάπτυξη μυκηλίου την 10
η
 μέρα. 

3.4. Μελέτη παραγόντων που επιδρούν στη ζύμωση στερεάς 

κατάστασης σε φλοιό πορτοκαλιού 

Σε επόμενο στάδιο και δεδομένου ότι το στέλεχος M. purpureus δύναται να 

αναπτυχθεί και να παράξει χρωστικές χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα το φλοιό 
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πορτοκαλιού, μελετήθηκαν διάφοροι παράγοντες που διαδραματίζουν μείζονος σημασίας 

στη ζύμωση στερεάς κατάστασης, όπως το μέγεθος των κόκκων του υποστρώματος, ο 

χρόνος ζύμωσης, η προσθήκη πηγής αζώτου στο υπόστρωμα, η αφαίρεση αιθέριων 

ελαίων από το υπόστρωμα και η εκχύλιση.  

3.4.1. Επίδραση του μεγέθους των κόκκων του υποστρώματος 

στην παραγωγή χρωστικών. 

Σύμφωνα με τον Pandey (2008), τα στερεά υποστρώματα πρέπει να έχουν μεγάλη 

επιφάνεια ανά μονάδα όγκου. Τα μικρότερα σωματίδια του υποστρώματος ζυμώνονται 

πιο εύκολα από τους μικροοργανισμούς, αλλά η μικρότερη επιφάνεια δημιουργεί 

πρόβλημα στον αερισμό. Γι αυτό, για παράδειγμα το πίτυρο σιταριού, χρησιμοποιείται σε 

δύο μορφές: λεπτόκοκκου και χονδρόκοκκου. Για βέλτιστη παραγωγή χρωστικών σε 

ζυμώσεις στερεάς κατάστασης, χρησιμοποιούνται διάφοροι συνδυασμοί κόκκων σε 

διαφορετικές αναλογίες. Για παράδειγμα, σε πείραμα με φρούτα όπως μπανάνα και 

παπάγια έχει χρησιμοποιηθεί μέγεθος μικρότερο από 315μm. (Shazwani, Nadzri, 2012).  

Στην παρούσα μελέτη, εξετάστηκαν δύο διαφορετικά μεγέθη κόκκων, ήτοι 2-4 

mm και <2 mm, τα οποία διαχωρίστηκαν με τη χρήση κόσκινου με οπές διαφορετικής 

διαμέτρου. Όπως φαίνεται και στο Γράφημα 3.9, και για τα τρία μήκη κύματος, η 

μεγαλύτερη παραγωγή χρωστικών επιτυγχάνεται με το μέγεθος κόκκων φλοιού 

πορτοκαλιού <2mm (45.12 AU/g, 17.25 AU/g και 12.3 AU/g για κίτρινες, πορτοκαλί και 

κόκκινες, αντίστοιχα).  

 

Γράφημα 3.9: Συγκριτική παρουσίαση παραγόμενων χρωστικών σε ζύμωση στερεάς κατάστασης, 

χρησιμοποιώνταςδύο μεγέθη κόκκων (<2mm, και 2-4 mm) 
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3.4.2. Επίδραση του οργανικού διαλύτη και του υποστρώματος 

στην εκχύλιση των χρωστικών (φύση διαλύτη και φύση 

υποστρώματος) 

Με βάση τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν με το πίτυρο ως υπόστρωμα, 

χρησιμοποιήθηκαν οι δύο βέλτιστοι διαλύτες, ήτοι αιθανόλη 70% και αιθανόλη 95%, 

προκειμένου να επιβεβαιωθεί η βέλτιστη δυνατή εκχύλιση των χρωστικών με το φλοιό 

πορτοκαλιού ως υπόστρωμα στη ζύμωση στερεάς κατάστασης. Το Γράφημα 3.10 

παρουσιάζει την παραγωγή χρωστικών χρησιμοποιώντας ως διαλύτη εκχύλισης την 

αιθανόλη στις δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις ενώ το Γράφημα 3.11 παρουσιάζει την 

επίδραση της φύσης του υποστρώματος (νωπό και έπειτα από ξήρανση) στην εκχύλιση 

των χρωστικών.  

 

Γράφημα 3.10: Συγκριτική παρουσίαση παραγόμενων χρωστικών σε ζύμωση στερεάς κατάστασης, μετά από 

εκχύλιση με διάλυμα αιθανόλης (95% v/v και 70% v/v). 
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Γράφημα 3.11: Συγκριτική παρουσίαση παραγόμενων χρωστικών σε ζύμωση στερεάς κατάστασης, 

μετά από εκχύλιση σε νωπό και ξηρό ζυμούμενο υπόστρωμα, με διάλυμα αιθανόλης (70% v/v). 

Συγκρίνοντας τα παραπάνω γραφήματα, παρατηρούνται μέγιστες χρωστικές σε 

φλοιό πορτοκαλιού, με εκχύλιση σε 70% (v/v) αιθανόλη και σε νωπό ζυμούμενο στερεό 

υπόστρωμα (45.12 AU/g κίτρινες, 17.25 AU/g πορτοκαλί και 12.3 AU/g κόκκινες). 

Συνεπώς ως τρόπος εκχύλισης επιλέχθηκε η αιθανόλη 70% σε νωπό ζυμούμενο 

υπόστρωμα για την περαιτέρω μελέτη.  

3.4.3. Επίδραση των αιθερίων ελαίων στην παραγωγή χρωστικών 

Παράλληλα με τη μελέτη παραγωγής χρωστικών με αποξηραμένο φλοιό 

πορτοκαλιού σε ζύμωση στερεάς κατάστασης, πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση του 

υποστρώματος φλοιού πορτοκαλιού, από το οποίο είχε αφαιρεθεί προηγουμένως το 91% 

των αιθέριων ελαίων μετά από βρασμό νωπού πορτοκαλιού και ξήρανση στους 50-60
ο
C, 

ως προς την παραγωγή χρωστικών. Το Γράφημα 3.12 παρουσιάζει τα αποτελέσματα από 

τη σύγκριση των δύο αυτών υποστρωμάτων και για τους τρείς τύπους χρωστικών (400, 

470 και 500 nm). 
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Γράφημα 3.12: Συγκριτική παρουσίαση παραγόμενων χρωστικών σε ζύμωση στερεάς κατάστασης, 

σε υπόστρωμα αποξηραμένου φλοιού πορτοκαλιού και αποξηραμένου φλοιού πορτοκαλιούμετά από 

βρασμό(υπόστρωμα χωρίς αιθέρια έλαια). 

Όπως φαίνεται στο παραπάνω γράφημα, μέγιστη κίτρινη και πορτοκαλί χρωστική 

με το μέγεθος κόκκων <2mm σε νωπό ζυμούμενο φλοιό πορτοκαλιού και με εκχύλιση σε 

70% αιθανόλη, παρατηρείται παρουσία αιθέριων ελαίων (κίτρινη 45.12 AU/g, πορτοκαλί 

17.25 AU/g). Αντίθετα, η απουσία των αιθέριων ελαίων στο υπόστρωμα φαίνεται ότι 

ευνοεί την παραγωγή των κόκκινων χρωστικών στη ζύμωση στερεάς κατάστασης με 

μέγιστη κόκκινη χρωστική 14.92 AU/g (η κόκκινη χρωστική παρουσία αιθέριων ελαίων 

είναι 12.3 AU/g). Έτσι, ευνοείται η αύξηση κόκκινης χρωστικής κατά 21% από τη 

ζύμωση του Monascus purpureus ATCC 16365. Βιβλιογραφικά, όπως αναφέρεται και 

εισαγωγικά η παρουσία των αιθέριων ελαίων σε υποστρώματα δυσκολεύει την ανάπτυξη 

μικροοργανισμών. Επιπρόσθετα, η απομάκρυνση των αιθερίων ελαίων συνεπάγεται την 

παραγωγή ενός ακόμα προϊόντος υψηλής προστιθέμενης αξίας, γεγονός που αυξάνει τη 

βιωσιμότητα της αναπτυσσόμενης βιοδιεργασίας.  

3.4.4. Επίδραση της προσθήκης πηγής αζώτου στο υπόστρωμα 

Κατά τη διάρκεια αυτών των πειραμάτων μελετήθηκε η επίδραση της προσθήκης 

πηγής αζώτου στο υπόστρωμα χρησιμοποιώντας ηλιάλευρο σε συνδυασμό με το φλοιό 

πορτοκαλιού. Το ηλιάλευρο περιέχει υψηλό ποσοστό πρωτεΐνης (26.6%), η οποία είναι 

σημαντική για την ανάπτυξη της βιομάζας του μύκητα και κατά συνέπεια της παραγωγής 

χρωστικών. Η προσθήκη του ηλιαλεύρου στο υπόστρωμα πραγματοποιήθηκε σε δύο 
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διαφορετικά ποσοστά, ήτοι 20% (0.2g/gr) και 40% (0.4g/gr), και συγκρίθηκε με το 

υπόστρωμα φλοιού ποσρτοκαλιού στο οποίο δεν έγινε προσθήκη ηλιάλευρου (0g/gr). Ο 

Πίνακας 3.3, παρουσιάζει τις μέγιστες χρωστικές που παρατηρούνται στα τρία αυτά 

υποστρώματα. 

Πίνακας 3.3: Συνοπτική παρουσίαση κίτρινων (400nm), πορτοκαλί (470nm) και κόκκινων 

(500nm) χρωστικών σε υπόστρωμα 100% από φλοιό πορτοκαλιού, υπόστρωμα 80-20% (πορτοκάλι-

ηλιάλευρο) και 60-40% (πορτοκάλι-ηλιάλευρο). 

 Μήκος κύματος 0 g/gr
(1)

 0,2 g/gr 
(2)

 0,4 g/gr
(3)

 

AU/g 

 

400nm 63,88 45,74 47,29 

470nm 12,46 6,76 10,87 

500nm 5,88 6,54 7,65 

(1): Η μέγιστη παραγώμενη χρωστική παρατηρείται στην 10η μέρα ζύμωσης. 

(2): Η μέγιστη παραγώμενη χρωστική παρατηρείται στην 13η μέρα ζύμωσης. 

(3): Η μέγιστη παραγώμενη χρωστική παρατηρείται στην 13η μέρα ζύμωσης. 

 

 

Γράφημα 3.13: Προσδιορισμός κόκκινων χρωστικών του στελέχους ATCC 16365 σε τρια 

διαφορετικά υποστρώματα (0%, 20% και 40% εμπλουτισμός με ηλιάλευρο). 

Με βάση το παραπάνω γράφημα και πίνακα, παρατηρείται ότι η προσθήκη 40% 

ηλιάλευρου έχει τη καλύτερη επίδραση στην παραγωγή κόκκινης χρωστικής σε σχέση με 

την προσθήκη 20%, με παραγόμενη χρωστική 7.65 AU/g. Επίσης, φαίνεται ότι η 

προσθήκη πηγής αζώτου αυξάνει την παραγωγή μόνο της κόκκινης χρωστικής (δε 

παρουσιάζεται αύξηση στις κίτρινες και πορτοκαλί χρωστικές), κάτι που επαληθεύεται 
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βιβλιογραφικά καθώς η πηγή αζώτου συνδέεται άμεσα με τις κόκκινες χρωστικές. Με 

βάση μελέτη των Padmavathi et al., (2013), μέγιστες χρωστικές παρατηρήθηκαν όταν 

προστέθηκε σογιάλευρο στο κόκκινο ρύζι ή αντίστοιχα με προσθήκη γάλακτος σόγιας 

(Shepherd και Carels, 1983). Επίσης, οι Dikshit και Tallapragada, (2013) δείχνουν ότι η 

προσθήκη πεπτόνης έχει ως αποτέλεσμα τη μέγιστη παραγόμενη κόκκινη χρωστική για 

τον Monascus, ενώ οι Βabitha et al., (2007), για το γένος Penicillium. Οι τελευταίοι 

αναφέρουν ότι η πηγή αζώτου αποτελεί μείζονος σημασίας παράγοντα τόσο για την 

ανάπτυξη, αλλά και για την παραγωγή κόκκινων χρωστικών. 

 

Γράφημα 3.14: Μακροσκοπική παρατήρηση κωνικών φιάλων σε ζύμωση στερεάς κατάστασης των 

υποστρωμάτων φλοιού πορτοκαλιού και φλοιού πορτοκαλιού-ηλιάλευρου σε δύο αναλογίες (80-20% και 60-

40%). 

3.5. Ζυμώσεις στερεάς κατάστασης 

3.5.1. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την παραγόμενη κόκκινη 

Εν συνεχεία, εφόσον προσδιορίστηκε το βέλτιστο μέγεθος κόκκων υποστρώματος 

και η μέθοδος εκχύλισης των χρωστικών, πραγματοποιήθηκε μια συγκριτική μελέτη 

μεταξύ των δύο στελεχών αναφορικά με την παραγωγή χρωστικών στις βέλτιστες 

συνθήκες καλλιέργειας.  
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 Γράφημα 3.15: Σύγκριση στελεχών ATCC 16365 και CBS 113139, ως προς την παραγόμενη 

κόκκινη χρωστική συναρτήσει χρόνου ζύμωσης στερεάς κατάστασης. 

Με βάση το Γράφημα 3.15, παρατηρείται μέγιστη παραγόμενη κόκκινη χρωστική 

για το στέλεχος ATCC 16365 την 10
η
 μέρα ζύμωσης με 5.88AU/g, ενώ για το CBS 

113139 την 12
η
 μέρα με 3.58 AU/g, ενώ μέχρι και την 12

η
 μέρα το στέλεχος ATCC 

16365 παράγει περισσότερη κόκκινη χρωστική σε σχέση με το στέλεχος CBS 113139 

(από την 12
η
-16

η
 μέρα και μετά ισχύει στο αντίθετο). 

 

Γράφημα 3.16: Μακροσκοπική παρατήρηση ανάπτυξης στελέχους CBS 113139 σε ζύμωσης στερεάς 

κατάστασης με φλοιό πορτοκαλιού. Παρατηρείται αριστερά η σχεδόν πλήρης κάλυψη του υποστρώματος από 

το μυκηλιακό γκρί-λευκό θαλλό σε χρόνο μέγιστης παραγόμενης για το στέλεχος, κόκκινης χρωστικής, ενώ 

δεξιά φαίνεται η κάτοψη της κωνικής φιάλης στον ίδιο χρόνο. 
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3.5.2. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την παραγόμενη κόκκινη χρωστική, μετά από προσθήκη 

ηλιάλευρου. 

Το παρακάτω πείραμα αποτελεί συνέχεια της μελέτης των παραγόντων που 

επιδρούν στην παραγωγή χρωστικών και ιδιαίτερα της κόκκινης, στην οποία εστιάζεται 

και το δεύτερο μέρος της μελέτης. Αυτό συμβαίνει διότι η κόκκινη χρωστική 

monascorubramine, όχι μόνο έχει αποκτήσει μεγάλη εμπορική αξία σε πολλά τρόφιμα, 

αλλά παράγεται και από τα δύο στελέχη. Το Γράφημα 3.17 παρουσιάζει την αξιολόγηση 

των δύο στελεχών, ως προς την παραγωγή κόκκινης χρωστικής σε τρία υποστρώματα 

(φλοιός πορτοκάλι, 80-20% και 60-40% πορτοκάλι-ηλιάλευρο, μετά από μια εβδομάδα 

ζύμωσης). 

 

Γράφημα 3.17: Σύγκριση στελεχών ATCC 16365 και CBS 113139 και αξιολόγηση της επίδρασης 

προσθήκης αζώτου, ως προς την παραγόμενη κόκκινη χρωστική. 

Η σύγκριση παραγόμενης κόκκινης χρωστικής από τα δύο στελέχη, με βάση το 

παραπάνω γράφημα, δε γίνεται στη μέγιστη τιμή τους αλλά σε τυχαίο χρόνο ζύμωσης 

(7d), όπου παρατηρείται ότι στο στέλεχος CBS 113139 επιδρά περισσότερο η προσθήκη 

ηλιάλευρου, σε σημείο μάλιστα που η παραγόμενη χρωστική 8.43AU/g (7d) να ξεπερνά 

τη μέγιστη παραγόμενη κόκκινη χρωστική από προηγούμενο διάγραμμα (7.65AU/g, 13d). 

Για το στέλεχος ATCC 16365 φαίνεται ότι στις 7 ημέρες καλύτερο υπόστρωμα για την 
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κόκκινη χρωστική είναι το εμπλουτισμένο με 20% ηλιάλευρο, ενώ ακολουθεί με 0% 

προσθήκη και τέλος με 40% προσθήκη, (4.44 AU/g, 3.41 AU/g και 3.14 AU/g, 

αντίστοιχα). 

 

Γράφημα 3.18: Μακροσκοπική παρατήρηση στην ανάπτυξη του στελέχους Penicillium 

purpurogenum μετά από 7 μέρες ζύμωσης με υπόστρωμα το φλοιό πορτοκαλιού εμπλουτισμένο με 20% 

(αριστερά) και 40% (δεξιά) ηλιάλευρου. Στην αριστερή πλευρά κάθε εικόνας φαίνεται το υπόστρωμα χωρίς 

την ανάπτυξη του μύκητα, ενώ στη δεξιά πλευρά φαίνονται οι δύο επαναλήψεις. 

3.5.3. Σύγκριση υποστρωμάτων εσπεριδοειδών ως προς την 

παραγόμενη κόκκινη χρωστική 

Επειδή ακριβώς οι ζυμώσεις στερεάς κατάστασης αποτελούν ένα αρκετά φθηνό 

τρόπο αξιοποίησης των αποβλήτων και δεδομένου ότι ο μύκητας Penicillium 

purpurogenum CBS 113139, παρουσιάζει μεγάλο ενδιαφέρον στην εναλλακτική 

αξιοποίηση των αποβλήτων, όσον αφορά τις χρωστικές, πραγματοποιήθηκε συγκριτική 

αξιολόγηση του υποστρώματος φλοιού πορτοκαλιού με άλλα δύο εσπεριδοειδή 

(μανταρίνι, λεμόνι) που ευδοκιμούν στη χώρα μας, ώστε να διαπιστωθεί η δυνατότητα 

αξιοποίησής του και από άλλα υποστρώματατα οποία προκύπτουν από απόβλητα 

χυμοποίησης. Το Γράφημα 3.19 παρουσιάζει τη παραγωγή κόκκινης χρωστικής σε 

ζύμωση στερεάς κατάστασης με 60-65% αρχική υγρασία και για τα τρία υποστρώματα, 

μετά από 7 μέρες επώασης. 
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Γράφημα 3.19: Προσδιορισμός κόκκινης χρωστικής σε τρία υποστρώματα (πορτοκάλι, μανταρίνι 

και λεμόνι) με το στέλεχος CBS 113139 και σύγκριση αυτών με το στέλεχος ATCC 16365 (σε ζύμωση φλοιού 

πορτοκαλιού). 

Μετά από 7 μέρες επώασης, η παραγόμενη κόκκινη χρωστική για το στέλεχος 

ATCC 16365 στο φλοιό πορτοκαλιού προσδιορίστηκε 3,42 AU/g, ενώ για το στέλεχος 

CBS 113139, 1.25 AU/g (φλοιός πορτοκάλι), 1,31 AU/g (φλοιός μανταρίνι) και 1,51 

AU/g (φλοιός λεμόνι), γεγονός το οποίο δείχνει τη δυνατότητα παραγωγής χρωστικών και 

σε άλλα υποστρώματα, με μεγαλύτερη απόδοση, αλλά όχι τόσο μεγάλη ώστε να ξεπερνά 

την παραγωγή χρωστικής με το στέλεχος ATCC 16365. 

3.5.4 Επίδραση αιθέριων ελαίων με το στέλεχος Penicillium 

purpurogenum CBS 113139 

Παρόμοια με το στέλεχος ATCC 16365, εξετάστηκε η επίδραση των αιθέριων 

ελαίων στη ζύμωση στερεάς κατάστασης από το στέλεχος CBS 113139. Στο παρακάτω 

Γράφημα παρουσιάζεται συγκριτικά η παραγόμενη κόκκινη χρωστική. Τα υποστρώματα 

είναι ο αποξηραμένος φλοιός πορτοκάλι και αποξηραμένος φλοιός πορτοκαλιού μετά από 

βρασμό και μετά από απόσταξη, μετά από 7 μέρες ζύμωσης. 
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Γράφημα 3.20:  Σύγκριση χρωστικών σε υπόστρωμα με παρουσία, και απούσια χρωτικών (91% 

και 100%) 

Η αφαίρεση αιθέριων ελαίων ευνοεί την παραγωγή κόκκινων χρωστικών σε 

ζύμωση στερεάς κατάστασης για το στέλεχος Penicillium purpurogenum CBS 113139. Η 

παραγόμενη χρωστική χωρίς την αφαίρεση αιθέριων ελαίων μετά από 7 μέρες ζύμωση σε 

φλοιό πορτοκαλιού είναι 0.24 AU/g, ενώ μετά από βρασμό (όπου έχει αφαιρεθεί το 91% 

των αιθέριων ελαίων) είναι 1.38 AU/g και μετά από απόσταξη (αφαίρεση 100% αιθέριων 

ελαίων) είναι 1.82 AU/g. Επομένως, φαίνεται ότι η απόσταξη είναι η καλύτερη 

κατεργασία για παραγωγή κόκκινων χρωστικών από το στέλεχος Penicillium 

purpurogenum CBS 113139. 
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Γράφημα 3.21:Μακροσκοπική παρατήρηση κωνικών φιάλων. Στην αριστερή πλευρά κάθε εικόνας 

φαίνεται το υπόστρωμα χωρίς την ανάπτυξη του μύκητα, ενώ στη δεξιά πλευρά φαίνεται η παραγόμενη 

χρωστική από το στέλεχος CBS 113139. 

3.6. Ζυμώσεις ημιστερεάς κατάστασης 

3.6.1. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την παραγόμενη κόκκινη χρωστική  

Μετά την συγκριτική μελέτη των δύο στελεχών για τις ζυμώσεις στερεάς 

κατάστασης, αλλά και τους παράγοντες που επιδρούν σε αυτές, έγινε αξιολόγηση και σε 

υποστρώματα εναιωρήματος αποξηραμένου φλοιού πορτοκαλιού σε δύο συγκεντρώσεις 

(20 g/L και 50g/L), με pH 5.5-6.5 καθόλη τη διάρκεια των ζυμώσεων αυτών. Στο 

Γράφημα 3.22 φαίνονται συγκριτικά οι κόκκινες χρωστικές που παρήχθησαν και από τα 

δύο στελέχη σε διαφορετικούς χρόνους ζύμωσης. 
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Γράφημα 3.22: Παρουσίαση αποτελεσμάτων παραγόμενης χρωστικής και απο τα σύο στελέχη σε 

υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού (20 g/L και 50g/L). 

Μέγιστες χρωστικές για το στέλεχος ATCC 16365 είναι 1,17 AU/g (για τα 20g/L, 

14
η
 μέρα) και 0.45 AU/g (για τα 50g/L, 12

η
 μέρα). Αντίστοιχα για το στέλεχος CBS 

113139 είναι 23.97 AU/g (για τα 20g/L, 12
η
 μέρα) και 10.44 AU/g (για τα 50g/L, 12

η
 

μέρα). Και για τα δυο στελέχη ευνοείται η παραγωγή χρωστικών στο υπόστρωμα φλοιού 

πορτοκαλιού (με 20g/L), ενώ μεγιστή παραγόμενη χρωστική και για τα δύο υποστρώματα 

φλοιού πορτοκαλιού παρουσιάζει το στέλεχος CBS 113139. 

 

Γράφημα 3.23: Μακροσκοπική παρατήρηση ημιστερεών ζυμώσεων. (Α): υπόστρωμα εναιωρήματος 

φλοιού (50g/L). (Β): Σχηματισμός μικρών κίτρινων συσσωματωμάτων (pellets) του στελέχους ATCC 16365 

είχε τη μικρότερη απόδοση σε παραγωγή χρωστικής (μέγιστη 0.45 AU/g). (Γ): Αριστερά υπόστρωμα 
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εναιωρήματος 20g/L χωρίς μύκητα και δεξιά χρωματισμός ζυμούμενου με το στέλεχος CBS 113139, 

υποστρώματος που είχε την καλύτερη απόδοση κόκκινης χρωστικής στις ημιστερεές ζυμώσεις (23.97 AU/g). 

(Δ): χρωματισμός όλου του υποστρώματος εναιωρήματος 20g/L από τον CBS 113139. 

3.6.2. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus 

purpureus ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 

113139 ως προς την παραγόμενη εσωκυττάρια και εξωκυττάρια 

χρωστική 

Ο Πίνακας 3.4 και τα Γραφήματα 3.24-3.29, παρουσιάζουν συγκριτικά την 

παραγόμενη εσωκυττάρια και εξωκυττάρια χρωστική των δύο στελεχών στις ζυμώσεις 

στερεάς κατάστασης. 

Πίνακας 3.4: Συνοπτική παρουσίαση εσωκυττάριων και εξωκυττάριων χρωστικών των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού συγκεντρώσεων 20 g/L και 50g/L. 

Χρόνος 

ζύμωση

ς (d) 

20g/L 50g/L 

ATCC 16365 CBS 113139 ATCC 16365 CBS 113139 

extra intra extra intra extra intra extra intra 

   AU/g     

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0.20 0 0.02 0.33 0.16 0 0 0 

4 0.24 0.021 2.37 12.84 0.18 0.02 0.49 1.50 

6 0.13 0.16 5.15 11.61 0.094 0.075 2.05 2.72 

8 0.12 0.18 5.72 11.67 0.10 0.03 2.31 3.77 

10 0.17 0.17 9.62 10.80 0.16 0.12 4.10 4.81 

12 0.95 0.14 13.94 10.03 0.42 0.03 4.95 5.49 

14 0.81 0.36 11.56 10.69 0.35 0.06 4.57 4.56 

16 0.82 0.25 11.78 8.54 0.34 0.05 3.24 3.41 
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Γράφημα 3.24: Προσδιορισμός κόκκινης εσωκυττάριας και εξωκυττάριας χρωστικής των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού συγκεντρώσης 20 g/L. 

Το παραπάνω γράφημα απεικονίζει την αναλογική σύγκριση παραγόμενης 

χρωστικής, ανάμεσα και στα δύο στελέχη, και πιο συγκεκριμένα συγκρίνει αναλογικά τις 

εξωκυττάριες και εσωκυττάριες χρωστικές που παράγονται και για τις δύο ζυμώσεις, στο 

υπόστρωμα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού (20g/L). Φαίνεται ότι, πέρα από τη 

μέγιστη χρωστική στη ζύμωση με το στέλεχος CBS 113139 που αναφέρεται παραπάνω, 

το συγκεκριμένο στέλεχος υπερτερεί εσωκυττάριων από ότι εξωκυττάριων χρωστικών 

(2
η
-10

η
 μέρα), ενώ καθώς προχωρά η διαδικασία ζύμωσης, η αναλογία αλλάζει (12

η
-16

η
). 

Στη μέγιστη του χρωστική (12
η
 μέρα) οι εξωκυττάριες είναι περισσότερες από ότι οι 

εσωκυττάριες. Αντίστοιχα για το στέλεχος ATCC 16365 φαίνεται ότι μέχρι και την 4
η
 

μέρα, η αναλογία εσωκυττάριων/εξωκυττάριων είναι μεγαλύτερη, ενώ στην 12
η
-16

η
 μέρα 

υπερτερούν οι εξωκυττάριες (στην 12
η
-16

η 
μέρα παράγονται οι μέγιστες χρωστικές για το 

στέλεχος στη συγκεκριμένη ζύμωση). 
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Γράφημα 3.25: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους CBS 113139 σε ζύμωση ημιστερεάς 

κατάστασης (εναιώρημα c=20 g/L), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά 

εκχυλίσματα εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 

 

 

Γράφημα 3.26.: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση ημιστερεάς 

κατάστασης (εναιώρημα c=20 g/L), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά 

εκχυλίσματα εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 
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Γράφημα 3.27: Προσδιορισμός κόκκινης εσωκυττάριας και εξωκυττάριας χρωστικής των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού συγκεντρώσης 50 g/L. 

Αντίστοιχα στο Γράφημα 3.28 ζύμωσης σε εναιώρημα φλοιού (50g/L), 

παρατηρείται μεγαλύτερη παραγόμενη χρωστική από το στέλεχος CBS 113139. Με 

μικρές διαφορές, η αναλογία εσωκυττάριων και εξωκυττάριων χρωστικών από το 

συγκεκριμένο στέλεχος έχει την ίδια τάση με το προηγούμενο γράφημα, δηλαδή μέχρι τη 

10
η
 μέρα οι εσωκυττάριες είναι περισσότερες, ενώ από την 12

η
 μέρα είναι οι 

εξωκυττάριες. Αντίθετα, με το προηγούμενο διάγραμμα, οι εξωκυττάριες χρωστικές που 

παράγει το στέλεχος ATCC 16365 είναι σε όλη τη διάρκεια περισσότερες από ότι τις 

εσωκυττάριες. 
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Γράφημα 3.28: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους CBS 113139 σε ζύμωση ημιστερεάς 

κατάστασης (εναιώρημα c=50 g/L), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά 

εκχυλίσματα εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 

 

Γράφημα 3.29: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση ημιστερεάς 

κατάστασης (εναιώρημα c=50 g/L), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά 

εκχυλίσματα εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 
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3.6.3. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την κατανάλωση σακχάρων (DNS) και αζώτου των ελεύθερων 

αμινομάδων (FAN) 

Για να γίνει πιο κατανοητή η συμπεριφορά στην ανάπτυξη των στελεχών και κατά 

συνέπεια στην παραγωγή κόκκινης χρωστικής, πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις 

κατανάλωσης σακχάρων και αζώτου για την κάθε ζύμωση συναρτήσει χρόνου. Τα 

αποτελέσματα απεικονίζονται στα παρακάτω Γραφήματα 3.30 και 3.31, καθώς και από 

τον συγκεντρωτικό Πίνακα 3.5. 

 

Πίνακας 3.5: Παρουσίαση αποτελεσμάτων των δύο στελεχών για τα δύο υποστρώματα (εναιώρημα 

20 g/L και 50 g/L), ως προς την κατανάλωση σακχάρων και αζώτου ελεύθερων αμινομάδων (%) 

και ως προς την κόκκινη παραγόμενη χρωστική (AU/g). 

  

 
Χρόνος 

επώασης 

(d) 

20g/L 50g/L 

 
DNS 

(%) 

FAN 

(%) 

Κόκκινη 

χρωστική 

(AU/g) 

DNS 

(%) 

FAN 

(%) 

Κόκκινη 

χρωστική 

(AU/g) 

A
T

C
C

 

1
6
3
6
5

 4 68.9 51.69 0,25 66.47 20.63 0,2 

8 91.42 78.23 0,3 84.7 56.26 0,13 

12 98.88 89.84 1,09 94.5 91.57 0,45 

16 99.38 94.7 1,07 93.4 91.3 0,39 

C
B

S
 

1
1
3
1
3
9
 4 81.02 84.14 15,2 84.04 80.27 1,5 

8 96.98 88.65 17,38 86.18 94.14 3,77 

12 85.86 91.27 23,97 92.64 92.08 5,49 

16 85.19 91.72 20,32 92.84 91.91 3,41 
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Γράφημα 3.30: Κατανάλωση σακχάρων (μέθοδος DNS) και αζώτου (μέθοδος FAN) των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού συγκεντρώσης 20 g/L. 

Παρατηρείται ότι και για τα δύο στελέχη η κατανάλωση της γλυκόζης αλλά και 

του αζώτου ελεύθερων αμινομάδων τις πρώτες τέσσερις μέρες είναι πάνω από 50%, κάτι 

το οποίο επιβεβαιώνει ότι οι χρωστικές αποτελούν δευτερογενείς μεταβολίτες, των 

οποίων η ανάπτυξη ευνοείται όταν οι συνθήκες ανάπτυξής τους δεν είναι επαρκείς. 

Επίσης, μετά την 4
η
 μέρα που έχει καταναλωθεί και στα δύο υποστρώματα πάνω από το 

80% των σακχάρων και αζώτου, παράγονται οι μέγιστες συγκριτικά χρωστικές από το 

στέλεχος CBS 113139.. 

 

Γράφημα 3.31: Κατανάλωση σακχάρων (μέθοδος DNS) και αζώτου (μέθοδος FAN) των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού συγκεντρώσης 50 g/L. 
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Αντίστοιχα, από το παραπάνω γράφημα από το οποίο φαίνεται ότι το 

συγκεκριμένο υπόστρωμα έχει αρχική συγκέντρωση σακχάρων περίπου 10 g/L για τον 

ATCC 16365 και 9,3 g/L για τον CBS 113139, η κατανάλωση των θρεπτικών από τον 

CBS 113139 και τον ATCC 16365 είναι υψηλότερη μέχρι την 4
η
 μέρα, ενώ και σε αυτό 

το υπόστρωμα, επιτυγχάνεται παραγωγή μέγιστων χρωστικών μετά την κατανάλωση 

όλων των θρεπτικών. 

3.7. Ζυμώσεις βυθού 

3.7.1. Ποσοτικός προσδιορισμός κατανάλωσης σακχάρων με 

HPLC Monascus purpureus ATCC 16365 σε διήθημα βρασμένου 

φλοιού πορτοκαλιού 

Στο διήθημα του βρασμένου φλοιού πορτοκαλιού πραγματοποιήθηκε ανάλυση με 

υγρή χρωματογραφία υψηλής απόδοσης (HPLC) προκειμένου να χαρακτηριστούν τα 

επιμέρους σάκχαρα που περιέχονται. Επίσης, προσδιορίστηκε η κατανάλωση των 

σακχάρων κατά τη διάρκεια της ζύμωσης από το συγκεκριμένο στέλεχος, όπως 

παρουσιάζεται στον Πίνακα 3.6  

Πίνακας 3.6:παρουσιάση κατανάλωση σακχάρων του στελέχους ATCC 16365. 

Χρόνος 

ζύμωσης 
Γλυκόζη Φρουκτόζη Σουκρόζη Συνολικά σάκχαρα 

(d) (g/L) (g/L) (%) 

0 3.95 4.12 2.68 10.75 - 

1 3.92 3.74 2.68 10.34 3.81 

3 3.49 3.75 2.68 9.92 7.72 

5 0 2.96 2.68 5.64 47.53 

7 0 2.87 2.68 5.55 48.37 

9 0 0 2.35 2.35 78.14 

11 0 0 2.2 2.2 79.53 
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Γράφημα 3.32: Κατανάλωση σακχάρων με HPLC συναρτήσει χρόνου ζύμωσης. 

Από το Γράφημα 3.32 και τον Πίνακα 3.6, φαίνεται ότι το στέλεχος ATCC 16365 

καταναλώνει πρώτα τη γλυκόζη, μετά τη φρουκτόζη και μετά τη σακχαρόζη, ενώ 

φαίνεται ότι μέχρι και την 11
η
 μέρα έχει παραμείνει μόνο η σακχαρόζη σαν πηγή 

άνθρακα στο υγρό υπόστρωμα (2.2 g/L), το οποίο έχει αρχική συγκέντρωση σακχάρων 

10.75 g/L. 

3.7.2. Προσδιορισμός κόκκινης χρωστικής, TDW (g/L), 

κατανάλωσης σακχάρων και αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων 

σε υπόστρωμα Czapek Broth με το στέλεχος Penicillium 

purpurogenum. 

Σκοπός του συγκεκριμένου πειράματος ήταν να διαπιστωθεί η κινητική πορεία 

παραγωγής χρωστικών, με βάση την οποία εξασφαλίζονται ευνοϊκές συνθήκες για το 

συγκεκριμένο στέλεχος (το συγκεκριμένο υπόστρωμα είναι αυτό που ενδείκνυνται 

άλλωστε για την ανάπτυξη του μύκητα βάσει της συλλογής CBS). Οι τιμές pH 

κυμαίνονται 5-6.5 στη διάρκεια της ζύμωσης. 
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Γράφημα 3.33: Κινητική πορεία παραγωγής κόκκινης χρωστικής του Penicillium 

purpurogenum. 

Παρατηρείται ότι η μέγιστη παραγόμενη κόκκινη χρωστική είναι την 14
η
 μέρα 

ζύμωσης με 0.193 AU/mL. Επίσης, μετά την 8
η
 μέρα ζύμωσης παρατηρούνται οι 

μεγαλύτερες τιμές των χρωστικών. 

 

Γράφημα 3.34: Παραγωγή χρωστικών (κίτρινης, κόκκινης) από το Penicillium purpurogenum σε 

διάφορες χρονικές στιγμές ζύμωσης. 
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Γράφημα 3.35: Προσδιορισμός εσωκυττάριων και εξωκυττάριων χρωστικών. 

Στο παραπάνω γράφημα, παρατηρείται ότι μέχρι και την 4
η
 μέρα δεν υπάρχει 

παραγωγή εσωκυττάριων χρωστικών, ενώ ακολούθως από την 6
η
-8

η
 μέρα υπερτερούν οι 

εσωκυττάριες χρωστικές από τις εξωκυττάριες. Μετά την 8
η
 μέρα μέχρι και το τέλος της 

ζύμωσης, φαίνεται ότι οι εξωκυττάριες χρωστικές υπερτερούν των εσωκυττάριων. 

 

Γράφημα 3.36: Προσδιορισμός DNS, FAN,TDW του CBS 113139 

Σύμφωνα με το Γράφημα 3.36, παρατηρείται ότι η αρχική τιμή μέτρησης DNS 

είναι 26.9 g/L, ενώ η αρχική μέτρηση FAN 65.88 mg/L. Επίσης παρατηρούμε ότι 

ουσιαστικά ο μικροοργανισμός αρχίζει να αναπτύσσεται με γρηγορότερο ρυθμό μετά την 

4
η
 μέρα ζύμωσης με μέγιστη βιομάζα την 10

η
 μέρα (5.20 g/L). Λαμβάνονταις υπόψη και 
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το προηγούμενο Γράφημα 3.35 τεκμαίρεται ότι ενώ η μέγιστη βιομάζα είναι την 10
η
 

μέρα, η μέγιστη χρωστική είναι την 14
η
 μέρα. 

Πίνακας 3.7: Παραγόμενη χρωστική και βιομάζα, % κατανάλωση σακχάρων και αζώτου, 

συναρτήσει χρόνου του στελέχους CBS 113139. 

Χρόνος ζύμωσης (d) 

Κόκκινη 

χρωστική 

(AU/mL) 

DNS (%) FAN (%) 
ΤDW 

(g/L) 

0 0 37.5 24.15 0 

2 0.001 63.87 46.95 1.07 

4 0.014 82.38 61.72 1.33 

6 0.049 93.29 81.53 3.57 

8 0.065 98.55 90.63 4.35 

10 0.151 96.85 94.55 5.20 

12 0.175 98.33 94.90 4.18 

14 0.193 98.44 94.67 4.01 

16 0.191 37.5 24.15 4.16 

Τα συγκεντρωτικά αποτελέσματα παρουσιάζουν ότι μετά την 8
η
 μέρα όπου και 

έχει καταναλωθεί πάνω από το 90% της γλυκόζης και του αζώτου ελεύθερων 

αμινομάδων υπάρχει η μέγιστη βιομάζα, ενώ ταυτόχρονα υπάρχει μεγαλύτερος ρυθμός 

παραγόμενης χρωστικής, καθώς από εκείνο το σημείο και μετά οι συνθήκες σταματάνε να 

ευνοούν την αύξηση του μύκητα και επομένως αυξάνονται και οι δευτερογενείς 

μεταβολίτες, ένας από τους οποίους και η χρωστική. 

3.7.3. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την παραγόμενη κόκκινη χρωστική 

Στα επόμενα πειράματα αξιολογήθηκε η δυνατότητα ανάπτυξης και παραγωγής 

χρωστικών των δύο μυκητιακών στελεχών σε υγρές καλλιέργειες χρησιμοποιώντας ως 

υπόστρωμα το υγρό που προέρχεται από το βράσιμο και την απόσταξη του φλοιού 

πορτοκαλιού. Στο παρακάτω Γράφημα 3.37, παρουσιάζεται η παραγωγή χρωστικών κατά 

τη διάρκεια της ζύμωσης και για τα δύο στελέχη χρησιμοποιώντας τα δυο υποστρώματα.  
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Γράφημα 3.37: Προσδιορισμός κόκκινων χρωστικών σε SmF ζύμωση σε φλοιό πορτοκαλιού (μετά 

από βρασμό και μετά από απόσταξη). 

Με βάση το Γράφημα 3.37, παρατηρείται ότι καλύτερο υπόστρωμα για παραγωγή 

κόκκινης χρωστικής είναι το διήθημα φλοιού μετά από απόσταξη σε σύγκριση με το 

εκχύλισμα φλοιού μετά από βρασμό. Επίσης, αναφορικά με το στέλεχος ΑΤCC 16365 

παρατηρείται ότι ευνοεί την παραγωγή χρωστικής και στα δύο υποστρώματα σε σχέση με 

το στέλεχος CBS 113139, με μέγιστες χρωστικές τα 6.07 AU/g (16
η
 μέρα) για το 

υπόστρωμα από αποσταγμένο φλοιό και 1.4 AU/g (16
η
 μέρα) για το υπόστρωμα από 

βρασμένο φλοιό, έναντι των 0.18 AU/g (12
η
 μέρα) και 3.36 AU/g (8

η
 μέρα), αντίστοιχα. 

Ο καλύτερος συνδυασμός για τη χρωστική είναι το στέλεχος ΑΤCC 16365 σε υγρό 

υπόστρωμα από αποσταγμένο φλοιό και μετά ακολουθεί το στέλεχος CBS 113139 σε 

υγρό υπόστρωμα από βρασμένο φλοιό. 

3.7.4. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την αναλογία εσωκυττάριας/εξωκυττάριας χρωστικής 

Ο Πίνακας 3.8 και τα Γραφήματα 3.38- 3.43, παρουσιάζουν συγκριτικά την 

παραγόμενη εσωκυττάρια και εξωκυττάρια χρωστική των δύο στελεχών στις ζυμώσεις 

βυθού. 
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Πίνακας 3.8: Συνοπτική παρουσίαση εσωκυττάριων και εξωκυττάριων χρωστικών των δύο 

στελεχών σε υποστρώματα βρασμένου και απεσταγμένου διηθήματος. 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(d) 

Boiled Distilled 

ATCC 16365 CBS 113139 ATCC 16365 CBS 113139 

extra intra extra intra extra intra extra intra 

   AU/g     

0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0.0061 0 0 0.10 0 0 0 

4 0.004 0.06 0 0 0.06 0.11 0.001 0 

6 0.057 0.28 0.52 0.23 0.11 0.98 0.001 0.051 

8 0.05 0.26 2.48 0.87 0.10 1.71 0.03 0.07 

10 0.18 0.59 1.51 0.82 0.04 1.39 0.03 0.04 

12 0.32 0.56 1.36 0.77 0.15 2.57 0.14 0.04 

14 0.69 0.26 1.61 0.51 0.43 4.77 0.096 0.06 

16 1.22 0.17 1.57 0.58 0.54 5.53 0.12 0.05 

 

 

Γράφημα 3.38: Προσδιορισμός κόκκινης εσωκυττάριας και εξωκυττάριας χρωστικής των δύο 

στελεχών σε υπόστρωμα βρασμένου υγρού από φλοιό πορτοκαλιού. 

Για το υγρό υπόστρωμα βρασμένου φλοιού πορτοκαλιού, στο οποίο είχε 

μεγαλύτερη παραγόμενη χρωστική το στέλεχος CBS 113139, παρατηρείται ότι από την 6
η
 

μέρα και μετά, το συγκεκριμένο στέλεχος παράγει περισσότερες εξωκυττάριες από ότι 

εσωκυττάριες χρωστικές (όπως και στην 8
η
 μέρα που έχει μέγιστη χρωστική). Παρόμοια, 

το στέλεχος ΑTCC 16365, μέχρι και την 12
η
 μέρα παράγει περισσότερες εσωκυττάριες . 
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 Γράφημα 3.39: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους CBS 113139 σε ζύμωση βυθού (υγρό 

από βρασμένο πορτοκάλι), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά εκχυλίσματα 

εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 

 

Γράφημα 3.40: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση βυθού (υγρό 

από βρασμένο πορτοκάλι), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά εκχυλίσματα 

εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 
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Γράφημα 3.41: Προσδιορισμός κόκκινης εσωκυττάριας και εξωκυττάριας χρωστικής των δύο 

στελεχών σε υπόστρωμα αποσταγμένου υγρού από φλοιό πορτοκαλιού. 

Αναφορικά με το υγρό υπόστρωμα αποσταγμένου φλοιού πορτοκαλιού, στο οποίο 

είχε μεγαλύτερη παραγόμενη χρωστική το στέλεχος ΑTCC 16365, παρατηρείται ότι από 

την 4
η
 μέρα και μετά, το συγκεκριμένο στέλεχος παράγει περισσότερες εσωκυττάριες από 

ότι εξωκυττάριες χρωστικές (όπως και στην 16
η
 μέρα που έχει μέγιστη χρωστική). 

Αντίστοιχα, το στέλεχος CBS 113139, μέχρι και την 10
η
 μέρα παράγει περισσότερες 

εσωκυττάριες χρωστικές, ενώ από τη 12
η
-16

η
 μέρα που παράγεται και η μέγιστη 

χρωστική (16
η
), οι εξωκυττάριες υπερτερούν. 

Γράφημα 3.42: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους CBS 113139 σε ζύμωση βυθού (υγρό από 

αποσταγμένο πορτοκάλι), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά εκχυλίσματα 

εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 
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Γράφημα 3.43: Παρουσίαση αλλαγής χρώματος του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση βυθού (υγρό 

από αποσταγμένο πορτοκάλι), συναρτήσει χρόνου. Αριστερά παρουσιάζονται τα αιθανολικά εκχυλίσματα 

εσωκυττάριων χρωστικών και δεξιά τα υδατικά διαλύματα εξωκυττάριων χρωστικών. 

3.7.5. Συγκριτική αξιολόγηση των στελεχών Monascus purpureus 

ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 113139 ως προς 

την κατανάλωση σακχάρων (DNS) αζώτου των ελεύθερων 

αμινομάδων (FAN) και βιομάζας (TDW) 

Αντίστοιχη αξιολόγηση με τις ζυμώσεις ημιστερεάς κατάστασης, έγινε και στην 

περίπτωση των ζυμώσεων βυθού, ώστε να εξεταστεί αναλυτικότερα η ανάπτυξη 

στελεχών και η παραγωγής χρωστικής. Τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 

3.9 και στα Διαγράμματα 3.44-3.46: 

Πίνακας 3.9: Παρουσίαση αποτελεσμάτων των δύο στελεχών για τα δύο υποστρώματα (βρασμένο 

διήθημα, αποσταγμένο διήθημα), ως προς την κατανάλωση σακχάρων και αζώτου ελεύθερων 

αμινομάδων (%) και ως προς την κόκκινη παραγόμενη χρωστική (AU/g) αλλά και βιομάζα (g/L). 

 

Χρόνος 

επώασης 

(d) 

Βρασμένο διήθημα Απεσταγμένο διήθημα 

 DNS 

(%) 

FAN 

(%) 

TDW 

(g/L) 

Κόκκινη 

χρωστική 

(AU/g) 

DNS 

(%) 

FAN 

(%) 

TDW 

(g/L) 

Κόκκινη 

χρωστική 

(AU/g) 

A
T

C
C

 

1
6
3
6
5
 4 54,99 58,23 1,08 0,07 50,24 46,86 1,23 0,18 

8 89,50 78,94 2,95 0,31 91,29 75,47 3,91 1,8 

12 92,25 80,28 3,54 0,88 93,92 83,07 4,31 2,72 

16 95,66 80,43 3,32 1,39 94,26 88,45 4,05 6,07 

C
B

S
 

1
1
3
1
3
9
 4 86,83 82,53 3,58 0 30,83 82,70 5,47 0 

8 97,84 95,03 6,35 3,36 98,67 83,35 7,84 0,1 

12 99,47 94,20 5,34 2,13 94,41 91,44 6,25 0,18 

16 99,94 92,87 4,8 2,15 95,03 91,10 5,95 0,17 
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Γράφημα 3.44: Κατανάλωση σακχάρων (μέθοδος DNS) και αζώτου (μέθοδος FAN) και παραγωγή 

βιομάζας (g/L) των δύο στελεχών σε υγρό υποστρώματα μετά από βρασμό νωπού φλοιού πορτοκαλιού. 

Με βάση το παραπάνω γράφημα φαίνεται ότι το στέλεχος ATCC 16365 μετά την 

6
η
 μέρα αρχίζει να αναπτύσσεται με γρηγορότερο ρυθμό (σε εκείνη την ημέρα έχουν 

καταναλωθεί >88% γλυκόζης και αζώτου ελευθερων αμινομάδων) με μέγιστη βιομάζα 

την 10
η
 μέρα (3.54 g/L). Αντίστοιχα για το στέλεχος CBS 113139 μετά την 6

η
 μέρα 

παρατηρείται κατανάλωση DNS,FAN >80%, η οποία έχει ως αποτέλεσμα τη μέγιστη 

βιομάζα, η οποία καταγράφεται την 8
η
 μέρα (6.7 g/L). Η κατανάλωση δηλαδή των 

θρεπτικών και σε αυτή την περίπτωση ευνοεί τη παραγόμενη χρωστική και μάλιστα στο 

μέγιστό της την 8
η
 μέρα ζύμωσης. 
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Γράφημα 3.45: Δημιουργία συσσωματωμάτων του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση βυθού (υγρό 

από βρασμένο πορτοκάλι) και χρωματική αλλαγή κατά τα πρώτα στάδια ανάπτυξης του μύκητα (Α,Β) και πιο 

προχωρημένα (Γ, Δ). 

 

Γράφημα 3.46: Κατανάλωση σακχάρων (μέθοδος DNS) και αζώτου (μέθοδος FAN) και παραγωγή 

βιομάζας (g/L) των δύο στελεχών σε υγρό υποστρώματα μετά από απόσταξη νωπού φλοιού πορτοκαλιού. 
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Με βάση το παραπάνω γράφημα φαίνεται ότι το στέλεχος ATCC 16365 

παρουσιάζει μέγιστη βιομάζα την 10
η
 μέρα (4.55 g/L), όπου και έχουν καταναλωθεί 

επίσης πάνω από >87% DNS και FAN. Αντίστοιχα το στέλεχος CBS 113139 παρουσιάζει 

μέγιστη βιομάζα την 8
η
 μέρα (7.84 g/L). 

 

Γράφημα 3.47: Δημιουργία συσσωματωμάτων του στελέχους ATCC 16365 σε ζύμωση βυθού (υγρό 

από αποσταγμένο πορτοκάλι) και διάχυση χρωστικών στο υδατικό εναιώρημα.  

Συμπερασματικά, και για τα δύο στελέχη η κατανάλωση σακχάρων αλλά και του 

αζώτου ελεύθερων αμινομάδων ευνοεί την παραγωγή χρωστικής (στην 8
η
 μέρα σε όλα τα 

υποστρώματα υπάρχει περίπου 90 ή >90% κατανάλωση σε DNS και >75% FAN). Όσον 

αφορά στην αξιολόγηση των υποστρωμάτων, φαίνεται ότι ευνοείται περισσότερο η 

παραγωγή χρωστικών στο υγρό υπόστρωμα με αποσταγμένο διήθημα φλοιού, όπου 

παράγονται οι μέγιστες χρωστικές 6.07 AU/g (ATCC 16365) και ακολουθεί το υγρό 

υπόστρωμα με βρασμένο εκχύλισμα φλοιού με χρωστική 3.36 AU/g (CBS 113139).  

3.8. Σύγκριση συγκέντρωσης φαινολικών και αντιοξειδωτικής 

ικανότητας στα στελέχη Monascus purpureus ATCC 16365 και 

Penicillium purpurogenum CBS 113139 σε ζυμώσεις στερεάς, 

ημιστερεάς κατάστασης και βυθού. 

Ο φλοιός πορτοκαλιού αποτελεί μια πλούσια πηγή φαινολικών συστατικών με 

κύριες την ναριγκίνη, εσπεριδίνη, ναριρουτίνη και νεοεσπεριδίνη (Hiri et al., 2015). Οι 

φαινολικές ενώσεις ως φυσικές αντιοξειδωτικές ουσίες, σχετίζονται με τη μείωση 

χρόνιων ασθενειών όπως ο καρκίνος, οι καρδιοπάθειες, οι ηπατοπάθειες, οι 
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νευροεκφυλιστικές ασθένειες, οι οστεοαρθρίτιδες, οι οφθαλμικές διαταραχές. Αυτή τους 

η ιδιότητα στα τρόφιμα μπορεί να αποτρέψει την οξείδωση και την τάγγισή τους και να 

αντικαταστήσει άλλες χημικές αντιοξειδωτικές ουσίες (πχ. BHAs και BHTs),  στις οποίες 

εμφανίζεται τοξικότητα, (Boukroufa et al., 2015). Γι αυτό το σκοπό, στο τελικό στάδιο 

της παρούσας μελέτης εξετάστηκε συγκριτικά η συγκέντρωση φαινολικών συστατικών, 

μετά από ζύμωση με τα δύο στελέχη, σε όλα τα προς εξέταση υποστρώματα, αλλά και η 

αντιοξειδωτική ικανότητα των εκχυλισμάτων μετά τις ζυμώσεις αυτές. 

Στα παρακάτω Γραφήματα 3.48 και 3.49, φαίνονται τα αποτελέσματα μέτρησης 

εκχυλισμάτων σε φαινολικά συστατικά, και αντιοξειδωτική ικανότητα, ενώ στον Πίνακα 

3.10, παρουσιάζονται τα αποτελέσματα συγκέντρωσης φαινολικών συστατικών και 

αντιοξειδωτικής ικανότητας σε όλα τα υποστρώματα τη χρονική στιγμή μέγιστης 

παραγώμενης χρωστικής. 

 

Γράφημα 3.48: Σύγκριση φαινολικών συστατικών των δύο στελεχών στα διαφορετικά 

υποστρώματα. 

Παρατηρείται ότι και στα πέντε υποστρώματα οι μέγιστες φαινολικές ενώσεις 

είναι περισσότερες για τις ζυμώσεις του στελέχους ATCC 16365 από ότι του CBS 

113139. Επίσης, καλύτερο υπόστρωμα στο οποίο μετρήθηκαν οι περισσότερες 

φαινολικές ενώσεις με διαφορά από τα υπόλοιπα, είναι ο αποξηραμένος φλοιός 

πορτοκάλι σε ζύμωση στερεάς κατάστασης (6.53g/L). 
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Γράφημα 3.49: Σύγκριση αντιοξειδωτικής ικανότητας των δύο στελεχών στα διαφορετικά 

υποστρώματα. 

Αντίστοιχα, και σε αυτό το διάγραμμα, παρατηρείται ότι οι όλες ζυμώσεις 

στελέχους ATCC 16365 υπερτερούν αντιοξειδωτικής ικανότητας, με το καλύτερο 

υπόστρωμα το εναιώρημα φλοιού συγκέντρωσης 50g/L (1.91%). Όπως αναφέρεται και 

εισαγωγικά για το στέλεχος ATCC 16365 έχει βρεθεί σημαντική δυνατότητα παραγωγής 

βιοενεργών ουσιών με αντιοξειδωτικές ικανότητες. 

Πίνακας 3.10:Παρουσίαση συγκέντρωσης φαινολικών συστατικών και αντιοξειδωτικής ικανότητας 

σε όλα τα υποστρώματα τη χρονική στιγμή μέγιστης παραγώμενης χρωστικής, σε σύγκριση με τη 

συγκέντρωση φαινολικών συστατικών και αντιοξειδωτικής ικανότητας των υποστρωμάτων πρίν την 

έναρξη ζύμωσης. 
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Στον παραπάνω πίνακα παρουσιάζεται ο προσδιορισμός φαινολικών συστατικών 

και αντιοξειδωτικής ικανότητας που έχουν όλα τα υποστρώματα που εξετάζονται στην 

παρούσα μελέτη (t=0). Φαίνεται ότι ανάλογα με το υπόστρωμα η τάση (αύξησης ή 

μείωσης των φαινολικών, και της DPPH) δεν είναι συγκεκριμένη. Για τον Monascus 

purpureus ATCC 16365, η μέγιστη χρωστική (στο υγρό υπόστρωμα μετά από απόσταξη 

φλοιού) συνδέεται με την αύξηση φαινολικών και DPPH, ενώ για το Penicillium 

purpurogenum CBS 113139, η μέγιστη χρωστική (εναιώρημα φλοιού c=20 g/L) 

συνδέεται με μείωση φαινολικών και DPPH. Σε όλες τις περιπτώσεις πάντως, οι 

φαινολικές ενώσεις συνδέονται άμεσα με την αντιοξειδωτική ικανότητα των 

εκχυλισμάτων (έχουν ίδια τάση αύξησης ή μείωσης), κάτι το οποίο είναι κοινώς γνωστό, 

καθώς η μέτρηση φαινολικών βασίζεται στην ικανότητά τους να οξειδώνονται. Το 

υπόστρωμα που έχει μεγαλύτερη αύξηση φαινολικών στο χρόνο μέγιστης παραγόμενης 

χρωστικής, είναι η ζύμωση στερεάς κατάστασης με ATCC 16365, και αυτό με τη 

μεγαλύτερη αύξηση αντιοξειδωτικής ικανότητας παρουσιάζεται στο υγρό διήθημα μετά 

από βρασμό του φλοιού πορτοκαλιού.  

Βιβλιογραφικά τα συνολικά φαινολικά συστατικά στο φλοιό πορτοκαλιού έχουν 

βρεθεί 8.25 g/20kg (wb) (Boukroufa et al., 2015), ενώ σε άλλη μελέτη η σύστασή τους 

τους κυμαίνεται από 1.13-7.3 g/100g d.b (Cheynier 2006; Kammoun et al. 2011). Επίσης 

με βάση τη μελέτη των Hiri et al., (2015), έχει βρεθεί συγκέντρωση φαινολικών σε φλοιό 

πορτοκαλιού 2.7 g/100g d.b και μέτρηση αντιοξειδωτικής ικανότητας 0.014% g 

TEAC/100g d.b. 

Αξιοσημείωτο, πέρα από τη μεγάλη διακύμανση που παρουσιάζεται και στις δύο 

αυτές ιδιότητες, είναι το γεγονός ότι τα απόβλητα κατά τη διάρκεια χυμοποίησης και σε 

διάφορα στάδια της παραγωγής μπορεί να οξειδωθούν ενζυματικά χάνοντας έτσι την 

αντιοξειδωτική ικανότητα σύστασης σε βιοενεργές ενώσεις. Γι αυτό, προκειμένου να μην 

υποβαθμιστούν, υφίσταται μεθόδους ξήρανσης. Παρόλα αυτά, αυτές μπορεί να 

συμβάλλουν στην απώλεια φαινολικών μέχρι και 85.06% (στους 60°C για 120 min), (Hiri 

et al., 2015).  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

4.1. Η αναγκαιότητα αξιοποίησης των χρωστικών στον κλάδο 

τροφίμων 

Η ιστορική χρήση των φυσικών χρωστικών αντικατέστησε πολλές από τις 

συνθετικές χρωστικές στα τέλη του 19
ου

 αιώνα, που από τότε έως και σήμερα, 

χρησιμοποιούνται σε πολλούς τομείς της οικονομίας (φάρμακα, καλλυντικά, τρόφιμα). 

Αυτή η ανάπτυξη χαρακτηρίζεται κυρίως από ευκολότερη και πιο οικονομική σύνθεση, 

αλλά και από ανώτερες χρωματικές ιδιότητες (Mapari et al., 2010). Συγκεκριμένα στον 

κλάδο τροφίμων, το χρώμα αποτελεί μια από τις ιδιότητες οι οποίες γίνονται άμεσα 

αντιληπτές από τις ανθρώπινες αισθήσεις, και παίζει καθοριστικό ρόλο στην 

ελκυστικότητα του τροφίμου και κατά συνέπεια στην κατανάλωσή του. Σήμερα, επειδή 

ακριβώς οι επιτρεπόμενες συνθετικές χρωστικές έχουν μειωθεί εξαιτίας των 

ανεπιθύμητων ιδιοτήτων τους (τοξικότητα, μεταλλαξογένεση, καρκινογένεση) 

(Vidyalakshmi et al., 2009), το ενδιαφέρον της βιομηχανίας στρέφεται προς τις φυσικές 

χρωστικές και ιδιαίτερα αυτές που παράγονται βιοτεχνολογικά (με τη βοήθεια 

μικροοργανισμών) εξαιτίας της ευέλικτης χρήσης τους στην παραγωγική διαδικασία και 

της πιο εύκολης βιοδιεργασίας. Ο πιο πολυσυζητημένος και μελετημένος 

μικροοργανισμός, που έχει χρησιμοποιηθεί μέχρι και σήμερα γι αυτό το σκοπό, για πάνω 

από ένα αιώνα, ανήκει στο γένος Monascus sp., του οποίου τα οφέλη και οι παρενέργειες 

(πιθανή τοξικότητα υπό συγκεκριμένες συνθήκες), είναι ήδη γνωστές στη βιομηχανία 

τροφίμων.  

Παράλληλα, η ανησυχία από τη συσσώρευση των αγροτοβιομηχανικών 

αποβλήτων συνεχώς αυξάνει, καθώς το οικονομικό και κοινωνικό κόστος που επιφέρει 

από τη ρύπανση του περιβάλλοντος είναι ανεπιθύμητο στη βιομηχανία τροφίμων, 

ιδιαίτερα στον κλάδο χυμοποίησης όπου υπάρχει πάνω από 50% απώλεια κατά την 

παραγωγική διαδικασία. Επομένως, η βιοτεχνολογική αξιοποίησή χαμηλού κόστους αλλά 

και διαθέσιμων αποβλήτων προς παραγωγή χρωστικών μπορεί να αποτελέσει μια καλή 

στρατηγική στη βιομηχανία τροφίμων.  

Κατά συνέπεια, ο συνδυασμός αυτών των δύο τάσεων, οδηγεί σήμερα στο 

ερώτημα προς τα πού πρέπει να στραφεί η έρευνα ώστε να δοθεί μια συμφέρουσα λύση: 

εναλλακτική αξιοποίηση άλλων μικροοργανισμών που δεν επιφέρουν αρνητικές 
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συνέπειες για την ανθρώπινη υγεία και έχουν αποδοτική παραγωγή χρωστικών, ή/και 

μελέτη συνθηκών του Monascus, στις οποίες εξασφαλίζεται η ασφάλεια των τροφίμων, η 

μέγιστη αξιοποίηση των αποβλήτων αλλά και η δυναμικότητα παραγωγής καινοτόμων 

φυσικών χρωστικών. Σε αυτή την εργασία ερευνάται το πρώτο ερώτημα, συγκρίνοντας τη 

παραγωγή χρωστικής από τον μύκητα Penicillium purpurogenum CBS 113139 (δεν 

παρουσιάζει τοξικότητα ή παθογένεια), με το μύκητα Monascus purpureus ATCC 16365 

σε υπόλειμμα αποβλήτων χυμοποίησης πορτοκαλιού (το φλοιό). 

Στην παρούσα μελέτη γίνεται για πρώτη φορά αξιολόγηση στην παραγωγή 

χρωστικών του Monascus (κίτρινες, πορτοκαλί, κόκκινες), αλλά και παρατήρηση 

μορφολογίας και ανάπτυξης του συγκεκριμένου στελέχους σε στερεό υποστρώμα 

αποξηραμένου φλοιού πορτοκαλιού, σε ημιστερεό υπόστρωμα συγκέντρωσης 20 g/L 

50g/L αλλά και σε υγρό υπόστρωμα το οποίο προκύπτει μετά από βρασμό νωπού φλοιού 

πορτοκαλιού (1:6) και μετά από υδροαπόσταξη (1:6). Επίσης, για πρώτη φορά 

μελετήθηκαν παράγοντες μείζονος σημασίας για την παραγωγή χρωστικών στο φλοιό 

πορτοκαλιού, τα αποτελέσματα των οποίων χρησιμοποιήθηκαν για περαιτέρω συγκριτική 

αξιολόγηση των κόκκινων χρωστικών του Monascus με το στέλεχος Penicillium 

purpurogenum. Το συγκεκριμένο στέλεχος δύναται να παράγει κόκκινη χρωστική ίδιας 

χημικής δομής με αυτής του Monascus. Τέλος μελετήθηκε συγκριτικά η σύσταση των 

εκχυλισμάτων σε φαινολικά συστατικά και αντιοξειδωτική ικανότητα κατά τη διαδικασία 

ζύμωσης.  

4.2. Παράγοντες που επιδρούν στην βελτίωση παραγόμενων 

χρωστικών 

Όσον αφορά στο μέγεθος των κόκκων στερεού υποστρώματος φλοιού 

πορτοκαλιού επιλέγεται η διάμετρος σωματιδίων <2mm για μέγιστη παραγωγή όλων των 

χρωστικών σε σχέση με τη διάμετρο 2-4mm. Οι μέγιστες χρωστικές που μετρήθηκαν 

ήταν 45.12 AU/g, 17.25 AU/g και 12.3 AU/g (κίτρινες, πορτοκαλί και κόκκινες 

αντίστοιχα). Πιθανά, η αναλογία επιφάνειας/όγκου των σωμματιδίων να εξασφαλίζει 

καλύτερη διείσδυση σε θρεπτικά συστατικά για ανάπτυξη του μύκητα και παραγωγή 

χρωστικών στο φλοιό πορτοκαλιού. 

Η προσθήκη πηγής αζώτου δεν αποτελεί καλή πρακτική για τη βελτίωση 

απόδοσης όλων των χρωστικών, παρά μόνο για τις κόκκινες, οι οποίες παρουσιάζουν 
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μεγαλύτερη συγγένεια με αζωτούχες ενώσεις σε σχέση με τις κίτρινες και τις πορτοκαλί. 

Άλλωστε, οι δύο κυριότερες κόκκινες (rubropunctamine, monascorubramine) που 

παράγονται από τον Monascus, είναι οι μόνες οι οποίες έχουν στο μόριό τους άζωτο. Γι 

αυτό το λόγο η προσθήκη πηγής αζώτου (στην παρούσα μελέτη ηλιάλευρου) σε ζύμωση 

στερεάς κατάστασης έδειξε θετική επίδραση στην βελτίωση παραγόμενων κόκκινων 

χρωστικών στον Monascus purpureus και στο Penicillium purpurogenum. Πιο 

συγκεκριμένα, η αναλογία πορτοκαλιού-ηλιάλευρου 60-40% έδωσε τα καλύτερα 

αποτελέσματα παραγόμενης κόκκινης χρωστικής και στους δύο μύκητες (7.65 AU/g για 

το στέλεχος ATCC 16365 και 8.43 AU/g για το στέλεχος CBS 113139). Γενικά η 

προσθήκη αζώτου και στις δύο αναλογίες (80-20 και 60-40%) είχε καλύτερες αποδόσεις 

στη βελτίωση της κόκκινης χρωστικής, σε σχέση με το υπόστρωμα από 100% από φλοιό 

πορτοκαλιού. 

Όσον αφορά στην ύπαρξη αιθέριων ελαίων, κυρίως του D- λεμονένιου (κυρίαρχο 

αιθέριο έλαιο σε όλα τα εσπεριδοειδή) είναι γνωστή η αντιμικροβιακή του ιδιότητα και η 

παρεμπόδιση ανάπτυξης σε μύκητες, όπως αναφέρεται εισαγωγικά. Δεν είναι γνωστό 

όμως με ποιο τρόπο επιδρά στην παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών και συγκεκριμένα 

των χρωστικών μετά από βιοτεχνολογική αξιοποίηση, που στην παρούσα μελέτη 

επικεντρώνεται στο φλοιό πορτοκαλιού. Στην παρούσα μελέτη, δεν εμφανίστηκε ίδια 

τάση (παρεμπόδιση ή διευκόλυνση) για όλες τις χρωστικές στα υποστρώματα στα οποία 

εξετάστηκε, κάτι το οποίο δείχνει ότι δεν αποτελεί τον καθοριστικότερο παράγοντα 

επίδρασης στην παραγωγή χρωστικών. Πιο συγκεκριμένα, εξετάστηκε η απουσία των 

αιθέριων ελαίων σε 2 υποστρώματα. Αυτά ήταν: ο αποξηραμένος φλοιός πορτοκαλιού 

μετά από 1h βρασμού με απομάκρυνση περίπου 91% των αιθέριων ελαίων και ο 

αποξηραμένος φλοιός πορτοκαλιού μετά από 3h υδροαπόσταξης με 100% απομάκρυνση 

των αιθέριων ελαίων. Η αφαίρεση των αιθέριων ελαίων στο στερεό υπόστρωμα από 

βρασμένο φλοιό, έδειξε να βελτιώνει μόνο την παραγωγή κόκκινης χρωστικής (14.92 

AU/g από 13.2 AU/g σε ζύμωση στερεάς κατάστασης με τον ATCC 16365 και 1.388 

AU/g από 0.24 AU/g σε ζύμωση στερεάς κατάστασης με τον CBS 113139) όπως και στο 

στερεό υπόστρωμα από απεσταγμένο φλοιό (1.82 AU/g από 0.24 AU/g σε ζύμωση 

στερεάς κατάστασης με CBS 113139). Το αντίθετο όμως συνέβη στις κίτρινες και 

πορτοκαλί χρωστικές όπου η απουσία των αιθέριων ελαίων όχι μόνο δεν ευνόησε την 

βελτίωση παραγωγής τους, αλλά είχε σαν αποτέλεσμα μικρότερες κίτρινες (24.82 AU/g 

απουσία, 45.12 παρουσία) και πορτοκαλί (13.8 AU/g απουσία, 17.25 AU/g παρουσία) 
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χρωστικές σε σχέση με αυτές που προέκυψαν από τα υποστρώματα που περιείχαν τα 

αιθέρια έλαια στο φλοιό. 

Η εκχύλιση δεν επιδρά στη διαδικασία ζύμωσης, αλλά στο αποτέλεσμα αυτής, 

που στη συγκεκριμένη περίπτωση είναι η όσο το δυνατόν αποτελεσματικότερη εξαγωγή 

των χρωστικών από το ζυμούμενο υπόστρωμα. Για αυτό εξετάστηκε ο τρόπος εκχύλισης 

(απλή εκχύλιση, μηχανική κατεργασία με γρήγορη ανάδευση και υπέρηχους) σε 

υπόστρωμα χονδρόκοκκου πίτυρου και φλοιού πορτοκαλιού, ο οργανικός διαλύτης 

(ισοπροπανόλη, αιθανόλη σε αναλογίες 95% και 70% v/v) αλλά και η φύση του 

ζυμούμενου υποστρώματος (ξηρό, νωπό). Διαπιστώθηκε ως καλύτερος τρόπος εκχύλισης 

ο συνδυασμός μηχανικής κατεργασίας (χρήσης υπερήχων και ανάδευσης) με οργανικό 

διαλύτη αιθανόλης 70% σε νωπό ζυμούμενο υπόστρωμα, κι αυτό διότι εξασφαλίζεται η 

λύση των κυττάρων του μύκητα ώστε να απελευθερωθούν στο εκχύλισμα ακόμα και οι 

εσωκυττάριες χρωστικές, παρουσία διαλύτη του οποίου η φύση (πολικός, οργανικός) 

βοηθά στην καλύτερη δέσμευση των πολυκετιδίων. Τέλος στο νωπό ζυμούμενο 

υπόστρωμα δεν υπάρχει κίνδυνος απώλειας χρωστικών λόγω αύξησης της θερμοκρασίας. 

Στο πίτυρο η συγκεκριμένη μέθοδος εκχύλισης έδωσε κίτρινη χρωστική 109.5 AU/g και 

στο πορτοκάλι 63.88 AU/g. 

4.3. Επιλογή καλύτερου υποστρώματος (από αγροτοβιομηχανικά 

απόβλητα) ως προς την παραγωγή χρωστικών. 

4.3.1. Ζυμωση στερεάς κατάστασης, αξιοποιώντας τα στελέχη 

Monascus purpureus ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum 

CBS 113139 

Η ζύμωση στερεάς κατάστασης, πέρα από το χαμηλότερο κόστος, εξασφαλίζει 

καλύτερες συνθήκες ανάπτυξης του μύκητα (καλύτερος αερισμός, μέγιστη εξάπλωση των 

υφών, βέλτιστος εφοδιασμός του μέσου σε θρεπτικά συστατικά, καλύτερη προσομοίωση 

του μικροπεριβάλλοντος των μυκήτων, χαμηλότερες απαιτήσεις σε νερό, λόγω της 

χαμηλής ενεργότητάς του) (Pandey, 2003, Babitha et al., 2006). Η παραγωγή χρωστικών 

επικεντρώθηκε στην αξιοποίηση του πορτοκαλιού και γι αυτό αξιολογήθηκε για 16 μέρες 

ζύμωσης σε αποξηραμένο φλοιό πορτοκαλιού, ενώ σε άλλα υποστρώματα αξιολογήθηκε 

(χονδρόκκοκο πίτυρο, λεμόνι, μανταρίνι) στις πρώτες 7 μέρες ζύμωσης. Όσον αφορά στο 

φλοιό του πορτοκαλιού, καταγράφηκε μέγιστη κίτρινη χρωστική 63.88 AU/g (10d, 
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ATCC 16365), ενώ ακολουθούν μέγιστη πορτοκαλί 12.46 AU/g (10d, ATCC 16365), 

μέγιστη κόκκινη 5.88 AU/g (ATCC 16365,10d) και 3.58 AU/g (12d, CBS 113139). Όσον 

αφορά στην παραγωγή κόκκινης χρωστικής στα άλλα υποστρώματα καταγράφηκε στο 

πίτυρο 78.6 AU/g (ATCC 16365, 7d), στο μανταρίνι 1.31 AU/g (CBS 113139, 7d) και 

1.51 AU/g (CBS 113139, 7d). 

4.3.2. Ζυμωση ημι-στερεάς κατάστασης, αξιοποιώντας τα στελέχη 

Monascus purpureus ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum 

CBS 113139 

Η ζύμωση ημιστερεάς κατάστασης πραγματοποιήθηκε αντίστοιχα για 16 μέρες 

ζύμωσης σε υποστρώματα εναιωρήματος αποξηραμένου φλοιού σε συγκέντρωση 20 g/L 

(αρχικά σάκχαρα περίπου 5.5 g/L) και 50 g/L (αρχικά σάκχαρα περίπου 9.5 g/L). Σε 

αυτές τις ζυμώσεις πραγματοποιήθηκε αξιολόγηση μόνο της κόκκινης παραγόμενης 

χρωστικής με μέγιστη τιμή 23.97 AU/g (12d, CBS 113139, c=20 g/L), ενώ ακολουθούν 

10.44 AU/g (12d, CBS 113139, c=50 g/L), 1.17 AU/g (14d, ATCC 16365, c=20 g/L) και 

0.45 AU/g (12d, ATCC 16365, c=50 g/L). Από τα δύο αυτά υποστρώματα δυναμικότητα 

βέλτιστης χρωστικής παρουσιάζει με σημαντική διαφορά το εναιώρημα πορτοκαλιού 

c=20 g/L. 

4.3.3. Ζυμωση βυθού, αξιοποιώντας τα στελέχη Monascus 

purpureus ATCC 16365 και Penicillium purpurogenum CBS 

113139 

Παρόλο που στις ζυμώσεις βυθού (σε σχέση με τις ζυμώσεις στερεάς 

κατάστασης), υπάρχει η δυνατότητα καλύτερου ελέγχου παραμέτρων όπως ο αερισμός, η 

ανάδευση, η θερμοκρασία, και το pH (Shazwani και Nadzri, 2012), η απόδοση σε 

παραγωγή χρωστικών είναι χαμηλότερη. Ακολούθως, η ζύμωση βυθού, 

πραγματοποιήθηκε για 16 μέρες σε υποστρώματα υγρού μετά από βρασμό (1h) (αρχικά 

σάκχαρα περίπου 10 g/L) και μετά από απόσταξη (3h) του νωπού φλοιού πορτοκαλιού 

(αρχικά σάκχαρα περίπου 20 g/L). Και σε αυτές τις ζυμώσεις πραγματοποιήθηκε 

αξιολόγηση μόνο της κόκκινης παραγόμενης χρωστικής με μέγιστη τιμή 6.07 AU/g (16d, 

ATCC 16365,μετά από υδροαπόσταξη), ενώ ακολουθούν 3.36 AU/g (8d, CBS 113139, 

μετά από βρασμό), 1.4 AU/g (16d, ATCC 16365, μετά από βρασμό) και 0.18 AU/g (12d, 

ATCC 16365, μετά από υδροαπόσταξη). Από τα δύο αυτά υποστρώματα καλύτερο ως 
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προς την παραγόμενη κόκκινη χρωστική είναι το υγρό μετά από απόσταξη (3h) του 

νωπού φλοιού πορτοκαλιού με το στέλεχος ATCC 16365 (αρχικά σάκχαρα περίπου 20 

g/L). 

Συγκεντρωτικά, επιβεβαιώνεται ότι η μέγιστη παραγόμενη κίτρινη χρωστική 

επιτυγχάνεται σε ζύμωση στερεάς κατάστασης με το στέλεχος ATCC 16365 (63.88 

AU/g). Σε αυτή τη ζύμωση μετρήθηκε η μέγιστη συγκέντρωση φαινολικών (6.53 g/L 

EA). Παρόλα αυτά δεδομένου ότι η κόκκινη χρωστική αποτελεί ύψιστης σημασίας στο 

κλάδο τροφίμων και γι αυτό το λόγο επικεντρώνεται εκεί η μελέτη, αρκετά δυναμικές ως 

προς τις κόκκινες χρωστικές φαίνονται οι ζυμώσεις ημιστερεάς κατάστασης 23.97 AU/g 

(12d, CBS 113139, c=20 g/L) και 10.44 AU/g (12d, CBS 113139, c=50 g/L). Σε αυτές τις 

ζυμώσεις μετρήθηκε η μέγιστη συγκέντρωση φαινολικών συστατικών και η μέγιστη 

αντιοξειδωτική ικανότητα με το στέλεχος ATCC 16365. Τέλος, η καλύτερη απόδοση 

κόκκινης χρωστικής 6.07 AU/g στη ζύμωση υγρής καλλιέργειας μετά από απόσταξη 

νωπού φλοιού (16d, ATCC 16365) αποτελεί από τη μια πλευρά επιλογή με υψηλό 

ενεργειακό κόστος, η οποία όμως μπορεί να εξασφαλίσει υψηλή απόδοση στην εκχύλιση 

αιθέριων ελαίων, ως προϊόν υψηλής προστιθέμενης αξίας. 

4.4. Monascus purpureus ATCC 16365: Ο μικροοργανισμός 

μοντέλο στην παραγωγή χρωστικών 

Για πρώτη φορά, με βάση τη βιβλιογραφική ανασκόπηση, παρουσιάζονται 

αποτελέσματα αξιοποίησης του προς την παραγωγή χρωστικών (σε SSF, semi-SSF, smF) 

σε ένα υπόστρωμα ελάχιστα μελετημένο σε σχέση με πολλά άλλα αγροτοβιομηχανικά 

απόβλητα από τα οποία έχουν παραχθεί MPs χρωστικές.  

Όσον αφορά στην ικανότητα ανάπτυξής του, επαληθεύεται ότι σε υποστρώματα 

που υπάρχουν σάκχαρα όπως η γλυκόζη, η φρουκτόζη και η σουκρόζη, το συγκεκριμένο 

στέλεχος καταναλώνει πρώτα τη γλυκόζη, μετά τη φρουκτόζη (ισομερείς 

μονοσακχαρίτες) και τέλος τη σουκρόζη. Αυτό συμβαίνει διότι η γλυκόζη προέρχεται 

απευθείας από το μονοπάτι της γλυκόλυσης , και του κύκλου κιτρικού οξέος, που οδηγεί 

στην παραγωγή ακετυλ-CoA, το οποίο είναι βασικό για τη βιοσύνθεση χρωστικών 

(Padmavathi,2013). Όσον αφορά στον συνδυασμό μέγιστης ανάπτυξης και μέγιστης 

παραγόμενης χρωστικής, οι Mapari et al., 2008b βρήκαν ότι δεν υπάρχει κάποια άμεση 

συσχέτιση στον Monascus, κάτι το οποίο έρχεται σε συμφωνία με τα αποτελέσματα 
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παρούσας μελέτης όπου στις ζυμώσεις βυθού η μέγιστη παραγόμενη βιομάζα είναι 3.54 

g/L (10
η
 μέρα , σε υγρή καλλιέργεια από βρασμό πορτοκαλιού) με μέγιστη χρωστική την 

16
η
 μέρα, (1.4 AU/g) και 4.55 g/L (10

η
 μέρα , σε υγρή καλλιέργεια από απόσταξη 

πορτοκαλιού) με μέγιστη χρωστική την 16
η
 μέρα, (6.07 AU/g). Παρόλα αυτά η καλύτερη 

ανάπτυξη του μύκητα προάγει τη παραγωγή μέγιστης κόκκινης χρωστικής (4.55 g/L 

δίνουν 6.07 AU/g κόκκινης χρωστικής).  

Στην παρούσα μελέτη τα αποτελέσματα σύγκρισης κόκκινης χρωστικής σε 

ζύμωση στερεάς κατάστασης (5.88 AU/g) και βυθού (6.07 AU/g), έρχονται σε αντίθεση 

με τα μέχρι τώρα δεδομένα της ικανότητας παραγωγής μέγιστων χρωστικών του 

Monascus σε ζυμώσεις στερεάς κατάστασης παρά βυθού (Shepherd και Carels, 1983). 

Από την άλλη μεριά η μέγιστη παραγόμενη χρωστική εξασφαλίστηκε σε ζύμωση στερεάς 

κατάστασης (63.88 AU/g στα 400nm). Τέλος όσον αφορά στις ζυμώσεις ημιστερεάς 

κατάστασης, φαίνεται ότι δεν ευνοήθηκαν οι συνθήκες ανάπτυξής του ώστε να 

εξασφαλιστεί μέγιστη απόδοση χρωστικών. 

Αξιοσημείωτη παρατήρηση για τη συμπεριφορά του μύκητα είναι ότι στις 

ζυμώσεις που έχουν παραχθεί οι μέγιστες χρωστικές (6.07 AU/g- βυθού και 1.17 AU/g- 

ημιστερεάς κατάστασης), οι εσωκυττάριες είναι περισσότερες σε σχέση με τις 

εξωκυττάριες, ενώ η τάση αυτή δεν είναι ίδια στις ζυμώσεις που έχει χαμηλότερη 

παραγωγή κόκκινης χρωστικής (βυθού στο διήθημα από βρασμό και στο εναιώρημα 

φλοιού c=50 g/L). Με βάση τους Lin et al., (1992), Jiang et al., (2005), έχει βρεθεί για 

τον Monascus ότι οι ενδοκυττάριες χρωστικές βρίσκονται σε μεγαλύτερη συγκέντρωση 

σε σχέση με τις εξωκυττάριες που απελευθερώνονται, στις υγρές καλλιέργειες. 

Τέλος, η ήδη γνωστή ικανότητα παραγωγής πολλών βιοενεργών ενώσεων αλλά 

και οι ιδιότητες των δευτερογενών μεταβολιτών που αυτός παράγει, μπορεί να 

αποτελεούν εξήγηση για το γεγονός ότι σε όλα τα υποστρώματα σε όλες τις ζυμώσεις ο 

Monascus purpureus ATCC 16365 παρουσιάσε καλύτερη συγκέντρωση φαινολικών 

συστατικών στα εκχυλίσματά του καθώς και μέγιστη αντιοξειδωτική ικανότητα. 

4.5. Penicillium purpurogenum CBS 113139: Πλεονεκτήματα και 

προοπτική 

Όπως αναφέρεται και εισαγωγικά, στο συγκεκριμένο στέλεχος έχουν 

ταυτοποιηθεί (ανάλυσεις HPLC, MS) δύο χρωστικές ίδιας χημικής δομής με του 
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Monascus, η monascin (κίτρινη) και η monascorubramine (κόκκινη). Η κόκκινη 

χρωστική έχει ήδη πολλές εφαρμογές στις βιομηχανίες τροφίμων, φαρμάκου, 

καλλυντικών, χημικων, τύπου και χάρτου, δερμάτων. Αυτός ήταν ο ένας λόγος, για τον 

οποίο η μελέτη εστιάσε στην αξιολόγηση ικανότητας της κόκκινης χρωστικής από το 

συγκεκριμένο στέλεχος και η σύγκριση με το μικροοργανισμό μοντέλο, ως προς τη 

βέλτιστη χρωστική. Ο δεύτερος λόγος ήταν ασφάλεια χρήσης του συγκεκριμένου 

στελέχους εξαιτίας της απουσίας τοξικότητας. Στις εικόνες φαίνεται η δυνατότητα 

παραγωγής σημαντικής ποσότητας χρωστικής τόσο σε υγρή όσο και σε στερεή μορφή. 

 

Γράφημα 4.1:Αποθήκευση χρωστικής του στελέχους CBS 113139 τόσο σε στερεή μορφή όσο και σε 

υγρή (δεξιά). Αριστερά φαίνεται ο αποξηραμένος φλοιός πορτοκαλιού πριν τη ζύμωση και στη μέση φαίνεται η 

παραγόμενη χρωστική σε ξηρό ζυμούμενο υπόστρωμα φλοιού πορτοκαλιού. 

Στην παρούσα μελέτη επιτεύχθηκε η παραγωγή κόκκινης χρωστικής σε όλα τα 

υποστρώματα. Πριν από αυτό όμως, αξιολογήθηκε η παραγωγή χρωστικής σε ζύμωση 

βυθού (CzB), όπου με βάση τη συλλογή CBS εξασφαλίζονται οι βέλτιστες συνθήκες 

ανάπτυξης. Το αποτέλεσμα που βρέθηκε έδειξε μέγιστη παραγωγή βιομάζας 5.2 g/L (10
η
 

μέρα) με αρχική συγκέντρωση σακχάρων 26.9 g/L, η κατανάλωση των οποίων (>90% την 

10
η
 μέρα) οδήγησε στη παραγωγή μέγιστης χρωστικής 0.193AU/mL (14

η
 μέρα).  

Επίσης, όσον αφορά στην ανάπτυξη του συγκεκριμένου στελέχους συγκριτικά με 

τον Monascus purpureus, παρατηρήθηκε μεγαλύτερη μέγιστη βιομάζα την 8
η
 μέρα (6.7 

g/L για το υγρό από βρασμό πορτοκαλιού και 7.84 g/L για το υγρό από απόσταξη 

πορτοκαλιού). Αυτό δύναται να αυξησει την παραγωγικότητα της διεργασίας αναφορικά 

με την παραγωγή χρωστικών. 
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Επιπλεόν, αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι κατά την κινητική πορεία 

παραγωγής μέγιστων χρωστικών (10
η
-16

η
) οι εξωκυττάριες είναι περισσότερες από τις 

εσωκυττάριες. Σε αντίθεση με το στέλεχος ATCC 16365, η τάση αυτή είναι ίδια παντού 

(στις μέγιστες τιμές κόκκινης χρωστικής υπερτερούν οι εξωκυττάριες χρωστικές), 

γεγονός που προτιμάται καθώς η αυξημένη διαλυτότητα τις κόκκινης χρωστικής σε 

υδατικά διαλύματα προοπτικά αποτελεί οικονομικά αποδοτική διαδικασία για την 

ανάπτυξη βιοδιεργασίας. 

Παρόλο που το συγκεκριμένο στέλεχος δε συνέβαλε στην παραγωγή μέγιστης 

χρωστικής σε υπόστρωμα στερεάς κατάστασης (3.58 AU/g έναντι 5.88 AU/g ATCC 

16365), όταν στο υπόστρωμα προστέθηκε πηγή αζώτου σε ποσοστό 40%, η παραγόμενη 

χρωστική αυξήθηκε στα 7.65 AU/g . Επομένως, ο συνδυασμός του φλοιού πορτοκαλιού 

με κάποιο άλλο απόβλητο πλούσιο σε πρωτεΐνες θα μπορούσε να αυξήσει περαιτέρω την 

απόδοση σε κόκκινη χρωστική. Εκτός αυτού όμως η υπεροχή του στην παραγωγή 

χρωστικών στις ζυμώσεις ημιστερεάς κατάστασης και στις δύο συγκεντρώσεις 

εναιωρήματος φλοιού πορτοκαλιού (23.97 AU/g, c=20g/L και 10.44 AU/g, c=50g/L), σε 

συνδυασμό με τη γρηγορότερη ανάπτυξή του σε όλα τα υποστρώματα δείχνει ότι υπό 

συνθήκες, το στέλεχος Penicillium purpurogenum CBS 113139 παρουσιάζει τεράστιο 

ενδιαφέρον ως ένα εργαλείο για την εναλλακτική αξιοποίηση αγροτοβιομηχανικών 

αποβλήτων προς παραγωγή χρωστικών. 

4.6. Φλοιός πορτοκάλι και στρατηγική βιοτεχνολογικής 

αξιοποίησης 

Στην παρούσα μελέτη τεκμαίρεται ότι ο φλοιός πορτοκαλιού, με βάση τη 

σύσταση και τις ιδιότητες που παρουσιάζει, αποτελεί ένα αποτελεσματικό και χαμηλού 

κόστους θρεπτικό μέσο όχι μόνο για τη μελέτη παραγωγής σημαντικών ενώσεων 

(αναφέρονται εισαγωγικά), αλλά και για την μελέτη παραγωγής φυσικών χρωστικών. 

Δύναται να αξιοποιηθεί με πολλούς τρόπους (ως ξηρό ή υγρό υπόστρωμα) και να παράγει 

σημαντική ποσότητα χρωστικών τόσο κίτρινων (63.88 AU/g), πορτοκαλί (12.46 AU/g) 

και κόκκινων (23.97 AU/g) χρωστικών σε όλες όλους τους τύπους ζυμώσεων. Από ότι 

φάνηκε ανάλογα με το μικροοργανισμό κυριαρχούν διαφορετικές χρωστικές στο 

συγκεκριμένο υπόστρωμα (κίτρινες με τον ΑTCC 16365 και κόκκινες με τον CBS 

113139).  
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Περαιτέρω μελέτη δύναται να πραγματοποιηθεί αναφορικά με τη δυναμικότητα 

του στελέχους CBS 113139, μέσω της διερεύνησης όλων των συνθηκών που μπορούν να 

βελτιστοποιήσουν την παραγωγή κόκκινης χρωστικής, αλλά και να επικεντρωθεί η 

έρευνα γύρω από την ταυτοποίηση, απομόνωση, ποσοτικοποίηση χρωστικής με τη 

βοήθεια αναλυτικών μεθόδων, καθώς έχει βρεθεί απόκλιση στον προσδιορισμό 

χρωστικών με τη χρήση φασματοφωτομετρίας σε σχέση με την HPLC (Syed, 2015).  
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