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Παραγωγή ηλεκτρικού οξέος µέσω ζυµώσεων και µελέτη ηλεκτροχηµικών διεργασιών στο µεταβολισµό του βακτηρίου Actinobacillus succinogenes µέσω µεταγραφοµικής ανάλυσης Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων και ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Μηχανικής και Επεξεργασίας Τροφίµων   ΠΕΡΙΛΗΨΗ Το ηλεκτρικό ή (IUPAC) είναι ένα γραµµικό, δικαρβοξυλικό οξύ, το οποίο παραδοσιακά αποτελεί πετροχηµικό προϊόν που προέρχεται από το βουτάνιο, ενώ συγκαταλέγεται στα δέκα κορυφαία χηµικά παραγωγής βιοδιυλιστηρίων από τα οποία µπορεί να προκύψει πλήθος άλλων απλών ή σύνθετων ενώσεων. Η παρούσα εργασία στοχεύει στη βιοτεχνολογική παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος µέσω ζύµωσης µε το βακτήριο Actinobacillus succinogenes, µέσω του αναγωγικού κύκλου του Krebs. Στην παρούσα ερευνητική µελέτη εξετάστηκε η επίδραση του MgCO3 και του ηλεκτρικού ρεύµατος στο µεταβολισµό του βακτηρίου A. succinogenes. Αρχικά, πραγµατοποιήθηκε σειρά ζυµώσεων για την αξιολόγηση της παραγωγής ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων. Οι ζυµώσεις αυτές ήταν ασυνεχείς και ηµισυνεχείς µε προσθήκη MgCO3, αλλά και ηµισυνεχείς µε προσθήκη MgCO3 και παροχή ρεύµατος. Κατά την εκθετική φάση των ηµισυνεχών ζυµώσεων συλλέχθηκαν δείγµατα για αποµόνωση RNA και σύνθεση cDNA τα οποία αξιοποιήθηκαν στη µέθοδο της ποσοτικής αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο (RT-qPCR). Συγκεκριµένα, µελετήθηκαν τα γονίδια του κωδικοποιούν για τα ένζυµα που παίρνουν µέρος στις µεταβολικές αντιδράσεις του κύκλου των τρικαρβοξυλικών οξέων (TCA cycle), αυτά τις οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και ορισµένα που κωδικοποιούν για διαµεµβρανικούς µεταφορείς. Τα σχετικά επίπεδα µεταγραφής των γονιδίων ενδιαφέροντος υπολογίστηκαν µε βάση τη συγκριτική µέθοδο Ct (ή ∆Ct) και εκφράστηκαν ως λόγος ΗΚ γονιδίων προς το γονίδιο ενδιαφέροντος. Οι ζυµώσεις στις οποίες το βακτηριακό στέλεχος A. succinogenes 130Z (DSM 22257) αναπτύχθηκε υπό την παροχή ηλεκτρικής ενέργειας στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης (Ε) είχαν την υψηλότερη τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος, 36,4 g/L, έναντι 33,94 g/L όταν δε χρησιµοποιήθηκε το ρεύµα (G+). Τόσο η µεµονωµένη προσθήκη MgCO3 όσο και η µεµονωµένη παροχή ηλεκτρικής ενέργειας στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης βελτίωσαν την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος. Η συνεργιστική τους δράση δε φαίνεται να διαφοροποιεί τα τελικά αποτελέσµατα. Στις ασυνεχείς ζυµώσεις, η τελική συγκέντρωση του 



ηλεκτρικού οξέος ήταν 19,96 g/L. Τα αποτελέσµατα των ασυνεχών ζυµώσεων συγκρίθηκαν µε ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν στις ίδιες συνθήκες και µε ίδιες αρχικές συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα, αζώτου και αλάτων, αλλά χωρίς την προσθήκη MgCO3 (G+). Η παραγωγή ηλεκτρικού οξέος ήταν µεγαλύτερη όταν χρησιµοποιήθηκε το MgCO3 και ο χρόνος που διήρκησε η ζύµωση µικρότερος, µε αποτέλεσµα αυξηµένη παραγωγικότητα (0,5 g/L·h). Σε γονιδιακό επίπεδο, η σύγκριση της σχετικής έκφρασης των γονιδίων στους χειρισµούς G- και G+ φανέρωσε στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των γονιδίων pk, pdh E2, ak, atp F1a, atp F1b, atp F1g. Τα προαναφερθέντα, πλην του atp F1b και µε την προσθήκη του cyd I, ήταν τα γονίδια που είχαν στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των χειρισµών G- και Ε. Με εξαίρεση το γονίδιο pk, που ήταν υπερεκφρασµένο στο χειρισµό G+ και υποεκφρασµένο στον χειρισµό E έναντι του G-, η σχετική έκφραση των υπολοίπων γονιδίων µειώθηκε τόσο στο G+ όσο και στο E. Ωστόσο, η συνεργιστική δράση του ηλεκτρικού ρεύµατος και του MgCO3 δε φαίνεται να διαφοροποιεί αρκετά τα τελικά αποτελέσµατα από εκείνα που ελήφθησαν όταν χρησιµοποιήθηκε µόνο το MgCO3. Επιστηµονική περιοχή: Βιοµηχανική Βιοτεχνολογία Λέξεις κλειδιά: ηλεκτρικό οξύ, µικροβιακές ζυµώσεις, Actinobacillus succinogenes,  µεταγραφοµική ανάλυση, ηλεκτροχηµικές διεργασίες



Succinic acid production via fermentation and effect of electrochemical application on Actinobacillus succinogenes metabolic pathways through transcriptomic analysis  Department of Food Science and Human Nutrition Laboratory of Food Process Engineering   ABSTRACT Succinic acid or 1,4-butanedioic acid (IUPAC) is a linear, saturated, dicarboxylic acid, deriving from butane when it is produced by the petrochemical industry. It is also one of the top ten biorefinery chemicals from which many other chemicals can be produced. In this work, succinic acid was produced via microbial fermentations, through the reverse Krebs cycle, utilizing the bacterium Actinobacillus succinogenes.  In this study, the effect of MgCO3 and electricity on the metabolism of A. succinogenes were investigated. Initially, a series of fermentations were performed to evaluate the succinic acid and by-product production. These were batch and fed-batch fermentations with the addition of MgCO3, while in the case of fed-batch fermentations both MgCO3 was added and electricity was supplied. Samples for RNA isolation and cDNA synthesis were collected during the exponential phase of the fed-batch fermentations and they were used in the real time quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) method. In particular, genes encoding for enzymes involved in the tricarboxylic acid (TCA) cycle, oxidative phosphorylation and some transporters in particular, have been studied. The relative expression levels of the genes of interest were calculated based on the comparative Ct (or ∆Ct) method and they were expressed as the ratio of the HK genes to the gene of interest. When A. succinogenes 130Z (DSM 22257) fermentations were carried out with the supply of electrons (E), the highest final succinic acid concentration of 36,4 g/L was obtained, while 33,94 g/L succinic acid was produced when no electricity (G+) was used. The individual addition of MgCO3 or the supply of electrons to the fermentation broth improved succinic acid production. Their joined effect does not seem to significantly differentiate the final results. In batch fermentations, the final concentration of succinic acid was 19,96 g/L. The results of batch fermentations were compared with fermentations carried out under the same conditions and the same initial concentrations of carbon, nitrogen and salts, but without the addition of MgCO3 (G+). The production of succinic acid was higher 



when MgCO3 was used and the fermentation duration was shorter, resulting in increased productivity (0,50 g/L·h). Regarding the transcriptomic analysis, the comparison of the relative expression of the genes in the G- and G+ treatments revealed a statistically significant difference in pk, pdhE2, ak, atpF1a, atpF1b, atpF1g. The previously mentioned genes, with the exception of atpF1b and the addition of cyd I, had a statistically significant difference between the G- and E treatments. Excluding the pk gene, which was overexpressed in G+ treatment and underexpressed in E versus G- treatment, the relative expression of the remaining genes decreased in both G+ and E treatments. The joined effect of electricity and MgCO3 does not seem to significantly differentiate the final results when compared with the effect incurred via solely MgCO3 addition. Scientific area: Industrial Biotechnology Key words: succinic acid, microbial fermentations, Actinobacillus succinogenes, transcriptomics, electrochemical processes   
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11  1.Εισαγωγή ∆εδοµένου ότι η παγκόσµια αγορά βασίζεται σε πεπερασµένα αποθέµατα ορυκτού πλούτου (γαιάνθρακας, πετρέλαιο, φυσικό αέριο) για την παραγωγή ενέργειας, καυσίµων και χηµικών, τα οποία µάλιστα αναµένεται να καταναλωθούν σε µεγάλο βαθµό έως το τέλος του αιώνα (Klass, 2003; Klass, 2004). Εποµένως, η αξιοποίηση εναλλακτικών πηγών άνθρακα και ενέργειας καθίσταται αναγκαία. Για δεκαετίες η χρήση δηµητριακών και άλλων γεωργικών προϊόντων, κυρίως για την παραγωγή ενέργειας αλλά και τροφίµων ή χηµικών, µε κύριες πρώτες ύλες το καλαµπόκι (Peckham, 2001) και το σακχαροκάλαµο (Martinelli et al.,2008), αναπτύσσεται και ευδοκιµεί στις ΗΠΑ και τη Βραζιλία αντίστοιχα, ανταγωνιζόµενη τη βιοµηχανία του πετρελαίου. Ταυτόχρονα όµως ο ανταγωνισµός της µε τη βιοµηχανία τροφίµων για καλλιεργήσιµες εκτάσεις την καθιστά µια µη βιώσιµη εναλλακτική λύση (Wise, 2014). Έτσι, η παραγωγή βιοκαυσίµων και βιοχηµικών ουσιών σήµερα αποσκοπεί στην εγκαθίδρυση µιας βιοµηχανίας η οποία θα βασίζεται αποκλειστικά σε ανανεώσιµες πρώτες ύλες, όπως οργανικά υπολείµµατα ή απόβλητα και παράπλευρα ρεύµατα βιοµηχανιών, και ανανεώσιµες πηγές ενέργειας, όπως η αιολική και η ηλιακή ενέργεια. Από αξιολόγηση που έγινε από τη ∆ιεθνή Οργάνωση Τροφίµων και Γεωργίας (FAO) προέκυψε ότι το σύνολο των αποβλήτων της βιοµηχανίας τροφίµων αγγίζει το 1/3 της παγκόσµιας παραγωγής. Αυτά τα απόβλητα µπορεί να προέρχονται από τα πρώτα στάδια παραγωγής, όπως κατά τη συγκοµιδή φυτικών προϊόντων, ή από απορρίµµατα χώρων εστίασης και καταναλωτών. Στην Ευρώπη αυτά τα απόβλητα φτάνουν τα 89 εκατοµµύρια τόνους και στο τέλος του 2020 υπολογίζεται ότι θα έχουν ξεπεράσει τους 126 εκ. τόνους (Gustavsson et al., 2011). 1.1 Βιοδιυλιστήριο και παραγωγή ηλεκτρικού οξέος 1.1.1 Το βιοδιυλιστήριο Σύµφωνα µε την έκθεση IEA Bioenergy Task 42 (Anonymous, 2007) µέσω του βιοδιυλιστηρίου πραγµατοποιείται βιώσιµη επεξεργασία βιοµάζας για την παραγωγή ενός φάσµατος προϊόντων ή/και ενέργειας. Ο Klass (2004) περιγράφει τη βιοµάζα ως το σύνολο των µη προερχόµενων από το πετρέλαιο οργανικών πρώτων υλών. Έτσι, σε αυτήν µπορούν να συµπεριληφθούν τα µικτά οργανικά υπολείµµατα, προερχόµενα από τη γεωργία, την δασοκοµία, διάφορες βιοµηχανίες, όπως τροφίµων και χαρτιού, τα νοικοκυριά (αστικά απόβλητα και λύµατα) και τις υδατοκαλλιέργειες. Η επεξεργασία της βιοµάζας γίνεται µέσω χηµικών, θερµοχηµικών, µηχανικών και βιοχηµικών διαδικασιών. Όλες οι προαναφερθείσες πηγές αποτελούνται από απλές και σύνθετες οργανικές ενώσεις, όπως λιγνίνη, υδατάνθρακες 



12  και τριακυλογλυκερόλες προς αξιοποίηση, και καθίστανται κατάλληλες για την παραγωγή βιοχηµικών προϊόντων µέσω µικροβιακών ζυµώσεων. Όσον αφορά στα παραγόµενα προϊόντα, εκείνα µε το υψηλό ενεργειακό περιεχόµενο είναι τα βιοκαύσιµα (βιοαέριο, λιγνίνη, βιοαιθανόλη κ.α.), ενώ εκείνα που αξιοποιούνται για τις φυσικοχηµικές τους ιδιότητες είναι τα ενδιάµεσα και προστιθέµενης αξίας χηµικά, τα πολυµερή και οι ρητίνες, οι ζωοτροφές, τα λιπάσµατα και τα βιοϋλικά (Cherubini, 2010). 1.1.2 Το ηλεκτρικό οξύ, η αγορά και οι βιοµηχανικές εφαρµογές του Το ηλεκτρικό ή 1,4-βουτανοδιοϊκό οξύ (IUPAC) είναι ένα γραµµικό, δικαρβοξυλικό οξύ µε χηµικό τύπο C4H6O4. Έχει άχρωµη ή λευκή, κρυσταλλική µορφή (Anonymous, 1992) και είναι διαλυτό στο νερό, την αιθανόλη, την ακετόνη, τον αιθυλαιθέρα και τη µεθανόλη (Lide et al., 1994). Στην φύση αποτελεί κοινό µεταβολίτη φυτικών και ζωικών οργανισµών, µυκήτων αλλά και βακτηρίων, όντας µεταβολικό ενδιάµεσο του κύκλου του Krebs. Ορισµένοι µικροοργανισµοί, όπως τα βακτηριακά είδη Actinobacillus succinogenes (Guettler et al., 1999), Anaerobiospirillum succiniciproducens (Davis et al., 1976), Mannheimia succiniciproducens (Lee et al., 2002), Ruminobacter amylophilus (Stackebrandt et al., 1986),παλαιότερα δηµοσιευµένο ως Bacteroides amylophilus (Caldwell et al., 1969), και Basfia succiniciproducens (Kuhnert et al., 2010) το παράγουν ως εξωκυτταρικό προϊόν. Παραδοσιακά, το ηλεκτρικό οξύ παράγεται µε χηµικές διεργασίες. Αποτελεί πετροχηµικό προϊόν το οποίο προέρχεται από το βουτάνιο, αλλά σύµφωνα µε την αξιολόγηση των Bozell & Petersen (2010) συγκαταλέγεται στα δέκα κορυφαία χηµικά παραγωγής βιοδιυλιστηρίων από τα οποία µπορεί να προκύψει πλήθος άλλων απλών ή σύνθετων ενώσεων. Πρέπει να σηµειωθεί ότι πάνω από 250 χηµικά προϊόντα παραγόµενα πετροχηµικά µπορούν να αντικατασταθούν και να προέρχονται πλέον από το παραγόµενο µέσω ζυµώσεων ηλεκτρικό οξύ (Ahmed και Morris 1994). Αναφορικά µε τις βιοµηχανικές εφαρµογές του, το ηλεκτρικό οξύ χρησιµοποιείται στη βιοµηχανία τροφίµων ως πρόσθετο, κυρίως ως βελτιωτικό γεύσης και ρυθµιστής οξύτητας µε αντιµικροβιακή δράση. Στη φαρµακοβιοµηχανία µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην παραγωγή αντιβιοτικών, αµινοξέων και βιταµινών. Μεταξύ πλήθους άλλων εφαρµογών του συγκαταλέγεται η χρήση του ως επιφανειοδραστικός παράγοντας, διαλύτης, συστατικό βαφών και λιπαντικών, ενώ η δοµή του επιτρέπει την παραγωγή 1,4-βουτανοδιόλης, και από αυτήν τετραϋδροφουράνης, αδιπικού οξέος και γ-βουτυρολακτόνης (Zeikus et al., 1999; Song et al., 2006). Ακόµη, έχοντας ως υπόστρωµα το ηλεκτρικό οξύ µπορούν να παραχθούν βιοδιασπώµενα πολυµερή όπως ο πολύ-ηλεκτρικός βουτυλεστέρας (PBS) και πολυαµίδια 



13  (Bechthold et al., 2008). Επίσης, να σηµειωθεί ότι κατά την ζύµωση για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος παράγονται άλατα του ηλεκτρικού οξέος λόγω της ρύθµισης του pH µε NaOH (Zeikus et al., 1999). Το 2008, το εµπόριο ηλεκτρικού οξέος υπολογιζόταν στους 20-30 kt το χρόνο (Anonymous, 2008) και η τιµή του κυµαινόταν από 3 έως 9 $/kg (Cok et al., 2014). Σύµφωνα µε έκθεση του 2017, οι νέες τεχνολογίες στη βιοµηχανία παραγωγής προϊόντων από το ηλεκτρικό οξύ υπολογίζεται ότι θα επιφέρουν αύξηση της παραγωγής αξίας 278,7 εκατοµµύρια $ (Anonymous, 2017). Να σηµειωθεί ότι το παραγόµενο από µικροβιακές ζυµώσεις ηλεκτρικό οξύ µπορεί να πουληθεί σε τιµή 0,55-1,10 $/kg (Paster et al., 2003).  1.2 Το βακτήριο Actinobacillus succinogenes 1.2.1 Οικογένεια Pasteurellaceae Pohl (1981) Tο γένος Actinobacillus ανήκει στην οικογένεια Pasteurellaceae Pohl (1981) (Mutters et al., 1985), µε την οποία σχετίζονται περισσότερα από 80 taxa (Dewhirst et al., 1993), ενώ µέχρι σήµερα φυλογενετικές µελέτες επιβεβαιώνουν ότι την απαρτίζουν 13 γένη (Korczak & Kuhnert, 2008). Το σύνολο των γενών της οικογένειας Pasteurellaceae είναι παρασιτικά βακτήρια που διαβιούν στους βλεννογόνους θηλαστικών και πουλιών, ενώ πολλά από αυτά αποτελούν δυνητικά παθογόνους µικροοργανισµούς (Nicklas, 2007). Όσον αφορά τους φαινοτυπικούς τους χαρακτήρες, είναι Gram-, προαιρετικά αναερόβια βακτήρια µε µορφή κόκκων ή ράβδων συνήθους µεγέθους 0,3 x 0,3-2 µm, τα οποία δε σχηµατίζουν ενδοσπόρια και παρουσιάζουν βέλτιστη ανάπτυξη στους 37οC (Olsen et al., 2005). Όπως πλήθος Gram- βακτηρίων, αρκετά είδη, µε κυριότερους αντιπροσώπους στα γένη Actinobacillus, Mannheimia και Pasteurella δυνητικά παράγουν τοξίνες τύπου RTX (Frey & Kuhnert, 2002), βακτηριακές κυτοτοξίνες και κυτολυσίνες (Strathdee and Lo, 1989).  1.2.2 Actinobacillus succinogenes Guettler et al. (1999) Το είδος Actinobacillus succinogenes αποµονώθηκε από τη µεγάλη κοιλία βοοειδών και περιεγράφηκε για πρώτη φορά από τους Guettler et al. (1999). Όπως αναφέρουν στη µελέτη του στελέχους Actinobacillus succinogenes 130ZT, είναι µη κινητό, χωρίς τη δυνατότητα παραγωγής ενδοσπορίων, πλειοµορφικό, συχνότερα απαντώµενο µε µορφή κόκκων ή ράβδων (0,8 x 1 µm), Gram-, χηµειοοργανότροφο, προαιρετικά αναερόβιο βακτήριο. Οι αποικίες του σε TSB agar είναι κυκλικές, φαιού γκρι χρώµατος, µε διάµετρο 1-1,5 mm (Εικόνα 1.1). Αποτελεί είδος µεσόφιλο, το οποίο αναπτύσσεται καλύτερα µεταξύ 37 και 39 °C. Αδυνατεί να αναπτυχθεί σε pH χαµηλότερο του 5,5, ενώ βέλτιστο αποτελεί το 6,7 (Liu et al., 2008).Όσον αφορά το µεταβολισµό του, το είδος A. succinogenes παράγει 



14  ηλεκτρικό και οξικό οξύ, και σε µικρότερες ποσότητες µυρµηκικό, οξαλοξικό και πυροσταφυλικό οξύ, καθώς και αιθανόλη (Guettler et al., 1999). Να τονιστεί επίσης ότι το συγκεκριµένο είδος βακτηρίου στερείται παθογένειας και το γονιδίωµά του δεν κωδικοποιεί για RTX τοξίνες που απαντώνται σε άλλους αντιπροσώπους της οικογένειας Pasteurellaceae (McKinlay et al., 2010). Ακόµη, πρέπει να σηµειωθεί ότι το βακτήριο A. succinogenes είναι αυξότροφο στα αµινοξέα κυστεΐνη, γλουταµινικό οξύ και µεθειονίνη (McKinlay et al., 2005).  Εικόνα 1.1 Φωτογραφίες καλλιέργειας του βακτηρίου A. succinogenes σε τρυβλίο Petri. (Πηγή: BCRC Microbial barcoding database- https://www.bcrc.firdi.org.tw) Η ανάπτυξη του έχει εξεταστεί σε πλήθος πηγών άνθρακα και βιοµηχανικών αποβλήτων. Η προσθήκη ανθρακικού µαγνησίου (MgCO3) στις ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο συµβάλει στον ακριβέστερο έλεγχο του διαλυτού CO2 και δεν επηρεάζει αισθητά το pH της ζύµωσης (Liu et al., 2008), ενώ φαίνεται να παίζει ρόλο στη διαµόρφωση των τελικών συγκεντρώσεων των προϊόντων (Zou et al., 2011; Van der Werf et al., 1997). O ρόλος της αναγωγικής ενέργειας έχει επίσης εξεταστεί µε χρήση ανηγµένων πηγών άνθρακα (π.χ. γλυκερόλη) (Van der Werf et al., 1997; Li et al., 2010), αέριου Η2 (Van der Werf et al., 1997), ηλεκτρικής ενέργειας και κάποιου µεταφορέα ηλεκτρονίων (Park & Zeikus, 1999; Park et al., 1999) ή ηλεκτροχηµικής µεµβράνης (Zhao et al., 2016) και φαίνεται να συµβάλει στην αύξηση της τελικής παραγωγής του ηλεκτρικού οξέος.  



15   1.3 Μονοπάτια παραγωγής του ηλεκτρικού οξέος στο µεταβολισµό του βακτηρίου A. succinogenes  Εικόνα 1.2 Το µεταβολικό µονοπάτι καταβολισµού της γλυκόζης και παραγωγής ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων του µικροοργανισµού A. succinogenes όπως παρατίθεται από τους McKinlay et al. (2010).  Ο καταβολισµός της γλυκόζης και η παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes έχουν µελετηθεί εκτενώς σε καλλιέργειες µε υπόστρωµα τη γλυκόζη (Werf et al. 1997; Mckinlay et al. 2005; Mckinlay et al. 2007; McKinlay and Vieille 2008) και αποτελούνται από τα µεταβολικά µονοπάτια που φαίνονται στην Εικόνα 1.2. Ο καταβολισµός της γλυκόζης ακολουθεί το µονοπάτι EMP (Embden/Meyerhof/Parnas) προσφέροντας, έως την παραγωγή του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEP), 2 mol NADH για κάθε mol γλυκόζης (Werf et al. 1997). Το βακτήριο παράγει κάποια ένζυµα του κύκλου των 



16  φωσφορικών πεντοζών (PPP), ενώ στερείται των ενζύµων του κύκλου του γλυοξυλικού και του µονοπατιού Entner-Doudoroff (Mckinlay et al. 2007).  Η γλυκόλυση οδηγεί στο σχηµατισµό του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEP) το οποίο αποτελεί βασικό ενδιάµεσο του µεταβολισµού και διακλάδωση µεταξύ των µονοπατιών C3 και C4 (Werf et al. 1997) Από το C4 µονοπάτι παράγεται το ηλεκτρικό οξύ µέσω του αναγωγικού κύκλου του Krebs (reductive Krebs cycle), µε το φουµαρικό οξύ να αποτελεί τον τελικό αποδέκτη ηλεκτρονιών για την παραγωγή του, µε κατανάλωση 2 mol NADH και παραγωγή 2/3 mol ΑΤP. O κύκλος του Krebs στο βακτήριο A. succinogenes δεν είναι πλήρης καθώς στερείται των ενζύµων ισοκιτρική αφυδρογονάση και κιτρική συνθάση (McKinlay et al., 2010). Να σηµειωθεί εδώ ότι η αυξοτροφία στα αµινοξέα κυστεΐνη, γλουταµινικό οξύ και µεθειονίνη που προαναφέρθηκε εξηγείται από το γεγονός ότι το βακτήριο, λόγω της απουσίας των προαναφερθέντων ενζύµων, δε µπορεί να συνθέσει α-κετογλουταρικό οξύ έχοντας ως υπόστρωµα τη γλυκόζη (Mckinlay et al. 2005.  Από την άλλη το µονοπάτι C3 είναι εκείνο από το οποίο τελείται η παραγωγή των παραπροϊόντων, µυρµηκικό οξύ, οξικό οξυ και αιθανόλη. Όπως είναι φανερό (Εικόνα 1.2) τα δυο µονοπάτια επικοινωνούν µέσω δυο αντιδράσεων στις οποίες συµµετέχουν τα ένζυµα αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού και αποκαρβοξυλάση του µηλικού οξέος (Werf et al. 1997). Από το C3 παράγεται το ακέτυλο-CoA, που αποτελεί σηµαντικό ενδιάµεσο του µεταβολισµού, όπως και 2 mol NADH, και 1 mol ATP. Σηµειώνεται ότι ο σχηµατισµός της αιθανόλης γίνεται σε δυο βήµατα από 1 mol ακέτυλο-CoA και µε κατανάλωση 2 mol NADH. Ακόµη, η αποκαρβοξυλίωση του µηλικού οξέος προσφέρει 1 mol NADPH. Τα παραπάνω καταδεικνύουν την αξία του C3 µονοπατιού στην ανατροφοδότηση του µεταβολισµού µε NAD(P)H και ATP (McKinlay et al., 2010). Τέλος, η γλυκονεογένεση στο µεταβολισµό του βακτηρίου A. succinogenes βασίζεται στο µηλικό και φουµαρικό οξύ και επιτελείται µέσω του ενζύµου φωσφοενολ-πυροσταφυλική καρβοξυκινάση (PEPCK), αφού το βακτήριο στερείται του ενζύµου συνθάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (Werf et al. 1997; McKinlay et al., 2010). Το γονιδίωµά του έχει περιγραφεί από τους McKinlay et al. (2010) και είναι διαθέσιµο στο NCBI. Πρέπει να αναφερθεί εδώ ότι για κάθε mol ηλεκτρικού οξέος απαιτoύνται 0,5 mol γλυκόζης και 1 mol CO2, αλλά και 2 mol NADH που οξειδώνονται στο µονοπάτι C4. Έτσι, ο µέγιστος θεωρητικός συντελεστής απόδοσης παραγωγής ηλεκτρικού οξέος από τη γλυκόζη είναι 1,12 g/g και δίνεται από την παρακάτω αντίδραση (Pateraki et al., 2016b): 



17  CH2O + 1/7 CO2→ 8/7 CH3/2O + 1/3 ATP  1.4 Μικροβιακές ζυµώσεις για παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes 1.4.1 Πηγές άνθρακα και µελέτες κινητικής παρεµπόδισης Η ανάπτυξη του βακτηρίου A. succinogenes έχει εξεταστεί σε πλήθος πηγών άνθρακα και αζώτου. Αναφορικά µε τις πηγές άνθρακα που δύναται να καταναλώσει ο µικροοργανισµός, πρέπει να σηµειωθεί ότι η αραβινόζη, η κελλοβιόζη, η φρουκτόζη, η γαλακτόζη, η γλυκόζη, η λακτόζη, η µαλτόζη, η µαννιτόλη, η σακχαρόζη, η ξυλόζη µαζί µε πηγή αζώτου, εκχύλισµα ζύµης και corn steep liquor (CSL), έχουν ως αποτέλεσµα την ανάπτυξη του βακτηρίου και την παραγωγή οξέων (Guettler et al., 1999). Έχουν χρησιµοποιηθεί και πιο σύνθετες ακατέργαστες πηγές άνθρακα, όπως βλαστοί βαµβακιού και καλαµποκιού (Li et al., 2010), µελάσα σακχαροκάλαµου (Liu et al., 2008), υδρόλυµα άχυρου σίτου (Zheng et al., 2009), υδρολύµατα προϊόντων άρτου και ζαχαροπλαστικής (Zheng et al., 2013), ίνες καλαµποκιού (Li et al., 2011) και επεξεργασµένο απόβλητα της βιοµηχανίας χαρτοπολτού (spent sulphite liquor - SSL) (Pateraki et al., 2016b; Pateraki et al, 2019) µε αξιόλογα αποτελέσµατα όσον αφορά τις τελικές συγκεντρώσεις ηλεκτρικού οξέος. Πειράµατα µελέτης της κινητικής παρεµπόδισης από το υπόστρωµα αλλά και τα προϊόντα (Lin et al., 2008) έδειξαν ότι το βακτήριο µπορεί να ανεχθεί συγκέντρωση γλυκόζης έως και 143 g/L ενώ η ανάπτυξή του παρεµποδίζεται εντελώς πάνω από τα 158 g/L, δεδοµένο που συµφωνεί και µε άλλα ερευνητικά αποτελέσµατα (Guettler et al., 1999; Liu et al., 2008). Μείωση της απόδοσης παραγωγής του ηλεκτρικού οξέος παρατηρείται πάνω από τα 100 g/L (Lin et al., 2008; Corona-Gonzalez et al., 2008). Όσον αφορά τα προϊόντα της ζύµωσης, το πως παρεµποδίζουν την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος δεν έχει αποσαφηνιστεί. Οι Lin et al. (2008) έδειξαν ότι το µυρµηκικό οξύ αποτελεί ισχυρότερο παράγοντα παρεµπόδισης έναντι των υπολοίπων παραγόµενων οξέων, παρεµποδίζοντας εντελώς την ανάπτυξη του µικροοργανισµού σε συγκέντρωση 16 g/L. Σύµφωνα µε τους Li et al. (2010), τα παραπροϊόντα έχουν ισχυρότερη παρεµποδιστική ικανότητα από το ηλεκτρικό οξύ, µε την ανάπτυξη του µικροοργανισµού να παρεµποδίζεται εντελώς στα 35,2 g/L µυρµηκικού οξέος. Το ηλεκτρικό παρεµποδίζει την ανάπτυξη όταν ξεπερνά τα 104 g/L (Liu et al., 2008). Αναφορικά µε την βιοµάζα, αρχικές συγκεντρώσεις υποστρώµατος (γλυκόζης) 54,7 g/L (Corona-Gonzalez et al., 2008) έως 65 g/L (Lin et al., 2008) και άνω έχουν ως αποτέλεσµα τη µείωσή της. Η µείωση της παραγόµενης βιοµάζας µε αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος έχει αναφερθεί και από τους Liu et al. (2008). Όταν χρησιµοποιήθηκε ως 



18  υπόστρωµα η ξυλόζη παρατηρήθηκε παρατεταµένη φάση προσαρµογής συγκριτικά µε την ανάπτυξή του σε γλυκόζη, ενώ η ανάπτυξη παρεµποδίστηκε σε συγκεντρώσεις µεγαλύτερες των 80 g/L (Salvachúa et al., 2016). 1.4.2 Το MgCO3 και το CO2  Μελετώντας τις ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes φάνηκε ότι µε αύξηση της συγκέντρωσης διοξειδίου του άνθρακα (CO2) αυξάνονται και οι συγκεντρώσεις των κύριων παραγόµενων οξέων (Guettler et al., 1999). Σύµφωνα µε το µεταβολικό του µονοπάτι, το οποίο φαίνεται στην Εικόνα 1.2, το CO2 λειτουργεί ως υπόστρωµα, µαζί µε την πηγή άνθρακα, για την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος. Στις µικροβιακές ζυµώσεις µε το βακτήριο A. succinogenes συνήθως χρησιµοποιείται MgCO3 ή/και παρέχεται αέριο CO2 απευθείας στο υγρό της ζύµωσης. Το MgCO3 αντιδρά µε το νερό και παράγει Mg2(OH)2CO3 και CO2. Η παρουσία του MgCO3 επιτρέπει τον έλεγχο του διαλυτού CO2 µε ακρίβεια, ενώ λειτουργεί σαν ρυθµιστής του pH της ζύµωσης (Liu et al., 2008). Οι Zou et al. (2011) εξέτασαν την χρήση αέριου CO2 µαζί µε την προσθήκη άλατος MgCO3  και έδειξαν ότι η συγκέντρωση του διαλυµένο CO2 στο υγρό ζύµωσης, όταν η µερική πίεση του αερίου είναι 101,33 kPa (100% CO2 gas), παραµένει σταθερή στα 159,22 mM, σε συγκέντρωση MgCO3 από 11,68 g/L και πάνω. Παρ’ όλα αυτά η περαιτέρω αύξηση της συγκέντρωσης του MgCO3 φαίνεται να σχετίζεται µε αύξηση της τελικής συγκέντρωσης του παραγόµενου ηλεκτρικού οξέος, αφού το περισσότερο διαθέσιµο MgCO3 συµβάλει στη διατήρηση του pH σε επίπεδα φιλικά προς το µικροοργανισµό. Με πειράµατα που αφορούσαν τα αποτελέσµατα της προσθήκης CO2 σε µικροβιακές ζυµώσεις οι Van der Werf et al. (1997) έδειξαν ότι η συγκέντρωση του οξικού οξέος είναι ανεξάρτητη από τη συγκέντρωση του CO2 στο υγρό της ζύµωσης. Αντίθετα, η συγκέντρωση του ηλεκτρικού οξέος αυξάνει και αυτή της αιθανόλης µειώνεται καθώς παρέχεται περισσότερο αέριο CO2. 1.4.3 Ο ρόλος της αναγωγικής ενέργειας Πέρα όµως από τη συγκέντρωση CO2 για τον σχηµατισµό του ηλεκτρικού οξέος είναι απαραίτητο να εξεταστεί και ο ρόλος του αναγωγικού δυναµικού. Συγκεκριµένα, για ένα µόριο ηλεκτρικού οξέος απαιτούνται τέσσερα ηλεκτρόνια, επιτρέποντας το χαρακτηρισµό του ως αναγωγική ένωση. Στο επίπεδο των κυττάρων η αναγωγική δύναµη παρέχεται από τη µετατροπή του NAD+ σε NADH. Εξωτερικά µπορεί να προσφερθεί µε τη χρήση περισσότερο ανηγµένων πηγών άνθρακα (π.χ. γλυκερόλη), την προσθήκη αέριου υδρογόνου (Η2) στο υγρό 



19  θρεπτικό µέσο της ζύµωσης ή την αξιοποίηση της ηλεκτρικής ενέργειας µέσω ηλεκτροχηµικών συστηµάτων (BES), που θα αναλυθούν στη συνέχεια.  Εστιάζοντας στις ανηγµένες πηγές άνθρακα, πειράµατα µε χρήση D-µαννιτόλης, D-σορβιτόλης και D-αραβιτόλης ως υπόστρωµα είχαν ως αποτέλεσµα υψηλότερες τελικές συγκεντρώσεις ηλεκτρικού οξέος, µε την τελευταία µάλιστα να φτάνει τα 103 mol SA/mol υποστρώµατος, ενώ η ζύµωση µε υπόστρωµα τη γλυκόζη ολοκληρώθηκε µε παραγωγή 75 mol SA/ mol υποστρώµατος (Van der Werf et al., 1997). Το πόσο οξειδωµένη ή ανηγµένη είναι µια παραγόµενη ένωση σχετίζεται άµεσα µε το διαµορφούµενο λόγο NAD+/NADH στο εσωτερικό των βακτηριακών κυττάρων ο οποίος εξαρτάται από την πορεία του µεταβολισµού, είτε προς την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος είτε παραπροϊόντων της ζύµωσης. Η περίσσεια NADH ευνοεί το µονοπάτι C4 από το οποίο παράγεται το ηλεκτρικό οξύ (Εικόνα 1.2). Έτσι, µια ένωση περισσότερο ανηγµένη από τη γλυκόζη, όπως η σορβιτόλη προσφέρει µεγαλύτερες συγκεντρώσεις NADH, οι οποίες αξιοποιούνται στον σχηµατισµό του ηλεκτρικού οξέος, ενώ µια λιγότερο ανηγµένη ένωση, όπως το γλυκονικό οξύ προσφέρει χαµηλότερες συγκεντρώσεις NADH και ευνοεί το µονοπάτι παραγωγής παραπροϊόντων (Li et al., 2010).  Το αέριο Η2 λειτουργεί ως δότης ηλεκτρονίων όταν παρέχεται στις µικροβιακές ζυµώσεις. Χρησιµοποιήθηκε από τους Van der Werf et al. (1997)  σε ζυµώσεις µε πηγή άνθρακα τη γλυκόζη έχοντας ως αποτέλεσµα αυξηµένη παραγωγή ηλεκτρικού οξέος συγκριτικά µε την ανάπτυξή του σε περιβάλλον χωρίς H2. Το βακτήριο A. succinogenes αναπτύχθηκε και παρήγαγε ηλεκτρικό οξύ έχοντας ως µοναδική πηγή φουµαρικό οξύ παρουσία αέριου H2.  Σε πειράµατά τους οι Park & Zeikus (1999) χρησιµοποιώντας τον µεταφορέα ηλεκτρονίων neutral red (NR) και ηλεκτρική ενέργεια σε ζυµώσεις µε το βακτήριο A. succinogenes παρατήρησαν ροή ηλεκτρονίων από την κάθοδο στο παραγόµενο ηλεκτρικό οξύ. Το NR λειτουργεί ως µεταφορέας των διαθέσιµων ηλεκτρονίων και αντικαθιστά το ρόλο του H2 σε ζυµώσεις µε το στέλεχος A. succinogenes FZ-6 το οποίο µπορεί να αναπτυχθεί σε φουµαρικό οξύ µόνο παρουσία του H2 (Park et al., 1999). Ακόµη, όταν χρησιµοποιήθηκε ηλεκτροχηµική µεµβράνη µε συνεχή τάση -1,8 V σε πειράµατα µε το βακτηριακό στέλεχος A. succinogenes NJ113 και υπόστρωµα υδρόλυµµα corncob, παρατηρήθηκε αύξηση της τελικής συγκέντρωσης ηλεκτρικού οξέος (Zhao et al., 2016). 



20  1.5 Ηλεκτρική ενέργεια και µικροβιακές ζυµώσεις Η δυνατότητα παραγωγής ηλεκτρικής ενέργειας µε αειφορία έχει συντελέσει στο συνεχώς αυξανόµενο ενδιαφέρον για αξιοποίησή της στις µικροβιακές ζυµώσεις. Με τον όρο βιολογική ηλεκτροσύνθεση (microbial electrosynthesis) περιγράφεται ένα σύστηµα στο οποίο από ένα υπόστρωµα παράγεται ένα επιθυµητό προϊόν µέσω ηλεκτροχηµικών αντιδράσεων που καταλύονται από µικροοργανισµούς (Schröder et al., 2015). Τέτοιες αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε βιολογικά ηλεκτροχηµικά συστήµατα (BES), τα οποία είναι βιοαντιδραστήρες όπου τελούνται ταυτόχρονα βιολογικές και ηλεκτροχηµικές διεργασίες µε αποτέλεσµα την παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας, υδρογόνου ή άλλων προϊόντων (Moscoviz et al., 2016). Οι Rabaey & Rozendal (2010) περιγράφουν ένα τυπικό BES να αποτελείται από µια άνοδο, όπου λαµβάνουν χώρα οι αντιδράσεις οξείδωσης, µια κάθοδο, όπου συµβαίνουν οι αναγωγικές αντιδράσεις και µια µεµβράνη ανάµεσα στις προηγούµενες. Η προαναφερθείσα συνδεσµολογία πρέπει να περιβάλλεται από ηλεκτρολύτη, συνήθως υδατικό διάλυµα.  Στο εδάφιο 1.4.3 αναφέρθηκαν ήδη κάποιες ερευνητικές εργασίες στις οποίες η ηλεκτρική ενέργεια έχει αξιοποιηθεί στη βελτίωση της παραγωγής ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes. Εστιάζοντας σε ζυµώσεις µε άλλους µικροοργανισµούς, σε πειράµατα µε το βακτήριο B. succiniciproducens όπου χρησιµοποιήθηκε ηλεκτροχηµικής µεµβράνης µε σκοπό την αποµάκρυνση του ηλεκτρικού οξέος από το υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης, οι Pateraki et al. (2019) απέδωσαν την αυξηµένη απόδοση του ηλεκτρικού οξέος είτε στην παρουσία Η2 είτε στο οξειδοαναγωγικό δυναµικό για το οποίο ευθύνονταν η απελευθέρωση ηλεκτρονίων στην κάθοδο του ηλεκτροχηµικού κελιού. Την τελευταία δεκαετία έχουν δηµοσιευτεί αρκετές ακόµη εργασίες που περιγράφουν BES όπου χρησιµοποιούνται διάφορα µικροβιακά είδη, σε κάποιες περιπτώσεις και µικτές καλλιέργειες µικροοργανισµών, για την παραγωγή πλήθους ενώσεων. Η απόδοση της 1,3 -προπανοδιόλης αυξήθηκε κατά 50% σε ζυµώσεις µε µικτή καλλιέργεια µικροοργανισµών και υπόστρωµα τη γλυκερόλη (Zhou et al.,2013; Zhou et al.,2015). Τυπικά τέτοιες ζυµώσεις έχουν χαµηλότερη απόδοση όταν χρησιµοποιείται µικτή καλλιέργεια, µειονέκτηµα που ξεπεράστηκε στα πειράµατα µε τα BES χωρίς τη χρήση κάποιου µεταφορέα ηλεκτρονίων. Ακόµη, βελτιωµένη ήταν η απόδοση και η παραγωγικότητα και σε ζυµώσεις για την παραγωγή αιθανόλης (Shin et al., 2002), γαλακτικού (Sasaki et al., 2014) και βουτυρικού οξέος (Choi et al., 2012) και άλλων ενώσεων που παρατίθενται συγκεντρωτικά στον Πίνακα 3.3. 



21  Ενδιαφέροντα για να αναλυθούν περαιτέρω είναι τα αποτελέσµατα που αφορούν την παραγωγή µικροβιακού ελαίου και πολυυδροξυαλκανοϊκών εστέρων (PHAs). Για την παραγωγή πολυυδροξυβουτυρικού εστέρα (PHB) οι Nishio et al. (2014) χρησιµοποίησαν το βακτήριο Ralstonia eutropha H16 µε υπόστρωµα τη φρουκτόζη, χρήση του µεταφορέα ηλεκτρονίων PMF. Στη συγκεκριµένη περίπτωση πραγµατοποιήθηκε εξωκυτταρική µεταφορά ηλεκτρονίων από τα µικροβιακά κύτταρα προς την άνοδο (+0,6 V). Το αποτέλεσµα ήταν αύξηση της παραγωγής του PHB κατά 60%. Βελτίωση της παραγωγής των PHAs κατά 19% επιτεύχθηκε επίσης σε BES αυτή τη φορά µε µικτή βακτηριακή καλλιέργεια µε χαµηλές συγκεντρώσεις Ο2 στην κάθοδο, οι οποίες φάνηκε να ευνοούν την αξιοποίηση των ηλεκτρονίων από την άνοδο και την τελική παραγωγή του προϊόντος (Srikanth et al., 2012). Στις 48h από τη συνολική συγκέντρωση PHA το 89% ήταν υδροξυβουτυρικού (HB). Οι Arbter et al.(2019) βελτίωσαν την απόδοση παραγωγής µικροβιακού ελαίου από το µυκητιακό στέλεχος Rhodosporidium toruloides DSM 4444 εφαρµόζοντας τάση -1V σε ζυµώσεις µε υπόστρωµα τη γλυκόζη. Η απόδοση αυξήθηκε από 0,171 g/g σε 0,227 g/g και αποδόθηκε στη µείωση του οξειδοαναγωγικού δυναµικού στα µικροβιακά κύτταρα, η οποία ευνοεί το µεταβολικό µονοπάτι παραγωγής λιπαρών οξέων. 1.6 Μελέτη γονιδιακής έκφρασης Ως γονιδιακή έκφραση ορίζεται η διαδικασία µέσω της οποίας από ένα γονίδιο (DNA) προκύπτει ένα γονιδιακό προϊόν. Κατά τη µεταγραφή, από το DNA προκύπτει αγγελιοφόρο RNA (mRNA), το σύνολο του οποίου σε έναν οργανισµό ονοµάζεται µεταγράφωµα. Αυτό είναι το πρώτο βήµα προς την παραγωγή πρωτεϊνών, η οποία εν συνεχεία τελείται µέσω της διαδικασίας της µετάφρασης. Οι διαφορές στην έκφραση των γονιδίων, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται υπό διαφορετικές συνθήκες, είναι ενδεικτικές των κυτταρικών αποκρίσεων σε περιβαλλοντικά ερεθίσµατα, ενώ ταυτόχρονα συντελούν στη διαµόρφωση του κυτταρικού φαινοτύπου (Lockhart & Winzeler, 2000).  H µελέτη της γονιδιακής έκφρασης, όταν πρόκειται για το RNA, επιτυγχάνεται µέσω µεταγραφοµικής ανάλυσης. Η ποσοτική PCR σε πραγµατικό χρόνο (qPCR), που επιτρέπει τόσο την ανίχνευση όσο και τον ποσοτικό προσδιορισµό του προϊόντος DNA σε πραγµατικό χρόνο, βασίζεται στη µεθοδολογία των Higuchi et al. (1993) και πραγµατοποιείται µε χρήση φθορίζουσας χρωστικής στα δείγµατα και µέσω συστήµατος θερµικού κυκλοποιητή. Κατά την qPCR µετράται ο φθορισµός µετά το τέλος κάθε κύκλου επιµήκυνσης του γονιδιακού προϊόντος στον θερµικό κυκλοποιητή και η εκποµπή που καταγράφεται αυξάνει µε την αύξηση των παραγόµενων PCR προϊόντων. Η qPCR µπορεί να συνδυαστεί µε αντίστροφη 



22  µεταγραφή (RT-qPCR), η οποία επιτρέπει τη µετατροπή πολύ µικρών ποσοτήτων mRNA σε cDNA (Gibson et al., 1996). Η προαναφερθείσα διαδικασία αποτελεί σηµαντικό εργαλείο για την µελέτη της απόκρισης των µικροοργανισµών στις εκάστοτε συνθήκες των µικροβιακών ζυµώσεων. Η µελέτη της έκφρασης των γονιδίων υπό διαφορετικές συνθήκες, αποτελεί το πρώτο βήµα για την κατανόηση της λειτουργικότητας και του βιολογικού ρόλου των κωδικοποιούµενων πρωτεϊνών. Η µελέτη της γονιδιακής έκφρασης του βακτηρίου Gluconobacter oxydans NL71 όταν αναπτύχθηκε παρουσία παρεµποδιστών που προέρχονταν από λιγνοκυτταρινούχα υποστρώµατα έδειξε ότι στην πλειονότητά τους τα γονίδια που σχετίζονται µε διαµεµβρανικούς µεταφορείς και ορισµένα ένζυµα του κύκλου των φωσφορικών πεντοζών (PPP) ήταν υπερεκφρασµένα συγκριτικά µε τα πειράµατα που οι παρεµποδιστές απουσίαζαν από το θρεπτικό µέσο της καλλιέργειας (Miao et al. 2017). Όταν το βακτήριο A. succinogenes αναπτύχθηκε µε υπόστρωµα το επεξεργασµένο απόβλητα της βιοµηχανίας χαρτοπολτού SSL, καταγράφηκαν µεγάλες διαφορές στη γονιδιακή του έκφραση, οι οποίες αποδόθηκαν είτε στους παρεµποδιστές που απουσίαζαν από τα συγκρινόµενα αποτελέσµατα ζυµώσεων µε υπόστρωµα την ξυλόζη, είτε στην αξιοποίηση διαφορετικών καταβολικών µονοπατιών όταν τα συγκρινόµενα αποτελέσµατα προέρχονταν από ζυµώσεις µε υπόστρωµα τη γλυκόζη (Pateraki et al., 2020). Σε ζυµώσεις µε το µυκητιακό στέλεχος Aureobasidium pullulans CCTCC M2012223 και υπόστρωµα υδρόλυµα corncob η µεταγραφοµική ανάλυση έδειξε διαφορές σε πλήθος γονιδίων, µεταξύ άλλων και σε εκείνα που κωδικοποιούν για διαµεµβρανικούς µεταφορείς και ένζυµα που σχετίζονται µε την παραγωγή ενέργειας, τον καταβολισµό υδατανθράκων και λιπιδίων (Zou et al., 2015). 1.7 Σκοπός ερευνητικής εργασίας Σκοπός της παρούσας µεταπτυχιακής ερευνητικής µελέτης είναι η αξιολόγησης της επίδρασης του ανθρακικού µαγνησίου (MgCO3) και του ηλεκτρικού ρεύµατος στο µεταβολισµό του βακτηρίου A. succinogenes. Θα πραγµατοποιηθούν ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε υπόστρωµα τη γλυκόζη και παροχή ηλεκτρικού ρεύµατος µέσω ηλεκτροδίων βυθισµένων στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης. Τα γονίδια του µικροοργανισµού θα µελετηθούν µε µεταγραφοµική ανάλυση και θα συγκριθούν µε ζυµώσεις στις οποίες δε θα παρέχεται είτε το MgCO3 είτε το ηλεκτρικό ρεύµα.   



23  2. Υλικά και µέθοδοι 2.1 Ανάπτυξη του µικροοργανισµού Ο µικροοργανισµός που χρησιµοποιήθηκε για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος ήταν το βακτήριο Actinobacillus succinogenes 130Z (DSM 22257) που αγοράστηκε από το Leibniz Institute DSMZ – German Collection of Microorganisms and Cell Cultures. Ως υπόστρωµα ανάπτυξης της προκαλλιέργειας χρησιµοποιήθηκε υγρό θρεπτικό µέσο TSB (tryptic soy broth) συγκέντρωσης 30 g/L. Κωνικές φιάλες, που περιείχαν 100 mL αποστειρωµένου υγρού θρεπτικού µέσου η καθεµία, εµβολιάστηκαν µε 0,5-1 mL βακτηριακής καλλιέργειας A. succinogenes συντηρηµένης σε γλυκερόλη (50% v/v) στους -80 οC. Οι κωνικές επωάστηκαν σε επωαστικό κλίβανο υπό ανάδευση 180 rpm στους 37 oC για 12 - 16 ώρες, µέχρι να φτάσουν στο τέλος της εκθετικής φάσης ανάπτυξης τους. 2.2 Μικροβιακές ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος 2.2.1 Ασυνεχείς ζυµώσεις σε φιάλες Duran Για τις ασυνεχείς ζυµώσεις σε φιάλες Duran χρησιµοποιήθηκε υγρό θρεπτικό µέσο µε πηγή άνθρακα τη γλυκόζη και αρχική συγκέντρωση 50 g/L. Το θρεπτικό µέσο επίσης περιείχε 5 g/L εκχύλισµα ζύµης, 1,16 g/L NaH2PO4·H2O, 0,31 g/L Na2HPO4, 1 g/L NaCl, 0,2 g/L MgCl2·6H2O, 0,2 g/L CaCl2·2H2O και 5 g/L MgCO3. Το pH της ζύµωσης καταγραφόταν σε κάθε δειγµατοληψία και κυµάνθηκε από 6,2 – 7,2 λόγω της παρουσίας του ανθρακικού µαγνησίου (MgCO3). Η πηγή άνθρακα, η πηγή αζώτου καθώς και τα άλατα αποστειρώθηκαν ξεχωριστά σε αυτόκαυστο στους 121 oC για 20 min. Καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος διοχετευόταν αέριο διοξείδιο του άνθρακα (CO2) µε ροή 0,5 vvm µέσω αποστειρωµένου φίλτρου 0,2 µm και η θερµοκρασία ήταν στους 37 oC. 2.2.2 Ηµισυνεχείς ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος Οι ηµισυνεχείς ζυµώσεις πραγµατοποιήθηκαν σε βιοαντιδραστήρα του 1 L (Infors) µε ενεργό όγκο 0,5 L. Το θρεπτικό µέσο περιείχε 50 g/L γλυκόζη, 5 g/L εκχύλισµα ζύµης, 1,16 g/L NaH2PO4·H2O, 0,31 g/L Na2HPO4, 1 g/L NaCl, 0,2 g/L MgCl2·6H2O, 0,2 g/L CaCl2·2H2O και 10 g/L MgCO3. Η θερµοκρασία ήταν στους 37 oC και διατηρούνταν σταθερή σε υδατόλουτρο. Το pΗ της ζύµωσης διατηρούνταν σταθερό στο 6,6 µε συνεχή προσθήκη 10Μ NaOH µέσω περισταλτικής αντλίας συνδεδεµένης µε πεχάµετρο Mettler Tolledo. Η ανάδευση 300 rpm ελεγχόταν µε µαγνητικό αναδευτήρα και η παροχή του διοξειδίου του άνθρακα (CO2) ήταν συνεχής µε ροή 0,5 vvm.. Κατά τη διάρκεια των ζυµώσεων πραγµατοποιήθηκε προσθήκη πηγής άνθρακα  και αζώτου (feeding). Το διάλυµα του feeding περιείχε 500 g/L γλυκόζη και 10 g/L εκχύλισµα ζύµης. Ο ρυθµός προσθήκης feeding γινόταν 



24  ανάλογα µε το ρυθµό κατανάλωσης της γλυκόζης από τον µικροοργανισµό, ώστε η συγκέντρωση της γλυκόζης στο θρεπτικό µέσο να βρίσκεται µεταξύ 10 - 25 g/L. Η δειγµατοληψία γινόταν κάθε 2-4 ώρες για τον προσδιορισµό των σακχάρων, των µεταβολικών προϊόντων, του αζώτου που περιέχεται στις ελεύθερες αµινοµάδες αµινοξέων και πεπτιδίων (FAN) και του ανόργανου φωσφόρου (IP). Επίσης, τα δείγµατα αξιοποιήθηκαν για τη µέτρηση της οπτικής πυκνότητας (OD) και του ολικού ξηρού βάρους (DCW). ∆είγµατα ελήφθησαν κατά τη διάρκεια της εκθετικής φάσης και µε χρήση αποστειρωµένων συρίγγων, περιεκτών των 15 mL τύπου falcon και περιεκτών 2 mL τύπου Eppendorf για τη µελέτη του µεταβολισµού µε µοριακές µεθόδους. 2.2.3 Ηµισυνεχείς ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος µε χρήση ηλεκτροδίων στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης Οι ηµισυνεχείς ζυµώσεις επαναλήφθηκαν στις ίδιες συνθήκες που αναφέρονται παραπάνω µε την προσθήκη ηλεκτροδίων που παρείχαν ρεύµα στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης. Στη διάταξη το κεντρικό ηλεκτρόδιο αποτελεί την άνοδο και είναι κατασκευασµένο από τιτάνιο (Ti) και έχει επικάλυψη οξειδίου του ιριδίου (IrO2), ενώ το περιβάλει η κάθοδος, ένα ηλεκτρόδιο κατασκευασµένο από ανοξείδωτο ατσάλι. Το κεντρικό ηλεκτρόδιο περιβάλλεται από δίχτυ σιλικόνης που εµποδίζει την µεταξύ τους επαφή. Επίσης η επαφή τους µε τα µεταλλικά µέρη του βιοαντιδραστήρα εµποδίζεται µε τη παρουσία πλαστικού διχτυού. Η παροχή του ρεύµατος ορίστηκε στα 0,57 Α και το εύρος τάσης που παρατηρήθηκε ήταν  3 – 7,2 V κατά τη διάρκεια της ζύµωσης. Οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν όπως αυτές περιγράφηκαν νωρίτερα. 2.3 Χηµικές µέθοδοι ανάλυσης 2.3.1 Προσδιορισµός της οπτικής πυκνότητας (OD) Για τον προσδιορισµό της οπτικής πυκνότητας τα δείγµατα αραιώθηκαν κατάλληλα µε HCl 7% ώστε να απενεργοποιηθεί το MgCO3 και να µην επηρεάσει την φωτοµέτρηση. Για κάθε δείγµα εκτελέστηκαν δύο (2) επαναλήψεις, οι οποίες φωτοµετρήθηκαν σε φωτόµετρο (U-2000 Hitachi) στα 660 nm. 2.3.2 Ποσοτικός προσδιορισµός σακχάρου και µεταβολικών προϊόντων της ζύµωσης Για τον ποσοτικό προσδιορισµό του σακχάρου που δεν καταναλώθηκε από το µικροοργανισµό κατά τη διάρκεια της ζύµωσης, αλλά και των µεταβολιτών που παρήχθησαν, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος υγρής χρωµατογραφίας υψηλής πίεσης (HPLC). Η µέθοδος εφαρµόστηκε µέσω του συστήµατος Shimadzu HPLC, µε χρήση ανιχνευτή Shimadzu RI και 



25  στήλης Aminex HPX-87H (7.8 x 300 mm). Η θερµοκρασία της στήλης ήταν 65 οC, ενώ η κινητή φάση (10 mM Η2SO4) είχε ροή 0,6 mL/min. Μετά από φυγοκέντρηση (10 min, 9000 rpm) των δειγµάτων που ελήφθησαν κατά τη διάρκεια της ζύµωσης, δείγµα του υπερκειµένου αραιώθηκε µε Η2SO4 10mM, σε αραίωση 1:10 (τελικός όγκος 2mL).Τα δείγµατα διηθήθηκαν µε χρήση φίλτρων Whatman που διέθεταν µεµβράνη µε πόρους διαµέτρου 0,2µm, και στη συνέχεια µεταφέρθηκαν σε γυάλινα φιαλίδια.  2.3.3. Προσδιορισµός του ολικού ξηρού βάρους (DCW) Για τον προσδιορισµό του ολικού ξηρού βάρους το ίζηµα των δειγµάτων ξεπλύθηκε µε απιονισµένο νερό (dΗ2Ο) και φυγοκεντρήθηκε (10 min, 9000 rpm) απορρίπτοντας το υπερκείµενο σε δύο (2) επαναλήψεις. Τα δείγµατα µεταφέρθηκαν στους 80 οC για 24 ώρες. Στη συνέχεια τοποθετήθηκαν σε ξηραντήρα για 24 ώρες και έπειτα ζυγίστηκαν σε ζυγό ακριβείας. 2.3.4 Προσδιορισµός του αζώτου ελεύθερων αµινοµάδων (FAN) Για τον προσδιορισµό του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων το υπερκείµενο των δειγµάτων αραιώθηκε µε απιονισµένο νερό (dΗ2Ο) σε κατάλληλη αραίωση. Το πρωτόκολλο (Lie, 1973) ακολουθήθηκε µε πραγµατοποίηση δύο (2) επαναλήψεων για κάθε δείγµα. Τα δείγµατα φωτοµετρήθηκαν στα 570 nm µε χρήση φασµατοφωτόµετρου (U-2000, Spectrophotometer, Hitachi) και το άζωτο υπολογίστηκε µε χρήση της πρότυπης καµπύλης: C(mg/L)=(4,609*x-0,0217)*(αραίωση) 



26   ∆ιάγραµµα 2.1 Πρότυπη καµπύλη απορρόφησης που χρησιµοποιείται στη µέθοδο FAN. Τα πειραµατικά δεδοµένα από τα οποία προέκυψε η καµπύλη φαίνονται παρακάτω: Συγκέντρωση (mg/L) A1 A2 Απορρόφηση  0,5 0,11 0,103 0,1065 1 0,235 0,229 0,232 1,5 0,329 0,333 0,331 2 0,428 0,44 0,434  Όπου Α1 και Α2 οι δυο επαναλήψεις µέτρησης της απορρόφησης σε κάθε συγκέντρωση. Η απορρόφηση στα δεξιά είναι η µέση τιµή των επαναλήψεων Α1 και Α2. 2.3.5 Προσδιορισµός ανόργανου φωσφόρου (IP) Για τον προσδιορισµό του ανόργανου φωσφόρου το υπερκείµενο των δειγµάτων αραιώθηκε µε απιονισµένο νερό (dΗ2Ο) σε κατάλληλη αραίωση. Το πρωτόκολλο (Harland et al., 1980) ακολουθήθηκε µε πραγµατοποίηση δύο (2) επαναλήψεων για κάθε δείγµα. Τα δείγµατα φωτοµετρήθηκαν στα 730 nm µε χρήση φασµατοφωτόµετρου (U-2000, Spectrophotometer, Hitachi) και η συγκέντρωση φωσφόρου υπολογίστηκαν µε χρήση πρότυπης καµπύλης: C(mg/L)=(0,0805*x+0,0229)*(αραίωση) y = 4,6096x - 0,021700,511,522,5 0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5Συγκέντρωση FAN (mg/L) Απορρόφηση



27   ∆ιάγραµµα 2.2 Πρότυπη καµπύλη απορρόφησης που χρησιµοποιείται στη µέθοδο IP.   Τα πειραµατικά δεδοµένα από τα οποία προέκυψε η καµπύλη φαίνονται παρακάτω: Συγκέντρωση (mg/L) A1 Α2 Απορρόφηση 0,1 0,007 0,007 0,007 1 0,082 0,096 0,089 2,5 0,263 0,259 0,261 5 0,432 0,456 0,444 10 0,801 0,822 0,8115  Όπου Α1 και Α2 οι δυο επαναλήψεις µέτρησης της απορρόφησης σε κάθε συγκέντρωση. Η απορρόφηση στα δεξιά είναι η µέση τιµή των επαναλήψεων Α1 και Α2. 2.4 Μοριακές µέθοδοι ανάλυσης 2.4.1 Καθαρισµός των κυττάρων της ζύµωσης Για τη µελέτη του µεταβολισµού του µικροοργανισµού αρχικά πραγµατοποιήθηκε καθαρισµός των κυττάρων µε επαναλαµβανόµενες πλύσεις µε αποστειρωµένο διάλυµα NaCl 150 mM, το οποίο έχει παρασκευαστεί µε υπερκάθαρο νερό (ddH2O) και φυγοκέντρηση (5 min, 13.000 rpm,4 οC). Το τελευταίο φυλάσσεται στους -80 οC µέχρι να αξιοποιηθεί περεταίρω. y = 0,0805x + 0,0229R² = 0,993300,10,20,30,40,50,60,70,80,9 0 2 4 6 8 10 12Συγκέντρωση ανόργανου φωσφόρου (mg/L) Απορρόφηση



28  2.4.2 Αποµόνωση RNA Για την αποµόνωση του RNA ακολουθήθηκε πρωτόκολλο στο οποίο χρησιµοποιείται TRIzolTM (Thermo Fisher Scientific) για την εκχύλιση του DNA, RNA και πρωτεϊνών από τα κύτταρα. Συνολικός όγκος 500 µL προστέθηκε στα δείγµατα σε δύο (2) δόσεις και πραγµατοποιήθηκε οµογενοποίηση. Μετά από φυγοκέντρηση (12 min, 4 οC, 12.000 rpm), το υπερκείµενο µεταφέρθηκε σε αποστειρωµένο περιέκτη τύπου Eppendorf. Στη συνέχεια, µε χρήση 100 µL χλωροφορµίου αποµακρύνθηκαν οι πρωτεΐνες. Μετά από φυγοκέντρηση (15 min, 4 οC, 12.000 rpm) των δειγµάτων στα οποία έχει προστεθεί χλωροφόρµιο, παρελήφθη µόνο η υδατική φάση, η οποία περιείχε το DNA και το RNA. Για την κατακρήµνιση του RNA χρησιµοποιήθηκαν 250 µL ισοπροπανόλης και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν ξανά (15 min, 4 οC, 12.000 rpm). Κατόπιν, το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε και παρελήφθη µόνο το ίζηµα. Τελικά, προστέθηκαν σε αυτό 100 µL αιθανόλης 75% για την αποµάκρυνση των αλάτων και αφού το διάλυµα φυγοκεντρήθηκε για τελευταία φορά (10 min, 4 οC, 12.000 rpm) το γενετικό υλικό παρελήφθη στο ίζηµα. Μετά το πέρας περίπου 3 ωρών, που απαιτούνται για την πλήρη εξάτµιση της αιθανόλης προστέθηκαν 50 µL αποστειρωµένου, υπερκάθαρου νερού (ddH2O) και τα δείγµατα φυλάχθηκαν στους – 80 οC. Η ποσότητα και η ποιότητα του RNA προσδιορίστηκε µε µέτρηση του σε φασµατοφωτόµετρο NanoDrop (Thermο Fisher Scientific) και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (3%), αντίστοιχα. Για την αποµάκρυνση κάθε υπολείµµατος DNA από τα δείγµατα, και την παραλαβή καθαρού RNA χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος του ενζύµου δεοξυριβονουκλεάση (DNase treatment) µε χρήστη του TURBO™ DNase (Ambion, Life Sciences). Κατά την εφαρµογή της µεθόδου έως 10 µg νουκλεϊκού οξέος επωάστηκαν µε 5 µL TURBO™ DNase buffer, 1 µL turbo DNase (2 U) και o όγκος συµπληρώθηκε µε αποστειρωµένο, υπερκάθαρο νερό (ddH2O) έως τα 50 µL. Πραγµατοποιήθηκε επώαση στους 37 oC για 30 λεπτά. Το ένζυµο προστέθηκε σε 2 δόσεις των 0,5 µL, στην αρχή της αντίδρασης και µετά τα πρώτα 15 λεπτά. Με την παραπάνω διαδικασία αποµακρύνθηκαν περίπου 2 µg DNA από το δείγµα. Η επιτυχία της µεθόδου προσδιορίστηκε µε PCR χρησιµοποιώντας τους εκκινητές (primers) των γονιδίων αναφοράς (housekeeping genes) recF (Nielsen & Boye, 2005) και rpoB (Christensen et al., 2004). Στη συνέχεια το RNA καθαρίστηκε περεταίρω µε χρήση πρωτοκόλλου τεσσάρων (4) βηµάτων. Στα δείγµατα που είχαν υποστεί τη δράση της δεοξυριβονουκλεάσης συµπληρώθηκε αποστειρωµένο, υπερκάθαρο νερό (ddH2O) έως τον τελικό όγκο των 150 µL. Προστέθηκαν 150 µL αντιδραστηρίου φαινόλης/χλωροφορµίου/ισοαµυλικής αλκοόλης 



29  (25:24:1) και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν (5 min, 13.000 rpm). H υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέο περιέκτη τύπου Eppendorf και προστέθηκαν 100-150 µL χλωροφορµίου. Τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν ξανά (5 min, RT, 13.000 rpm) και η υδατική φάση µεταφέρθηκε σε νέο περιέκτη τύπου eppendorf. Τα παραπάνω βήµατα είχαν ως αποτέλεσµα την αποσταθεροποίηση των πρωτεϊνών και το διαχωρισµό τους από το RNA. Έπειτα, χρησιµοποιήθηκαν 10 µL οξικού νατρίου (NaOAc) pH 5,2 και 200-250 µL αιθανόλης 100% για την κατακρήµνιση του RNA. Τα δείγµατα παρέµειναν στους -80 oC για 12 ώρες. Ακολούθησε φυγοκέντρηση (30 min, 4 oC, 13.000 rpm) και το υπερκείµενο αποµακρύνθηκε. Το ίζηµα ξεπλύθηκε µε 100 - 150µL αιθανόλης 75% και τα δείγµατα φυγοκεντρήθηκαν για τελευταία φορά (15 min, 4 οC, 13.000 rpm). Μετά το πέρας περίπου 3 ωρών, που απαιτούνται για την πλήρη εξάτµιση της αιθανόλης το ίζηµα, που περιέχει καθαρό RNA, διαλύθηκε σε 25 µL αποστειρωµένο, υπερκάθαρο νερό (ddH2O). Η ποιότητα και η ποσότητα του RNA προσδιορίστηκε µε χρήση NanoDrop και ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (3%), αντίστοιχα. 2.4.3 Σύνθεση του cDNA Περίπου 1 µg καθαρού RNA χρησιµοποιήθηκε για τη δηµιουργία cDNA µε χρήση αντίστροφης µεταγραφάσης µέσω της διαδικασίας αντίστροφης µεταγραφής (Reverse Transcription PCR). Η διαδικασία ολοκληρώθηκε µε χρήση του PrimeScript RT Reagent Kit (Perfect Real Time) (TaKaRa Bio INC). Το αντιδραστήριο περιείχε 2 µL ρυθµιστικού διαλύµατος, 0.5 µL ένζυµο, 0.5 µL τυχαίων εξαµερών εκκινητών (random hexamers) και 10 µL δείγµατος RNA, τα οποία επωάστηκαν για 15 λεπτά 65 oC. Στη συνέχεια τα δείγµατα cDNA που παρήχθησαν φυλάχθηκαν στους - 20 oC. 2.4.4 RT-qPCR  Η ποσοτική αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης σε πραγµατικό χρόνο (RT-qPCR) εκτελέστηκε στο σύστηµα PCR Step-RealPlus ™ Real-Time PCR (Applied Biosystems) µε χρήση 5 µL SYBR Select Master Mix (Applied Biosystems), 4 µL εκκινητή (primer) και 1 µL cDNA. Το πρωτόκολλο PCR που εφαρµόστηκε ξεκινά µε την αρχική ενεργοποίηση της πολυµεράσης στους 95 °C για 10 λεπτά, ακολουθούµενη από 40 κύκλους στους 95 °C για 15 δευτερόλεπτα και στους 60 °C για 1 λεπτό. ∆ύο γονίδια αναφοράς, το recF, που κωδικοποιεί την µια πρωτεΐνη για την αντιγραφή και επιδιόρθωση του DNA (Nielsen & Boye, 2005) και το rpoB, που κωδικοποιεί για την β-υποµονάδα της RNA πολυµεράσης, (Christensen et al., 2004) χρησιµοποιήθηκαν για τη σχετική ποσοτικοποίηση των γονιδίων ενδιαφέροντος. Τα σχετικά επίπεδα µεταγραφής των γονιδίων ενδιαφέροντος υπολογίστηκαν µε βάση τη 



30  συγκριτική µέθοδο Ct (ή ∆Ct) και εκφράστηκαν ως λόγος ΗΚ γονιδίων προς το γονίδιο ενδιαφέροντος, ενώ η απόδοση (PCR efficiency) κάθε εκκινητή υπολογίστηκε χρησιµοποιώντας το λογισµικό LinRegPCR (Ramakers et al., 2003).  Πίνακας 2.1 Ta ένζυµα που συµµετέχουν στις αντιδράσεις του κύκλου των τρικαρβοκυλικών οξέων, της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και ορισµένοι διαµεµβρανικοί µεταφορείς, τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα προαναφερθέντα και οι εκκινητές τους.  Ένζυµο Γονίδιο Συντ. γονιδίου F R Κινάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος Asuc 0221 pepck GACATTCTCGGCCTGTTTCG CGACCAACACGTCCGCATAT Αφυδρογονάση του µηλικού οξέος Asuc 1612 mdh ACATTCAGGTGTGACGATTTTACCTT TTAATTCCTGCTCGGTAAATTCCA Υδρατάση του φουµαρικου οξέος Asuc 0956 fum TATGCCAACGCGGATTTAGG ATTTCATCGCAGGCTTGTGC Αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού οξέος Asuc 0302 oadc GCCGTCTATACCGTTGAAGTGG AGCCGAAATATCACCGCCTT NADP+ εξαρτώµενη αποκαρβοξυλάση του µηλικού οξέος Asuc 0669 me ACCATTAGAAAGCCAAGGCGA GAATGGCTAAGCAAGGTTCGG Κινάση του πυροσταφυλικού οξέος Asuc 1171 pk GGTAGGCGGTCCTTTGTCAAA TTAATGCGTCCGCCGATAAA Αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού οξέος E1 Asuc 0942 pdh E1 CGGACTTCGCCCAGTTGTTA CAATACGCGAACAAAGGCCA ∆ιυδρολιποϋλο-ακετυλοτρανσφεράση Ε2 Asuc 0944 dld CTATTCAACGCTTGGCGGAGT TTGCCACGTGCAATAAGGCT Αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού οξέος E2 Asuc 0943 pdh E2 AGATCTCCGGTGCAAATCTGC ATGTCCGCGCGATCAAAGT Ακετυλοτρανσφεράση του µυρµηκικού οξέος Asuc 0207 pfl TCGTGCATGAAGTGGATGATGT TGGACAGCTTCATGGATTGGTT Αφυδρογονάση του µυρµηκικού οξέος Asuc 1264 fdn TGTGCGAAACTCGAGAGCAAT CCGATGAAATCGCCCAAAGAA Κινάση του οξικού οξέος Asuc 1661 ak CGACCTTAACCAAAAAATCCGG TGTCTTCCGCAAAGCGACA Αφυδρογονάση του γαλακτικού οξέος Asuc 0005 ldh TTTATACGAGGCAAAACCCGC TCCCGGATTAAAACTGTTGGTG Yποµονάδα I του κυτοχρώµατος d – οξειδάση της ουµπικινόλης Asuc 1797 cyd I AAGCGCAGATTAAATCAGCAGC CACACGGAACGACCAGAATACA Yποµονάδα II του κυτοχρώµατος d – οξειδάση της ουµπικινόλης Asuc 1796 cyd II ATTTTACCCGCCCTGGTTGTAA AAACCCGAACGGTTCGCTT Aφυδρογονάση του συνενζύµου NADH Asuc 1980 ndu GGAAACCGATGCCGTAAGCTA GCAATGGAACCCTGTTCGAA Trans αφυδρογονάση του συνενζύµου NADPH Asuc 1022 pnt TTAGTGGTTTCGGCGTTGCT CAAGTGCCAACCAAAGCGA Αναγωγάση του φουµαρικού οξέος , υποµονάδα Α Asuc 1813 frd A TCTACAACGGCAACGATGCA TTTAGCTGGTTGGAATGTGGTAATTT Αναγωγάση του φουµαρικού οξέος , υποµονάδα Β Asuc 1814 frd B ACCGTTTGGAACCGGAGCT CATCATACCGCAAGAACCGC Αναγωγάση του φουµαρικού οξέος , υποµονάδα C Asuc 1815 frd C ATCACCCCGACTTGGTGGA GGAACGGCTGTCGCTTCAC Αναγωγάση του φουµαρικού οξέος , υποµονάδα D Asuc 1816 frd D GCATTATTGCTTTCGCCCATC CCAGGCCGGAAAAATAGTTAGC Aνόργανη πυροφωσφατάση Asuc 0522 ip AATTCCGGCAAACTCGGATC AACGGTCAACAAACAGCGTACC ATP συνθάση, υποµονάδα F1 a Asuc atp F1 a ATCTCGCCGAAGGTATGGAAG CAGTAAACCGCGACCTACCG 



31  0328 ATP συνθάση, υποµονάδα F1 b Asuc 0326 atp F1 b TGGCCGCCTATTATTAAAGCG TTCTTGCAGCTTCAGCCGAT ATP συνθάση, υποµονάδα F1 g Asuc 0327 atp F1 g CATGTCGCAAAAACCGAGTGT CCCAAACCTGTTGTCTTTCGTC ATP συνθάση, υποµονάδα F1 d Asuc 0329 atp F1 d TAGCTCGCCCTTATGCCAAAG TTCATGCCATTTTTCCACCG ATP συνθάση, υποµονάδα F1 e Asuc 0325 atp F1 e ACCGTTGTAAGTGCGGAAGAAA CCTTCAGAACCGGTAGCTTGG ATP συνθάση, υποµονάδα F0 a Asuc 0332 atp F0 a AAAGGTTTTGGCGGATTGGT TTGACCGGAACAAGTGTCCAG ATP συνθάση, υποµονάδα F0 c Asuc 0331 atp F0 c CTTCTTGCTTTCGCTGCACTG CAGGTTGACGAGCTGAAGATTC ∆ιαµεµβρανικός µεταφορέας ABC Asuc 1896 abc TCGGTTCCCTGTACCACCAAT TTCTGACCCAATCTTCCGTACG ∆ιαµεµβρανικός µεταφορέας DCU Asuc 0142 dcu CTGCGCCGTAATCCGAAATA CCCGCCAATACCGTGAATG Yδρογονάση Asuc 1277 hyd TGACGGCAGTCGGGTTATTAG TTCGTTGTTCTTCATGCCCAC Ανθρακική ανυδράση Asuc 1199 ca AATTTCAAGACTTTCCCGGCC GCGGCAAAAAGCTGTCCTTAC ∆ιαµεµβρανικός µεταφορέας Asuc_1999 Asuc 1999 Asuc_1999 AGTTTCGGTTTGATCTCCCGA GCGCGTTAACTCAAACCGTATC    



32  3. Αποτελέσµατα - Συζήτηση 3.1 Ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος Αρχικά, πραγµατοποιήθηκαν ασυνεχείς ζυµώσεις για την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος σε φιάλες Duran. Στις ζυµώσεις αυτές (∆ιαγράµµατα 3.1 & 3.2), που είχαν ως πηγή άνθρακα τη γλυκόζη µε αρχική συγκέντρωση 50 g/L και διήρκησαν 22,75 ώρες, η τελική συγκέντρωση του ηλεκτρικού οξέος ήταν 19,96 g/L, ενώ η απόδοση και η παραγωγικότητα ήταν 0,44 g/g και 0,88 g/L·h, αντίστοιχα. Ζυµώσεις στις ίδιες συνθήκες και µε ίδιες αρχικές συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα, αζώτου και αλάτων, αλλά χωρίς την προσθήκη ανθρακικού µαγνησίου (MgCO3) διήρκησαν 26 ώρες, ενώ η τελική συγκέντρωσή του ηλεκτρικού οξέος ήταν 18,78 g/L, η απόδοση 0,61 g/g και η παραγωγικότητα 0,72 g/L·h (Pateraki et al., 2020).  Όσον αφορά την παραγόµενη βιοµάζα, αυτή ήταν 2,46 g/L.Το FAN ξεκινώντας από τα 300 mg/L έφτασε τα 80 mg/L στο τέλος της ζύµωσης, ενώ ο IP µειώθηκε από τα 547 mg/L στα 367 mg/L. Σε ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν χωρίς την προσθήκη MgCO3, η παραγόµενη βιοµάζα ήταν 3,3 g/L (Pateraki et al.,2020).   ∆ιάγραµµα 3.1. Κατανάλωση της γλυκόζης και παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes σε ασυνεχείς ζυµώσεις. 0102030405060 0 5 10 15 20 25Συγκέντρωση (g/L) Χρόνος (h) Ηλεκτρικό οξύΓλυκόζη



33   ∆ιάγραµµα 3.2. Παραγωγή ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων από το βακτήριο A. succinogenes σε ασυνεχείς ζυµώσεις. Στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις (G+) (∆ιαγράµµατα 3.3 & 3.4), µε αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 50 g/L, η τελική συγκέντρωση του ηλεκτρικού οξέος ήταν 33,94 g/L, ενώ η απόδοση και η παραγωγικότητα ήταν 0,67 g/g και 0,50 g/L·h, αντίστοιχα. Η τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος αυξάνεται ελαφρώς, φτάνοντας τα 36,36 g/L, στις ζυµώσεις που χρησιµοποιούνται τα ηλεκτρόδια (E) (∆ιαγράµµατα 3.5 & 3.6). Στις τελευταίες η απόδοση ήταν 0,62 g/g και η παραγωγικότητα 0,51 g/L·h. 0510152025 0 5 10 15 20 25Συγκέντρωση (g/L) Χρόνος (h) Ηλεκτρικό οξύΜυρµηκικό οξύΟξικό οξύ



34          ∆ιάγραµµα 3.3 Κατανάλωση της γλυκόζης και παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes σε ηµισυνεχείς ζυµώσεις.  ∆ιάγραµµα 3.4 Παραγωγή ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων από το βακτήριο A. succinogenes σε ηµισυνεχείς ζυµώσεις. Το FAN ξεκινώντας από τα 288 mg/L έφτασε τα 94 mg/L στο τέλος της ζύµωσης G+. Ο IP µειώθηκε από τα 621 mg/L στα 341 mg/L. H κατανάλωση του FAN και του IP 0,0010,0020,0030,0040,0050,0060,00 0 20 40 60 80Συγκέντρωση (g/L) Χρόνος (h) ΓλυκόζηΗλεκτρικό οξύ0,005,0010,0015,0020,0025,0030,0035,0040,00 0 20 40 60 80Συγκέντρωση (g/L) Χρόνος (h) Ηλεκτρικό οξύΜυρµηκικό οξύΟξικό οξύ



35  δεν διαφοροποιήθηκε αισθητά συγκριτικά µε την περίπτωση που δεν χρησιµοποιούνται ηλεκτρόνια στη ζύµωση.  ∆ιάγραµµα 3.5 Κατανάλωση της γλυκόζης και παραγωγή ηλεκτρικού οξέος από το βακτήριο A. succinogenes σε ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε προσθήκη ηλεκτροδίων.  ∆ιάγραµµα 3.6 Παραγωγή ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων από το βακτήριο A. succinogenes σε ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε προσθήκη ηλεκτροδίων. 0,010,020,030,040,050,060,0 0 10 20 30 40 50Συγκέντρωση (g/L) Χρόνος (h) ΓλυκόζηΗλεκτρικό οξύ0,05,010,015,020,025,030,035,040,0 0 10 20 30 40 50Συγκέντρωση(g/L) Time (h) Ηλεκτρικό οξύΜυρµηκικό οξύΟξικό οξύ



36  Στις ασυνεχείς ζυµώσεις, η παραγωγή ηλεκτρικού οξέος είναι µεγαλύτερη όταν χρησιµοποιείται το MgCO3 και ο χρόνος που διαρκεί η ζύµωση µικρότερος, µε αποτέλεσµα αυξηµένη παραγωγικότητα. To ανθρακικό µαγνήσιο αποτελεί βέλτιστη επιλογή ρυθµιστή pH για τις ζυµώσεις µε το βακτήριο A. succinogenes (Guettler et al., 1996). Η δράση του MgCO3 µαζί µε παροχή CO2 σχετίζεται µε αύξηση της τελικής συγκέντρωσης του παραγόµενου ηλεκτρικού οξέος µέσω της συµβολής του MgCO3 στη διατήρηση του pH (Zou et al., 2011). Τα παραπάνω δικαιολογούν την ελαφρώς αυξηµένη παραγωγικότητα και τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος στις ζυµώσεις µε προσθήκη MgCO3 σε σχέση µε εκείνες που το MgCO3 δε χρησιµοποιήθηκε. Συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα των ασυνεχών και ηµισυνεχών ζυµώσεων µε προσθήκη MgCO3  είναι φανερό ότι η τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος είναι αυξηµένη στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις και οι λόγοι FA/SA και AA/SA µειώνονται σε σχέση µε εκείνους των ασυνεχών (Πίνακας 3.1). Συγκεκριµένα, ο λόγος FA/SA ήταν 0,25 g/g στις ασυνεχείς ζυµώσεις, ενώ 0,04 g/g στις ηµισυνεχείς. Στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε παροχή ηλεκτρικού ρεύµατος ο λόγος FA/SA ήταν 0,06 g/g. Όσον αφορά το λόγο AA/SA στις ασυνεχείς ζυµώσεις ήταν 0,30 g/g, ενώ στις ηµισυνεχείς µε το MgCO3 ήταν 0,18 g/g. Τέλος, στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε παροχή ηλεκτρικού ρεύµατος ήταν 0,17g/g.  Πίνακας 3.1 Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα ασυνεχών και ηµισυνεχών ζυµώσεων µε το βακτήριο A. succinogenes. Όπου G+ οι ζυµώσεις µε προσθήκη MgCO3 και Ε οι ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε προσθήκη MgCO3 και παροχή ηλεκτρικού ρεύµατος. Όπου YSA/G η απόδοση παραγωγής ηλεκτρικού οξέος από τη γλυκόζη σε g/g, PSA η παραγωγικότητα του ηλεκτρικού οξεός σε g/l*h και DCW η βιοµάζα του µικροοργανισµού. Ο λόγος FA/SA είναι ο λόγος g µυρµηκικού προς g ηλεκτρικού οξέος, ενώ ο λόγος AA/SA g οξικού προς g ηλεκτρικού οξέος. Ζύµωση YSA/G (g/g) SA (g/L) PSA (g/L*h) DCW (g/L) FA:SA (g/g) AA:SA (g/g) FA:SA (mol/mol) AA:SA (mol/mol) G+  ασυνεχής 0,40 20,0 0,88 2,46 0,25 0,30 0,63 0,59 G+ ηµισυνεχής 0,67 33,9 0,50 2,71 0,04 0,18 0,11 0,36 E  ηµισυνεχής 0,62 36,4 0,51 3,61 0,06 0,16 0,17 0,31  



37  Η µέγιστη θεωρητική απόδοση που µπορεί να φτάσει η παραγωγή ηλεκτρικού οξέος µε υπόστρωµα τη γλυκόζη είναι 1,12 g/g. H υψηλότερη συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος που έχει σηµειωθεί ήταν 101 g/L µε απόδοση 0,92 g/g και επετεύχθη έχοντας ως υπόστρωµα τη γλυκερόλη και µε χρήση του βακτηρίου A. succinogenes FZ21 (Guettler et al., 1996). Το τελευταίο αποτελεί στέλεχος που συσσωρεύει µικρές ποσότητες πυροσταφυλικού οξέος και συγκεντρώσεις ηλεκτρικού οξέος µεγαλύτερες των 90 g/L. Στο συγκεκριµένο πείραµα η τελική συγκέντρωση των οξέων πυροσταφυλικό, οξικό και µυρµηκικό ήταν 3,4 g/L, 16,4 g/L και 0 g/L αντίστοιχα. Επίσης, υψηλή τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος (60,2 g/L) έχει επιτευχθεί µε το βακτηριακό στέλεχος A. succinogenes CGMCC 1593 (Liu et al., 2008). Όπως φαίνεται στα αποτελέσµατα των ζυµώσεων που παρατίθενται στον Πίνακα 3.2, τόσο στις ασυνεχείς όσο και τις ηµισυνεχείς ζυµώσεις µε το βακτηριακό στέλεχος A. succinogenes 130Z και πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη, η τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος είναι αυξηµένη συγκριτικά µε αντίστοιχα πειράµατα στα οποία χρησιµοποιείται η γλυκόζη (Carvalho et al., 2014; Vlysidis et al., 2011). Κατά τον καταβολισµό της γλυκερόλης προς φωσφοενολ-πυροσταφυλικό οξύ (PEP) παράγεται διπλάσια ποσότητα αναγωγικών ισοδύναµων (Yazdani & Gonzalez, 2007) τα οποία είναι στη συνέχεια διαθέσιµα προς αξιοποίηση στο µονοπάτι C4 απ’ όπου παράγεται το ηλεκτρικό οξύ.  Πίνακας 3.2 Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα άλλων ζυµώσεων µε το βακτήριο A. succinogenes που βρέθηκαν στη βιβλιογραφία.  Οι ασυνεχείς ζυµώσεις συµβολίζονται µε B (batch), οι ηµισυνεχείς µε Fb (fed-batch) και οι συνεχείς µε C (continuous). Ακόµη, για τα προϊόντα της ζύµωσης, µε SA το ηλεκτρικό οξύ, µε FA το µυρµηκικό οξύ και µε AA το οξικό οξύ. Όπου Glu η γλυκόζη, Gly η γλυκερόλη, ΥΕ το εκχύλισµα ζύµης, CSL το corn steep liquor, DMSO το διµεθυλοσουλφοξείδιο. Όπου YSA/G η απόδοση παραγωγής ηλεκτρικού οξέος από τη γλυκόζη σε g/g, PSA η παραγωγικότητα του ηλεκτρικού οξέος. Στέλεχος µικροοργανισµού Υπόστρωµα Τύπος ζύµωσης SA (g/L) FA (g/L) AA (g/L) YSA (g/g) PSA (g/L*h) Αναφορά A. succinogenes 130Z Glu YE  +CSL C 48,5 αγν. αγν. 0,91 αγν. Bradfiel & Nicol, 2014 A. succinogenes CGMCC 1593 Glu YE+CSL +MgCO3 Fb 60,2 αγν. 9,4 0,75 1,3 Liu et al., 2008 A. succinogenes 130Z Gly YE+ DMSO Fb 49,6 αγν. αγν. 0,92 0,62 Carvalho et al., 2014 A. succinogenes Glu ΥΕ+ Fb 33,9 1,37 6,26 0,67 0,5 παρούσα 



38  130Z MgCO3 εργασία A. succinogenes 130Z Glu ΥΕ+ MgCO3 Fb+E 36,4 2,35 5,81 0,62 0,51 παρούσα εργασία A. succinogenes 130Z (FZ21) Glu ΥΕ+ MgCO3 B 101 0 16,4 0,92 αγν. Guettler et al., 1996 A. succinogenes 130Z Glu ΥΕ B 18,8 2,50 4,48 0,61 0,72 Pateraki et al., 2020 A. succinogenes 130Z Glu ΥΕ+ MgCO3 B 20 4,93 6,02 0,40 0,88 παρούσα εργασία A. succinogenes 130Z Gly YE B 26,7 αγν. αγν. 0,96 0,23 Vlysidis et al., 2011  Η µεγαλύτερη συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος στο τέλος της ζύµωσης (36,4 g/L) καταγράφηκε όταν χρησιµοποιήθηκε το ηλεκτρικό ρεύµα µαζί µε το MgCO3. Σε πειράµατα µε το βακτηριακό στέλεχος B. succiniciproducens JF 4016 και µε χρήση ηλεκτροχηµικής µεµβράνης για την αποµάκρυνση του ηλεκτρικού οξέος από το υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης είχε επίσης παρατηρηθεί βελτίωση της τελικής συγκέντρωσης του οξέος (Pateraki et al., 2019). Από τους ερευνητές το αποτέλεσµα αποδόθηκε στην παροχή αναγωγικής ενέργειας χάρη στη χρήση της ηλεκτροχηµικής µεµβράνης. Οι Carvalho et al. (2014) σε ηµισυνεχείς ζυµώσεις και χρησιµοποιώντας DMSO, το οποίο λειτουργεί ως αποδέκτης ηλεκτρονίων, και ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη έφτασαν την τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος 49,6 g/L και απόδοση 0,92 g/g.  Με χρήση της ηλεκτρικής ενέργειας σε ζυµώσεις µε το βακτήριο B. succiniciproducens έχει επιτευχθεί βελτίωση της µέγιστης παραγωγικότητας του ηλεκτρικού οξέος κατά 30%. Με υπόστρωµα το επεξεργασµένο απόβλητα της βιοµηχανίας χαρτοπολτού SSL η απόδοση του ηλεκτρικού οξέος έφτασε τα 0,61 g/g έναντι των 0,53 g/g, ενώ η παραγωγικότητα τα 0,41 g/L*h έναντι 0,31 g/L*h όταν δε χρησιµοποιήθηκε το ηλεκτροχηµικό κελί (Pateraki et al., 2019). Οι Zhao et al. (2016) εξέτασαν την επίπτωση της εφαρµογής τάσης -1,8 V και τη χρήση µεταφορέα ηλεκτρονίων (NR & DTT) σε ζυµώσεις µε το στέλεχος Actinobacillus succinogenes NJ113 και υπόστρωµα υδρόλυµα καλαµποκιού (corncob hydrolysate). Τα πειράµατά τους είχαν ως αποτέλεσµα τη βελτίωση της δεξαµενής NAD(H) στα βακτηριακά κύτταρα ευνοώντας την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος. Η απόδοση του ηλεκτρικού οξέος έφτασε το 0,6 g/g έναντι του 0,2 g/g σε ζυµώσεις που δεν χρησιµοποιήθηκε ηλεκτρικό ρεύµα.  



39  Στην παρούσα εργασία, στη ζύµωση που χρησιµοποιήθηκε ηλεκτρική ενέργεια µε την ένταση ορισµένη στα 0,57 Α και εύρος τάσης 3 – 7,2 V, η απόδοση ήταν 0,62 g/g και η παραγωγικότητα 0,51 g/L*h έναντι 0,67 g/g και 0,50 g/L*h στις ζυµώσεις χωρίς την παροχή ηλεκτρικού ρεύµατος. Αν και η απόδοση είναι χαµηλότερη συγκριτικά µε το control πείραµα η τελική παραγωγή ηλεκτρικού οξέος ήταν ελαφρώς αυξηµένη, όπως όµως και η παραγωγή βιοµάζας (Πίνακας 3.1). Τόσο η προσθήκη MgCO3 όσο και η παροχή ηλεκτρονίων στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης µεµονωµένα αναµενόταν να βελτιώσουν την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος (Zou et al., 2011; Pateraki et al., 2019). Η συνεργιστική τους δράση δε φαίνεται να διαφοροποιεί αρκετά τα τελικά αποτελέσµατα.  



40   ΣτέλεχοςΠηγή άνθρακαΤάση (V)ΠροϊόνMεταφορέας ηλεκτρονίωνY P/S (g/g)PP (g/L*h)Y cP cΑναφορά  Actinobacillus succinogenes NJ113υδρόλυµα καλαµποκιού -1,8ηλεκτρικό οξύNR & DTT0,6αγν.0,2 ± 0,02αγν.Zhao et al., 2016 Basfia succiniciproducensSSL-3 έως -7,2ηλεκτρικό οξύ-0,610,410,530,31Pateraki et al., 2019 Rodosporidium toruloides DSM 4444Γλυκόζη-1µικροβιακά λιπίδια-0,227αγν.0,171αγν.Arbter et al., 2019 Ralstonia eutrophaH16Φρουκτόζη0,6PHBPMFαγν.αγν.αγν.αγν.Nishio et al.,2014 Clostridium acetobutylicum DSM 792Γλυκόζη-0,6ΑΒΕ-0,202 ± 0,01 αγν.0,141 ± 0,022αγν.Engel et al., 2019 Clostridium thermocellumATCC 35609 Κυτταρίνη-1,5ΑιθανόληNRαγν.0,019αγν.0,0095 Shin et al., 2002 Corynebacterium glutamicumΓλυκόζη-0,6Γαλακτικό οξύAQDS1,62 ± 0,0411,1 ± 1,5 1,1 ± 0,0316,4 ± 0,3Sasaki et al., 2014 Clostridium tyrobutyricumBAS 7Σακχαρόζη-0,4Βουτυρικό οξύNR0,45 ± 0,060,31 ± 0,070,33 ± 0,020,27 ± 0Choi et al., 2012 Corynebacterium glutamicum ZW04Γλυκόζη-1,25ΛυσίνηAQ2S0,043 ± 0,008αγν.0,024αγν.Xafenias et al., 2017 Μικτή καλλιέργεια DSW 0,512PHA-αγν.αγν.αγν.αγν.Srikanth et al., 2012 Μικτή καλλιέργειαΓλυκερόλη0-0,71,3-PDO-0,57 ± 0,09αγν.0,27 ± 0,13αγν.Zhou et al.,2015 Μικτή καλλιέργειαΓλυκερόλη-0,91,3-PDO-0,51,50,250,6Zhou et al.,2013 Πίνακας 3.3 Συγκεντρωτικά αποτελέσµατα ζυµώσεων που βρέθηκαν στη βιβλιογραφία και στις οποίες έχει εφαρµοστεί ηλεκτρική ενέργεια.  Όπου Y P/S η απόδοση, P p η παραγωγικότητα, Y c και P c η απόδοση και παραγωγικότητα του control πειράµατος, αντίστοιχα. Όπου SSL το επεξεργασµένο απόβλητα της βιοµηχανίας χαρτοπολτού, DSW (designed synthetic wastewater), PHB το πολύ-υδροξυ-βουτυρικό οξύ, ABE η ακετόνη- βουτανόλη-αιθανόλη, PHA o πολυυδροξυαλκανοϊκός εστέρας , 1,3-PDO η 1,3 προπανοδιόλη.  



41  3.2 Μεταβολισµός του βακτηρίου A. succinogenes  Για να διαπιστωθεί εάν η προσθήκη ανθρακικού µαγνησίου (MgCO3) και η ηλεκτρική ενέργεια επιδρούν στο µεταβολισµό του βακτηρίου A. succinogenes µελετήθηκε η γονιδιακή του έκφραση. Πραγµατοποιήθηκε µεταγραφοµική ανάλυση δειγµάτων RNA που προέρχονταν από την εκθετική φάση της κάθε ζύµωσης. Συγκεκριµένα, µέσω της µεταγραφοµικής ανάλυσης µελετήθηκαν τα γονίδια του κωδικοποιούν για τα ένζυµα που παίρνουν µέρος τις µεταβολικές αντιδράσεις του κύκλου των τρικαρβοξυλικών οξέων (TCA cycle), αυτά τις οξειδωτικής φωσφορυλίωσης και ορισµένα που κωδικοποιούν για διαµεµβρανικούς µεταφορείς. Τα αποτελέσµατα της qPCR για τα γονίδια παρατίθενται ως σχετική έκφραση του εκάστοτε γονιδίου ενδιαφέροντος. Παρουσιάζεται επίσης ο λογάριθµος λόγων διαφοράς (log2(fold-change)). Τα παραπάνω υπολογίστηκαν όπως περιγράφεται στο στο εδάφιο 5, ενώ το σύνολο των γονιδίων που µελετήθηκαν φαίνεται στον Πίνακα 2.1. Οι συντοµογραφίες των χηµικών ενώσεων που αναφέρονται παρακάτω και σχετίζονται µε το µεταβολισµό του βακτηρίου A.succinogenes δίνονται στον εδάφιο 5.5 (Παράρτηµα). Στην Εικόνα 3.1 δίνεται η σχετική έκφραση των γονιδίων που µελετήθηκαν σε καθέναν από τους χειρισµούς, µαζί µε την τυπική απόκλιση (SD). Ακόµη, στην Εικόνα 3.2 απεικονίζονται οι λόγοι µεταξύ των χειρισµών µε και χωρίς ανθρακικό ασβέστιο (MgCO3) εκφρασµένοι µε το λογάριθµο λόγων διαφοράς (log2(fold-change)).  Εικόνα 3.1 Η σχετική έκφραση των γονιδίων που µελετήθηκαν σε καθέναν από τους χειρισµούς. Όπου G- οι ζυµώσεις χωρίς την προσθήκη MgCO3, G+ οι ζυµώσεις µε προσθήκη MgCO3 και Ε οι ζυµώσεις µε προσθήκη MgCO3  παροχή ηλεκτρικού ρεύµα µε προσθήκη ηλεκτροδίων στο υγρό θρεπτικό µέσο. 



42   Εικόνα 3.2 Ο λογάριθµος λόγων διαφοράς (log2(fold-change)) των γονιδίων που µελετήθηκαν σε καθέναν από τους χειρισµούς. Το G- αντιστοιχεί στις ζυµώσεις χωρίς προσθήκη MgCO3, ενώ το G+ σε εκείνες µε προσθήκη MgCO3, και το Ε στις ζυµώσεις που παρήχθη ηλεκτρική ενέργεια µε προσθήκη ηλεκτροδίων στο υγρό θρεπτικό µέσο. 3.2.1 Καρβοξυκινάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEPCK) Το ATP εξαρτώµενο ένζυµο καρβοξυκινάση του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (EC 4.1.1.49) σχετίζεται µε την παραγωγή του φωσφοενολ-πυροσταφυλικού οξέος (PEP) που βρίσκεται σε σηµείο διακλάδωσης για το σχηµατισµό του ηλεκτρικού οξέος. Όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.2, στο τέλος της γλυκόλυσης παράγεται PEP, το οποίο µπορεί να µετατραπεί σε οξαλοξικό οξύ (ΟΑΑ) µε τη δράση του ενζύµου PEPCK, ακολουθώντας το µονοπάτι C4, είτε σε πυροσταφυλικό οξύ (Pyr) µέσω της δράσης του ενζύµου κινάση του πυροσταφυλικού οξέος (PK), ακολουθώντας το C3 µονοπάτι παραγωγής των παραπροϊόντων της ζύµωσης. ATP + ΟΑΑ ⇌ ADP + PEP + CO2 (Αντίδραση 1) Το ένζυµο PEPCK είναι υπεύθυνο και για την παραγωγή PEP από φουµαρικό ή µηλικό οξύ κατά τη γλυκονεογένεση (McKinlay et al., 2010). Τούτο σηµαίνει πως το ένζυµο δρα και προς τις δύο κατευθύνσεις της Αντίδρασης 1. Τα δισθενή κατιόντα Mn2+ ή/και Mg2+ είναι απαραίτητα για τη δράση του ενζύµου(Lee et al., 1981). Ακόµη, δεδοµένης της υψηλής Km του για το HCO3-( Podkovyrov & Zeikus, 1993) το διοξείδιο του άνθρακα (CO2), το οποίο στις ζυµώσεις παρέχεται εξωγενώς, αλλά και µέσω της προσθήκη MgCO3 όταν αυτό χρησιµοποιείται, επηρεάζει την παραγωγή του PEP. Από τα παραπάνω µπορεί να υποτεθεί ότι η προσθήκη MgCO3 στις ζυµώσεις έχει διπλή επίδραση στην ενεργότητα του 



43  ενζύµου PEPCK και επακόλουθα την πορεία της αµφίδροµης Αντίδρασης 1. Με τα πειράµατά τους οι McKinlay et al. (2007) έδειξαν ότι σε υψηλές συγκεντρώσεις NaHCO3 η ροή άνθρακα από την PEPCK προς το C4 µονοπάτι παραµένει η ίδια, ενώ εκείνη από το C4 προς το C3 µέσω των ενζύµων αποκαρβοξυλάση του µηλικού οξέος (ME) και αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικου οξέος (OADC) µειώνεται, έχοντας τελικά ως αποτέλεσµα αυξηµένες τελικές συγκεντρώσεις ηλεκτρικού οξέος. Να αναφερθεί επίσης ότι τα πειράµατα των Van der Werf et al. (1997) έδειξαν πως η PEPCK, όπως και η PK, απαντώνται στα κύτταρα του βακτηρίου σε σταθερές συγκεντρώσεις ανεξάρτητα από τις συνθήκες στις οποίες βρίσκεται το βακτηριακό κύτταρο (constitutive enzyme). Υποτέθηκε δηλαδή ότι τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα συγκεκριµένα ένζυµα είναι ιδιοσυστατικά. Η σχετική έκφραση του γονιδίου pepck (Asuc_0221) ήταν 0,2 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- σε σχέση µε το G+, ενώ 0,4 και 0,2 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα δεν υποστηρίζουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των τριών χειρισµών.  3.2.2 Μονοπάτι C4 Το ένζυµο αφυδρογονάση του µηλικού οξέος (EC 1.1.1.37) δρα σε υδροξυλικές οµάδες έχοντας ως συνένζυµο το NAD+ ή το NADP+. Η πρότυπη ελεύθερη ενέργεια (∆Go´) της Αντίδρασης 2, είναι σηµαντικά θετική, άρα δεν είναι αυθόρµητη µε φορά προς τα δεξιά (Berg et al., 2011). Σύµφωνα µε το Kegg database η ύπαρξη του ενζύµου που καταλύει την παραγωγή οξαλοξικού µε υπόστρωµα το µηλικό οξύ (malate: quinone oxidoreductase) δεν έχει διαπιστωθεί στο βακτήριο A. succinogenes. MAL + NAD+ ⇌ OAA+ NADH + H+ (Αντίδραση 2) Μέσω των πειραµάτων τους, οι Van der Werf et al. (1997) έδειξαν ότι η υψηλή ενεργότητα του ενζύµου MDH σχετίζεται µε αυξηµένες συγκεντρώσεις ηλεκτρικού οξέος σε ζυµώσεις µε υπόστρωµα τη γλυκόζη. Ο ρόλος του ενζύµου στην παραγωγή ηλεκτρικού οξέος φάνηκε και στα πειράµατα των Guarnieri et al. (2017) όπου η υπερέκφραση του mdh συντέλεσε σε βελτιωµένη απόδοση ηλεκτρικού οξέος ως προς το υπόστρωµα από το µικροοργανισµό A. succinogenes. Εφαρµόζοντας ηλεκτρική ενέργεια -0,35 V σε ζυµώσεις µε το βακτήριο A. succinogenes οι Li et al. (2010) κατέγραψαν αυξηµένη ενεργότητα του ενζύµου συγκριτικά µε τα πειράµατα που δεν χρησιµοποιήθηκε το ρεύµα, και κατ’ επέκταση αυξηµένη απόδοση και παραγωγικότητα. Να σηµειωθεί ότι η παραπάνω είναι µια 



44  από τις δυο αντιδράσεις του αναγωγικού κύκλου του Krebs που απαιτούν αναγωγική ενέργεια µε τη µορφή του NADH (Εικόνα 1.2). H σχετική έκφραση του γονιδίου mdh (Asuc_1612) ήταν 0,4 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- σε σχέση µε to G+, ενώ 0,3 φορές µειωµένη και 0,1 φορές αυξηµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value > 0,05, σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα δεν υποστηρίζουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση των γονιδίων µεταξύ των χειρισµών. Το ένζυµο υδρατάση του φουµαρικού οξέος (EC 4.2.1.2) δρα καταλύοντας την παρακάτω αµφίδροµη αντίδραση: MAL ⇌ FUM + H2O (Αντίδραση 3) Τα πειράµατα των Li et al. (2010) παρατήρησαν αύξηση της ενεργότητας του ενζύµου υδρατάση του φουµαρικού οξέος όταν εφαρµόστηκε ηλεκτρική ενέργεια της τάξης των -0,35 V. Σε άλλα πειράµατα η υπερέκφραση του γονιδίου fum είχε ως αποτέλεσµα αύξηση της απόδοσης παραγωγής ηλεκτρικού οξέος συγκριτικά µε τις ζυµώσεις που έγιναν µε το άγριου τύπου βακτήριο A.succinogenes 130Z (Guarnieri et al., 2017). Η σχετική έκφραση του γονιδίου fum (Asuc_0956) ήταν 1,8 φορές µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,8 φορές αυξηµένη και 1 φορά µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα δεν υποστηρίζουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση των γονιδίων µεταξύ των χειρισµών. Ωστόσο, µε p-value 0,08, σε επίπεδο σηµαντικότητα 10%, υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών που αφορούν το MgCO3.  3.2.3 Μονοπάτι C3. Το ένζυµο κινάση του πυροσταφυλικού οξέος (EC 2.7.1.40) δρα στην παρακάτω αντίδραση: ATP + Pyr ⇌ ADP + PEP (Αντίδραση 4) Όπως αναφέρθηκε ήδη, το PEP που παράγεται µέσω της γλυκόλυσης µπορεί να µετατραπεί είτε σε οξαλοξικό οξύ µε τη δράση του ενζύµου PEPCK είτε σε πυροσταφυλικό οξύ µε τη δράση της PK. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η δράση της PK δεν είναι η µόνη που τροφοδοτεί το C3 µονοπάτι. H ροή µέσω των ένζυµων ME και OADC αποδείχθηκε µεγαλύτερη από εκείνη της PK (McKinlay, 2007). Πρέπει ακόµη να αναφερθεί η in vitro 



45  δράση του ενζύµου PK και ως αποκαρβοξυλάσης του οξαλοξικού οξέος (Creighton & Rose, 1976) Στο µεταβολισµό του βακτηρίου A.succinogenes, το ένζυµο PK παρουσιάζει σταθερή ενεργότητα ανεξάρτητα από το υπόστρωµα στο οποίο έχει εξεταστεί η ανάπτυξη του µικροοργανισµού (Van der Werf et al., 1997). Τα κατιόντα Mg2+, αλλά κυρίως τα κατιόντα Mn2+, αποτελούν συµπαράγοντα του ενζύµου (Berg et al., 2011). Η σχετική έκφραση του γονιδίου pk (Asuc_1171) ήταν 1,3 φορές µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 6,9 και 5,6 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα < 1%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση των γονιδίων µεταξύ όλων των χειρισµών. To σύµπλεγµα της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης είναι ένα σύµπλοκο αποτελούµενο από τρία είδη ενζύµων τα οποία συµµετέχουν στην κατάλυση της οξειδωτικής αποκαρβοξυλίωσης του πυροσταφυλικού οξέος (Αντίδρασης 5). Η µετατροπή του πυροσταφυλικού σε ακετυλο-CoA διενεργείται σε τρία βήµατα: την αποκαρβοξυλίωση, την οξείδωση και τη µεταφορά της προκύπτουσας ακετυλικής οµάδας στο CoA. Τα ένζυµα του συµπλόκου είναι η αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού οξέος Ε1 (EC 1.2.4.1) και η διυδρολιποϋλο-ακετυλοτρανσφεράση Ε2 (EC 2.3.1.12) καθώς και τη διυδρολιποϋλο-αφυδρογονάση Ε3 (EC 1.8.1.4) (Berg et al., 2011). H ρύθµιση της δράσης του συµπλέγµατος γίνεται µέσω αλλοστερικών µηχανισµών και παρεµπόδισης εκ του προϊόντος (Patel et al., 1996). Pyr + CoA + NAD+ ⇌ Αc-CoA + NADH + CO2 (Αντίδραση 5) Η αποκαρβοξυλίωση του πυροσταφυλικού οξέος τροφοδοτεί το βακτηριακό κύτταρο µε δυο σηµαντικές για το µεταβολισµό ενώσεις. Η πρώτη είναι το ακετυλο-CoA, που αποτελεί µεταβολικό ενδιάµεσο του C3 µονοπατιού. Η ακετυλοµάδα του συνδέεται µέσω ενός δεσµού πλούσιου σε ενέργεια, στο συνένζυµο Α. Μπορούµε να πούµε ότι το ακετυλο-CοΑ µεταφέρει µία ενεργοποιηµένη ακετυλοµάδα, όπως ακριβώς το ΑΤΡ µεταφέρει µία ενεργοποιηµένη φωσφορική οµάδα (Berg et al., 2011). Η δεύτερη είναι το συνένζυµο NADH που παράγεται και µπορεί να αξιοποιηθεί στην τροφοδοσία του µονοπατιού C4. Η σχετική έκφραση του γονιδίου pdh E1 (Asuc_0942) ήταν 1,1 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 2,6 και 1,5 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα 



46  υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Από την άλλη, η σχετική έκφραση του γονιδίου pdh E2 (Asuc_0943) ήταν 2,6 φορές αυξηµένη στο πείραµα G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 3,4 και 0,7 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value < 0,01, σε επίπεδο σηµαντικότητα 1%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποδηλώνουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά του χειρισµού Ε από τους υπόλοιπους. Το ένζυµο ακετυλοτρανσφεράση του µυρµηγκικού οξέος (EC 2.3.1.54) καταλύει την Aντίδραση 6 και αποτελεί σηµαντικό ένζυµο στη µελέτη του µεταβολισµού του A. succinogenes. Συγκεκριµένα, πέρα από την απευθείας παραγωγή του µυρµηκικού οξέος, τον τροφοδοτεί µε ακετυλο-CoA, από το οποίο στη συνέχεια δύναται να σχηµατιστεί οξικό οξύ ή/και αιθανόλη. Αc-CoA + FOR ⇌ CoA + Pyr (Αντίδραση 6) Σύµφωνα µε τους Park et al. (1999) τo στέλεχος A. succinogenes FZ-6, που στερούταν των ενζύµων PFL και FDH, παρήγαγε ηλεκτρικό οξύ µε αυξηµένη απόδοση συγκριτικά µε το άγριο στέλεχος, ταυτόχρονα όµως παρατηρήθηκε σχηµατισµός υψηλών συγκεντρώσεων πυροσταφυλικού οξέος. Η αδυναµία του ίδιου στελέχους να παραγάγει ηλεκτρικό οξύ όταν του παρήχθη αποκλειστικά φουµαρικό οξύ απουσία αερίου H2, εξηγείται από την απουσία των ενζύµων που εµπλέκονται στο µεταβολισµό του πυροσταφυλικού οξέος και την επακόλουθη έλλειψη αναγωγικής δύναµης, Η2 ή NADH. H δυνατότητα παραγωγής ανακτήθηκε όταν χρησιµοποιήθηκε ηλεκτρική ενέργεια (-1,5V και 0,3-1mΑ) και o NR µεταφορέας ηλεκτρονίων. Οι McKinlay & Vieille (2008) έδειξαν ότι η ανάπτυξη του µικροοργανισµού µε χρήση αέριου Η2 είχε ως αποτέλεσµα µείωση της ροής άνθρακα από το µονοπάτι που εµπλέκεται το ένζυµο PFL. Τα παραπάνω υπογραµµίζουν τη σηµασία του ενζύµου αναφορικά µε την τροφοδότηση του µεταβολισµού µε NADH. Η σχετική έκφραση του γονιδίου pfl (Asuc_0207) ήταν 0,8 φορές µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,4 και 1,2 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value >0,05, σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Το ένζυµο αφυδρογονάση του µυρµηγκικού οξέος (EC 1.17.1.9) καταλύει την αντίδραση: 



47  FOR + NAD+ ⇌ CO2 + NADH (Αντίδραση 7) Όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.2, η παραπάνω αποτελεί µια από τις µεταβολικές αντιδράσεις του C3 µονοπατιού που τροφοδοτούν µε NADH το µονοπάτι παραγωγής του ηλεκτρικού οξέος (C4).Οι Van der Werf et al. (1997) µελετώντας τις ειδικές ενεργότητες των ενζύµων του A. succinogenes έδειξαν ότι αύτη της αφυδρογονάσης του µυρµηκικού οξέος είχε εξίσου χαµηλές τιµές, της τάξης των 10 nmol min–1*[mg protein]–1, έχοντας ως υπόστρωµα την γλυκόζη ή τη D-σορβιτόλη. Η σχετική έκφραση του γονιδίου fdn (Asuc_1264) ήταν 4,8 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 2,5 και 7,3 φορές αυξηµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5% δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Το ένζυµο κινάση του οξικού οξέος (EC 2.7.2.1) καταλύει την αντίδραση παραγωγής οξικού από το φωσφοακέτυλο σύµφωνα µε την Αντίδραση 8 που δίνεται παρακάτω. Το ένζυµο ακετυλο-CoA συνθάση καταλύει την αντίδραση προς την αντίθετη κατεύθυνση, την παραγωγή ακετυλο-CoΑ. Όπως προαναφέρθηκε το ακετυλο-CoΑ αποτελεί σηµαντική ένωση για το βακτηριακό µεταβολισµό. H παραπάνω αµφίδροµη αντίδραση ελέγχει την τύχη του ανάλογα µε τη ροή άνθρακα στον κεντρικό µεταβολισµό. Σύµφωνα µε µελέτη που έγινε στο βακτήριο E.coli, η υψηλή ροή άνθρακα οδηγεί στην παραγωγή οξικού που κατά την φάση στασιµότητας µπορεί να µετατραπεί πάλι σε ακετυλο-CoA (Wolfe, 2005). ATP + ACE ⇌ ADP + Αc-P (Αντίδραση 8) H παραπάνω αντίδραση του µονοπατιού C3 τροφοδοτεί το µεταβολισµό µε ένα 1 mol ΑTP µαζί µε κάθε mol οξικού οξέος που παράγεται. Τα δισθενή κατιόντα Mn2+ ή/και Mg2+ είναι απαραίτητα για τη δράση του ενζύµου (Rose, 1955). Να σηµειωθεί ότι η AK έχει βρεθεί σε υψηλά επίπεδα ενζυµικής ενεργότητας στον A. succinogenes στα πειράµατα των Van der Werf et al. (1997). Στελέχη τα οποία στερούνταν ενεργότητας του ενζύµου AK συσσώρευαν πυροσταφυλικό, παρουσιάζοντας έλλειψη NADH και τελικά µειωµένη παραγωγή ηλεκτρικού οξέος συγκριτικά µε άγρια στελέχη του A.succinogenes 130Ζ (Guarnieri et al., 2017). Η σχετική έκφραση του γονιδίου ak (Asuc_1661) ήταν 9,1 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 14,2 και 5 φορές αυξηµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση 



48  µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 1% υπήρχε στατιστικά σηµαντική διαφορά στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των ζευγών χειρισµών G- - G+ και E - G-. Το ένζυµο αφυδρογονάση του γαλακτικού οξέος (EC 1.1.1.28) καταλύει την αµφίδροµη Αντίδραση 9. Η αντίδραση παραγωγής του γαλακτικού οξέος είναι θερµοδυναµικά ευνοηµένη και συµβάλει στην τροφοδότηση του µεταβολισµού µε NAD+. LAC + NAD+ ⇌ Pyr + NADH + H+ (Αντίδραση 9) Όπως είναι φανερό από τα αποτελέσµατα των ζυµώσεων που παρατέθηκαν στο εδάφιο 3.1 σε κανέναν από τους χειρισµούς δεν καταγράφηκε παραγωγή γαλακτικού οξέος από το µικροοργανισµό. Με το στέλεχος A. succinogenes 130Z έχει επιτευχθεί παραγωγής γαλακτικού οξέος µε απόδοση 0.96 ± 0.09 g/g µέσω συνολική αύξηση της ροής άνθρακα στο C3 µονοπάτι (Li et al., 2010). Στη συγκεκριµένη περίπτωση είχε πραγµατοποιηθεί ζύµωση δυο φάσεων µε παροχή 4 vvm Ο2.  Η σχετική έκφραση του γονιδίου ldh (Asuc_0005) ήταν 0,8 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,8 φορές µειωµένη και 0,002 φορές αυξηµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value > 0,05, σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. 3.2.4 Aποκαρβοξυλάση του µηλικού οξέος (ME) και αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού οξέος (OADC) Το ένζυµο αποκαρβοξυλάση του οξαλοξικού οξέος (EC 7.2.4.2) καταλύει την αντίδραση: ΟΑΑ + 2 Na+[side 1] ⇌ P + CO2 + 2 Na+[side 2] (Αντίδραση 10) Η σχετική έκφραση του γονιδίου oadc (Asuc_0302) ήταν 0,3 φορές µειωµένη στο πείραµα G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,1 και 0,4 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Το ένζυµο NADP+ εξαρτώµενη αποκαρβοξυλάση του µηλικού οξέος (EC 1.1.1.40) καταλύει τις αντιδράσεις: 



49  (1) (S)-MAL + NADP+ ⇌ P + CO2 + NADPH (Αντίδραση 11) (2) P + CO2 ⇌ OAA (Αντίδραση 11), Η σχετική έκφραση του γονιδίου me (Asuc_0669) ήταν 5,7 φορές µειωµένη στο πείραµα G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 4 φορές αυξηµένη και 1,7 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value > 0,05 τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Οι Van der Werf et al. (1997) έδειξαν ότι οι ενζυµικές ενεργότητες των ΜΕ και OADC ήταν παρούσες σε συγκρίσιµες τιµές όταν το βακτήριο αναπτύχθηκε σε γλυκόζη, σορβιτόλη και φουµαρικό οξύ + Η2  υποδηλώνοντας ότι τόσο το µηλικό όσο και το οξαλοξικό οξύ µπορούν να έχουν ρόλο διακλάδωσης, µαζί µε το PEP, ανάµεσα στα µονοπάτια C3 και C4. Ακόµη, οι McKinlay et al. (2007) µελετώντας το µεταβολισµό του A.succinogenes εντόπισαν ότι οι αντιδράσεις που τελούνται από αυτά τα ένζυµα λειτουργούν ως εναλλακτική της δράσης του ενζύµου trans αφυδρογονάση του συνενζύµου NADPH που θα συζητηθεί στο εδάφιο 3.2.6.  3.2.5 Οξειδωτική φωσφορυλίωση Στο βακτήριο A. succinogenes κατά την οξειδωτική φωσφορυλίωση ηλεκτρόνια µεταφέρονται από το NADH ή το FADH2 στο φουµαρικό οξύ και µέσω µιας σειράς φορέων ηλεκτρονίων που εδράζονται στην κυτταρική µεµβράνη, παράγεται τελικά ATP. Αυτοί οι φορείς είναι τα κυτοχρώµατα Ι και ΙΙ, η ATP συνθάση, η ανόργανη πυροφωσφατάση καθώς και η αφυδρογονάση του συνενζύµου NADH (Hollander et al., 1981). Η παραπάνω διεργασία βασίζεται στην παραγωγή πρωτονιοκινητής δύναµης η οποία είναι αποτέλεσµα της ανισοκατανοµής πρωτονίων και αποτελεί κύρια πηγή ATP για τον µικροοργανισµό (Berg et al., 2011). To ένζυµο αναγωγάση του φουµαρικού οξέος (EC 1.3.5.4) αποτελείται από τέσσερις υποµονάδες (FRD A,B,C,D) και ως σύµπλοκο καταλύει την αντίδραση: SUC + κινόνη ⇌ FUM + υδροκινόνη (Αντίδραση 12) Η αντίδραση παραγωγής του ηλεκτρικού οξέος µέσω της δράστης του συµπλόκου FRD αποτελεί το δεύτερο αναγωγικό βήµα του TCA στο µεταβολισµό του βακτηρίου A.succinogenes, και απαιτεί 1 mol NADH για κάθε mol SA. Ακόµη, το ενζυµικό σύµπλοκο FRD συντελεί στην παραγωγή 0,67 mol ATP για κάθε mol SA (Kröger et al., 2002). Σε 



50  πειράµατα µελέτης της ενζυµικής ενεργότητας του εδείχθη ότι υψηλές τιµές είναι µάλλον απαραίτητες για τον σχηµατισµό του ηλεκτρικού οξέος (Van der Werf et al., 1997). Οι Park et al. (1999) εξέτασαν την ανάπτυξη του βακτηριακού στελέχους A.succinogenes FZ6 µε µοναδική πηγή άνθρακα το φουµαρικό οξύ. Το συγκεκριµένο στέλεχος που παραγάγει χαµηλότερες τελικές συγκεντρώσεις οξικού και µυρµηκικού οξέος συγκριτικά µε το αγρίου τύπου A.succinogenes 130Ζ δεν αναπτύχθηκε στο φουµαρικό οξύ όταν δεν χρησιµοποιήθηκε ο µεταφορέας ηλεκτρονίων NR και ρεύµατος τάσης -1,5V ή H2. Η µειωµένη διαθεσιµότητα NADH, λόγω της χαµηλότερης παραγωγής των παραπροϊόντων της ζύµωσης ξεπεράστηκε µε τη συνεργιστική δράση του NR µεταφορέα ηλεκτρονίων, του ενζυµικού συµπλόκου FRD και του HYD, που θα παρουσιαστεί στη συνέχεια. Η σχετική έκφραση των γονιδίων frd A/B/C/D (Asuc_1813/14/15/16) κυµάνθηκε γύρω από το 4 φορές µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, και 1 φορά αυξηµένη και 3 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value >0,05 σε όλες τις περιπτώσεις είναι φανερό ότι, σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Οι υποµονάδα I και υποµονάδα II (EC 7.1.1.7) του κυτοχρώµατος d – οξειδάση της ουµπικινόλης (cytochrome d ubiquinol oxidase) καταλύουν την Αντίδραση13. Απαιτούν µια οµάδα αίµης D ως συµπαράγοντα στη δράση τους και απαντώνται κυρίως στα βακτηριακά κύτταρα αερόβιων µικροοργανισµών που αναπτύσσονται ελλείψει οξυγόνου (Palmer & Reedijk, 1991) 2 υδροκινόνη+ O2[side 2] + 4 H+ [side 2] ⇌ 2 κινόνη + 2 H2O[side 2] + 4 H+[side 1] (Αντίδραση 13) (1a) 2 υδροκινόνη ⇌ 2 κινόνη + 4 H+ [side 1] + 4 e- (1b) O2 [side 2] + 4 H+ [side 2] + 4 e- ⇌ 2 H2O [side 2] Η σχετική έκφραση των γονιδίων cyd I (Asuc_1797) και cyd II (Asuc_1796) ήταν και για τα δύο 1,6 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+. Για το cyd I σηµειώθηκε σχετική έκφραση 2,9 και 1,3 φορές µειωµένη στο χειρισµό E σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Τέλος, για το cyd II η σχετική έκφραση ήταν 2,6 και 1 φορές µειωµένη στο χειρισµό E συγκριτικά µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, µε p-value ίσο µε 0,039, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι 



51  υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών Ε και G-.  Το ενζυµικό σύµπλοκο ATP συνθάση (EC 7.1.2.2/7.1.2.1) αποτελείται από τις υποµονάδες F1 και F0. H υποµονάδα F1 περιέχει τους πέντε τύπους πολυπεπτιδικών αλυσίδων α, β, γ, δ και ε, ενώ η F0 περιέχει τους a και c (Berg et al., 2011). Η ATP συνθάση εδράζεται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη του A.succinogenes µε την υποµονάδα F0 βυθισµένη σε αυτή και την F1 να προβάλει στο κυτταρόπλασµα. ATP + H2O + 4 H+ [side 1] ⇌ ADP + φωσφορικό ιόν + 4 H+ [side 2] (Αντίδραση14) Η σχετική έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις υποµονάδες του συµπλόκου της ATP συνθάσης εκφρασµένη µέσω του λογαρίθµου λόγων διαφοράς (log2(fold-change)) φαίνεται παρακάτω: Πίνακας 3.5 Σχετική έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις υποµονάδες της ATP συνθάσης, ATP F1 a, b, g, d και ATP F0 α, c εκφρασµένη µέσω του λογαρίθµου λόγων διαφοράς (log2(fold-change)). ATP F1 a ATP F1 b ATP F1 g ATP F1 d ATP F0 a ATP F0 c E/G+ -1,0 3,0 -3,2 -2,1 2,2 0,3 G-/G+ 6,6 5,1 3,8 1,4 3,3 2,5 E/G- -7,6 -2,2 -7,0 -3,5 -1,1 -2,2 Το p-value για όπως υπολογίστηκε κατά την εφαρµογή της ANOVA για κάθε ζευγάρι χειρισµών και για καθένα από τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις υποµονάδες δίνεται στον πίνακα: Πίνακας3.6 Αποτελέσµατα ANOVA για τη σχετική έκφραση των γονιδίων ATP F1 a, b, g, d και ATP F0 α, c που κωδικοποιούν για την ATP συνθάση.  E - G+ G- - G+ E - G- ATP F1 a 0,99 0,01 0,00 ATP F1 b 0,71 0,05 0,06 ATP F1 g 0,70 0,00 0,00 ATP F1 d 0,59 0,16 0,08 ATP F0 a 0,61 0,19 0,35 ATP F0 c 0,94 0,06 0,11  



52  H ανόργανη πυροφωσφατάση (EC 3.6.1.1) καταλύει την υδρόλυση του πυροφωσφορικού σε ορθοφωσφορικό. Η αντίδραση είναι ουσιαστικά µη αντιστρεπτή, όντας εξώεργη (∆Go´<<0) (Berg et al., 2011), και δίνεται παρακάτω: PPi + H2O → 2 Pi (Αντίδραση 18) Η σχετική έκφραση του ip (Asuc_0522) ήταν 5,6 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 3,3 φορές µειωµένη και 2,3 φορές αυξηµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα.. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. 3.2.6 NADH regeneration Η αφυδρογονάση του συνενζύµου NADH (EC 7.1.1.2) τροφοδοτεί τα κύτταρα µε NAD+ µέσω της αντίδρασης: NADH + ουµπικινόνη + 6 H+ [side 1] ⇌ NAD+ + ουµπικινόλη + 7 H+ [side 2]  (Αντίδραση 15) Η σχετική έκφραση του γονιδίου ndu  (Asuc_1980) ήταν 5,7 φορές αυξηµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 6,4 και 0,8 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Το p-value ήταν 0,055 µεταξύ των χειρισµών G- και G+. Σε επίπεδο σηµαντικότητας 5% τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των τελευταίων. Η trans αφυδρογονάση του συνενζύµου NADPH (EC 1.6.1.2) καταλύει την αντίδραση: NADPH + NAD+ ⇋ NADP+ + NADH (Αντίδραση16) Η σχετική έκφραση του γονιδίου pnt (Asuc_1022) ήταν 0,3 φορές µειωµένη στο πείραµα G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,1 και 0,4 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Σε επίπεδο σηµαντικότητας 5% τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Το ένζυµο υδρογονάση (EC 1.12.99.6) καταλύει την αντίδραση: H2 + δέκτης ⇌ ανηγµένος δέκτης (Αντίδραση17) 



53  Στο βακτήριο A.succinogenes το ένζυµο εντοπίζεται στην κυτταροπλασµατική µεµβράνη. Η ενεργότητα του ήταν αυξηµένη όταν χρησιµοποιήθηκε ως υπόστρωµα ανάπτυξης του µικροοργανισµού φουµαρικό οξύ + H2 (Van der Werf et al., 1997). Σε πειράµατα µε το µεταφορέα ηλεκτρονίων NR, η HYD, το σύµπλοκο της FRD και το NR πέτυχαν την αναγωγή του NAD+ σε NADH και έδρασαν ως δότης ηλεκτρονίων για το ενζυµικό σύµπλοκο FRD αυξάνοντας σηµαντικά την παραγωγή του ηλεκτρικού οξέος (Park & Zeikus, 1999; Park et al., 1999).  Η σχετική έκφραση του γονιδίου hyd (Asuc_1277) ήταν 3,2 φορές µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,3 και 3,5 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα. Με p-value > 0,05 τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. 3.2.7 ∆ιαµεµβρανικοί µεταφορείς: ABC, DCU, Asuc_1999 Στην παρούσα εργασία εξετάστηκαν τρείς διαφορετικοί διαµεµβρανικοί µεταφορείς. O ABC είναι µεταφορέας που απαντάται στους προκαρυωτικούς οργανισµούς και σχετίζεται µε τη µεταφορά σακχάρων, πολυολών και λιπιδίων στο κύτταρο. Ο Asuc_1999 είναι τύπου DCU µεταφορέας του βακτηρίου A.succinogenes. Τα δεδοµένα που αφορούν τη σχετική έκφραση των γονιδίων φαίνονται στον παρακάτω πίνακα. Σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών. Πίνακας3.7 Αποτελέσµατα ANOVA για τη σχετική έκφραση των γονιδίων abc, dcu και asuc_1999. ABC DCU Asuc_1999 E = G+ 0,5 -2,8 -1,1 G- - G+ 5,1 -1,0 -0,2 E = G- -4,6 -1,8 -0,9 3.2.8 Ανθρακική ανυδράση To ένζυµο ανθρακική ανυδράση (EC 4.2.1.1) καταλύει την Aντίδραση 19 µε συµπαράγοντα τα Zn2+ (Berg et al., 2011).  H2CO3 ⇌ CO2 + H2O (Αντίδραση 19) Σύµφωνα µε τους McKinlay et al. (2010), στο γονιδίωµα του µικροοργανισµού A.succinogenes βρέθηκε ένα γονίδιο που κωδικοποιεί για το ένζυµο ανθρακική ανυδράση 



54  (IP). Ο λειτουργικός του ρόλος είναι πιθανόν να σχετίζεται µε την τροφοδοσία του µικροοργανισµού µε CO2  για παραγωγή ηλεκτρικού οξέος όταν αυτό είναι λιγότερο διαθέσιµο λόγω µεταβολών του pH στο περιβάλλον ανάπτυξης του. Η σχετική έκφραση του ca (Asuc_1199) ήταν 1 φορά µειωµένη στο χειρισµό G- συγκριτικά µε το G+, ενώ 0,5 και 1,6 φορές µειωµένη στο χειρισµό Ε σε σχέση µε τους G- και G+ αντίστοιχα Με p-value > 0,05, σε επίπεδο σηµαντικότητα 5%, τα πειραµατικά δεδοµένα υποστηρίζουν ότι δεν υπάρχει στατιστικά σηµαντική διαφορά  στη σχετική έκφραση του γονιδίου µεταξύ των χειρισµών.   



55  3.3 Κατεύθυνση της γονιδιακής έκφρασης   Εικόνα 3.3 O κύκλος των τρικαρβοξυλικών οξέων στο µεταβολισµό του βακτηρίου A.succinogenes. 



56   Εικόνα 3.4 Η οξειδωτική φωσφορυλίωση στο µεταβολισµό  του µικροοργανισµού A. succinogenes. 3.3.1 Επίδραση του MgCO3 στην έκφραση των γονιδίων του βακτηρίου A. succinogenes Ξεκινώντας από το γονίδιο pepck, η σχετική του έκφραση δε διαφοροποιήθηκε σηµαντικά µεταξύ των δυο χειρισµών, µε το G- να παρουσιάζει 0,2 φορές υπερέκφραση έναντι του G+. Το συγκεκριµένο αποτέλεσµα επιβεβαιώνει την υπόθεση των Van der Werf et al. (1997) για σταθερή έκφραση του γονιδίου pepck. Στο µονοπάτι C4, το γονίδιο mdh, 



57  είχε επίσης αυξηµένη σχετική έκφραση όταν δεν χρησιµοποιήθηκε το MgCO3, ενώ η σχετική έκφραση των γονιδίων fum και frd A, frd B, frd C, frd D στον ίδιο χειρισµό παρουσιάστηκε µειωµένη (Εικόνα 3.4). Συγκεκριµένα, για τα τελευταία κυµάνθηκε γύρω από µείωση κατά 4 φορές στο G- έναντι του G+. Για κανένα από τα προαναφερθέντα γονίδια η διαφορά της σχετικής έκφρασης µεταξύ των χειρισµών δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. Τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα ένζυµα ME και OADC ήταν υποεκφρασµένα στο χειρισµό G-συγκριτικά µε τον G+ χωρίς όµως στατιστικά σηµαντική διαφορά. Αναφορικά µε το µονοπάτι C3, η υποέκφραση του γονιδίου pk κατά 1,3 φορές στο G- ήταν στατιστικά σηµαντική Σχετικά µε τα ένζυµα του συµπλέγµατος της πυροσταφυλικής αφυδρογονάσης (PDHE1, PDHE2), τα FDN, ΑΚ και LDH, τα γονίδια που κωδικοποιούν γι’ αυτά είχαν αυξηµένη έκφραση στο χειρισµό G- (Εικόνα 3.3). Τονίζεται εδώ ότι το γαλακτικό οξύ δεν εντοπίστηκε ως τελικό προϊόν σε καµία από τις ζυµώσεις. Για τα γονίδια pdh E2 και ak, αυτή η διαφορά ήταν στατιστικά σηµαντική. Να σηµειωθεί ότι τα προαναφερθέντα γονίδια κωδικοποιούν για ένζυµα που σχετίζονται µε την παραγωγή του ακετυλο-CoA, σηµαντικού µεταβολικού ενδιάµεσου του C3 µονοπατιού, αλλά και το NADH, απαραίτητο συνένζυµο για την παραγωγή του ηλεκτρικού. Το γονίδιο pfl είχε ελαφρώς µειωµένη έκφραση στο χειρισµό G- χωρίς στατιστική σηµαντικότητα. Τέλος, το γονίδιο ca είχε σχετική έκφραση 2,58 (SE 0,772) και 5,341 (SE 3,834) στο χειρισµό G- και G+ αντίστοιχα, η διαφορά των οποίων δεν ήταν στατιστικά σηµαντική.  Όσον αφορά τα γονίδια που κωδικοποιούν για την πλειοψηφία των ενζύµων της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης, δηλαδή τις υποµονάδες των κυτοχρωµάτων, τις υποµονάδες της ATP συνθάσης και το ndu, η έκφραση τους ήταν επίσης αυξηµένη στον χειρισµό G-. Αξιοσηµείωτη είναι η διαφορά στην έκφραση των γονιδίων που κωδικοποιούν για τις υποµονάδες τις ATP συνθάσης, αφού µε εξαίρεση την υποµονάδα atp F1d της οποία η σχετική έκφραση ήταν 52,346 στο πείραµα G- έναντι του 19,755 στο G+, οι υπόλοιπές υποµονάδες στον τελευταίο χειρισµό είχαν σχετική έκφραση πολύ µικρότερη του 10 (Εικόνα 3.4). Ωστόσο, τα γονίδια atp F1a, atp F1b, atp F1g ήταν τα µόνα που είχαν στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των χειρισµών. H έκφραση του γονίδιου cyd I ήταν 2,942 (SE 1,127) στον χειρισµό G- έναντι του 0,960 (SE 0,306) στο χειρισµό G+, διαφορά στατιστικά σηµαντική σε επίπεδο σηµαντικότητας 10% (p-value 0,086). Για το cyd II ήταν 1,700 (SE 0,615) και 0,567 (SE 0,332) για τους χειρισµούς G- και G+ αντίστοιχα. Η υποέκφραση του ptn (-0,3 φορές) στο χειρισµό G- ήταν ασήµαντη, όπως και αυτή του hyd (-3,2 φορές). Για το γονίδιο ndu. η διαφορά της σχετικής έκφρασης µεταξύ των δυο 



58  χειρισµών ήταν πολύ µεγάλη, µε την µέση τιµής της να είναι 0,134 στο G-, ενώ 0,003 στο G+. Η προαναφερθείσα διαφορά ήταν στατιστικά σηµαντική µε p-value 0,055. Το γονίδιο ip είχε αυξηµένη έκφραση 5,6 φορές στο G-, µε µεγάλη διαφορά µεταξύ των χειρισµών. Συγκεκριµένα, στο χειρισµό G- η µέση τιµή της σχετικής έκφρασης ήταν 66,248, ενώ στον G+ µόλις 1,333. Το γεγονός ότι η παραπάνω διαφορά δεν ήταν στατιστικά σηµαντική δικαιολογείται από το µεγάλο τυπικό σφάλµα, που έφτασε το 56,092 στο χειρισµό G- έναντι του µόλις 0,040 στο G+. Τα παραπάνω υποδηλώνουν µια µεγαλύτερη ανάγκη για τροφοδότηση του οργανισµού µε NADH όταν τα βακτηριακά κύτταρα αναπτύχθηκαν απουσία MgCO3 . Όσον αφορά τα γονίδια που κωδικοποιούν για τους διαµεµβρανικούς µεταφορείς, η διαφορά στη σχετική έκφραση µεταξύ των χειρισµών για το asuc_1999 ήταν µικρή, µε αυτή του G- στο 11,813 και του G+ στο 13,902. Από την άλλη, η σχετική έκφραση του abc ήταν 0,039 στο χειρισµό G- και 0,001 στο G+. Για το γονίδιο dcu η σχετική έκφραση ήταν 1,141στο G-και 2,348 στο G+. Καµία από τις παραπάνω διαφορές δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. 3.3.2 Επίδραση του ηλεκτρικού ρεύµατος στην έκφραση των γονιδίων του βακτηρίου A.succinogenes    



59  Εικόνα 3.5 Μεταβολικά µονοπάτια καταβολισµού της γλυκόζης, παραγωγής ηλεκτρικού οξέος και παραπροϊόντων, και οξειδωτική φωσφορυλίωση για το µικροοργανισµό A.succinogenes. Απεικονίζεται και η ενδεχόµενη αξιοποίηση της ηλεκτρική ενέργειας, όταν αυτή παρέχεται. Εξετάζοντας τη διαφοροποίηση στην έκφραση των γονιδίων µεταξύ του χειρισµού Ε, όπου χρησιµοποιήθηκε η ηλεκτρική ενέργεια, και του G+ παρατηρείται ότι το γονίδιο pepck είναι ελαφρώς υποεκφρασµένο (-0,2 φορές), όπως και τα γονίδια του µονοπατιού C4, µε εξαίρεση το mdh που παρουσίασε υπερέκφραση (0,4 φορές). Το γονίδιο fum είχε σχετική έκφραση 56,687 στο χειρισµό G+ έναντι 28,902 στο χειρισµό E, η οποία όµως, όπως και οι προαναφερθείσες διαφορές, δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. Η µείωση της έκφρασης των frd A, frd B, frd C, frd D ήταν της τάξης των 2,1 έως 3,6. Ωστόσο, παρά την απόκλιση µεταξύ των µέσων τιµών που υπολογίστηκαν, λόγω του µεγάλου τυπικού σφάλµατος που παρατηρήθηκε στα δείγµατα, για κανένα από τα προαναφερθέντα γονίδια η διαφορά µεταξύ των χειρισµών δεν είναι στατιστικά σηµαντική. Τα γονίδια που κωδικοποιούν για τα ένζυµα ME και OADC ήταν υποεκφρασµένα στο χειρισµό Ε συγκριτικά µε τον G+ χωρίς στατιστικά σηµαντική διαφορά. Από τα γονίδια που σχετίζονται µε τα ένζυµα του µονοπατιού C3, στατιστικά σηµαντική και µάλιστα σε επίπεδο σηµαντικότητας < 1% ήταν µονάχα η υποέκφραση του pk στο χειρισµό E έναντι του G+ κατά 6,9 φορές. Η έκφραση του στο χειρισµό Ε ήταν 0,068 (SE 0,012) και στον G+ 8,324 (SE 0,434). Τα γονίδια ldh και ak είχαν παρόµοια σχετική έκφραση και στους 2 χειρισµούς, ενώ το fdn παρουσίασε στατιστικά σηµαντική διαφορά σε επίπεδο σηµαντικότητας 10% (p- value 0,071) µε µέσες τιµές 0,0002 και 0,039 στους χειρισµούς G+ και Ε αντίστοιχα. Αναφορικά µε τα γονίδια pdh E1 και pdh E2, η σχετική τους έκφραση ήταν σαφώς µειωµένη στο χειρισµό E, ιδιαίτερα στην περίπτωση του pdh E1 (Εικόνα 3.3). To τελευταίο είχε µέσες τιµές 0,689 (SE 0,192) και 1,907 (SE 0,598) για τους χειρισµούς Ε και G+ αντίστοιχα. Τέλος, τα γονίδια pfl και ca αν και παρουσίασαν διαφορές µεταξύ των χειρισµών δεν είχαν στατιστικά σηµαντική διαφορά σχετικής έκφρασης. Ενδιαφέρον έχουν τα αποτελέσµατα που αφορούν τα γονίδια που σχετίζονται µε τα ένζυµα της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης. Tα γονίδια atp F1b, atp F0a και atp F0c, από όσα σχετίζονται µε τις υποµονάδες της ATP συνθάσης, είχαν αυξηµένη έκφραση στο χειρισµό Ε, ενώ τα cyd I και cyd II µειωµένη. Συγκεκριµένα, το cyd I ήταν υποεκφρασµένο 1,3 φορές και το cyd II 1 φορά στο χειρισµό E έναντι του G+. Το γονίδιο ip είχε σχετική έκφραση 1,333 (SE 0,040) και 6,663 (SE 0,357) στους χειρισµούς G+ και E αντίστοιχα. Αυτή η διαφορά µεταφράζεται σε 2,3 φορές υπερέκφραση στο E. Παρατηρείται λοιπόν µια 



60  υποέκφραση στο σύνολο των σχετικών µε την οξειδωτική φωσφορυλίωση γονιδίων, όπου υπενθυµίζεται ότι συµπεριλαµβάνεται και τα frd A, frd B, frd C, frd D, µε εξαίρεση  µόνο των προαναφερθέντων γονιδίων για την ATP συνθάση.  Στις παρατηρήσεις που έχουν ήδη παρατεθεί έρχονται να προστεθούν οι σχετικές εκφράσεις των γονιδίων ndu και pnt. Συγκεκριµένα, η µέση τιµή για το ndu ήταν 0,003 και 0,002 στους χειρισµούς G+ και E αντίστοιχα. Για το γονίδιο pnt οι αντίστοιχες τιµές ήταν 0,617 και 0,455. Οι παραπάνω διαφορές δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. Το γονίδιο hyd ήταν υποεκφρασµένo στο χειρισµό E (-3,5 φορές), επίσης χωρίς στατιστικά σηµαντική διαφορά. Τα παραπάνω υποδεικνύουν παρόµοιες ανάγκες για ανακύκλωση των αναγωγικών συνενζύµων στο µεταβολισµό του βακτηρίου όταν χρησιµοποιείται ηλεκτρική ενέργεια µαζί µε MgCO3 (Ε) ή αποκλειστικά το τελευταίο (G+). Από τα γονίδια που κωδικοποιούν για τους µεταφορείς, η διαφορά στη σχετική έκφραση µεταξύ των χειρισµών για το asuc_1999 ήταν µεγάλη, µε αυτή του G+ στο 13,902 (SE 3,865)και του Ε στο 6,354 (SE 4,643). Από την άλλη, η σχετική έκφραση του abc ήταν 0,001 (SE 0,001) στο χειρισµό G+ και 0,002 (SE 0,001) στο E. Tο γονίδιο dcu ήταν υποεκφρασµένο 2,8 φορές όταν χρησιµοποιήθηκε το ηλεκτρικό ρεύµα. Καµία από τις παραπάνω διαφορές δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. Εξετάζοντας στη συνέχεια τη γονιδιακή έκφραση στους χειρισµούς E και G- και ξεκινώντας από την pepck, παρατηρήθηκε µικρή υποέκφραση όταν χρησιµοποιήθηκε το ρεύµα (-0,4 φορές). Οι µέσοι ήταν 7,402 (SE 1,453) και 5,612 (SE 3,552) για το χειρισµό G- και E αντίστοιχα. Στον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων και συγκεκριµένα στο µονοπάτι C4 τόσο το mdh όσο και το fum δεν παρουσίασαν σηµαντικές διαφορές. Στο σύνολό τους τα γονίδια που κωδικοποιούν για τις υποµονάδες του συµπλόκου FRD ήταν υπερεκφρασµένα στο χειρισµό E. Ωστόσο, για κανένα από τα προαναφερθέντα δεν καταγράφηκε στατιστικά σηµαντική διαφορά. Τα γονίδια oadc και me παρουσίασαν υποέκφραση (-0,1 φορές) και υπερέκφραση (4,0) στο χειρισµό E έναντι του G-. Στο µονοπάτι C3, όλα τα εµπλεκόµενα γονίδια, πλην του fdn, ήταν υποεκφρασµένα στο χειρισµό E συγκριτικά µε τον G-. Με σχετική έκφραση 3,367 (SE 0,294) στο G- έναντι 0,068 (SE 0,012) στο E για το γονίδιο pk υπήρχε στατιστικά σηµαντική διαφορά σε επίπεδο σηµαντικότητας <1%. Επίσης, στατιστικά σηµαντική ήταν και η διαφορά της έκφρασης των γονιδίων pdh E1 (p-value 0,052) και pdh E2 (p-value 0,005). To γονίδιο pfl είχε µέση τιµή σχετικής έκφρασης 18,937 (SE 4,294) και 14,093 (SE 0,117) στους χειρισµούς Ε και G- 



61  αντίστοιχα, χωρίς στατιστικά σηµαντική διαφορά. Τελειώνοντας, µε τα ένζυµα που σχετίζονται τις αντιδράσεις από τις οποίες παράγονται τα παραπροϊόντα της ζύµωσης για παραγωγή ηλεκτρικού οξέος, σε επίπεδο σηµαντικότητας 10% η υπερέκφραση του fdn 2,5 φορές ήταν στατιστικά σηµαντική H σχετική έκφραση του ak ήταν 6,441 (SE 1,424) και 0,0004 (SE 10-4) στο G- και Ε αντίστοιχα, διαφορά που είναι στατιστικά σηµαντική σε επίπεδο σηµαντικότητας <1%. Τέλος, η ldh µε υποέκφραση 0,8 φορές στο χειρισµό E δεν παρουσίασε στατιστικά σηµαντική µεταξύ των χειρισµών.  Από τα γονίδια που σχετίζονται µε την οξειδωτική φωσφορυλίωση στατιστικά σηµαντική διαφορά υπήρχε σε αυτά των υποµονάδων της ATP συνθάσης, και συγκεκριµένα στα atp F1a, atp F1g σε επίπεδο σηµαντικότητας <1% και στα atp F1b, atp F1d σε 10%. Πρέπει να σηµειωθεί ότι και ανάµεσα στα γονίδια atp F0a και atp F0c, αν και όχι στατιστικά σηµαντική η διαφορά ήταν αρκετά µεγάλη. Όλα τα προαναφερθέντα γονίδια ήταν υποεκφρασµένα όταν χρησιµοποιήθηκε το ηλεκτρικό ρεύµα. Από τα cyd I και cyd II , το πρώτο είχε σχετική έκφραση 2,942 (SE 1,127) και 0,403 (SE 0,117) στο χειρισµό G- και Ε αντίστοιχα, διαφορά η οποία ήταν στατιστικά σηµαντική σε επίπεδο 1% (p-value 0,039). Το cyd II αν και υποεκφρασµένο 2,6 φορές στο χειρισµό E δεν προέκυψε να διαφοροποιείται στατιστικά σηµαντικά Το γονίδιο ip ήταν επίσης υποεκφρασµένο στο χειρισµό E χωρίς στατιστικά σηµαντική διαφορά.  Αναφορικά µε τις σχετικές εκφράσεις των γονιδίων ndu και pnt, η µέση τιµή για το ndu ήταν 0,134 (SE 0,057) και 0,002 (SE 0,002) στους χειρισµούς G- και E αντίστοιχα. Αυτή η διαφορά είναι στατιστικά σηµαντική σε επίπεδο σηµαντικότητας 5% (p-value 0,053). Για το γονίδιο pnt οι αντίστοιχες τιµές ήταν 0,484 (SE 0,201) και 0,455 (SE 0,259), χωρίς στατιστικά σηµαντική. Το γονίδιο hyd ήταν υποεκφρασµένα στο χειρισµό E (-0,3 φορές), επίσης χωρίς στατιστική σηµαντικότητα. Καταλήγοντας στους µεταφορείς, η διαφορά στη σχετική έκφραση µεταξύ των χειρισµών για το asuc_1999 ήταν µεγάλη, µε αυτή του G- στο 11,813 (SE 4,821)και του Ε στο 6,354 (SE 4,643). Από την άλλη, η σχετική έκφραση του abc ήταν 0,039 (SE 0,020) στο χειρισµό G- και 0,002 (SE 0,001) στο E. Tο γονίδιο dcu ήταν υποεκφρασµένο µε σχετική έκφραση 1,141 (SE 0,467) και 0,330 (SE 0,016) στους χειρισµούς G- και E αντίστοιχα. Ωστόσο, για κανένα από τα προαναφερθέντα γονίδια οι διαφορές στην έκφραση δεν ήταν στατιστικά σηµαντική. 



62  Παρακάτω (Εικόνα 3.6) παρατίθενται τα αποτελέσµατα της µεθόδου ανάλυσης κυρίων συνιστωσών (PCA) για τις σχετικές εκφράσεις των γονιδίων που µελετήθηκαν στους τρεις διαφορετικούς χειρισµούς. Είναι φανερό, όπως αναλύθηκε και προηγούµενα, ότι το σύνολο των σχετικών εκφράσεων των γονιδίων στο χειρισµό G- σχηµατίζει µια διακριτή περιοχή. Αντίθετα, µεταξύ των περιοχών που καταλαµβάνουν οι χειρισµοί G+ και E υπάρχει επικάλυψη.   Εικόνα 3.6 Αποτελέσµατα της µεθόδου ανάλυσης κυρίων συνιστωσών (PCA, Principal Component Analysis).   



63  4. Συµπεράσµατα και µελλοντικοί πειραµατικοί στόχοι Οι ζυµώσεις στις οποίες το βακτηριακό στέλεχος A. succinogenes 130Z (DSM 22257) αναπτύχθηκε υπό την παροχή ηλεκτρονίων στο υγρό θρεπτικό µέσο τους είχαν την υψηλότερη τελική συγκέντρωση ηλεκτρικού οξέος, 36,4 g/L. Ωστόσο, η συνεργιστική δράση του ηλεκτρικού ρεύµατος και του MgCO3 δε φαίνεται να διαφοροποιεί αρκετά τα τελικά αποτελέσµατα από εκείνα που ελήφθησαν όταν χρησιµοποιήθηκε µόνο το MgCO3. Σε γονιδιακό επίπεδο, η σύγκριση της σχετικής έκφρασης των γονιδίων στους χειρισµούς G- και G+ φανέρωσε στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των γονιδίων pk, pdh E2, ak, atp F1a, atp F1b, atp F1g. Τα προαναφερθέντα, πλην του atp F1b και µε την προσθήκη του cyd I, ήταν τα γονίδια που είχαν στατιστικά σηµαντική διαφορά µεταξύ των χειρισµών G- και Ε. Με εξαίρεση το γονίδιο pk, που ήταν υπερεκφρασµένο στο χειρισµό G+ και υποεκφρασµένο στον χειρισµό E έναντι του G-, η σχετική έκφραση των υπολοίπων γονιδίων µειώθηκε τόσο στο G+ όσο και στο E. Στους µελλοντικούς στόχους της παρούσας έρευνας περιλαµβάνεται πρώτα η πραγµατοποίηση πειραµάτων µε παροχή ηλεκτρικής ενέργειας και χωρίς την προσθήκη του MgCO3 στο υγρό θρεπτικό µέσο της ζύµωσης, µε στόχο τη µεµονωµένη µελέτη της επίδρασης της στη γονιδιακή έκφραση. Επόµενα, αξίζει να ελεγχθεί η επίδραση της ηλεκτρικής ενέργειας στο µεταβολισµό του A.succinogenes όταν η πηγή άνθρακα είναι υδρόλυµα προερχόµενο από κάποιο απόβλητο της βιοµηχανία τροφίµων. Τέλος, η χρήση κάποιων µεταφορέων ηλεκτρονίων, όπως ο NR, αποτελεί επίσης ενδιαφέρον χειρισµό που συγκαταλέγονται στους µελλοντικούς στόχους.   



64  5.Παράρτηµα 5.1 Ποσοτικός και ποιοτικός προσδιορισµός του RNA 5.1.1 Ποσοτικός προσδιορισµός Το πρωτόκολλο αποµόνωσης του RNA ολοκληρώνεται µε τον ποσοτικό και ποιοτικό προσδιορισµό του στα δείγµατα. Ο ποσοτικός προσδιορισµός επιτυγχάνεται µε µέτρηση του RNA σε φασµατοφωτόµετρο NanoDrop (Thermο Fisher Scientific). Κατά την µέτρηση χρησιµοποιείται 1µL δείγµατος RNA και προσδιορίζονται τα ng DNA και RNA ανά µL δείγµατος, καθώς και η καθαρότητα των δειγµάτων µέσω των λόγων A260/280 και A260/230. Υπολείµµατα χηµικών αντιδραστηρίων που χρησιµοποιούνται κατά τον καθαρισµό του γενετικού υλικού (φαινόλη, γουανιδίνη) ή µόρια που υπήρχαν στα δείγµατα και δεν αποµακρύνθηκαν πλήρως (πρωτεΐνες) µπορεί να επηρεάσουν τους λόγους. Οι χαµηλές συγκεντρώσεις γενετικού υλικού στα δείγµατα (< 10 ng/µl) δύνανται επίσης να επηρεάσουν τους λόγους (Wilfinger et al., 1997). Μια αποδεκτή τιµή του λόγου A260/280 είναι ~ 1,8 (DNA) και ~2 (RNA), ενώ του A260/230 ~2-2,2 (Gallagher & Desjardins, 2008). 5.1.2 Ποιοτικός προσδιορισµός 5.1.2.1 PCR: Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης Η αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράση (PCR: Polymerace Chain Reaction) είναι µέθοδος ενίσχυσης του DNA. Για την πραγµατοποίησή της χρησιµοποιείται το ένζυµο DNA-πολυµεράση, το οποίο καταλύει τη σύνθεση DNA έχοντας ως εκµαγείο ένα µονόκλωνο τµήµα DNA και ως υπόστρωµα δεοξυριβονουκλεοτίδια (dNTPS) (Mullis, 1990). Στην παρούσα εργασία οι εκκινητές (primers) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν εκείνοι των γονιδίων αναφοράς (housekeeping genes) recF (Nielsen & Boye, 2005) και rpoB (Christensen et al., 2004). Οι συνθήκες που εφαρµόστηκαν στον θερµικό κυκλοποιητή κατά την PCR ήταν: 1 επανάληψη του πρώτου σταδίου στους 95ο C για 2 λεπτά ακολουθούµενη από 28 επαναλήψεις του δεύτερου σταδίου στους 95ο C για 30 δευτερόλεπτα, 60ο C για 30 δευτερόλεπτα, 72ο C για 15 δευτερόλεπτα. Στη συνέχεια, ακολούθησε 1 επανάληψη του τρίτου σταδίου στους 72ο C για 30 δευτερόλεπτα και τέλος πτώση της θερµοκρασίας στους  4ο C (∞), όπου η µέθοδος ολοκληρώνεται. Στον πίνακα φαίνονται o τελικός όγκος των δειγµάτων που χρησιµοποιήθηκαν στη µέθοδο PCR καθώς και οι συγκεντρώσεις των επιµέρους αντιδραστηρίων: 



65  Πίνακας 5.1 Αντιδραστήρια για την εφαρµογή της µεθόδου PCR.  Εκµαγείο DNA 1µL Ολιγονουκλεοτίδια (dNTPs) 0,5µL Υποκινητές (Primers) 2µL Ρυθµιστικό διάλυµα (Buffer) 2,5µL DNA-πολυµεράση 1µL ddH2O 18µL Τελικός όγκος 25µL 5.1.2.2 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης Για τον ποιοτικό προσδιορισµό του RNA στα δείγµατα γίνεται ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 3%. Κατά την ηλεκτροφόρηση τα µόρια του γενετικού υλικού εκτίθενται σε ηλεκτρικό πεδίο µέσω µιας µήτρας πηκτώµατος αγαρόζης και διαχωρίζονται κατά το µέγεθός τους. Όταν τα αρνητικά φορτισµένα µόρια γενετικού υλικού υποβάλλονται σε ηλεκτρικό πεδίο κινούνται προς το θετικό πόλο (άνοδος) µε τα µεγαλύτερα να αντιµετωπίζουν µεγαλύτερη δυσκολία διέλευσης µέσω του πηκτώµατος συγκριτικά µε τα µικρότερα. Στο τέλος της ηλεκτροφόρησης τα δείγµατα είναι ορατά µε έκθεση του πηκτώµατος σε UV και χρήση φθορίζουσας χρωστικής που προσδένεται στο γενετικό υλικό ή το RNA (Watson et al., 2014). Η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης 3% πραγµατοποιείται σε τρία (3) διαφορετικά στάδια του πρωτοκόλλου καθαρισµού του RNA. Συγκεκριµένα, η ηλεκτροφόρηση των δειγµάτων είναι απαραίτητη πριν τον καθαρισµό του υπολειµµατικού DNA µέσω της µεθόδου DNase, όπου αναµένεται να παρατηρηθεί µια µικρή ζώνη DNA που αποτελεί το υπολειµµατικό DNA στα δείγµατα, καθώς και δύο ζώνες RNA. Το RNA εµφανίζεται σε δύο διακριτές ζώνες που αντιπροσωπεύουν το 23S rRNA και 16S rRNA. Να σηµειωθεί ότι όταν το RNA είναι καθαρό και δεν έχει υδρολυθεί, η ένταση της  23S rRNA είναι διπλάσια από αυτή της 16S rRNA ζώνης (Berg et al., 2011). Στη συνέχεια, ηλεκτροφόρηση πραγµατοποιείται µετά την µέθοδο της DNase και ξανά στο τέλος της διαδικασίας καθαρισµού του RNA (RNA purification). Σε αυτά τα στάδια θα πρέπει να είναι εµφανείς δύο ζώνες RNA. Το πήκτωµα της αγαρόζης 3% παρασκευάζεται µε αγαρόζη και ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ 1x, το οποίο αποτελεί επίσης το διάλυµα στο οποίο βυθίζεται το πήκτωµα κατά την ηλεκτροφόρηση. Το ρυθµιστικό διάλυµα ΤΑΕ συνήθως παρασκευάζεται πυκνό (50x) και 



66  αραιώνεται σε αναλογία 1:50. Στην αραίωση χρησιµοποιείται απιονισµένο νερό (dH2O). Το πυκνό ρυθµιστικό TAE (1 M, pH 8,7) περιέχει: αιθυλενοδιαµινοτετραοξικό οξύ (EDTA) 1M (336,21 g/mol), Tris 2 M (121,14 g/mol) και οξικό οξύ 1 M (60,05 g/mol). Να σηµειωθεί ότι στο διάλυµα αγαρόζης – ΤΑΕ προστίθεται βαφή (SYBR safe DNA gel stain, Invitrogen) για να είναι ορατές οι ζώνες στο τέλος της ηλεκτροφόρησης.  Όσον αφορά τα δείγµατα, χρησιµοποιούνται 5µL από τα δείγµατα στα οποία δεν έχει γίνει ενίσχυση µε PCR και 10µL από τα δείγµατα µετά την PCR. Τα πρώτα αναµειγνύονται µε loading buffer  σε αναλογία 1:10. Τέλος, για τον προσδιορισµό του µεγέθους του RNA χρησιµοποιούνται 2µL 100 bp DNA Ladder (Invitrogen).  Εικόνα 5.1 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης. Φαίνονται δύο διακριτές ζώνες που αντιπροσωπεύουν το 23S rRNA (πάνω) και 16S rRNA (κάτω). 5.2 Μέθοδος DNase Για να γίνει η εφαρµογή της µεθόδου του ενζύµου δεοξυριβονουκλεάση (DNase treatment) πρέπει να έχει προηγηθεί ο ποσοτικός προσδιορισµός του υπολειµµατικού DNA στα δείγµατα ώστε να γίνεις πλήρης αποµάκρυνσή του. Γνωρίζοντας ότι µε τη συγκεκριµένη αντίδραση µπορούν να αποµακρυνθούν έως 2µg DNA υπολογίζεται η κατάλληλη αραίωση µε ddH2O που θα οδηγήσουν σε δείγµατα απαλλαγµένα από DNA ως εξής: 



67  Τελική συγκέντρωση DNA στο µίγµα της αντίδρασης (40 ng/1µL) * τελικός όγκος (50 µL)/ συγκέντρωση DNA (ng/µL) = ποσότητα δείγµατος για τη µέθοδο DNAse (x µL to 50µL final reaction volume) 5.3 cDNA Το cDNA (complementary DNA-συµπληρωµατικό DNA) είναι ένα µόριο DNA που συντίθεται από mRNA. Η σύνθεση του cDNA γίνεται µε χρήση του ενζύµου αντίστροφη µεταγραφάση. Για να εφαρµοστεί η µέθοδος απαιτείται ποσότητα περίπου 1 µg RNA, οπότε αρχικά υπολογίζονται τα µL κάθε δείγµατος RNA που απαιτούνται ώστε να υπάρχει η απαιτούµενη ποσότητα σε µg και ο όγκος συµπληρώνεται µε υπερκάθαρο νερό (ddH2O) έως τα 10µL. 5.4 RT-qPCR  Οι δύο µέθοδοι φθορισµού που χρησιµοποιούνται κατά την εφαρµογή της qPCR για τον εντοπισµό και τον ποσοτικό προσδιορισµό των προϊόντων είναι οι φθορίζουσες βαφές που αλληλεπιδρούν µη ειδικά µε το δίκλωνο DNA και οι ιχνηθέτες που προσδένονται σε ειδικές αλληλουχίες DNA (Navarro et al., 2015). Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε η µη ειδική φθορίζουσα χρωστική SYBR Green (Invitrogen), η οποία παρουσιάζει ελάχιστο ή µηδενικό φθορισµό όταν είναι ελεύθερη στο διάλυµα, πριν την έναρξη της ανάλυσης, ενώ φθορίζει όταν προσδένεται σε ένα δίκλωνο µόριο DNA (Morrison et al., 1998). Στην Εικόνα 5.2 φαίνεται µια καµπύλη φθορισµού ενός δείγµατος DNA. Στην περιοχή του βασικού επιπέδου το σήµα φθορισµού δεν µπορεί να διακριθεί. Η τιµή Ct ή κατώφλι κύκλου, που αντιστοιχεί στον κύκλο κατά τον οποίο ο φθορισµός των προϊόντων της PCR ξεπερνά το βασικό επίπεδο, µπαίνει στην εκθετική φάση και µπορεί να ανιχνευθεί (Heid et al., 1996), αποτελεί τη σηµαντικότερη παράµετρο για τους υπολογισµούς µετά το τέλος της RT-qPCR. Με τις τιµές Ct των γονιδίων αναφοράς και των γονίδιων ενδιαφέροντος µπορεί να είναι τελικά εφικτή η σύγκριση των δειγµάτων. Πρέπει να αναφερθεί ότι οι τιµές Ct εξαρτώνται απόλυτα από το αρχικό ποσό του δείγµατος. Έτσι, δείγµατα µε πολλά αντίγραφα του γονιδίου στόχου έχουν µικρότερο Ct από δείγµατα µε λιγότερα αντίγραφα του γονιδίου στόχου.  



68   Εικόνα 5.2 ∆ιάγραµµα απεικόνισης του κατωφλιού κύκλου (CT). Τα αποτελέσµατα της RT-qPCR λαµβάνονται ψηφιακά και επεξεργάζονται µε χρήση του excel και του προγράµµατος Lin Reg PCR. Το τελευταίο χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό της απόδοσης κάθε εκκινητή. Χρήσιµη τιµή αποτελεί ο µέσος όρος των αποδόσεων των ίδιων εκκινητών για διαφορετικά δείγµατα cDNA (average PCR efficiency). Για τον υπολογισµός του λόγου HK/γονίδιο ενδιαφέροντος αρχικά υπολογίζεται ο γεωγραφικός µέσος των δυο γονιδίων αναφοράς που έχουν επιλεχθεί. Στη συνέχεια υπολογίζεται το ∆Ct, το οποίο αποτελεί τη διαφορά του γεωγραφικού µέσου των γονιδίων αναφοράς και του Ct του γονιδίου ενδιαφέροντος. Τέλος, εφαρµόζεται ο τύπος: Γονίδιο ΗΚ/γονίδιο ενδιαφέροντος = (average PCR efficiency) ^ -∆Ct. 5.5 Συντοµογραφίες χηµικών ενώσεων Παρακάτω παρατίθεται οι συντοµογραφίες χηµικών ενώσεων και πρωτεϊνών που αναφέρονται στην παρούσα εργασία: Πίνακας 5.2 Οι χηµικές ενώσεις, οι χηµικοί τύπου και οι συντοµογραφίες των εξεταζόµενων µεταβολικών αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα στο µεταβολισµό του βακτηρίου A.succinogenes. Χηµική ένωση Συντοµογραφία Χηµικός τύπος Φωσφοενολ-πυροσταφυλικό οξύ PEP C3H5O6P Μηλικό οξύ MAL C4H6O5 Οξαλοξικό οξύ ΟΑΑ C4H4O5 Φουµαρικό οξύ FUM C4H4O4 Πυροσταφυλικό οξύ Pyr C3H4O3 



69  Συνένζυµο Α CoA C21H36N7O16P3S Ακετυλοσυνένζυµο Α Ac-CoA C23H38N7O17P3S Μυρµηκικό οξύ FOR CH₂O₂ Οξικό οξύ ACE C2H4O2 Φωσφοακέτυλο ac-P C2H5O5P Γαλακτικό οξύ LAC C3H6O3 Ηλεκτρικό οξύ SUC C4H6O4 Πυροφωσφορικό ανιόν PPi P2O74− Φωσφορικό ανιόν Pi PO43− Ανθρακικό οξύ - H2CO3   
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