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  3   Βιοτεχνολογική αξιοποίηση του τυρογάλακτος προς παραγωγή κυτταρικής βιοµάζας και µεταβολιτών µε τη χρήση ζυµών  Π.Μ.Σ. Σύγχρονη τεχνολογία τροφίµων – γαλακτοκοµία Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίµων    ΠΕΡΙΛΗΨΗ Η ραγδαία αύξηση της παραγωγής αποβλήτων παγκοσµίως, αναγκάζει την κοινωνία και την επιστηµονική κοινότητα να βρουν βιώσιµες λύσεις, µειώνοντας τον όγκο των παραγόµενων υπολειµµάτων και αξιοποιώντας τα µέσω φιλικών προς το περιβάλλον διαδικασιών. Η µείωση των αποβλήτων σε συνδυασµό µε τη χρήση τους για την παραγωγή νέων προϊόντων προστιθέµενης αξίας ή βιοαερίου ωφελεί τόσο το περιβάλλον όσο και την οικονοµία. Η βιοµηχανία γαλακτοκοµικών και τυροκοµικών απετέλεσε ανέκαθεν βασικό πυλώνα της ελληνικής οικονοµίας, µε τεράστια ποικιλία, ευρέως αποδεκτών, προϊόντων. Ωστόσο, η τυροκοµική πρακτική παρασκευής τυριού οδηγεί στην αποβολή του τυρογάλακτος, ενός παραπροϊόντος µε πολύ υψηλό οργανικό φορτίο. ∆ιάφοροι τρόποι µείωσης του ρυπαντικού φορτίου, όπως η αερόβια επεξεργασία, η αναερόβια χώνευση, η χρήση ως ζωοτροφή, η διήθηση για τον διαχωρισµό συµπυκνωµάτων πρωτεΐνης ορού γάλακτος και ο διαχωρισµός τους λόγω έντονης αναθέρµανσης, κροκκίδωσης των πρωτεϊνων του ορού και παρασκευής τυριών τυρογάλακτος µε επακόλουθη καλλιέργεια µικροοργανισµών στο δευτερογενές τυρόγαλα, ένα ρεύµα πλούσιο σε λακτόζη, προκειµένου να παραχθούν µεταβολίτες προστιθέµενης αξίας (όπως µονοκυτταρική βιοµάζα, µικροβιακά λιπίδια, οργανικά οξέα, κ.ο.κ.), έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία. Η καλλιέργεια ελαιογόνων ζυµών σε αγρο-βιοµηχανικά παραπροϊόντα και η παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων, τα οποία µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως υλικά εκκίνησης της διεργασίας για τη σύνθεση «2ης γενιάς» βιοντίζελ  και διάφορων τύπων ελαιοχηµικών, θεωρείται ως µία από τις σηµαντικότερες προσεγγίσεις της Μικροβιακής Βιοτεχνολογίας, στα πλαίσια της κυκλικής πράσινης οικονοµίας και της βιώσιµης ανάπτυξης. Στην παρούσα µελέτη, αξιολογήθηκαν 8 στελέχη ζύµης ως προς την ανάπτυξή τους σε καθορισµένο υπόστρωµα, µε λακτόζη ως πηγή άνθρακα και πέντε από αυτά τα στελέχη που αναπτύχθηκαν σε αυτό το υπόστρωµα εµβολιάστηκαν στο δευτερογενές τυρόγαλα (SCW). Όλα αυτά τα στελέχη αναπτύχθηκαν στο δευτερογενές τυρόγαλα, παράγοντας κυρίως βιοµάζα, µικροβιακά λιπίδια αλλά και µεταβολίτες υψηλού ενδιαφέροντος, όπως πολυσακχαρίτες. Στο υπόστρωµα αυτό, το στέλεχος Cryptococcus curvatus ATCC 20509 παρήγαγε την υψηλότερη ολική ξηρή βιοµάζα (T.D.W.) (22,7 g/L), η οποία περιείχε 3,4 g/L ενδοκυτταρικών λιπιδίων, ακολουθούµενο από το Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511, µε ξηρή βιοµάζα 16,9 g/L και συσσωρευµένα λιπίδια 2,3 g/L. Ένα νέο, µη εκτεταµένα µελετηµένο στέλεχος, το Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536, παρήγαγε σηµαντική ποσότητα T.D.W. (20,4 g/L), κυρίως λόγω έκκρισης εξωπολυσακχαριτών στην εξωκυτταρική κάψουλα, που περιβάλει τα κύτταρα. Οι υψηλότερες παραγωγικότητες ξηρής βιοµάζας και ενδοκυτταρικού λίπους, 0,23 g/L/h και 0,04 g/L/h αντίστοιχα, 
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  5  Biotechnological valorization of cheese whey by oleaginous yeasts for production of cell biomass and metabolites MSc Food Technology – Dairy Science Department of Food Science & Human Nutrition Laboratory of Food Microbiology & Biotechnology    ABSTRACT The rapid increase in waste generation worldwide, is forcing the scientific community and society to find sustainable solutions, primarily reducing the volume of the produced residues and, consequently, utilizing these materials under eco-friendly processes. The reduction of wastes in combination with their utilization for the production of new products of added value or biogas benefits both the environment and the economy. The dairy and cheese-making industry have always been pillars of the Greek economy, with a variety of products, widely accepted. Cheese-making practice, however, leads to the production of cheese whey, a by-product with a very high organic load. Various ways of reducing the pollutant load, such as the aerobic treatment, the anaerobic digestion, the usage as feed, the filtration to separate whey protein concentrates and lactose fractions, and the cultivation of useful microorganisms into the lactose fraction, in order to produce added-value metabolites (i.e. single-cell biomass, single-cell oil, organic acids, etc) have been reported in the literature.  The cultivation of oleaginous yeasts in various agro-industrial residues and the subsequent production of microbial lipids, which can be used as starting materials for the synthesis of both “2nd generation” biodiesel and various types of oleochemicals, is considered as one of the most important approaches of the Microbial Biotechnology, in terms of circular economy, green growth and sustainable development. In this study, 8 yeast strains were evaluated for their growth on a defined substrate, with lactose as a carbon source, and five of these strains grown on this substrate were inoculated into the complex substrate, second cheese whey. All of these strains were grown in second cheese whey, producing mainly yeast biomass, microbial lipids but also interesting metabolites such as polysaccharides. The strain Cryptococcus curvatus ATCC 20509 produced the highest total dry weight (T.D.W.) (=22.7 g/L; in second cheese whey cultivation) that contained 3.4 g/L of cellular lipids, followed by Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511, which produced 16.9 g/L of T.D.W. containing 2.3 g/L of lipids. A new, not extensively utilized in the literature, strain namely Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536, produced significant quantities of T.D.W. (20.4 g/L) and also, interestingly, secreted quantities of exopolysaccharides. The highest T.D.W. and lipid productivity, 0.23 g/L/h (one of the highest in literature) and 0.04 g/L/h respectively, were recorded for the strain Cryptococcus curvatus ATCC 20509. Cellular lipids of all microorganisms contained in variable quantities the fatty acids ∆9C18:1, C16:0, C18:0 and ∆9,12C18:2, constituting perfect candidates for the synthesis of 2nd generation biodiesel.   Scientific area: Food waste valorization  Keywords: second cheese whey, oleaginous yeasts, single cell oil, microbial lipids, 2nd generation biodiesel   
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  15   «ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ» Η παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη πραγµατοποιήθηκε στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας του Τµήµατος Επιστήµης Τροφίµων και ∆ιατροφής του Ανθρώπου, στο Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, υπό την επίβλεψη του καθηγητή Παπανικολάου Σεραφείµ, στα πλαίσια του µεταπτυχιακού προγράµµατος σπουδών «Σύγχρονη Τεχνολογία Τροφίµων – Γαλακτοκοµία». Θα ήθελα να εκφράσω τις ειλικρινείς µου ευχαριστίες σε όλους τους ανθρώπους που µε πλαισίωσαν κατά τη διάρκεια αυτού του ταξιδιού, που συντέλεσαν και βοήθησαν, ο καθείς µε το δικό του τρόπο, ώστε να ολοκληρώσω το εγχείρηµα αυτό. Αρχικά, τίποτα εξ αυτών δεν θα είχε συµβεί χωρίς την άψογη συνεργασία µε τον επιβλέποντα καθηγητή, Παπανικολάου Σεραφείµ, µε τον οποίο, ήδη από τις πρώτες ηµέρες αυτού του µεταπτυχιακού προγράµµατος, αναπτύξαµε µια πολύ εποικοδοµητική σχέση, η οποία επισφραγίστηκε µε την εµπιστοσύνη του προς το πρόσωπό µου, µέσω της ανάθεσης διεκπεραίωσης της συγκεκριµένης µελέτης. Η συνεχής αλληλεπίδρασή µας, οι συµβουλές και η στήριξή του δρουν ως βασικός πυλώνας της ανέλιξής µου. Παράλληλα, ευχαριστίες  αξίζουν στον αναπληρωτή καθηγητή, Μασούρα Θεόφιλο, για την αµεσότητα µε την οποία µου προσφέρει οτιδήποτε του ζητήσω και για όσα µου δίδαξε κατά τη διάρκεια των µεταπτυχιακών µου σπουδών και, φυσικά, στον καθηγητή Πολίτη Ιωάννη, τον µέντορα και σύµβουλο που δεν µου επιτρέπει να εφησυχάζω, µε προκαλεί και µε νουθετεί, µε στόχο τη συνεχή αυτοβελτίωση, τον επιστήµονα από τον οποίο πηγάζει όλη η φιλοσοφία του εγχειρήµατός µου.  Θερµές ευχαριστίες αξίζουν σε όλο το ανθρώπινο προσωπικό του εργαστηρίου και κυρίως στη συνάδελφο βιολόγο, Καλαντζή Ουρανία, που ωσάν άλλη µητρική φιγούρα µεριµνεί για τα πάντα, µας συµβουλεύει και µας διδάσκει, αποτελώντας το θεµέλιο λίθο του εργαστηρίου, αλλά και στις Μίχου Σαββούλα, υποψήφια διδάκτορας και Τσούκο Ερµίντα, µεταδιδάκτορας ερευνήτρια, για την αµέριστη βοήθεια και την υποµονετική συµβουλευτική τους. Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω τους λοιπούς καθηγητές, συµφοιτητές και συναδέλφους, µε τους οποίους αλληλοεπίδρασα τα τελευταία δύο έτη, την οικογένεια και τους φίλους, που µου συµπαραστέκονται και µε στηρίζουν καθ’ όλη την ακαδηµαϊκή µου διαδροµή. 



  16  «Με την άδειά µου, η παρούσα εργασία ελέγχθηκε από την Εξεταστική Επιτροπή µέσα από λογισµικό ανίχνευσης λογοκλοπής που διαθέτει το ΓΠΑ και διασταυρώθηκε η εγκυρότητα και η πρωτοτυπία της» 



  17  1. Εισαγωγή 



  18  “Solid wastes are the discarded leftovers of our advanced consumer society. This growing mountain of garbage and trash represents not only an attitude of indifference toward valuable natural resources, but also a serious economic and public health problem”  Jimmy Carter  Με τα παραπάνω λόγια, το 1977, ο 39ος πρόεδρος των Ηνωµένων Πολιτειών της Αµερικής (1977–1981), James Earl Carter Jr., κατά κόσµον Jimmy Carter, γνωστός για το αίσθηµα φιλανθρωπίας του, τους αγώνες του για την κατοχύρωση των ανθρώπινων δικαιωµάτων και το ίδρυµα “Carter Center”, για τα οποία έλαβε το Νόµπελ Ειρήνης εν έτει 2002, περιέγραψε τον ραγδαία αυξανόµενο όγκο αποβλήτων, ως απόρροια της άκρατης καταναλωτικής αδηφαγίας των πολιτών της σύγχρονης κοινωνίας. Ο παγκόσµιος πληθυσµός του πλανήτη βαίνει αυξανόµενος και κατ’ επέκταση, η εναπόθεση όλων των ειδών αποβλήτων εξαπλώνεται ανεξέλεγκτα.   Εικόνα 1. Γραφική αναπαράσταση της παγκόσµιας αύξησης του πληθυσµού τα τελευταία 70 χρόνια, καθώς και εκτίµηση της αύξησης αυτού έως το 2100, σύµφωνα µε τον ΟΗΕ (Population Division, D.E.S.A., United Nations) 1.1. Παραγωγή αποβλήτων │ Ο παγκόσµιος πληθυσµός το έτος 2020 ανέρχεται περί τα 7,8 δισεκατοµµύρια ανθρώπους και προβλέπεται ότι το 2100 θα φθάσει τα 11 δισεκατοµµύρια [από 9,5 έως 12,5 µε διάστηµα εµπιστοσύνης ∆.Ε. 95%] (Εικόνα 1). Σύµφωνα µε στοιχεία του ‘WORLD BANK GROUP’ για το 2016, παρήχθησαν 2,01 τρισεκατοµµύρια κιλά 



  19  απόβλητα παγκοσµίως. Η κατά κεφαλήν ηµερήσια παραγωγή ανήλθε στα 0,74 kg, µε το εύρος τιµών να είναι ιδιαίτερα µεγάλο, από 0,11 kg έως 4,54 kg ηµερησίως, τιµή που είναι άµεσα σχετιζόµενη µε τα εισοδηµατικά κριτήρια ανά περιοχή. Οι περισσότερες από τις χώρες της Αφρικής, η Ινδία, η Μογγολία και η Παπούα – Νέα Γουινέα εµφανίζουν τα χαµηλότερα επίπεδα ετήσιου εισοδήµατος, µε βάση το Ακαθάριστο Εθνικό Εισόδηµα, ενώ, αντίθετα, ο Καναδάς, η Γροιλανδία, οι Η.Π.Α., η Χιλή, η Αυστραλία, η Σαουδική Αραβία, και οι περισσότερες χώρες της Ευρώπης, συµπεριλαµβανοµένης και της χώρας µας, έχουν το πιο υψηλό εισόδηµα (Εικόνα 2).             Εικόνα 2. Ταξινόµηση των χωρών, παγκοσµίως, µε βάση τα εισοδηµατικά τους κριτήρια, όπως αυτά προκύπτουν µέσω του Ακαθάριστου Εθνικού Εισοδήµατος για το έτος 2017. Οι διάφοροι χρωµατισµοί αντιστοιχούν στο εύρος ετήσιου εισοδήµατος, όπως παρατίθενται στο άνω µέρος της εικόνας (WORLD BANK GROUP). Φυσική συνέχεια όσων αναπτύχθηκαν άνωθεν είναι η παραγωγή αποβλήτων ανά κάτοικο να είναι υψηλότερη στις χώρες µε υψηλό εισόδηµα και χαµηλή κυρίως στις πιο πτωχές περιοχές του πλανήτη (Ινδία, Ινδονησία, Αφρική), µε εξαίρεση την Κίνα, η οποία αν και έχει υψηλό Ακαθάριστο Εθνικό Εισόδηµα, η κατά κεφαλήν παραγωγή αποβλήτων είναι ιδιαίτερα χαµηλή. (Εικόνα 3). Παρόλα αυτά, οι περιοχές που έχουν χαµηλή κατά κεφαλήν παραγωγή αποβλήτων, λόγω του τεράστιου πληθυσµού τους, ειδικά σε περιοχές όπως η Ινδία, η Κίνα, η Ινδονησία και η Αυστραλία, δηλαδή χώρες της ανατολικής Ασίας και του Ειρηνικού Ωκεανού, εµφανίζουν τη µεγαλύτερη συσσώρευση αποβλήτων (468 εκατοµµύρια τόνοι ετησίως), ακολουθούµενες από τις 



  20   Εικόνα 4. Παρουσίαση γραφήµατος τύπου ‘πίτας’ µε τα ποσοστά (%) συµµετοχής των συγκεκριµένων περιοχών στην παγκόσµια παραγωγή αποβλήτων και ιστογράµµατος µε τις ποσότητες αποβλήτων ετησίως σε εκατοµµύρια τόνους, σύµφωνα µε στοιχεία του 2016 (WORLD BANK GROUP).  υπόλοιπες χώρες της Ασίας και την Ευρώπη, µε τα στοιχεία να παρουσιάζονται στο παρακάτω γράφηµα (Εικόνα 4). Περιοχές όπως ο Καναδάς, µε υψηλό εισόδηµα, παράγουν υψηλές ποσότητες απορριµµάτων ανά κάτοικο, όµως ο συνολικός όγκος αυτών είναι χαµηλότερος των προαναφερθέντων περιοχών. Αναµενόµενα, οι υποανάπτυκτες χώρες τις Αφρικής, µε τους ανθρώπους να ζουν κυρίως υπό απάνθρωπες συνθήκες πενίας και έλλειψης τροφής, εµφανίζουν και το µικρότερο όγκο αποβλήτων.  Εικόνα 3. Παρουσίαση της παραγωγής αποβλήτων ανά κάτοικο σε όλον τον πλανήτη, για το έτος 2016. Οι διάφοροι χρωµατισµοί αντιστοιχούν στο εύρος κιλών αποβλήτων, όπως παρατίθενται στο κάτω µέρος της εικόνας (WORLD BANK GROUP).              



  21  Έως το 2030 εκτιµάται ότι η ποσότητα των αποβλήτων θα ανέλθει στα 2,59 τρισεκατοµµύρια κιλά απόβλητα το χρόνο παγκοσµίως, ενώ το 2050 θα φτάσει τα 3,4 τρισεκατοµµύρια κιλά ετησίως (Εικόνα 5). Οι παραπάνω εκτιµήσεις έγιναν συναρτήσει της προβλεπόµενης αύξησης του Ακαθάριστου Εγχώριου Προϊόντος (Α.Ε.Π.) κάθε χώρας και της εκτιµώµενης παγκόσµιας αύξησης πληθυσµού.   Εικόνα 5. Εκτίµηση της ετήσιας παραγωγής αποβλήτων παγκοσµίως για τα έτη 2030 και 2050, (WORLD BANK GROUP). Σε επίπεδο Ευρωπαϊκής Ένωσης, η συνολική παραγωγή αποβλήτων για το έτος 2018 ανήλθε στους 2,317 δισεκατοµµύρια τόνους, µε την Ελλάδα να παράγει περί τους 45,6 εκατοµµύρια τόνους και να ανήκει στις χώρες, που η κατά κεφαλήν ηµερήσια παραγωγή αποβλήτων είναι υψηλότερη από τον παγκόσµιο µέσο όρο (0,74 kg/κάτοικο/ηµέρα) και για τα έτη 2016 και 2018 αντιστοιχούσε σε 1,38 kg/κάτοικο/ηµέρα, όπως µαρτυρά το παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 6).  Εικόνα 6. Παρουσίαση της ηµερήσιας παραγωγής αποβλήτων ανά κάτοικο στις χώρες της Ευρώπης και της Κεντρικής Ασίας σε kg/κάτοικο/ηµέρα για το έτος 2016. Με κόκκινο επισηµαίνεται η παραγωγή της Ελλάδας (WORLD BANK GROUP).  



  22  1.2. Σύσταση και διάθεση αποβλήτων │ Με τον όρο σύσταση ουσιαστικά εννοούµε την ταξινόµηση των απορριµµάτων στις διάφορες κατηγορίες τους (πλαστικό, γυαλί, χαρτί, οργανικά απόβλητα κ.α.). Για να προσδιοριστεί η σύσταση απαιτούνται επιτόπιοι έλεγχοι σε χώρους εναπόθεσης απορριµµάτων, από τους οποίους λαµβάνονται δείγµατα, ταξινοµούνται και ζυγίζονται. Σε παγκόσµια κλίµακα, παρατηρούµε (Εικόνα 7) ότι τα οργανικά απόβλητα, φυτικής προέλευσης αλλά και όσα προέρχονται από τρόφιµα, αποτελούν την πλειονότητα µε ποσοστό 44%, ενώ τα λεγόµενα «ανακυκλώσιµα» (πλαστικό, χαρτί/χαρτόνι, αλουµίνιο,  γυαλί) αποτελούν αθροιστικά το 38%.  Εικόνα 7. Ποσοστιαία κατανοµή των διαφόρων κατηγοριών αποβλήτων παγκοσµίως  (WORLD BANK GROUP). Έχει παρατηρηθεί ότι η σύσταση των αποβλήτων ποικίλει ανάλογα µε τα επίπεδα εισοδήµατος. Καθώς αυτά αυξάνονται, µειώνεται το ποσοστό οργανικών αποβλήτων και αυξάνονται τα ανόργανα απόβλητα, ιδίως το πλαστικό και το χαρτί. Αυτό οφείλεται στο γεγονός ότι τα καταναλωτικά αγαθά στις χώρες αυτές συνήθως συσκευάζονται στα 2 προαναφερθέντα υλικά. Τα απόβλητα, σε επίπεδο Ευρωπαϊκής Ένωσης, προέρχονται κυρίως από κατεδαφίσεις και κατασκευές (Απόβλητα Εκσκαφών Κατεδαφίσεων & Κατασκευών, Α.Ε.Κ.Κ.) σε ποσοστό 35,9%, ακολουθούµενα από τα απόβλητα εξορύξεων και λατόµησης (26,6%). Τα τελευταία καταλαµβάνουν την πρώτη θέση στη χώρα µας, µε 



  23  ποσοστό 56,4%, ακολουθούµενα από τα βιοµηχανικά (11,8%) και τα απόβλητα οικιακής προέλευσης (10,1%), σύµφωνα µε στοιχεία της Eurostat για το έτος 2018 (Εικόνα 8). Από στοιχεία της ευρωπαϊκής αρχής προκύπτει, επίσης, ότι τη µεγαλύτερη αύξηση, από το έτος 2004 έως το έτος 2018, γνώρισαν τα υγρά λύµατα, αύξηση της τάξης του 175,9% (Εικόνα 9).   Εικόνα 8. Ποσοστιαία κατανοµή των κατηγοριών αποβλήτων συνολικά και ανά χώρα της ΕΕ (Eurostat).   



  24   Εικόνα 9. Κατανοµή των αποβλήτων ανά κατηγορία και διετία για τη χρονική περίοδο 2004-2018 (Eurostat). Η εναπόθεση αποβλήτων, παγκοσµίως, γίνεται σε χώρους ανεξέλεγκτης διάθεσης αποβλήτων (Χ.Α.∆.Α.) µε ποσοστό 33%, ενώ ένα µεγάλο µέρος καταλήγει σε χώρους υγειονοµικής ταφής (Χ.Υ.Τ.Α. – Χ.Υ.Τ.Υ.) 36,7%. Επιπρόσθετα, ανάκτηση µέρους αυτών πραγµατοποιείται µέσω ανακύκλωσης και κοµποστοποίησης 19%, ενώ η µέθοδος της αποτέφρωσης χρησιµοποιείται στο 11% αυτών (Εικόνα 10).       Εικόνα 10. Ποσοστιαία κατανοµή των διαφόρων τρόπων εναπόθεσης των αποβλήτων παγκοσµίως (WORLD BANK GROUP).   Η λύση των Χ.Α.∆.Α., ως χώρων διάθεσης αποβλήτων, δεν είναι βιώσιµη, µε την κατασκευή και χρήση Χ.Υ.Τ.Α. – Χ.Υ.Τ.Υ. να είναι το πρωταρχικό βήµα προς µια αειφόρο και ‘πράσινη’ διαχείριση αποβλήτων. Η ανάκτηση ολοένα και µεγαλύτερου ποσοστού απορριµµάτων µέσω ανακύκλωσης, για τα ανόργανα απόβλητα και µέσω κοµποστοποίησης ή επεξεργασίας προς παραγωγή βιοκαυσίµων, όπως το βιοµεθάνιο και προϊόντων υψηλότερης αξίας, για τα οργανικά παραπροϊόντα, είναι το επόµενο βήµα για µια πιο βιώσιµη κοινωνία (Kaza et al., 2018). 



  25  1.3. Κυκλική οικονοµία – Πράσινη αειφόρα ανάπτυξη │ Η σύγχρονη κοινωνία παράγει τεράστιο όγκο αποβλήτων, που αντιπροσωπεύουν µια απειλή µείζονος σηµασίας για το περιβάλλον και κατ’ επέκταση για τον άνθρωπο και τα υπόλοιπα έµβια όντα, λόγω του υπερπληθυσµού, της κλιµατικής αλλαγής, της υπερθέρµανσης του πλανήτη και της επιµόλυνσης του εδάφους, του αέρα και του υδροφόρου ορίζοντα (Εικόνα 11). Η στρατηγική που ακολουθεί η Ε.Ε., στα πλαίσια της κυκλικής οικονοµίας, για να βελτιώσει και ει δυνατόν να αντιστρέψει την κατάσταση, καλείται Ευρωπαϊκή Πράσινη Συµφωνία, µε στόχο µια κλιµατικά ουδέτερη, αποδοτική ως προς τους πόρους και ανταγωνιστική οικονοµία (Circular Economy Action Plan, The European Green Deal, Μάρτιος 2020).             Ο όρος «κυκλική οικονοµία» πρωτοεµφανίστηκε στο “The Economics of Natural Resources” (Kneese, 1988) και ενισχύθηκε τα τελευταία χρόνια ελέω της αύξησης των τιµών των πρώτων υλών, της κλιµατικής αλλαγής και της οικονοµικής κρίσης, ωθώντας την κοινωνία και τις εταιρίες στο να επανεξετάσουν τα παραγωγικά και καταναλωτικά τους πρότυπα, µε γνώµονα την ανακύκλωση, την αξιοποίηση των ανανεώσιµων πηγών ενέργειας και την επίτευξη του κέρδους, χωρίς τη ζηµία του περιβάλλοντος. Η κυκλική οικονοµία δοµείται µε στόχο την εξάλειψη των απορριµµάτων και της ρύπανσης, τη διατήρηση και επαναχρησιµοποίηση των υλικών και την αξιοποίηση των φυσικών και ανανεώσιµων πηγών ενέργειας, αποτελώντας ένα ανθεκτικό, κατανεµηµένο, ποικίλο και άνευ αποκλεισµών οικονοµικό µοντέλο,  α β γ Εικόνα 11.  Η άκρατη παραγωγή αποβλήτων και οι πρακτικές διαχείρισης οδηγούν σε επιµόλυνση (α) του εδάφους (https://www.nationalgeographic.org/), (β) των υδάτων (Karaouzas, 2016) και (γ) του αέρα (https://www.climatecentral.org/). β γ 



  26  στοχεύοντας στην βιώσιµη ανάπτυξη και την πράσινη οικονοµία (Sustainable Development Goals, O.H.E., 2015).  Το µοντέλο βιώσιµης ανάπτυξης, που βασίζεται στην οικονοµική, κοινωνική και περιβαλλοντική παραγωγή και κατανάλωση αποσκοπεί στην οικοδόµηση µιας βιώσιµης κοινωνίας, σε αντίθεση µε το γραµµικό µοντέλο, που επικρατεί ακόµη και σήµερα (Εικόνα 12). Σε αντίθεση µε το γραµµικό αυτό µοντέλο, όπου το πετρέλαιο είναι η κινητήριος δύναµη της παγκόσµιας αγοράς ενέργειας και προϊόντων, µε τα παραγόµενα προϊόντα να καταναλώνονται και οι περιέκτες να απορρίπτονται σε χώρους απορριµµάτων, το κυκλικό µοντέλο προάγει την επαναχρησιµοποίηση, την ανακύκλωση και την αξιοποίηση των ρευµάτων αποβλήτων, αλλά πρωτίστως των ανανεώσιµων πηγών ενέργειας, αποσυνδέοντας την εξάρτηση από πεπερασµένους πόρους.   Εικόνα 12. Απεικόνιση των 2 διαφορετικών µοντέλων, το γραµµικό µοντέλο παραγωγής και απόρριψης και το κυκλικό µοντέλο επαναχρησιµοποίησης και ανακύκλωσης (τροποποιηµένο από Weetman, 2016).  1.4. H γαλακτοκοµία │ Το γάλα και τα προϊόντα που παράγονται απ’ αυτό αποτελούν σηµαντικό µέσο πρόσληψης πολλών και διαφόρων θρεπτικών συστατικών, που συµβάλλουν σε µια ισορροπηµένη και υγιεινή διατροφή, µε ένα ευρύ φάσµα θρεπτικών στοιχείων, όπως ασβέστιο, πρωτεΐνες υψηλής βιολογικής αξίας κ.α. Το βιολογικά διαθέσιµο ασβέστιό του συµβάλλει στη δηµιουργία και διατήρηση της υγείας των οστών, ενώ παράλληλα διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στις διάφορες µεταβολικές διεργασίες του οργανισµού. Γραµµικό µοντέλο Κυκλικό µοντέλο 



  27  Η Ευρωπαϊκή Ένωση, της οποίας µέλος είναι και η χώρα µας, θεωρείται περιοχή µε ιδιαίτερα ανεπτυγµένη γαλακτοκοµία. Συγκεκριµένα, συµβάλει κατά 24,9% στην παγκόσµια παραγωγή αγελαδινού γάλακτος (Εικόνα 13), 17,9% στην παραγωγή αίγειου γάλακτος και κατά 18,4% σε αυτή του πρόβειου γάλακτος. Αξιοσηµείωτο είναι το γεγονός ότι το αγελαδινό γάλα, εντός Ε.Ε., αντιστοιχεί στο 97% της συνολικής παραγωγής νωπού γάλακτος (Μασσούρας, 2015). 1.4.1. Το γάλα Σύµφωνα µε τον Κώδικα Τροφίµων και Ποτών της Ανεξάρτητης Αρχής ∆ηµοσίων Εσόδων ως νωπό γάλα νοείται «το γάλα που εκκρίνεται από τους µαστικούς αδένες µιας ή περισσοτέρων αγελάδων, προβατίνων, αιγών ή βουβαλίδων, το οποίο δεν έχει θερµανθεί πέραν των 40 οC, ούτε έχει υποβληθεί σε επεξεργασία µε ισοδύναµο αποτέλεσµα». Αντίστοιχα, ως γάλα που προορίζεται για την παρασκευή προϊόντων µε βάση το γάλα νοείται «είτε το νωπό γάλα που προορίζεται για µεταποίηση, είτε το υγρό ή κατεψυγµένο γάλα, που λαµβάνεται από νωπό γάλα, το οποίο έχει ή δεν έχει υποστεί επιτρεπόµενη φυσική επεξεργασία, όπως θερµική επεξεργασία ή θέρµισµα, και του οποίου έχει ή δεν έχει τροποποιηθεί η σύνθεση, εφόσον oι εν λόγω τροποποιήσεις περιορίζονται στην προσθήκη ή/και την αφαίρεση φυσικών συστατικών του γάλακτος» (Άρθρο 79, Κ.Τ.Π., 2016). Ο όρος «γάλα» απλά, χωρίς να συνοδεύεται από κάποιο επίθετο, αντιστοιχεί αποκλειστικά και µόνο σε γάλα, το οποίο: α) Προέρχεται από αγελάδα. β) Είναι νωπό. γ) Είναι πλήρες. δ) ∆εν έχει υποστεί αφυδάτωση ή συµπύκνωση ε) ∆εν περιέχει άλλες ύλες που έχουν προστεθεί από έξω. Σε περίπτωση που το γάλα δεν είναι αγελαδινό, πρέπει να φέρει έναν από τους όρους «Κατσίκας», «Προβάτου», «Βουβάλου» ή «Ανάµικτο Προβάτου – Κατσίκας» (Άρθρο 80, Κ.Τ.Π., 2016). Η Ασία, ακολουθούµενη από την Ευρώπη είναι οι πιο υψιπαραγωγές περιοχές αγελαδινού γάλακτος (Εικόνα 13).    



  28  Εικόνα 13. Κατανοµή της παγκόσµιας παραγωγής αγελαδινού γάλακτος ανά ήπειρο, (I.D.F./W.D.S, 2015).          Τα κύρια χαρακτηριστικά του γάλακτος είναι το νερό, το λίπος, η λακτόζη, οι πρωτεΐνες (καζεΐνες και πρωτεΐνες του ορού) και τα ανόργανα στοιχεία. Ανάλογα από το είδος ζώου, από το οποίο προέρχεται το γάλα, η σύστασή του διαφοροποιείται. Στον Πίνακα 1 αναγράφεται η σύσταση του γάλακτος σε αντιστοιχία µε το ζώο προελεύσεως στην Ελλάδα (Καµιναρίδης & Μοάτσου, 2009). Πίνακας 1. Είδος γάλακτος και η περιεκτικότητα αυτού στα κύρια συστατικά (Καµιναρίδης & Μοάτσου, 2009).  Είδος Γάλακτος Λίπος  % Πρωτεΐνες% Λακτόζη% Σ.Υ.Α.Λ.% Ανόργανα και ∆ευτερεύοντα Συστατικά% Αγελαδινό 3,95 3,29 4,82 8,82 0,71 Πρόβειο 6,64 5,68 4,77 11,18 0,73 Αίγειο 4,71 3,73 4,48 9,05 0,84  Η παραγωγή αγελαδινού γάλακτος στην Ελλάδα, το 2018, ανήλθε σε 620.900 τόνοι και αντιστοιχεί σε ποσοστό 0,4% της παραγωγής σε Ευρωπαϊκό επίπεδο, µε τις χώρες της Κεντρικής Ευρώπης να έχουν ιδιαίτερα υψηλή παραγωγή (Εικόνα 14) (Collection of cow’s milk, Eurostat). Όµως, στην περίπτωση αίγειου και πρόβειου γάλακτος, το ποσοστό αυτό είναι σηµαντικά υψηλότερο. Συγκεκριµένα, η παραγωγή αίγειου γάλακτος ανήλθε σε 152.475 τόνους (6,6% στην Ε.Ε.) και η αντίστοιχη πρόβειου γάλακτος σε 672.929 τόνους (24% στην Ε.Ε.) (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). Γίνεται λοιπόν αντιληπτό ότι η παραγωγή µη-αγελαδινού νωπού γάλακτος στην Ελλάδα αγγίζει ποσοστό της τάξης του 57,1%, αποτελώντας αξιόλογη πρώτη ύλη για την παραγωγή πληθώρας προϊόντων στη χώρα της (Εικόνα 15). 



  29   Εικόνα 14. Απεικόνιση της παραγωγής αγελαδινού γάλακτος ανά χώρα (Eurostat).    Εικόνα 15. Ποσοστό µη-αγελαδινού γάλακτος επί της συνολικής παραγωγής ανά Ευρωπαϊκή χώρα (Eurostat). 



  30  Εικόνα 16. Εξέλιξη του αριθµού των παραγωγών, της παραγωγής αγελαδινού γάλακτος και των ποσοστόσεων στην Ελλάδα του 21ου αιώνα (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). 1.4.2. Η γαλακτοβιοµηχανία στην Ελλάδα Η Ελλάδα αποτελεί χώρα µε µεγάλη παράδοση στην κτηνοτροφία, ειδικά αυτή των µικρών µηρυκαστικών, αιγών και προβάτων. Παρά τις προσπάθειες και µέχρι το Β΄ Παγκόσµιο Πόλεµο, ο κλάδος παραγωγής γάλακτος και γαλακτοκοµικών προϊόντων δεν είχε καταφέρει να αναπτυχθεί. Πολλοί µελετητές απέδιδαν το πρόβληµα στην υποανάπτυκτη κτηνοτροφία και κατ’ επέκταση στην έλλειψη ζωοτροφών. Η  παραγωγή αγελαδινού γάλακτος δεν µπορούσε να καλύψει τη ζήτηση της αγοράς.    Επίσης, δυσκολίες υπήρχαν και στην διατήρηση των προϊόντων και στη διάθεση της σε αποµακρυσµένες από τον τόπο παραγωγής περιοχές (Χατζηόλου, 1941). Από της αρχές  του 21ου αιώνα,  ο αριθµός  παραγωγών αγελαδινού γάλακτος είχε φθίνουσα πορεία, παρ’ όλα αυτά η παραγωγή αγελαδινού  γάλακτος  παρέµεινε σε σταθερά επίπεδα (περίπου 661.329,2 τόνοι), κυρίως λόγω της ανάπτυξης του τοµέα της Γαλακτοκοµίας (Εικόνα 16). Οι αριθµοί παραγωγών τόσο αίγειου όσο και πρόβειου γάλακτος βρίσκονται σε σταθερά επίπεδα τα τελευταία χρόνια (Εικόνα 17). Η παραγωγή πρόβειου γάλακτος γνωρίζει ραγδαία αύξηση (243% η παραγωγή το 2018 σε σχέση µε το 2002) (Εικόνα 18), µε την παραγωγή του αίγειου γάλακτος να παραµένει σε χαµηλά µεν, αλλά σταθερά επίπεδα δε (Εικόνα 19) (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019).               



  31                                  Εικόνα 17. Εξέλιξη του αριθµού των παραγωγών και της παραγωγής πρόβειου και αίγειου γάλακτος στην Ελλάδα του 21ου αιώνα (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). Εικόνα 18. ∆ηλωθείσα ποσότητα πρόβειου γάλακτος και η µέση τιµή που διαµορφώνεται σε βάθος 20ετίας (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). 



  32                Η τιµή πώλησης του νωπού αγελαδινού γάλακτος, από τον παραγωγό, σύµφωνα µε τον ΕΛΓΟ-∆ΗΜΗΤΡΑ, για το 2018 κυµάνθηκε στα 0,3991 €/kg. Η τιµή πώλησης αντίστοιχα του αίγειου γάλακτος, την ίδια χρονιά, ανήλθε στα 0,5312 €/kg και του πρόβειου στα 0,8554 €/kg, όπως παρατηρούµε από τα άνωθεν διαγράµµατα (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). Γίνεται λοιπόν αντιληπτό, ότι τόσο σε επίπεδο αγροτικής όσο και εθνικής οικονοµίας, ο τοµέας της γαλακτοκοµίας έχει ιδιαίτερη σηµασία γιατί προσφέρει απασχόληση σε χιλιάδες οικογένειες. Πιο συγκεκριµένα, περί τις 115.000 οικογένειες ασχολούνται µε την κτηνοτροφία και 300.000 άτοµα βρίσκουν µερική ή πλήρη απασχόληση στον πρωτογενή τοµέα της παραγωγής του γάλακτος (Μασσούρας, 2015).  Σύµφωνα µε στοιχεία της Ελληνικής Στατιστικής Υπηρεσίας, σχετικά µε τις κτηνοτροφικές εκµεταλλεύσεις και τον αριθµό των ζώων το έτος 2016, καταγράφηκαν 14.699 εκµεταλλεύσεις βοοειδών µε 615.123 ζώα και 150.079 εκµεταλλεύσεις αιγοπροβάτων, µε τον συνολικό αριθµό ζώων να ανέρχεται στα 11.769.306 αιγοπρόβατα [8.227.631 πρόβατα – 3.451.631 αίγες] (Ελλάς µε αριθµούς, Ελληνική Στατιστική Υπηρεσία, 2020). Οι πληθυσµοί των προβάτων και αιγών που απαντώνται στη χώρα µας, αντιστοιχούν στο 12% των προβάτων και 48%  των αιγών Εικόνα 19. ∆ηλωθείσα ποσότητα αίγειου γάλακτος και η µέση τιµή που διαµορφώνεται σε βάθος 20ετίας (Ε.Λ.Γ.Ο. ∆ΗΜΗΤΡΑ, 2019). 



  33  στο σύνολο της Ευρωπαϊκής Ένωσης. ∆ιαφαίνεται, λοιπόν, ότι η Ελλάδα συµβάλλει ελάχιστα στη διαµόρφωση της παραγωγής αγελαδινού γάλακτος στην Ε.Ε., αντίθετα όµως η συµβολή της σε πρόβειο και αίγειο γάλα είναι σηµαντική και κατέχει τη δεύτερη θέση µεταξύ των χωρών της Κοινότητας. Σε παγκόσµιο επίπεδο καταλαµβάνει τη µεγαλύτερη κατά κάτοικο παραγωγή σε αιγοπρόβειο γάλα, ενώ καταλαµβάνει την τέταρτη και πέµπτη θέση σε παραγωγή πρόβειου και αίγειου γάλακτος, αντίστοιχα (Μασσούρας, 2015). Ο κλάδος των γαλακτοκοµικών προϊόντων κατέχει σηµαντική θέση στον ευρύτερο κλάδο των τροφίµων, περιλαµβάνοντας µερικές από τις µεγαλύτερες βιοµηχανίες ειδών διατροφής της χώρας. Το σύνολο της γαλακτοπαραγωγής αξιοποιείται από περίπου 950 µονάδες επεξεργασίας γάλακτος και γαλακτοκοµικών προϊόντων, η πλειονότητα των οποίων είναι µικρού µεγέθους, µε ετήσια παραγωγή κάτω των 100 τόνων. Στον αντίποδα, ελάχιστες είναι οι επιχειρήσεις µε ετήσια παραγωγή άνω των 10.000 τόνων. Το αιγοπρόβειο γάλα αξιοποιείται σε ποσοστό 90% για παραγωγή τυριών, ενώ το αγελαδινό κατά κύριο λόγο (80%) οδηγείται προς εµφιάλωση (Μασσούρας, 2015).  Οι µεγάλου µεγέθους βιοµηχανικές επιχειρήσεις, καλύπτουν και το σηµαντικότερο µέρος της συνολικής αγοράς γαλακτοκοµικών προϊόντων, µε τις µικροµεσαίες παραγωγικές µονάδες να καλύπτουν τις ανάγκες της εκάστοτε τοπικής αγοράς, στην οποία εντάσσονται. Με δεδοµένο ότι ο κλάδος παρουσιάζει σηµαντική ανοµοιογένεια µεταξύ των διαφόρων εταιριών, στην αλυσίδα της διανοµής των προϊόντων εµπλέκονται τοπικοί αντιπρόσωποι, καθώς και επιχειρήσεις διανοµών µε τοπικά ή ευρύτερα δίκτυα διανοµής. Η διάθεση των προϊόντων γίνεται κυρίως µέσω super markets και µικρών σηµείων πώλησης όπως περίπτερα, φούρνοι, ζαχαροπλαστεία, παντοπωλεία, κ.α. (Χατζηχρήστου, 2010). Τα γαλακτοκοµικά προϊόντα αποτελούν βασικό είδος διατροφής και η ζήτηση τους παρουσιάζει σχετικά χαµηλή ελαστικότητα ως προς την τιµή και το διαθέσιµο εισόδηµα. Η στροφή των καταναλωτών σε υγιεινότερους τρόπους διατροφής, η άνοδος του βιοτικού επιπέδου και του διαθέσιµου εισοδήµατος ενίσχυσαν την συνολική κατανάλωση γαλακτοκοµικών προϊόντων και ειδικότερα των προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας. Παρατηρείται αύξηση της ζήτησης ορισµένων προϊόντων όπως για παράδειγµα το φρέσκο γάλα και το γιαούρτι, καθώς και 



  34  προϊόντων µε χαµηλότερα λιπαρά. Η εγχώρια κατανάλωση τυροκοµικών προϊόντων κυµαίνεται περίπου 360.000 τόνους, µε το βαθµό αυτάρκειας της αγοράς να ανέρχεται σε υψηλά επίπεδα, µε τα ελληνικά προϊόντα να καλύπτουν το 75% της συνολικής εγχώριας κατανάλωσης τυριών τα τελευταία 5 χρόνια και το υπόλοιπο ποσοστό να καλύπτεται από εισαγόµενα προϊόντα (Χατζηχρήστου, 2010). 1.5. Η τυροκοµία │ Η τυροκόµηση πιθανολογείται ως µια τυχαία ανακάλυψη των λαών της Μέσης Ανατολής, ως τρόπος συντήρησης και αξιοποίησης των θρεπτικών συστατικών του γάλακτος, µε την πρώτη τυροκόµηση να εκτιµάται πριν από περίπου 8 χιλιετίες, όταν ένας Άραβας έµπορος µετέφερε, στην έρηµο, γάλα µέσα σε έναν ασκό, φτιαγµένο από στοµάχι προβάτου. Τα ένζυµα και η µικροβιακή χλωρίδα του στοµάχου του ζώου, σε συνδυασµό µε την εξωτερική θερµοκρασία που επικρατούσε, οδήγησε στο σχηµατισµό του τυροπήγµατος. Σύµφωνα µε την Ελληνική µυθολογία, η παρασκευή του τυριού θεωρείται ως «παντοτινό δώρο θεών», µε τον πρώτο τυροκόµο να είναι ο Κύκλωπας Πολύφηµος, σύµφωνα µε την Οδύσσεια του Οµήρου (Ανυφαντάκης, 2004).  Η τυροκοµία θεωρείται η κυριότερη µορφή µεταποίησης και αξιοποίησης του γάλακτος, οδηγώντας σε ένα προϊόν υψηλής θρεπτικής και βιολογικής αξίας, µε µεγάλο διάστηµα διατήρησης. Στην Ελλάδα, όπως και στις περισσότερες χώρες ανά τον κόσµο, µέχρι και τα µέσα του 19ου αιώνα, η παρασκευή τυριών γινόταν σε οικοτεχνικό επίπεδο και µικρές βιοτεχνίες. Η τυροκόµηση, κυρίως βασιζόµενη στην εµπειρία του εκάστοτε κτηνοτρόφου-παραγωγού, προσέδιδε στο τυρί ιδιαίτερους δευτερογενείς χαρακτήρες, προερχόµενους από τα κλιµατολογικά και µικροβιολογικά χαρακτηριστικά της περιοχής. Η επιστήµη της γεωπονίας, τον 20ο αιώνα, σε συνδυασµό µε την εκθετική πρόοδο των επιστηµών της χηµείας και της µικροβιολογίας, οδήγησαν σε ραγδαία ανάπτυξη της γαλακτοκοµίας στη χώρα µας και στην τυποποίηση της παραγωγικής διαδικασίας των διαφόρων προϊόντων, αλλά και της κατοχύρωσης πολλών εξ’ αυτών µε σήµατα ποιότητας (Π.Ο.Π., Π.Γ.Ε., Ε.Π.Ι.Π.) (Ανυφαντάκης, 2004). Τα τυριά της χώρας µας, σύµφωνα µε το Υπουργείο Αγροτικής Ανάπτυξης και Τροφίµων, που έχουν λαµβάνειν σήµα ποιότητας Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης (Π.Ο.Π.) ή Προστατευόµενης 



  35  Γεωγραφικής Ένδειξης (Π.Γ.Ε.), στα πλαίσια του υπ’ αριθµόν Κανονισµού (ΕΟΚ) 510/06 του Συµβουλίου, καταγράφονται στον παρακάτω κατάλογο (Πίνακας 2). Ο τοµέας της γαλακτοκοµίας και των σχετικών προϊόντων, υπάγεται στον κλάδο της Βιοµηχανίας Τροφίµων, µε τη συνολική αξία πωληθέντων για το ηµερολογιακό έτος 2014 να ανέρχεται περί τα 7,4 δισεκατοµµύρια ευρώ και το 21,2% του ποσού αυτού να προέρχεται από τη λειτουργία των γαλακτοκοµείων και των τυροκοµείων, σύµφωνα µε έρευνα παραγωγής και πωλήσεων βιοµηχανικών προϊόντων για τα έτη 2013-2014 (Εικόνα 19, ΕΛ.ΣΤΑΤ., 2016) (Εικόνα 20). Από τα ιδιαίτερα προϊόντα που παράγονται στην Ελλάδα (γαλακτοκοµικά, οίνος, ελαιόλαδο, µάρµαρο, ούζο και τσίπουρο), η φέτα και το κεφαλοτύρι κατέλαβαν την πρώτη θέση σε πωλήσεις για το έτος 2018, σύµφωνα µε την Ελληνική Στατιστική Αρχή.   Εικόνα 20. Απεικόνιση (α) της συνολικής αξίας πωληθέντων προϊόντων ανά κλάδο οικονοµικής δραστηριότητας και (β) της συνεισφοράς των επιµέρους βιοµηχανιών που απαρτίζουν τον κλάδο της Βιοµηχανίας Τροφίµων (ΕΛ.ΣΤΑΤ., 2016). 



  36  Πίνακας 2. Κατάλογος προϊόντων Προστατευόµενης Ονοµασίας Προέλευσης (Π.Ο.Π.) και Προστατευόµενης Γεωγραφικής Ένδειξης (Π.Γ.Ε.), ΥΠ.Α.Α.Τ. .      Α/Α ΠΡΟΙΟΝ ΟΝΟΜΑΣΙΑ ΚΑΤΗΓΟΡΙΑ ΑΝΑΓΝΩΡΙΣΗΣ ΠΟΠ ή ΠΓΕ ∆ΗΜΟΣΙΕΥΜΕΝΕΣ ΠΡΟ∆ΙΑΓΡΑΦΕΣ 1 Ανεβατό ΠΟΠ 313060/14.01.94 (ΦΕΚ 24/18.01.94)  Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 2 Γαλοτύρι ΠΟΠ 313031/11.01.94 (ΦΕΚ 8/11.01.94)  Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 3 Γραβιέρα Αγράφων ΠΟΠ 313045/14.01.94 (ΦΕΚ 16/14.01.94)  313045/14.01.94 (ΦΕΚ 101 Β΄/16.02.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 4 Γραβιέρα Κρήτης ΠΟΠ 313047/14.01.94 (ΦΕΚ 16/14.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 5 Γραβιέρα Νάξου ΠΟΠ Προδιαγραφές 313071/18.01.94(ΦΕΚ 23/18.01.94) 318849/21.08.08(ΦΕΚ 1725/28.08.08) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 6 Καλαθάκι Λήµνου ΠΟΠ 313044/14.01.94 (ΦΕΚ 16/14.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 7 Κασέρι ΠΟΠ 313027/11.01.94 (ΦΕΚ 8/11.01.94) 379116/19.07.2000 (ΦΕΚ 949 Β'/31.07.2000) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L174/2000 8 Κατίκι ∆οµοκού ΠΟΠ 313048/14.01.94 (ΦΕΚ 16/14.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 9 Κεφαλογραβιέρα ΠΟΠ 313032/11.01.94 (ΦΕΚ 8/11.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 10 Κοπανιστή ΠΟΠ Προδιαγραφές Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  C186/2012 Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L129/2013 11 Λαδοτύρι Μυτιλήνης ΠΟΠ 313058/17.01.94 (ΦΕΚ 25/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε L148/1996 12 Μανούρι ΠΟΠ 313028/11.01.94 (ΦΕΚ 8/11.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 13 Μετσοβόνε ΠΟΠ 313070/18.01.94 (ΦΕΚ 23/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 14 Μπάτζος ΠΟΠ 313057/17.01.94 (ΦΕΚ 25/18.01.94) 313057/17.01.94 (ΦΕΚ 101 Β'/16.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 15 Ξυνοµυζήθρα Κρήτης ΠΟΠ 313051/14.01.94 (ΦΕΚ 18/14.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 16 Πηχτόγαλο Χανίων ΠΟΠ 313062/17.01.94 (ΦΕΚ 24/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 17 Σαν Μιχάλη ΠΟΠ 313069/18.01.94 (ΦΕΚ 23/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 18 Φέτα ΠΟΠ 313025/11.01.94 (ΦΕΚ 8/11.01.1994) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L277/2002 19 Σφέλα ΠΟΠ 313056/17.01.94 (ΦΕΚ 25/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 20 Φορµαέλλα Αράχωβας Παρνασσού ΠΟΠ 313063/17.01.94 (ΦΕΚ 25/18.01.94) Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L148/1996 21 Ξύγαλο Σητείας ή Ξίγαλο Σητείας ΠΟΠ Προδιαγραφές Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  C312/2010 Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L200/2011 22 Κρασοτύρι Κω/ Τυρί της Πόσιας ΠΓΕ Προδιαγραφές  Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  L332/23.12.2019 Επίσηµη Εφηµερίδα της Ε.Ε.  C283/21.08.2019 23 ΑΡΣΕΝΙΚΟ ΝΑΞΟΥ  ARSENIKO NAXOU ΠΟΠ Προδιαγραφές Επίσηµη Εφηµερίδα ΕΕ L15/20.01.2020 Επίσηµη Εφηµερίδα ΕΕ C271/13.08.2019 α Εικόνα 21. Απεικόνιση (α) της συνολικής αξίας πωληθέντων προϊόντων ανά κλάδο οικονοµικής δραστηριότητας και (β) της συνεισφοράς των επιµέρους βιοµηχανιών που απαρτίζουν τον κλάδο της Βιοµηχανίας Τροφίµων (ΕΛ.ΣΤΑΤ., 2016). 



  37  1.5.1. Παρασκευή τυριού  «Τυρί είναι το νωπό ή ώριµο προϊόν, που προέρχεται από τη στράγγιση, ύστερα από πήξη του πλήρους, µερικώς αποβουτυρωµένου ή άπαχου γάλακτος ή βουτυρογάλακτος ή µίγµατος ορισµένων ή όλων αυτών των προϊόντων.», σύµφωνα µε τον Codex Alimentarius (2011). Σύµφωνα µε τον Κώδικα Τροφίµων και Ποτών (Κ.Τ.Π.) της Ελλάδας, ως τυριά ορίζονται «τα προϊόντα ωρίµανσης του πήγµατος (στάλπης) που είναι απαλλαγµένο από το τυρόγαλα στον επιθυµητό κάθε φορά βαθµό και τα οποία παρασκευάστηκαν, µε την επενέργεια πυτιάς ή άλλων ενζύµων που δρουν ανάλογα σε γάλα (νωπό ή παστεριωµένο, αγελάδας, προβάτου, κατσίκας, βουβάλου και µίγµατα αυτών) ή σε µερικώς αποβουτυρωµένο γάλα ή σε µίγµα αυτών ή/και σε µίγµατα αυτών µε κρέµα γάλακτος (αφρόγαλα).» 
� Πρώτες ύλες Οι βασικές πρώτες ύλες, για την παρασκευή των τυριών είναι το γάλα, ο πηκτικός παράγοντας, η οξυγαλακτική καλλιέργεια και το αλάτι. Στην ελληνική τυροκοµία χρησιµοποιούνται, ως επί το πλείστο, το αιγοπρόβειο και το αγελαδινό γάλα. Η πήξη του γάλακτος γίνεται µέσω πηκτικών ενζύµων. Η εµπορική πυτιά, µε χυµοσίνη σε περιεκτικότητα µεγαλύτερη του 90% και προέλευση ζωική, από τον ήνυστρο µικρών µηρυκαστικών, αποτελεί το κύριο µέσω πήξης. Στα περισσότερα είδη τυριών λαµβάνει χώρα ζύµωση, από πληθυσµούς βακτηρίων και µυκήτων. Η γαλακτική ζύµωση πραγµατοποιείται από οξυγαλακτικά βακτήρια, ενώ η προπιονική από είδη του γένους Propionibacterium. Οι σηµαντικότεροι αντιπρόσωποι για τις εναρκτήρες και τις δευτερεύουσες καλλιέργειες είναι είδη από τα γένη Streptococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc και Propionibacterium. Από το βασίλειο των µυκήτων, ευρείας χρήσης είναι είδη του γένους Penicillium, όπως τα είδη P. roqueforti και P. camemberti, για επιφανειακή ανάπτυξη. Ο ρόλος του αλατιού άπτεται στην αποβολή της υγρασίας του τυροπήγµατος και τη συντήρηση του τυριού, αναστέλλοντας της ανάπτυξη αλλοιογόνου µικροχλωρίδας (Μάντης, 2015). Στις πρόσθετες ύλες υπάγεται το χλωριούχο ασβέστιο, το οποίο βοηθάει στην πήξη του γάλακτος µε ένζυµα, λόγω των ιόντων ασβεστίου, που συνεισφέρουν στο σχηµατισµό της δοµής του τρισδιάστατου πλέγµατος του τυροπήγµατος, όπως, επίσης, και διάφορες χρωστικές (ροβοφλαβίνη, χλωροφύλλη), συντηρητικά, σταθεροποιητές, 



  38  γαλακτωµατοποιητές, διάφορα οξέα ως µέσα οξίνισης και βελτιωτικά γέυσης σε συγκεκριµένες περιπτώσεις τυριών (Μάντης, 2015).  
� Στάδια παρασκευής Το γάλα, που προορίζεται για τυροκόµηση, υποβάλλεται σε ποιοτικό έλεγχο, για να διαπιστωθεί η καταλληλότητά του. Οι παράµετροι που ελέγχονται αρχικά είναι η παρουσία αντιβιοτικών και αφλατοξινών, ενώ παράλληλα ελέγχεται η οξύτητα (µέτρηση pH), η λιποπεριεκτικότητα, το στερεό υπόλειµµα άνευ λίπους (Σ.Υ.Α.Λ.) και η µικροβιολογική ποιότητα. Στις περισσότερες των περιπτώσεων το γάλα υφίσταται παστερίωση, µε σκοπό το τυρί να είναι απαλλαγµένο από ζωονόσους. Εξαιρούνται κάποια τυριά που παρασκευάζονται από νωπό γάλα, όµως λόγω µακράς ωρίµανσης, το τυρί υφίσταται «αυτό-εξυγίανση». Η παστερίωση αντιστοιχεί σε διάφορους συνδυασµούς θερµοκρασίας και χρονικής περιόδου, στην οποία πρέπει να παραµείνει το γάλα. Οι πλέον κοινές είναι η παραµονή σε θερµοκρασία 62-65 οC για 30 λεπτά (Low Temperature Long Time Pasteurization, L.T.L.T.) και η παραµονή σε θερµοκρασία 72 οC περί τα 15 δευτερόλεπτα (High Temperature Short Time Pasteurization, H.T.S.T.). Κατά την παστερίωση δεν καταστρέφονται τα σπόρια των βακτηρίων (Clostridium spp, Bacillus spp.), µε τις µεγάλες γαλακτοβιοµηχανίες να επεξεργάζονται το γάλα συµπληρωµατικά και πριν την παστερίωση, µε φυγοκέντρηση, σε µια επεξεργασία γνωστή ως βακτηριοκάθαρση (bactofugation). Μετά το πέρας της παστερίωσης, στο γάλα εµβολιάζεται η κατάλληλη ποσότητα οξυγαλακτικής καλλιέργειας, όταν αυτό αποκτήσει θερµοκρασία περί τους 35 οC. Τα περισσότερα τυριά είναι προϊόντα πήξης του γάλακτος εν τη παρουσία πηκτικού ενζύµου, συνήθως εµπορική πυτιά, µε περιεκτικότητα σε χυµοσίνη µεγαλύτερη του 90%, διαδικασία αποκαλούµενη και ως «γλυκιά» πήξη. Το πηκτικό ένζυµο δρα µόνο στις πρωτεΐνες καζεΐνες και κυρίως στην κ-καζεΐνη και όχι στις πρωτεΐνες του ορού. Η δράση του ενζύµου στην προαναφερθείσα πρωτεΐνη οδηγεί, σε πρώτη φάση, στην αποσταθεροποίηση των καζεϊνικών µικκυλίων. Σε επόµενη φάση, η παρουσία των ιόντων ασβεστίου, τα οποία συνήθως ενισχύονται εξωγενώς µε την προσθήκη χλωριούχου ασβεστίου (CaCl2), συνεισφέρουν στο σχηµατισµού του πρωτεϊνικού παρα-καζεϊνικού πλέγµατος, στο εσωτερικό του οποίου εγκλείεται το λίπος, δίδοντας το τελικό πήγµα. Οι οροπρωτεΐνες δεν επηρεάζονται από την ενζυµική αντίδραση, παραµένουν υδατοδιαλυτές και αποµακρύνονται στον ορό του γάλακτος, το αποκαλούµενο τυρόγαλα, κατά τη στράγγιση του τυροπήγµατος. Το ίδιο συµβαίνει 



  39  και µε το µεγαλύτερο ποσοστό της λακτόζης. Πέραν της «γλυκιάς» πήξης, σε ορισµένες περιπτώσεις εφαρµόζεται «όξινη» πήξη, που πραγµατοποιείται λόγω της προσθήκης µεγάλης ποσότητας οξυγαλακτικής καλλιέργειας ή οξέος στο γάλα (λ.χ. γαλακτικό, οξικό), απόρροια της οποίας είναι η µείωση του pH και η κατακρήµνιση του καζεϊνικού πλέγµατος στο ισοηλεκτρικό του σηµείο, pI=4,6 (Μάντης, 2015). Η ποσότητα της υγρασίας, που θα παραµείνει στο τελικό προϊόν και θα διαδραµατίσει σηµαντικό ρόλο στην κατηγοριοποίησή του (ως µαλακό, ηµίσκληρο, σκληρό, πολύ σκληρό τυρί), καθορίζεται από το µέγεθος κατά τη διαίρεση του τυροπήγµατος, την εφαρµογή αναθέρµανσης, την ένταση της µηχανικής πίεσης κατά τη στράγγιση, την οξύτητα και το αλάτισµα. Σε διάστηµα 30 λεπτών µετά την προσθήκη της πυτιάς, το γάλα έχει πήξει και, ανάλογα το τυρί που θα παρασκευαστεί, το πήγµα διαιρείται µε ειδικούς τυροκόπτες. Όσο µικρότερο το µέγεθος των τεµαχιδίων, τόσο ενισχύεται η συναίρεση του ορού, λόγω αύξησης της επιφάνειας διαφυγής και µείωσης της απόστασης από το κέντρο. Όσο το pH µειώνεται, το παρακαζεϊνικό πλέγµα αποβάλει περισσότερο τυρόγαλα. Το ίδιο συµβαίνει κατά την  αργή αναθέρµανση υπό συνεχή ανάδευση του τεµαχισµένου πήγµατος. Το τυρόπηγµα µεταφέρεται, εν συνεχεία, σε ειδικές µήτρες (καλούπια), παρουσία ή µη τυρόπανου (τσαντίλας) για να υποστεί στράγγιση, µε ή χωρίς µηχανική πίεση (διαφορετικής έντασης, ανάλογα µε το αποσκοπούµενο τελικό αποτέλεσµα), αναστροφές και αλλαγές τυρόπανων. Η αλάτιση περιλαµβάνει υγρό ή ξηρό αλάτισµα, εµβάπτιση σε άλµη ή προσθήκη άλατος στο γάλα. Μετά το πέρας της παρασκευαστικής διαδικασίας, ακολουθεί η ωρίµανση στις περιβαλλοντικές συνθήκες και το χρονικό διάστηµα, που απαιτεί το κάθε τυρί (Μάντης, 2015) (Εικόνα 21). 



  40   Εικόνα 22. Σχηµατική απεικόνιση της διαδικασίας παρασκευής γραβιέρας (τροποποιηµένο από www.frieslandcampinainstitute.com). Τα τυριά διακρίνονται σε διάφορες κατηγορίες, µε τα χαρακτηριστικά, τα οποία τα διαχωρίζουν να προέρχονται από το γάλα που χρησιµοποιείται, τη θερµική ή/και µηχανική επεξεργασία που εφαρµόζεται, τη µικροβιακή χλωρίδα των εναρκτήριων και δευτερευουσών καλλιεργειών και τη διαδικασία της ωρίµανσης, µε τις φυσικοχηµικές και περιβαλλοντικές συνθήκες που επικρατούν στις αίθουσες ωρίµανσης. Η φέτα, η ναυαρχίδα της ελληνικής τυροκοµίας από πλευράς πωλήσεων και το πλέον φηµισµένο ελληνικό τυρί παρασκευάζεται από αιγοπρόβειο γάλα, µε το αίγειο να µην χαρακτηρίζεται ως τυρί άλµης, λόγω του µεγάλου διαστήµατος που ωριµάζει σε αυτή, µε υψηλή υγρασία και οξύτητα. Ηµίσκληρα τυριά όπως το Camembet, το Roquefort, η Gorgonzola και το Blue Cheese ωριµάζουν µε την παράλληλη ανάπτυξη µυκήτων, επιφανειακά στην περίπτωση του πρώτου και κυρίως στο εσωτερικό του τυροπήγµατος για τα υπόλοιπα µπλε τυριά. Ηµίσκληρα τυριά φιλαρίσµατος, µε πλαστική µάζα ή αλλιώς pasta filata, προκύπτουν από την έντονη µηχανική κατεργασία της µάζας του φρέσκου, µη-αλατισµένου τυριού σε θερµό νερό ή τυρόγαλα (70-80 οC), µε αποτέλεσµα την πλαστική και εύπλαστη τυροµάζα, που αφήνεται να ωριµάσει. Τα τυριά όπως το Emmental ανήκουν στην κατηγορία των σκληρών τυριών, κατηγορία που προϋποθέτει την αναθέρµανση του τεµαχισµένου τυροπήγµατος, ενώ χαρακτηρίζονται και ως τυριά Ελβετικού τύπου, λόγω της ανάπτυξης δευτερογενούς καλλιέργειας προπιονικών βακτηρίων, η βιολογική απόκριση των οποίων οδηγεί στις χαρακτηριστικές λείες σχετικά µεγάλες οπές στη µάζα του τυριού. Αντίστοιχα, στα σκληρά τυριά Ολλανδικού τύπου, όπως το Gouda, πραγµατοποιείται «πλύσιµο του πήγµατος», µε αντικατάσταση του τυρογάλακτος µε νερό, χρήση µεσόφιλων καλλιεργειών και σχηµατισµό σποραδικών οπών στο τυρί. Συλλογή Ποιοτικός Έλεγχος  Τυποποίηση Παστερίωση  Εναρκτήρια καλλιέργεια - Πηκτικοί παράγοντες ∆ιαίρεση Αναθέρµανση Στράγγιση  Αλάτισµα σε άλµη Ωρίµανση   Ωρίµανση γραβιέρας για τουλάχιστον 3-4 µήνες  Το τυρόγαλα συλλέγεται για µετέπειτα αξιοποίηση 



  41  Χαρακτηριστικά σκληρά τυριά αναθέρµανσης µε διάρκεια ωρίµανσης µεγαλύτερη των 3 µηνών και µεγάλη διάρκεια ζωής είναι η Γραβιέρα, το Κεφαλοτύρι, η κεφαλογραβιέρα και το Cheddar. Πολύ σκληρά τυριά, όπως η Παρµεζάνα και το Σαν Μιχάλη (σκληρό τυρί σύµφωνα µε τα κριτήρια του Codex Alimentarius) υπόκεινται σε έντονη αναθέρµανση παρουσία θερµόφιλων καλλιεργειών. Η διάρκεια ωρίµανσης είναι µεγάλη, αποδίδοντας στην παρµεζάνα µεγάλη διάρκεια ζωής και δίδοντας τη δυνατότητα στους παραγωγούς να την παρασκευάζουν από νωπό γάλα (Μάντης, 2015).      Η απόδοση σε ποσότητα τυριού εξαρτάται από τα στερεά συστατικά του γάλακτος και κυρίως από την περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες καζεΐνες και τη λιποπεριεκτικότητα, η οποία είναι και ο κυρίαρχος ρυθµιστής της τιµής πώλησης του γάλακτος, από τον παραγωγό. Η λακτόζη, αν και σηµαντικό κλάσµα των στερεών, δε συµµετέχει δοµικά στο πήγµα, µε το µεγαλύτερο ποσοστό να διαφεύγει στο τυρόγαλα, ένας µέρος της, όµως, ζυµώνεται από την ενυπάρχουσα βακτηριακή µικροχλωρίδα, παράγοντας γαλακτικό και λοιπά οργανικά οξέα, ρυθµίζοντας το pH του γάλακτος κατά την τυροκόµηση και του σχηµατιζόµενου πήγµατος αλλά και προσδίδοντας ιδιαίτερους χαρακτήρες στο τελικό προϊόν. Το παραπροϊόν της τυροκοµίας είναι το (πρωτογενές) τυρόγαλα (Εικόνα 22), ένα υγρό πλούσιο στα υδατοδιαλυτά συστατικά λακτόζη, πρωτεΐνες του ορού, άλατα και περιεκτικότητα ύδατος περί το 94%. Πίνακας 3. Κατηγοριοποίηση των τυριών ως προς την περιεκτικότητα σε υγρασία, σύµφωνα µε τον CodexAlimentarius και τον Ελληνικό Κώδικα Τροφίµων & Ποτών (Μοάτσου, Γ., ∆ιαλέξεις µαθήµατος “Ειδική Τυροκοµία”, Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας, Γ.Π.Α.). 



  42   Εικόνα 23. Συλλογή του ορού του γάλακτος (πρωτογενές τυρόγαλα) κατά τη στράγγιση του τυροπήγµατος σε ειδικά καλούπια παρασκευής φέτας (Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας, Γ.Π.Α.).  1.5.2. Αξιοποίηση του πρωτογενούς τυρογάλακτος Το τυρόγαλα είναι ένα χρυσο-πράσινο υγρό, που παράγεται από την πρώτη στιγµή που παρασκευάστηκε τυρί. Στις περισσότερες των περιπτώσεων, όπου προέρχεται από τυροκόµηση µε πυτιά, αποκαλείται «γλυκό τυρόγαλα» µε pH=5,9-6,6, ενώ στις περιπτώσεις όξινης πήξης, χαρακτηρίζεται ως «όξινο τυρόγαλα», λόγω του pH=4,3-4,6. Η ποσότητα του τυρογάλακτος που αποβάλλεται κατά τη στράγγιση ενός τυροπήγµατος, είναι ανάλογη του είδους του γάλακτος που χρησιµοποιείται και της παραγωγικής διαδικασίας του τυριού που θα παραχθεί. Το αιγοπρόβειο γάλα είναι πιο πλούσιο σε στερεά συστατικά, άρα απαιτείται λιγότερη ποσότητα γάλακτος για την παρασκευή ενός τυριού από αιγοπρόβειο γάλα (λ.χ. 6,5-6,9 kg γάλακτος ανά κιλό Γραβιέρας Κρήτης), σε σχέση µε ένα τυρί που παρασκευάζεται µε αγελαδινό κυρίως γάλα (λ.χ. 10-12,5 kg γάλα ανά κιλό Γραβιέρας Νάξου). Επίσης, ένα µαλακό τυρί, 



  43  όπως η φέτα, δεν πρέπει να αποβάλει πολύ υγρασία, σε σχέση µε ένα σκληρό τυρί. Για την παρασκευή ενός κιλού φέτας, απαιτούνται περί τα 4 kg αιγοπρόβειου γάλακτος, ενώ για την παρασκευή ενός κιλού σκληρού τυριού, όπως το κεφαλοτύρι, απαιτούνται περί τα 7 kg αιγοπρόβειου γάλακτος. Όσο πιο σκληρό το τυρί, τόσο περισσότερος ο ορός που θα αποβληθεί. Η διαφορά στην ποσότητα γάλακτος που απαιτείται για την παρασκευή του εκάστοτε τυριού σε σχέση µε την ποσότητα του τυριού που παράγεται, αντιστοιχεί στην ποσότητα του τυρογάλακτος που αποβάλλεται. Στην περίπτωση της Γραβιέρας Νάξου, που έχει χρησιµοποιηθεί 80% αγελαδινό και 20% αιγοπρόβειο γάλα και απαιτήθηκαν 10 kg αυτών αθροιστικά, η ποσότητα του ορού που αποβάλλεται είναι περί τα 9 kg, ενώ για την περίπτωση της φέτας είναι σαφώς µικρότερη (περίπου 3 kg) (Μασσούρας, ∆ιαλέξεις µαθήµατος “Ειδική Τυροκοµία”, Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας, Γ.Π.Α.).  Παγκοσµίως, η ποσότητα του τυρογάλακτος υπολογίζεται περί τους 180-190 εκατοµµύρια τόνους, ετησίως, µε το 50% αυτού να επεξεργάζεται, παράγοντας νέα προϊόντα, για τη διατροφή του ανθρώπου και των ζώων, ενώ εντός της Ευρωπαϊκής Ένωσης παράγονται 40 εκατοµµύρια τόνοι, µε ένα ποσοστό της τάξης του 33%, ήτοι 13 εκατοµµύρια τόνοι, που περιέχουν 619.250 τόνους λακτόζη, να απορρίπτονται. (Mollea et al., 2012). Όταν η τυροκοµία βρισκόταν ακόµη σε οικοτεχνικό επίπεδο, οι ποσότητες αυτού ήταν µικρές και συνήθως ενίσχυε τα σιτηρέσια των ζώων του αγροκτήµατος και, συνήθως, των χοίρων. Με την πάροδο των ετών, τόσο η χοιροτροφία, όσο και η αγελαδοτροφία αναπτύχθηκαν, ξεχωριστά, σε µεγάλες µονάδες εντατικής εκτροφής. Η παραγωγή του τυρογάλακτος αυξήθηκε µε την παράλληλη αύξηση της παραγωγής τυριών και η διαχείρισή του έγινε ολοένα και δυσκολότερη. Οι όποιες απόπειρες µεταφοράς του σε µονάδες χοιροτροφίας αποδείχθηκαν οικονοµικά ασύµφορες. Η εύκολη, αλλά συνάµα παράνοµη και κατακριτέα λύση, ειδικά σε περιπτώσεις επαρχιακών τυροκοµείων, µικρής και µεσαίας παραγωγικής δυναµικότητας, ήταν η απόρριψη σε υδάτινους συλλέκτες, όπως σε λίµνες ή ποτάµια και στη θάλασσα. Ένα απόβλητο τόσο υψηλού οργανικού φορτίου, σύντοµα οδήγησε τους αποδέκτες σε ανεπάρκεια οξυγόνου, λόγω φαινοµένων ευτροφισµού και οξείδωσης των οργανικών ενώσεων, µε το θάνατο των έµβιων όντων να επέρχεται ως φυσικό επακόλουθο, µαζί µε έντονη δυσοσµία (Ανυφαντάκης, 2004). Το υψηλό οργανικό φορτίο αφορά κυρίως την υψηλή περιεκτικότητα σε λακτόζη και σε δυσκόλως βιοδιασπώµενες πρωτεΐνες, µε το 



  44  χηµικώς απαιτούµενο οξυγόνο (Chemical Oxygen Demand, C.O.D.) να κυµαίνεται µεταξύ των τιµών 50.000-80.000 mg/L και το βιολογικώς απαιτούµενο οξυγόνο (Biological Oxygen Demand, B.O.D.) από 40.000 έως 60.000 mg/L (Chatzipaschali et al., 2012; Lappa et al., 2019). Η καταστροφική για το περιβάλλον αυτή λύση σύντοµα κρίθηκε ανεπαρκής, οπότε η βιοµηχανία, σε συνεργασία µε την επιστηµονική κοινότητα, στράφηκε σε νέες λύσεις για την επεξεργασία ενός παραπροϊόντος ευτελούς αξίας, που όµως τις επιβάρυνε σοβαρά, από οικονοµικής και οικολογικής σκοπιάς. Με το τυρόγαλα αποβάλλεται το 50-55% των στερεών του γάλακτος (Chatzipaschali et al., 2012; Lappa et al., 2019), µε κυριότερο αυτών τη λακτόζη συγκέντρωσης 46-52 g/L και τις πρωτεΐνες µε συγκέντρωση 6-10 g/L να έπονται, µετά από γλυκιά πήξη. Στην περίπτωση του όξινου ορού, ο καταβολισµός της λακτόζης προς γαλακτικό οξύ, µειώνει τα επίπεδα της πρώτης (44-46 g/L), αυξάνοντας τα επίπεδα του οξέος στον όξινο ορό (6,4 g/L) (Πίνακας 4). Η περιεκτικότητα σε νερό είναι της τάξεως του 93-94% (v/v). Η τελική σύσταση του τυρογάλακτος δεν εξαρτάται µόνο από το είδος της πήξης, αλλά και από το γάλα που χρησιµοποιείται και την όλη παραγωγική διαδικασία τυροκόµησης, οπότε οι συγκεντρώσεις που καταγράφονται στον παρακάτω πίνακα είναι ευµετάβλητες. Πίνακας 4. Τυπική σύσταση του τυρογάλακτος από γλυκιά και όξινη πήξη (Chatzipaschali et al., 2012).       Τα τελευταία 50 χρόνια άλλαξε άρδην η διαχείριση του τυρογάλακτος, κυρίως στις µεγάλες βιοµηχανίες, παγκοσµίου βεληνεκούς. Η τεχνολογία µεµβρανών έδωσε τη δυνατότητα αξιοποίησης αυτού του πλούσιου σε πρωτεΐνες, σάκχαρα και άλατα υγρού, που κάθε άλλο παρά απόβλητο θα πρέπει να νοείται (Μαντής, 2015). Από τους περίπου 95 εκατοµµύρια τόνους, που επεξεργάζονται σήµερα, το 50% αντιστοιχεί στην αξιοποίησή του σε υγρή µορφή, 30% αφορά την σκόνη τυρογάλακτος, 15% αξιοποιείται για την αποµόνωση λακτόζης και το υπόλοιπο αφορά τα συµπυκνώµατα και τις σκόνες των πρωτεϊνών του ορού, που λειτουργούν 



  45  ως συµπληρώµατα διατροφής, ενώ αξιοποιούνται και στην παρασκευή διαφόρων τροφίµων (πχ γιαούρτη) (Mollea et al., 2012).  Οι προσεγγίσεις, που χρησιµοποιούνται για την αποτελεσµατική µείωση του οργανικού φορτίου του αποβλήτου είναι 2 ειδών και αφορούν α) την εφαρµογή φυσικοχηµικών µεθόδων, όπως η θέρµανση, η καθίζηση και η εφαρµογή τεχνικών διήθησης µε µεµβράνες, για ανάκτηση των στερεών κλασµάτων και β) χηµικές τεχνικές και βιοτεχνολογική εφαρµογή µικροβιακών πληθυσµών για την παραγωγή νέων προϊόντων προστιθέµενης αξίας και τη βιοαποκατάσταση του τυρογάλακτος, που είναι ο πρωταρχικός στόχος (Mawson, 1994). Όπως αναλύθηκε πρότερα, η σύσταση του τυρογάλακτος είναι ευµετάβλητη, όπως επίσης και η ποσότητα που παράγεται ανά περιοχή. Ο τρόπος µε τον οποίο θα επεξεργαστεί ή/και θα αξιοποιηθεί σε επίπεδο βιοµηχανίας, εξαρτάται από πολλούς παράγοντες όπως η διαθεσιµότητα σε καθηµερινή βάση, η επένδυση και το κόστος της επεξεργασίας, η απορροφησιµότητα του τελικού προϊόντος από την αγορά, το επιστηµονικό δυναµικό και η τοποθεσία της βιοµηχανίας. Από τα άνωθεν γίνεται αντιληπτό ότι η επεξεργασία του τυρογάλακτος ανά περίπτωση προϋποθέτει εξατοµίκευση και, κυρίως, συνδυασµό φυσικοχηµικών και βιολογικών µεθόδων επεξεργασίας, ενός ή/και περισσότερων σταδίων, όπως θα αναλυθούν συνοπτικά, κάτωθι (Εικόνα 23).  
� Ζωοτροφή Η χρήση του τυρογάλακτος ως ζωοτροφή αποτέλεσε έναν εκ των πρώτων τρόπων απαλλαγής των οικοτεχνιών και βιοτεχνιών απ’ αυτό. Η ορθή αξιοποίησή του στο σιτηρέσιο των χοίρων είχε θετικό αντίκτυπο στην ανάπτυξή τους, λόγω της υψηλής πρωτεϊνοπεριεκτικότητας. Ο εµπλουτισµός της ζωοτροφής µε τυρόγαλα πρέπει να γίνεται σταδιακά, ειδάλλως προκαλεί πεπτικές διαταραχές. Συνήθως καταναλώνεται από παχυνόµενα χοιρίδια και κυοφορούσες χοιροµητέρες, λόγω των αναγκών των και του οικονοµικού αντίκτυπου. Στην περίπτωση των µηρυκαστικών το τυρόγαλα µπορεί να αντικαταστήσει µερικώς ή ολικώς την πρόσληψη νερού, αρκεί να καταναλώνεται η ενδεδειγµένη ποσότητα, ώστε να µην προκληθούν παρενέργειες. Το γλυκό τυρόγαλα είναι πιο ελκυστικό για το ζώο, οπότε καταναλώνεται σε µεγάλες ποσότητες, ενώ το όξινο σε σαφώς µικρότερες. Η ύπαρξη εγκαταστάσεων αποθήκευσης και διανοµής του υγρού τυρογάλακτος είναι αναγκαία. Παράλληλα, το κύριο µειονέκτηµα στην αξιοποίηση του τυρογάλακτος ως ζωοτροφή, είναι η έλλειψη 



  46  γνώσεων των παραγωγών ως προς το σιτηρέσιο και τις ποσότητες που πρέπει να καταναλώσει το κάθε ζώο. Οι δεξαµενές αποθήκευσης, το δίκτυο διανοµής και το σύστηµα εκροής πρέπει να είναι από ανοξείδωτο υλικό (ανοξείδωτο χάλυβα, inox) και να καθαρίζεται µετά από κάθε χρήση για αποφυγή επικαθήσεων. Όταν χορηγείται σκόνη τυρογάλακτος, δεν απαιτούνται τα προηγούµενα, καθώς ενσωµατώνεται στο µίγµα ζωοτροφής, όπως κάθε άλλο στερεό συστατικό αυτού (Ανυφαντάκης, 2004).  Εικόνα 24. Γενική επισκόπηση των κλασµάτων, που προκύπτουν κατά την επεξεργασία του τυρογάλακτος και των προϊόντων προστιθέµενης αξίας που δύνανται να προκύψουν (τροποποιηµένο από Kaur et al., 2020). 
� Αερόβια Επεξεργασία & Αναερόβια Χώνευση Τη δεκαετία του 1970 ξεκίνησε η εφαρµογή αερόβιων διεργασιών για την επεξεργασία των λυµάτων, όπως είναι η ενεργοποιηµένη ιλύς και η αποθήκευση σε δεξαµενές υπό συνεχή αερισµό, σε συνδυασµό µε τεχνικές εσχαρισµού, διήθησης σε άµµο (παγίδα άµµου) και καθίζησης. Τα απόβλητα υφίστανται µηχανική, χηµική και βιολογική επεξεργασία, για τη µείωση των στερεών. Καθώς τα απόβλητα εισέρχονται στη µονάδα (1), πραγµατοποιείται εσχαρισµός σε ειδικά φίλτρα (2), για την Anaerobic Digestion Biogas & Compost Dark Fermentation 



  47  αποµάκρυνση των µεγάλων στερεών και εν συνεχεία στην παγίδα άµµου (3), υπό συνεχή ανάδευση και αερισµό (4), η άµµος ανακατεύεται µε τα βαριά σωµατίδια και όλα µαζί καθιζάνουν. Στα υδατοδιαλυτά και τα ελαφρύτερα του νερού στερεά, όπως το λίπος προστίθενται χηµικοί παράγοντας κροκκίδωσης σε συνθήκες έντονης ανάδευσης (5) µε στόχο την αποµάκρυνση του φωσφόρου, τα αδιάλυτα άλατα του οποίου καθιζάνουν στις δεξαµενές προ-κατακρίµνισης (6) και προ-καθίζησης (7).  Το υγρό που εξέρχεται των δεξαµενών αυτών οδεύει προς βιολογική επεξεργασία, µε την τεχνική της ενεργούς ιλύος (8) και συνεχή αερισµό (9). Οι αερόβιοι µικροοργανισµοί αξιοποιούν της οργανικές ουσίες του λύµατος και αυξάνουν τη βιοµάζα τους. Οι µικροβιακοί πληθυσµοί ανακυκλώνονται κατά την εκροή του τελικού ρεύµατος (11) και η λάσπη που έχει καθιζάνει στις κύριες δεξαµενές καθίζησης (10) οδηγείται προς πάχυνση (πύκνωση) και ξήρανση (Εικόνα 24) (Gösta Bylund, Tetra Pak, 1995).  Εικόνα 25. Απεικόνιση των διαφορετικών σταδίων µιας µονάδας επεξεργασίας λυµάτων (Dairy processing handbook, Tetra Pak, 1995). Η διαδικασία, που µόλις περιεγράφηκε, άρχισε σύντοµα να εµφανίζει µειονεκτήµατα που αφορούν τη διαθεσιµότητα και χωρητικότητα των δεξαµενών, τον µεταβαλλόµενο όγκο και σύσταση των αποβλήτων, τις ενεργειακές απαιτήσεις σε οξυγόνο, τη µεγάλη ποσότητα λάσπης και τις δυσκολίες καθίζησης και πάχυνσης αυτής. Στα µέσα της δεκαετίας του ογδόντα, η αναερόβια χώνευση αναπτύχθηκε, µε στόχο την απορρύπανση του φορτίου, παράγοντας βιοαέριο, το οποίο αξιοποιείται ως εναλλακτική πηγή ενέργειας. Η χώνευση του τυρογάλακτος ή µίγµατος αυτού µε άλλα παραπροϊόντα πραγµατοποιείται σε µεσόφιλες συνθήκες (35-37 oC), εν τη 



  48  απουσία οξυγόνου και αποτελεί µια πολύπλοκη µεταβολική διαδικασία µε διακριτές και διαδοχικές φάσεις υδρόλυσης, οξεογένεσης, οξικογένεσης και µεθανογένεσης (Prazeres et al., 2012; Shouvik et al., 2020).   Στο πρώτο στάδιο υδρολύονται τα οργανικά πολυµερή (πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνες, λιπίδια) προς σχηµατισµό ολίγο- και µονοµερών. Ο ρυθµός υδρόλυσης καθορίζει την ταχύτητα της αναερόβιας χώνευσης, καθώς αυτή καθορίζει τη διαθεσιµότητα υποστρώµατος για τα επόµενα στάδια. Οι µικροοργανισµοί που συµµετέχουν και παράγουν υδρολυτικά ένζυµα όπως πρωτεάσες, λιπάσες, κυτταρινάσες, β-γλυκοσιδάση ανήκουν στα γένη Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Butyrivibrio, Fusobacterium, Hydrogenoanaerobacterium, Paraclostridium, Anaerosalibacter, Prevotella, Eubacterium, Micrococcus και Lachnoclostridium. Στο στάδιο της οξεογένεσης, τα σάκχαρα και τα αµινοξέα ζυµώνονται προς οξέα όπως οξικό, προπιονικό, βουτυρικό και άλλα οξέα µικρής αλύσεως, αλλά και αλκοόλες (µεθανόλη, αιθανόλη), ενώ παράγεται και CO2 και Η2, από µικροοργανισµούς των γενών Clostridium, Bacillus, Tissierella, Lactobacillus, Streptococcus, Hydrogenoanaerobacterium, Paraclostridium, Prevotella, Eubacterium, και Lachnoclostridium. Τα λιπαρά οξέα µεγάλης αλύσεως (L.C.F.A.) καταβολίζονται µέσω β-οξείδωσης προς σχηµατισµό ενώσεων C2 (ενώσεις µε 2 άτοµα άνθρακα), όπως το µίγµα οξικού οξέος µε Η2, κατά το στάδιο της οξικογένεσης, από µικροοργανισµούς των οικογενειών Clostridiaceae, Syntrophomonadaceae, Syntrophaceae, Enterobacteriaceae και Bacteroidia. Όλα τα µεταβολικά προϊόντα των 2 προηγούµενων σταδίων χρησιµεύουν ως υποστρώµατα για τη µεθανογένεση και την παραγωγή CH4, από µεθανοπαραγωγά αρχαία, µε το µεθάνιο µαζί µε το CO2 να αποτελούν το παραγόµενο βιοαέριο (Εικόνα 25) (Shouvik et al., 2020).  



  49   Εικόνα 26. Απεικόνιση των 4 σταδίων που συνυπάρχουν κατά την αναερόβια χώνευση (Shouvik et al., 2020). Η αξιοποίηση του τυρογάλακτος προς παραγωγή βιοαερίου και κατ’ επέκταση ηλεκτρικής ενέργειας και θερµότητας είναι αρκετά διαδεδοµένη στην Ευρώπη, µε τη Γερµανία να κρατάει τα ηνία µε 10.849 µονάδες βιοαερίου, από τις 17.662, που υπάρχουν στη γηραιά ήπειρο, µε συνολική εγκατεστηµένη ισχύ 9.985 MW (European Biogas Association, 2017). Σύµφωνα µε τη Χατζηπασχάλη και τους συνεργάτες (2012), υπολογίζεται ότι από ένα λίτρο τυρογάλακτος δύνανται να παραχθούν 45 λίτρα βιοαερίου, περιεκτικότητας 55% σε µεθάνιο, µε το C.O.D. να µειώνεται έως και 80%. Παρά την απορρύπανση που επιτυγχάνεται και την ενέργεια που παράγεται, η εφαρµογή της αναερόβιας χώνευσης δεν είναι διαδεδοµένη στις γαλακτοβιοµηχανίες της χώρας µας, κυρίως λόγω έλλειψης γνώσεων και υποδοµών, µεγάλων χρόνων παραµονής της αντίδρασης και απαιτήσεις για σταθερή παροχή καθηµερινά σε τυρόγαλα και απόβλητα βουστασίων, χοιροτροφείων. Παρόλα αυτά, τα τελευταία χρόνια, στην Ελλάδα υπάρχει πρόοδος και ανάπτυξη της συγκεκριµένης 



  50  επεξεργασίας, τόσο σε µονάδες γαλακτοβιοµηχανιών αλλά και µονάδες επεξεργασίας αστικών αποβλήτων και λυµάτων.  
� Σκοτεινή ζύµωση – Dark fermentation, DF Η συγκεκριµένη βιοδιεργασία αποτελεί µια πολλά υποσχόµενη επιλογή παραγωγής βιοαερίου, µετατρέποντας τη λακτόζη του τυρογάλακτος σε βιοϋδρογόνο και πτητικά λιπαρά οξέα (Volatile Fatty Acids, V.F.A.), όπως οξικό, προπιονικό, βουτυρικό (De Gioannis et al., 2014; Asunis et al., 2019). Στο µη-επεξεργασµένο τυρόγαλα, στο οποίο δεν θα συµβεί εµβολιασµός µικροοργανισµών, αλλά θα παραµείνει µε τη φυσική του µικροχλωρίδα, η σκοτεινή ζύµωση περιλαµβάνει 3 στάδια: α) την υδρόλυση της λακτόζης στα µονοµερή της, γλυκόζη και γαλακτόζη, β) τη µετατροπή των µονοσακχαριτών σε γαλακτικό οξύ µέσω οµογαλακτικών βακτηρίων, όπως του γένου Lactobacillus (L. acidophilus, L. casei, L. paracasei), ένα ποσοστό ζυµώνεται και από ετερογαλακτικά βακτήρια προς παραγωγή αιθανόλης και γ) η µετατροπή του γαλακτικού και υδρογόνο και πτητικά οξέα, από µικροοργανισµούς όπως του γένους Clostridium (Εικόνα 26) (Asunis et al., 2020). Σύµφωνα µε την εργασία των De Gioannis et al. (2014), σε τιµές pH 6,5-7,5 παρατηρήθηκε η σηµαντικότερη παραγωγή βιοϋδρογόνου από τυρόγαλα, µε περιεκτικότητα υδρογόνου από 53 έως 86%, µε το ιδανικό pH να εξαρτάται και από τον τύπο του τυρογάλακτος, αναφορικά µε το ζώο προέλευσης του γάλακτος. Στην εργασία των Asunis et al. (2019), η σκοτεινή ζύµωση εφαρµόστηκε σε τυρόγαλα από πρόβειο γάλα, µε τη µέγιστη παραγωγή υδρογόνου να είναι 162 L ανά κιλό αναλισκόµενου ολικού οργανικού άνθρακα (Total Organic Carbon, T.O.C.).   Εικόνα 27. Απεικόνιση των 4 σταδίων που συνυπάρχουν κατά την αναερόβια χώνευση (Asunis et al., 2020). 



  51  � Συµπυκνωµένη σκόνη ορού γάλακτος – Condensed whey powder, C.W.P. Η ανάγκη για µείωση του όγκου του τυρογάλακτος οδήγησε στη συµπύκνωσή του, αφαιρώντας το πλέον άφθονο συστατικό, το νερό, δίδοντας συµπυκνωµένο ορό. Η κονιοποίηση άπαχου ή κονιοποιηµένου τυρογάλακτος είναι συνήθης σε πολλές χώρες. Ο βαθµός αφυδάτωσης εξαρτάται από το επιθυµητό τελικό προϊόν. Σε κάθε περίπτωση προηγείται αφυδάτωση µε εξάτµιση ή χρήση µεµβρανών (Εικόνα 27) και ακολουθεί κονιοποίηση µε ξήρανση ή λυοφιλίωση, για την παραγωγή σκόνης τυρογάλακτος.   Εικόνα 28. Αρχές διήθησης µε µεµβράνες (Dairy processing handbook, Tetra Pak, 1995). 
� Αφαλατωµένο τυρόγαλα Η παρουσία των ανόργανων αλάτων στο τυρόγαλα καθιστά την αφαλάτωσή του υποχρεωτική σε πολλές των περιπτώσεων, για να µπορεί να αξιοποιηθεί βιοµηχανικώς. Η χρήση µεµβρανών ή ηλεκτροδιάλυσης είναι ενδεδειγµένες µέθοδοι για την αφαίρεση των ιόντων. Η ηλεκτροδιάλυση, σε συνδυασµό µε αντίστροφη ώσµωση, έως τελικής συγκέντρωσης στερεών 25%, αποδίδει το βέλτιστο αποτέλεσµα, ενώ περιορίζεται και το µέγεθος της εγκατάστασης (Ανυφαντάκης, 2004).  
� Συµπύκνωµα πρωτεϊνών ορού γάλακτος – Whey protein concentrate, WPC Οι πρωτεΐνες του τυρογάλακτος (Πίνακας 5) είναι ανθεκτικές στην πρωτεόλυση από τα πηκτικά ένζυµα, αλλά ευαίσθητες στη θέρµανση σε υψηλή θερµοκρασία. Ένας τρόπος αποµόνωσης είναι η θέρµανση σε υψηλή θερµοκρασία, για να κροκκιδωθούν και να αφαιρεθούν από το πρωτογενές τυρόγαλα, προς παρασκευή τυριών 



  52  τυρογάλακτος, όπως θα αναπτυχθεί στο εδάφιο ‘1.5.3. Από το πρωτογενές στο δευτερογενές τυρόγαλα’, που ακολουθεί. Η πλέον επικρατούσα µέθοδος για την αποµόνωση του κλάσµατος των πρωτεϊνών και τη διοχέτευσή του στην αγορά ως προϊόν προστιθέµενης αξίας είναι η χρήση µεµβρανών και συγκεκριµένα η χρήση µεµβρανών υπερδιήθησης, µε διάµετρο πόρου 0,01-0,1 µm. Οι πρωτεΐνες κατακρατούνται στη µεµβράνη, ενώ στο διήθηµα διέρχονται τα υδατοδιαλυτά µόρια µικρού µοριακού βάρους, όπως η λακτόζη και τα άλατα. Η µετέπειτα µεταχείριση των πρωτεϊνών αυτών οδηγεί σε νέα προϊόντα, τα συµπυκνώµατα πρωτεϊνών, διαφορετικής περιεκτικότητας σε πρωτεΐνη. Όταν η περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη είναι µεγαλύτερη του 25%, το προϊόν καλείται συµπύκνωµα πρωτεϊνών, µε τα κυριότερα να είναι τα συµπυκνώµατα περιεκτικότητας 35%, 55% και 80% σε πρωτεΐνη, ενώ τα προϊόντα περιεκτικότητας µεγαλύτερης του 90% καλούνται ‘Αποµονωµένη πρωτεΐνη ορού γάλακτος – Whey protein isolates, W.P.I.’ (Πίνακας 6). Οι πρωτεΐνες µπορούν να υποστούν ενζυµική υδρόλυση προς ολιγοπεπτίδια και αµινοξέα, προϊόν που καλείται ‘Υδρόλυµα πρωτεϊνών ορού – Whey protein hydrolysate, W.P.H.’ (Kilara & Vaghela, 2018). Πίνακας 5. Καταγραφή των κυριότερων πρωτεϊνών που υπάρχουν στο γλυκό τυρόγαλα, η επί τοις εκατό αναλογία κάθε µίας εξ αυτών επί του συνόλου των πρωτεϊνών, το µοριακό βάρος και το ισοηλεκτρικό τους σηµείο (τροποποιηµένο από Guo, 2019).   Πίνακας 6. Καταγραφή των συµπυκνωµένων προϊόντων πρωτεΐνης τυρογάλακτος (τροποποιηµένο από Kilara & Vaghela, 2018). Προϊόν Πρωτεΐνη (%) Λακτόζη (%) Λίπος (%) Τέφρα (%) Υγρασία (%) Σκόνη τυρογάλακτος 11-14,5 63-75 1-1,5 8,2-8,8 3,5-5 Σκόνη τυρογάλακτος, µειωµένης λακτόζης 18-24 52-58 1-4 11-22 3-4 Αφαλατωµένη σκόνη τυρογάλακτος 11-15 70-80 0,5-1,8 1-7 3-4 Συµπύκνωµα πρωτεϊνών ορού – 35 34-36 48-52 3-4,5 6,5-8,0 3-4,5 Συµπύκνωµα πρωτεϊνών ορού – 50 50-52 33-37 5-6 7,5-8,5 3,4-4,5 Συµπύκνωµα πρωτεϊνών ορού – 80 80-82 4-8 4-8 3-4 3,5-4,5 Αποµονωµένη πρωτεΐνη ορού – 90 90-92 0,5-1,0 0,5-1,0 2-3 4,5  Πρωτεΐνη Περιεκτικότητα (%) (επί των ορο-πρωτεϊνών) Μοριακό Βάρος (g/mol) Ισοηλεκτρικό σηµείο, pI β-Γαλακτογλοβουλίνη 50-55 18.362 5,2 α-Λακταλβουµίνη 20-25 14.147 4,5-4,8 Γλυκο-µακρο-πεπτίδιο (σε γλυκιά πήξη) 10-15 7.000 - Αλβουµίνη του ορού 5-10 69.000 4,7-4,9 Ανοσοσφαιρίνες 10-15 150.000-1.000.000 5,5-8,3 Λακτοφερίνη 1-2 78.000 9,0 



  53  � Λακτόζη Το σάκχαρο, που υπάρχει στο γάλα και το 90%, περίπου, του οποίου αποβάλλεται στο τυρόγαλα, είναι ο δισακχαρίτης D-λακτόζη. Η λακτόζη αποτελείται από τα µονοµερή D-γλυκόζη και D-γαλακτόζη, συνδεδεµένα µε β-1,4 γλυκοζιτικό δεσµό (Εικόνα 28). Η µικροοργανισµοί την υδρολύουν µέσω του ενζύµου β-γαλακτοσιδάση, ενώ ο άνθρωπος µέσω του ανάλογου ενζύµου λακτάση (Yamaucho et al., 2019). Όπως αναφέρθηκε στο προηγούµενο εδάφιο, µετά την αποµάκρυνση των πρωτεϊνών, το υγρό διάλυµα που παραµένει είναι πλούσιο σε λακτόζη. Η λακτόζη αυτή, µπορεί να αποθηκευτεί, ύστερα από κρυστάλλωση και να διοχετευτεί στην αγορά, ως ασθενές γλυκαντικό λόγω των ιδιοτήτων της για ικανότητα δέσµευσης αρωµατικών ουσιών και καραµελοποίηση κατά τη θέρµανση στη βιοµηχανία τροφίµων, ως υπόστρωµα µικροοργανισµών σε εργαστήρια µικροβιολογίας αλλά και στη χηµική και φαρµακευτική βιοµηχανία (Ανυφαντάκης, 2004).   Εικόνα 29. Απεικόνιση του δισακχαρίτη λακτόζη (Yamauchi, 2013). Η λακτόζη, ως πηγή άνθρακα στα θρεπτικά υποστρώµατα, βρίσκει εφαρµογή σε πληθώρα ζυµώσεων, βασική προϋπόθεση, όµως, είναι η ικανότητα υδρόλυσης  του δισακχαρίτη από τους µικροοργανισµούς, δηλαδή η παραγωγή του ενζύµου β-γαλακτοσιδάση. Ενδεικτικά, η ζύµωση, υπό αναερόβιες συνθήκες, από οµοζυµωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια παράγει γαλακτικό οξύ, το οποίο µπορεί να αξιοποιηθεί περαιτέρω, προς σχηµατισµό του κοµποστοποιήσιµου πολύ-γαλακτικού οξέος, 



  54  (P.L.A.). Η λακτόζη µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως υπόστρωµα για την αποµόνωση και συλλογή του υδρολυτικού ενζύµου από τους µικροοργανισµούς (Lappa et al., 2021). Η β-D-γαλακτοσιδάση χρησιµοποιείται από τις βιοµηχανίες, για τη διάσπαση της λακτόζης που υπάρχει σε διάφορα τρόφιµα, ως αντίδοτο στη δυσανεξία των καταναλωτών σε αυτή. ∆ιάφορα αλκοολούχα ποτά και αναψυκτικά δύνανται να παραχθούν από τη λακτόζη του τυρογάλακτος, υπό ετερογαλακτική ζύµωση, µε την παραγόµενη αιθανόλη να µπορεί να αξιοποιηθεί και για την παρασκευή ξυδιού.  Οι µικροβιακές καλλιέργειες σε υπόστρωµα λακτόζης χρησιµοποιούνται ευρέως για την ανάπτυξη βιοµάζας, µονοκυτταρικής πρωτεΐνης, µονοκυτταρικού λίπους, πολυσακχαριτών, βακτηριοσινών και βιολογικών χρωστικών. Με τον όρο µονοκυτταρική πρωτεΐνη (Single Cell Protein, S.C.P.) περιγράφεται η συσσώρευση πρωτεϊνών στα κύτταρα ζυµών, µυκήτων, φυκών και βακτηρίων, σε ποσοστό µεγαλύτερο του 30% (Ritala et al., 2017). Τα κύτταρα συλλέγονται, αποξηραίνονται και διατίθενται για τροφή ζώων ή ανθρώπων, αποτελώντας µια τροφή µε προοπτική να αντιµετωπίσει τις ανάγκες του ολοένα αυξανόµενου πληθυσµού του πλανήτη (Najafpour, 2007). Οι εξωπολυσακχαρίτες (E.P.S.) είναι πολυσακχαρίτες µεγάλης αλύσεως (4*104-6*106 Da) και διακρίνονται σε όµο- και έτεροπολυσακχαρίτες. Στην πρώτη περίπτωση αποτελούνται από κατάλοιπα D-γλυκόζης ή D-φρουκτόζης, µε διάφορους τύπους σύνδεσης και διακλάδωσης, ενώ οι έτεροπολυσακχαρίτες από κατάλοιπα γλυκόζης, γαλακτόζης, ξυλόζης, µαννόζης, αραβινόζης και ραµνόζης, αλλά και αµινοσάκχαρα, πολυόλες και γλυκουρονικό οξύ, περιστασιακά. Ο φυσιολογικός τους ρόλος σχετίζεται µε την προστασία των µικροβιακών κυττάρων από αντιβιοτικά, φαγοκυττάρωση, τοξικές ουσίες και ωσµωτικό στρες. Ο ρόλος τους ως πρεβιοτικά υφίσταται τεράστια αναγνώριση τα τελευταία χρόνια, ενώ βρίσκουν εφαρµογή ως σταθεροποιητές και γαλακτωµατοποιητές στη γαλακτοβιοµηχανία και συγκεκριµένα στην παραγωγή γιαούρτης και ζυµωµένων προϊόντων γάλακτος, όπως το kefir. Τα πλέον γνωστά είδη λακτοβακίλλων που παράγουν εξωπολυσακχαρίτες είναι τα L. casei, L. acidophilus, L. brevis, L. curvatus, L. delbrueckii bulgaricus, L. helveticus, L. rhamnosus, L. plantarum. Οι βακτηριοσίνες είναι αντιµικροβιακά πεπτίδια που συντίθενται από βακτήρια στο τέλος της εκθετικής φάσης και λειτουργούν ως αµυντικός µηχανισµός αναστολής της ανάπτυξης των ανταγωνιστικών πληθυσµών. Η εφαρµογή τους είναι ευρεία στη βιοµηχανία τροφίµων και στους κλάδους των γαλακτοκοµικών, του ψωµιού, του κρέατος, των 



  55  ιχθυηρών, των αφεψηµάτων, των φρούτων και των λαχανικών, µε τη νυσίνη να είναι η µόνη βακτηριοσίνη από γαλακτικά βακτήρια, που παράγεται σε βιοµηχανικό επίπεδο και υπάρχει εξουσιοδότηση για εφαρµογή στα τρόφιµα ως συντηρητικός παράγοντας αναστολής ανάπτυξης των παθογόνων µικροοργανισµών (Mollea et al., 2012). Η παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων αποτέλεσε τον κυρίαρχο στόχο της παρούσας µελέτης και θα αναπτυχθεί σε ξεχωριστό εδάφιο, που ακολουθεί. 1.5.3. ∆ευτερογενές τυρόγαλα Σύµφωνα µε το Άρθρο 83 του Κώδικα Τροφίµων & Ποτών περί γαλακτοκοµικών προϊόντων, ως «τυριά τυρογάλακτος χαρακτηρίζονται τα τυριά, τα οποία λαµβάνονται µε ισχυρή αναθέρµανση τυρογάλακτος (µε ή χωρίς οξίνιση) και µε ή χωρίς προσθήκη: γάλακτος (πρόσγαλα), γάλακτος και κρέµας γάλακτος (αφρόγαλα) και βρώσιµου χλωριούχου νατρίου (κ. αλάτι), τα οποία µπορούν να διατεθούν νωπά (φρέσκα) [µερικά από αυτά µπορούν να διατεθούν και µε µερική αφυδάτωση (ξερά) και άλλα κατόπιν ωρίµανσης] και των οποίων η υγρασία δεν υπερβαίνει το 70%». Η µυζήθρα, ο ανθότυρος και το µανούρι είναι τα κυριότερα τυριά τυρογάλακτος της χώρας µας, όπως και οι ξηρές εκδοχές τους (Ανυφαντάκης, 2004). Η τυροκοµική πρακτική παρασκευής τυριού τυρογάλακτος περιλαµβάνει θέρµανση στους 85-90 οC και παραµονή στη θερµοκρασία αυτή περί τα 15 λεπτά, ώστε να κροκκιδωθούν οι πρωτεΐνες του ορού, οι οποίες συλλέγονται και αφήνονται προς στράγγιση σε τσαντίλες ή καλούπια και σχηµατισµό του τελικού προϊόντος (Εικόνα 29). Η αφαίρεση των οροπρωτεϊνών από το πρωτογενές τυρόγαλα αποδίδει ένα προϊόν µε κυρίαρχο στερεό τη λακτόζη, το αποκαλούµενο δευτερογενές τυρόγαλα. Στο ίδιο αποτέλεσµα καταλήγει και η πρακτική εφαρµογή των µεµβρανών υπερδιήθησης, µε διαφορετικό προϊόν να παράγεται, αλλά το παραπροϊόν να είναι το ίδιο (Ανυφαντάκης, 2004). Η σύστασή του εξαρτάται τόσο από το γάλα, απ’ το οποίο προέρχεται το πρωτογενές τυρογαλα, όσο και από την προσθήκη σε γάλα, που θα γίνει κατά την παρασκευή του τυριού τυρογάλακτος. Στο δευτερογενές τυρόγαλα µπορούν να πραγµατοποιηθούν όλες οι µικροβιακές ζυµώσεις, όπως αναπτύχθηκαν στο εδάφιο άνωθεν.    



  56         1.6. Mικροβιακό λίπος – Single Cell Oil, S.C.O.│ 1.6.1. Λίπη & έλαια Με τον όρο λίπος προσδιορίζεται µια µεγάλη οµάδα ουσιών όπως τα λιπαρά οξέα και τα παράγωγά τους, τα στεροειδή, τα τερπένια, τα καροτενοειδή και τα χολικά οξέα, µε δοµικό και ενεργειακό ρόλο, η παρουσία των οποίων στα τρόφιµα συµβάλει στη γεύση και τη διατροφική τους ποιότητα. ∆ιατροφικά, τα λιπίδια είναι πλούσια πηγή ενέργειας, αποδίδοντας τις περισσότερες θερµίδες ανά γραµµάριο καταναλωθέντος προϊόντος, σε σύγκριση µε τα λοιπά µακροµόρια των τροφών, υδατάνθρακες και πρωτεΐνες. Τα λιπίδια έχουν χαµηλή διαλυτότητα στο νερό, ενώ είναι διαλυτά σε οργανικούς διαλύτες, όπως ο διαιθυλεθέρας, το εξάνιο, το χλωροφόρµιο. Η κατηγοριοποίησή τους βασίζεται στις φυσικές τους ιδιότητες σε θερµοκρασία δωµατίου 25 οC και χαρακτηρίζονται ως λίπη, όταν είναι σε στερεή µορφή και ως έλαια, όταν είναι σε υγρή µορφή, στη θερµοκρασία αυτή. Η φυσική ιδιότητα αυτή εξαρτάται από το µήκος της αλειφατικής αλυσίδας του λιπαρού οξέος και από το βαθµό ακορεστότητας.  Επίσης, κατηγοριοποιούνται µε βάση την πολικότητά τους, το ρόλο τους (δοµικά, αποθηκευτικά) και το κατά πόσο είναι απαραίτητα στον ανθρώπινο οργανισµό. Τα λιπαρά οξέα σχηµατίζουν εστερικούς δεσµούς, κυρίως, µε τη γλυκερόλη και διακρίνονται σε πολικά (φωσφολιπίδια και γλυκολιπίδια) και σε άπολα ή ουδέτερα (µονο-, δι-, τρι-άκυλογλυκερόλες). Τα σφιγγολιπίδια αποτελούνται από λιπαρά οξέα εστεροποιηµένα σε σφιγγοσίνη, ενώ οι κηροί είναι προϊόν εστεροποίησης του λιπαρού οξέος µε λιπαρές αλκοόλες (Εικόνα 30). Η κύρια αποθηκευτική µορφή των λιπιδίων είναι τα τριγλυκερίδια, µε τα φωσδολιπίδια να Εικόνα 30. Τυρί τυρογάλακτος – Μυζήθρα (Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας, Γ.Π.Α.)  



  57  επενδύουν τις κυτταρικές µεµβράνες, διαδραµατίζοντας σηµαντικό ρόλο στο µοντέλο του ρευστού µωσαϊκού της λιπιδικής διπλοστοιβάδας (Akoh, 2017).   Εικόνα 31. Απεικόνιση των κύριων οµάδων λιπιδίων (Hartmann, 2016) 1.6.2. Ελαιογόνοι µικροοργανισµοί Η ανάγκη για εναλλακτικές πηγές τροφίµων και ενέργειας οδήγησε στην εξεύρεση λύσεων φιλικών προς στο περιβάλλον και στην απεξάρτηση από το πετρέλαιο. Η παραγωγή µικροβιακού λίπους από µικροοργανισµούς, αξιοποιώντας ρεύµατα παραπροϊόντων βιοµηχανιών, παρουσίασε µεγάλο ερευνητικό και βιοµηχανικό ενδιαφέρον τα τελευταία χρόνια. Η χρήση ελαιογόνων µικροοργανισµών, δηλαδή µικροοργανισµών οι οποίοι συσσωρεύουν λιπίδια στη βιοµάζα τους, µε τα λιπίδια αυτά να είναι κατάλληλα για ανθρώπινη χρήση και κυρίαρχα στην αγορά βρώσιµων ελαίων, ως εναλλακτική πηγή έναντι των φυτικών και ζωικών λιπιδίων, παρουσιάζοντα ποσοστό µεγαλύτερο του 20% (w/w) επί ξηρής µικροβιακής µάζας, γνωρίζει ολοένα και µεγαλύτερη ανάπτυξη. Ωστόσο, είναι σηµαντικό να σηµειωθεί ότι το κόστος παραγωγής τους είναι µεγαλύτερο απ’ το αντίστοιχο των λιπών και ελαίων συµβατικής ζωικής και φυτικής παραγωγής (σπορέλαιο, ηλιέλαιο, κραµβέλαιο) (Papanikolaou & Aggelis, 2011a; Ratledge, 2013; Cortes & de Carvalho, 2015). Σε περίπτωση καλλιέργειας στη γλυκόζη ή σε κάποιο άλλο αντίστοιχο υλικό (π.χ. λακτόζη, γλυκερόλη) οι µικροοργανισµοί αυτοί, όταν βρεθούν σε περιβάλλον µε περίσσεια άνθρακα και πενία κάποιου άλλου θρεπτικού συστατικού, συνήθως έλλειψη αζώτου, καταβολίζουν την πηγή άνθρακα, συνθέτουν λιπίδια και τα αποθηκεύουν. Εν αντιθέσει µε αυτούς, οι µη-ελαιογόνοι µικροοργανισµοί καταναλώνουν την πηγή άνθρακα και σχηµατίζουν πολυσακχαρίτες (γλυκογόνο, γλυκάνες, µαννάνες, κ.ο.κ.) (Zuccaro et al., 2020). Όλοι οι µικροοργανισµοί είναι 



  58  ικανοί να συνθέσουν λιπίδια, µόνο όµως οι ελαιογόνοι δύνανται να συσσωρεύσουν σηµαντικές ποσότητες στα κύτταρά τους (Papanikolaou & Aggelis, 2011a).  Οι ελαιογόνοι µικροοργανισµοί ανήκουν στα βασίλεια των µυκήτων, των ζυµών, των βακτηρίων και των µικροφυκών (Πίνακας 7) (Ma, 2006; Arous et al., 2019). Οι ευκαρυωτικοί µικροοργανισµοί, ως επί το πλείστον, αποθησαυρίζουν λιπίδια, υπό µορφή τριακυλογλυκερολών (T.A.G.), όµοια µε τα φυτικά έλαια, ενώ οι προκαρυωτικοί πιο ιδιαίτερα λιπίδια. Η χαµηλή λιποσυσσώρευση των βακτηρίων οδήγησε τους ερευνητές στην καλλιέργεια µικροφυκών και ζυµών. Τα µικροφύκη, που ανήκουν στους φωτοαυτότροφους µικροοργανισµούς, αξιοποιούν το διοξείδιο του άνθρακα, ως πηγή άνθρακα και το φως ως πηγή ενέργειας, ενώ τα ετερότροφα στελέχη χρησιµοποιούν οργανικές ουσίες, ως πηγή άνθρακα. Στα µιξοτροφικά συστήµατα, γίνεται συν-καλλιέργεια φωτοαυτότροφων και ετερότροφων µικροφυκών. Τα µικροφύκη αναπτύσσονται ταχέως, µε χρόνο διπλασιασµού της βιοµάζας κάθε 24 ώρες και υψηλή συγκέντρωση λιπιδίων, ειδικά σε στελέχη των οικογενειών Chlorophyta και Bacillariophyceae. Η καλλιέργεια των µικροφυκών µειονεκτεί λόγω απαιτήσεων σε µεγάλες εγκαταστάσεις και µεγαλύτερο χρόνο διπλασιασµού από τα βακτήρια, που ανήκουν στα γένη των ακτινοµυκήτων, όπως τα Mycobacterium, Nocardia, Rhodococcus και Streptomyces. Ζύµες των γενών Yarrowia, Rhodosporidium, Rhodotorula και Lipomyces, όπως και µυκηλιακοί µύκητες του γένους Mortierellla έχουν µελετηθεί διεξοδικά για την παραγωγή µικροβιακού λίπους (Arous et al., 2019). Τα λιπίδια που συσσωρεύουν οι ελαιογόνοι πολυκύτταροι µύκητες είναι πιο ακόρεστα από τα αντίστοιχα των ζυµών, γι’ αυτό χρησιµοποιούνται κυρίως αυτοί οι µικροοργανισµοί για την παραγωγή λιπών και ελαίων διατροφικού και ιατρικού ενδιαφέροντος, όπως το γ-λινολενικό οξύ (∆6,9,12C18:3 G.L.A.) και το αραχιδονικό οξύ (∆5,8,11,14C20:4). Η αδυναµία των ζυµών να παράξουν λιπίδια υψηλού ενδιαφέροντος, έχει οδηγήσει τους ερευνητές στη χρήση της γενετικής µηχανικής, για τροποποίηση των µικροβιακών στελεχών (Papanikolaou & Aggelis, 2011a).    



  59  Πίνακας 7. Μικροοργανισµοί και η ποσοστιαία περιεκτικότητα σε λιπίδια επί ξηρής βιοµάζας (Arous et al., 2019).  Οι ζύµες χρησιµοποιούνται ευρέως στην αξιοποίηση παραπροϊόντων προς παραγωγή µεταβολιτών, λόγω των υψηλότερων ρυθµών ανάπτυξης, σε σχέση µε τους νηµατοειδείς µύκητες, της ικανότητάς τους να καταβολίζουν πληθώρα υποστρωµάτων και πηγών άνθρακα και την µορφολογική τους καταλληλότητα για παραγωγή µονοκυτταρικού λίπους σε µεγάλη κλίµακα (Papanikolaou & Aggelis, 2011a, 2011b; Arous et al., 2015, 2019).  Οι ζύµες του γένους Cryptococcus ανήκουν στους βασιδιοµύκητες, χαρακτηρίζονται από σφαιρικά έως και επιµήκη κύτταρα, αναπαράγονται αγενώς και τα περισσότερα είδη περιβάλλονται από κάψουλα, µια παχιά στοιβάδα πολυσακχαριτών, κυρίως γλυκουρονοξυλοµαννάνη (G.X.M.) και γαλακτοξυλοµαννάνη (Gal.X.M.) και γλυκοπρωτεϊνών (Zaragoza et al., 2009) (Εικόνα 31). Οι αποικίες, που σχηµατίζουν σε στερεά θρεπτικά υποστρώµατα είναι µεγάλες στρογγυλές και κρεµώδεις, κυρίως λευκού χρώµατος, ενώ τα καροτενοειδή δίνουν ιδιαίτερα χρώµατα στις αποικίες κάποιων στελεχών. Όλα τα είδη του γένους παράγουν το ένζυµο ουρεάση, δεν είναι ζυµωτικά, κάποια έχουν τη δυνατότητα αφοµοίωσης των νιτρικών αλάτων και όλα αφοµοιώνουν την ινοσιτόλη, το οποίο χαρακτηριστικό κάνει τα είδη του γένους να διαφοροποιούνται από τα αντίστοιχα στελέχη του γένους Rhodotorula (McDonald et al., 2012). ∆ιάφορα στελέχη του γένους Cryptococcus χρησιµοποιούνται για την αξιοποίηση ρευµάτων παραπροϊόντων βιοµηχανιών, όπως ο C. curvatus, C. laurentii και ο C. podzolicus (Arous et al., 2019). Το pH της καλλιέργεια των µικροοργανισµών του γένους κυµαίνεται από 5,3 έως 5,9 µε µέση τιµή περί το 5,6 (Harrison et al., 2002; Seo et al., 2014; Carota et al., 2017). 



  60  Ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus (γνωστός και ως Candida curvata) παρουσιάζει υψηλό βιοµηχανικό ενδιαφέρον, µε το στέλεχος C. curvatus ATCC 20509 να έχει µελετηθεί εκτενώς για την συσσώρευση µονοκυτταρικού λίπους (Εικόνα 32) για παραγωγή βιοντίζελ και λίπους ανάλογου αυτού του κακάο (cocoa butter). Ο µικροοργανισµός αναπτύσσεται σε υποστρώµατα πολλών διαφορετικών πηγών άνθρακα, ενδεικτικά των οποίων είναι η γλυκόζη, η σουκρόζη, η λακτόζη, η τρεχαλόζη, η κυτταρίνη και η γλυκερόλη (Fonseca et al., 2011). O C. curvatus αναπτύσσεται στο πρωτογενές και δευτερογενές τυρόγαλα, αυτούσιο ή αναµεµιγµένο µε άλλα παραπροϊόντα, µε στόχο την παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακού λίπους (Moon et al., 1978; Floetenmeyer et al., 1985; Takakuwa & Saito, 2010; Seo et al., 2014; Kopsahelis et al., 2017; Carota et al., 2017).       Η ανάπτυξη του µικροοργανισµού Cryptococcus laurentii (συνώνυµος του Cryptococcus magnus, γνωστός πλέον ως Papiliotrema laurentii) σε τυρόγαλα, προς παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακού λίπους µελετήθηκε από τους Castanha και Εικόνα 32. Απεικόνιση κυττάρων από στελέχη του γένους Cryptococcus, βαµµένα µε τη χρωστική India ink, για να γίνει διακριτή η ζώνη της κάψουλας γύρω από το κύτταρο. Τα 2 µικρά κύτταρα κάτω-αριστερά στην εικόνα έχουν φαγοκυτταρωθεί, ενώ τα µεγάλα (titan cells), διαθέτουν παχιά κάψουλα και δεν φαγοκυτταρώνονται εύκολα από τα κύτταρα του ξενιστή (McDonald et al., 2012).  Εικόνα 33. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x40), µε ευκρινές το αποθηκευµένο λίπος σε ελαιοσταγονίδια εντός του κυττάρου (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  61  συνεργάτες (2013, 2014), σε συν-καλλιέργεια µε µελάσα. Ο µικροοργανισµός Cutaneotrichosporon cutaneum (γνωστό και ως Trichosporon cutaneum) ήταν από τους πρώτους που µελετήθηκε για την παραγωγή λιπιδίων από τυρόγαλα (Atkin et al., 1967, Moon et al., 1978). Μελέτη του Wang και των συνεργατών του (2019) παρουσίασε το διµορφισµό, που εµφανίζει αυτό το είδος. Η αφοµοίωση του αζώτου αξιολογήθηκε ως µια από τις σηµαντικότερες αιτίες για την εµφάνιση του µικροοργανισµού ως κύτταρα ζύµης ή ως υφές. Η αύξηση της συγκέντρωσης του εκχυλίσµατος ζύµης στο υγρό της καλλιέργειας, οδηγούσε σε αύξηση των υφών (Εικόνα 33). Η ζύµη Debaryomyces hansenii (γνωστή και ως Candida famata) ανήκει στους ελαιογόνους µικροοργανισµούς και αποτελεί ενδιαφέρουσα περίπτωση, λόγω της ανοχής σε ωσµωτικά φαινόµενα, της µεγάλης αλοανθεκτικότητας (ακόµη και συγκεντρώσεις άλατος 20-24% w/v) της ανάπτυξης σε ευρεία περιβάλλοντα και της ικανότητας πρωτεόλυσης και λιπόλυσης. Οι 2 προηγούµενες βιοδιεργασίες βρίσκουν εφαρµογή στην ωρίµανση των τυριών (Takaç & Şengel, 2009). Το εύρος του pH, στο οποίο επιβιώνει, είναι 2,5-9, µε το ιδανικό να βρίσκεται στις τιµές περί του 5-6 (Praphailong & Fleet, 1991; Fleet, 2011). Η παραγωγή ενζύµων όπως α-γαλακτοσιδάση, β-γλυκοσιδάση και προϊόντων όπως D-αραβιτόλης, ριβοφλαβίνης, πυροσταφυλικού οξέος και σορβικού καλίου έχουν περιγραφεί στη βιβλιογραφία (Breuer & Harms, 2006; Viana et al., 2011).  Για τον µικροοργανισµό αυτόν, όπως και για τους Naganishia uzbekistanensis (ή Cryptococcus uzbekistanensis) και Trichosporon ovoides δεν υπάρχει βιβλιογραφική αναφορά περί ανάπτυξής τους στο τυρόγαλα προς παραγωγή µικροβιακού λίπους.   Εικόνα 34. Μικροσκοπική παρατήρηση του T. cutaneum (µεγέθυνση x1000), ύστερα από ανάπτυξη σε γλυκόζη 60g/L και συγκέντρωση εκχυλίσµατος ζύµης α) 1g/L, β) 3g/L και γ) 5g/L (τροποποιηµένο από Wang et al., 2019).   



  62  1.6.3. Η βιοχηµεία της συσσώρευσης λίπους Η ανάπτυξη των µικροοργανισµών γίνεται σε πληθώρα υποστρωµάτων, µε τις πηγές άνθρακα να προέρχονται κυρίως από παραπροϊόντα βιοµηχανιών τροφίµων, τα οποία είναι πλούσια σε θρεπτικά µικροστοιχεία (Papanikolaou & Aggelis, 2011a; Arous et al., 2019). Όταν η πηγή άνθρακα είναι τα σάκχαρα υδατανθράκων ή αναλόγως καταβολιζόµενες ενώσεις, όπως η γλυκερόλη, η συσσώρευση λιπιδίων αποκαλείται “de novo”. Στον αντίποδα, όταν η καλλιέργεια επισυµβαίνει σε υδρόφοβα υποστρώµατα λιπών και ελαίων (λ.χ. µαγειρεµένο λάδι – used cooked oil), οι µικροοργανισµοί αφοµοιώνουν τα υδρολυµένα λιπαρά οξέα και µε αυτά συνθέτουν νέες ακυλογλυκερόλες, διαδικασία, που αποκαλείται “ex novo” βιοσύνθεση λιπών (Papanikolaou & Aggelis, 2011a). Παράµετροι όπως ο λόγος C/N, ο ρυθµός αερισµού, η θερµοκρασία, ο χρόνος επώασης, το pH και η συγκέντρωση των αλάτων διαδραµατίζουν σηµαντικό ρόλο στη συσσώρευση του λίπους (Madani et al., 2017; Mhlongo et al., 2021).  H “de novo” βιοσύνθεση λιπιδίων βασίζεται στον καταβολισµό του σακχάρου και την κατεύθυνση της αναβολικής διαδικασία προς τη βιοσύνθεση λιπιδίων, µέσω αντιστροφής των αντιδράσεων της β-οξείδωσης, του βιοχηµικού µονοπατιού καταβολισµού των λιπαρών οξέων. Τα λιπαρά οξέα που σχηµατίζονται, εστεροποιούνται µε ένα µόριο γλυκερόλης, σχηµατίζοντας τα δοµικά και αποθησαυριστικά λιπίδια. Η ανάπτυξη του µικροοργανισµού στο θρεπτικό µέσο, σε µια καλλιέργεια που έχει ως στόχο τη λιποσυσσώρευση, βασίζεται σε 2 µηχανισµούς: Αρχικά στην αύξηση του αριθµού των κυττάρων και έπειτα στη συσσώρευση λίπους εντός των ήδη σχηµατισθέντων κυττάρων (Papanikolaou & Aggelis, 2011b) (Εικόνα 34). Λόγω αυτών, το λίπος υπάγεται στους δευτερογενείς µεταβολίτες, δηλαδή µικρά οργανικά µόρια, που παράγονται από έναν οργανισµό, αλλά δεν είναι πρωταρχικής σηµασίας για την ανάπτυξη και αναπαραγωγή του (Monfil & Casas-Flores, 2014). Για να στραφεί ο µεταβολισµός προς το αναβολικό αυτό µονοπάτι, προϋποθέτει τον περιορισµό σε κάποιο θρεπτικό στοιχείο της ζύµωσης, µε την έλλειψη αζώτου να είναι ο κύριος περιοριστικός παράγοντας για τη βιοσύνθεση νέων κυττάρων, αλλά συνάµα το εφαλτήριο για την βιοσύνθεση λιπιδίων (Papanikolaou & Aggelis, 2011a). Ο περιορισµός σε θείο επηρεάζει τη βιοσύνθεση µερικών αµινοξέων και κυτταρικών συµπαραγόντων, χωρίς τα οποία δεν υπάρχει κυτταρικός πολλαπλασιασµός, άρα 



  63  ευνοείται η λιποσυσσώρευση. Η έλλειψη και σε άλλα µεταλλικά στοιχεία, όπως µαγνήσιο, φώσφορο, κάλιο και ασβέστιο µπορεί, επίσης να ευνοήσει το αναβολικό αυτό µοτίβο. Τόσο η λιποπεριεκτικότητα όσο και η σύσταση σε λιπαρά οξέα επηρεάζονται από περιβαλλοντικούς παράγοντες όπως ο αερισµός, η θερµοκρασία, το pH, η διάρκεια επώασης, το µέγεθος του εµβολίου, τα ανόργανα άλατα και, φυσικά, από τον ίδιο τον µικροοργανισµό (Arous  et al., 2019).  Εικόνα 35. Τυπική πορεία κινητικής για τη συσσώρευση λιπιδίων από ελαιογόνους µικροοργανισµούς (Wynn & Ratledge, 2005; Ochsenreither et al., 2016).  Η βιοχηµεία της de novo βιοσύνθεσης λιπιδίων διαχωρίζεται σε 2 σκέλη: α) στον καταβολισµό της πηγής άνθρακα και την παραγωγή ακέτυλο-συνενζύµου Α και β) τη βιοσύνθεση των τριγλυκεριδίων. Οι ελαιογόνοι µικροοργανισµοί έχουν την ικανότητα παραγωγής υψηλής ποσότητας ακέτυλο-CoA, το οποίο λόγω πενίας αζώτου, οδεύει προς τις αντιδράσεις αντιστροφής της β-οξείδωσης. Η γλυκόλυση του σακχάρου οδηγεί στην παραγωγή πυροσταφυλικού οξέος, το οποίο, υπό αερόβιες συνθήκες και την παρουσία του ενζύµου αφυδρογονάση του πυροσταφυλικού, µετατρέπεται σε ακέτυλο-CoA και εισέρχεται στον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων, προς καταβολισµό σε CO2, µε ταυτόχρονη παραγωγή µορίων µεταφοράς ηλεκτρονίων (NADH, FADH2) προς τα συνένζυµα που συµµετέχουν στην οξειδωτική φωσφορυλίωση και ένα µόριο GTP (ανάλογο του ενεργειακού νοµίσµατος ATP). Η βιοσύνθεση των λιπιδίων εκκινεί από τη συσσώρευση κιτρικού οξέος. Το κιτρικό οξύ συσσωρεύεται λόγω αναστολής λειτουργίας του ενζύµου ισοκιτρική αφυδρογονάση, που µετατρέπει το ισοκιτρικό σε α-κετογλουταρικό οξύ. Ο λόγος για τον οποίο 



  64  αδρανοποιείται το ένζυµο είναι η έλλειψη της µονοφωσφορικής αδενοσίνης, ΑΜΡ, η οποία διασπάται από το ένζυµο ΑΜΡ-απαµινάση προς απελευθέρωση ιόντων αµµωνίου NH4+, για να καλυφθούν οι ανάγκες των µικροοργανισµών (Papanikolaou & Aggelis, 2011a) (Εικόνα 35).  Η βιοσυσσώρευση λιπιδίων χωρεί εν τη απουσία αζώτου, γιατί ο κύκλος του Krebs αναστέλλεται κυρίως λόγω της έλλειψης αυτού και κατ’ επέκταση ενός καταρράκτη αντιδράσεων που πραγµατοποιούνται. Η συσσώρευση του ισοκιτρικού και, άρα του κιτρικού, λόγω ισοµερείωσης από την ισοκιτρική ακονιτάση εντός του µιτοχονδρίου, έχει ως απόρροια τη µεταφορά του στο κυτταρόπλασµα και τη διάσπασή του, από το ένζυµο ΑΤΡ-κιτρική λυάση, προς ακέτυλο-CoA και οξαλοξικό οξύ. Το ακέτυλο-CoA αντιδράει µε CO2, µέσω του ενζύµου καρβοξυλάση του ακέτυλο-CoA, σχηµατίζοντας το µαλόνυλo-CoA, η ενεργοποιηµένη µορφή του οποίου είναι το µαλόνυλο-ΑCP (ACP: πρωτεΐνη µεταφοράς ακυλοµάδων). Το µαλόνυλο-ACP είναι το µόριο-εξέδρα, το οποίο επεκτείνεται µε την προσθήκη νέων µορίων ακέτυλο-ACP, µέσω των 4 σταδίων αντιστροφής της β-οξείδωσης, µε βασικό συµπαράγοντα το NADPH (Εικόνα 36). Μετά από κάθε κύκλο των αναβολικών αντιδράσεων, ο ακυλο-CoA εστέρας επεκτείνεται κατά 2 άτοµα άνθρακα, έως τον ακύλο-CoA εστέρα 16 ατόµων άνθρακα (16:0). Η προσθήκη επιπλέον ατόµων άνθρακα ή/και διπλών δεσµών στην αλειφατική αλυσίδα συµβαίνει µε τη βοήθεια ενζύµων (Πίνακες 8 & 9) (Papanikolaou & Aggelis, 2011a).   Εικόνα 36. Βιοσύνθεση λιπαρών οξέων υπό συνθήκες παραγωγής µικροβιακών λιπιδίων σε ελαιογόνους ευκαρυωτικούς µικροοργανισµούς (Ochsenreither et al., 2016) 



  65   Εικόνα 37. Αντιδράσεις αντιστροφής της β-οξείδωσης. Τα ένζυµα που εµπλέκονται είναι τα κάτωθι: (1): θειολάση, (2): υδροξυ-ακυλο-CoA αφυδρογονάση, (3): ενοϋλο-CoA ενυδατάση, (4): ενοϋλο-CoA αναγωγάση, (5): αλκοολική αφυδρογονάση, (6): ακυλο-CoA θειεστεράση (Dellomonaco, 2011).          Εικόνα 38. Αντιδράσεις σχηµατισµού ακυλογκυκερολών µέσω του µονοπατιού ακυλίωσης της φωσφορικής α-γλυκερόλης (Papanikolaou & Aggelis, 2011a). 



  66  Πίνακας 8. Συστηµατική, κοινή και συνοπτική ονοµασία των κορεσµένων λιπαρών οξέων (Akoh, 2017).   Πίνακας 9 . Συστηµατική, κοινή και συνοπτική ονοµασία των ακόρεστων λιπαρών οξέων (Akoh, 2017).   



  67  Τα παραγόµενα λιπίδια γνωρίζουν ευρεία εφαρµογή στους τοµείς των βιοκαυσίµων, της χηµικής και φαρµακευτικής βιοµηχανίας, της κοσµητολογίας, της ανθρώπινης διατροφής και των ζωοτροφών (Εικόνα 38). Το βιοντίζελ είναι προϊόν µετεστεροποίησης των τριακυλογλυκερολών, µε λιγότερους ρύπους απ’ ότι το ορυκτό πετρέλαιο και κύρια πηγή τα φυτικά έλαια, φοινικέλαιο, το έλαιο από ελαιοκράµβη,  από σόγια και από ηλιοτρόπιο. Όµως, η αξιοποίηση αρόσιµης γης και βρώσιµων πηγών ελαίων για παραγωγή καυσίµων, κι όχι για την κάλυψη των διατροφικών αναγκών της ανθρωπότητας,  πυροδότησε θέµατα βιοηθικής. Η αξιοποίηση παραπροϊόντων για την παραγωγή λιπιδίων που άπτονται στον τοµέα των βιοκαυσίµων θεωρείται η ιδανική εναλλακτική (Ochsenreither et al., 2016; Madani et al., 2017; Cho & Park, 2018;).  Τα πολύ-ακόρεστα λιπαρά οξέα (Poly-Unsaturated Fatty Acid - P.U.F.A.) εµπλέκονται σε πολλές διαφορετικές λειτουργίες του ανθρώπινου οργανισµού και ως εκ τούτου είναι απαραίτητα και σηµαντικά για την ανθρώπινη υγεία. Τα πολύ-ακόρεστα της κατηγορίας ω-3 και ω-6 συµµετέχουν ως δοµικά στοιχεία των φωσφολιπιδίων και ως πρόδροµα των εικοσανοειδών, ουσίες που επηρεάζουν ευεργετικά το καρδιαγειακό, ανοσοποιητικό και νευρικό σύστηµα. Το αραχιδονικό οξύ (ΑRA, 20:4, ω-6) και το δοκοσαεξανοϊκό οξύ (DHA, 22:6, ω-3) συµµετέχουν στο φλοιό του εγκεφάλου και στον αµφιβληστροειδή. Ο ανθρώπινος οργανισµός δεν µπορεί να συνθέσει λιπαρά οξέα όπως λινελαϊκό και α-λινολενικό οξύ, οπότε η πρόσληψη µέσω της τροφής καθίσταται µονόδροµος. Στη βιοµηχανία τροφίµων, τα πλούσια σε P.U.F.A. (DHA και ARA) λιπίδια χρησιµοποιούνται ως πρόσθετα τροφίµων για ενίσχυση και συµπλήρωση της σύνθεσης συγκεκριµένων τροφίµων, όπως η βρεφική τροφή. Το πρώτο εµπορικώς διαθέσιµο µικροβιακό λίπος παράχθηκε το 1985 και ήταν πλούσιο σε γ-λινολενικό οξύ (G.L.A., 18:3, ω-6) (Ochsenreither et al., 2016). Έλαιο πλούσιο σε γ-λινολενικό οξύ θεωρείτο ότι συνεισφέρει στη θεραπεία ασθενειών, ανακουφίζει από τον πόνο της έµµηνου ρύσης και δρα ως αντιφλεγµονώδες (Ratledge, 2013; Rezapour-Firouzi, 2017). Τη δεκαετία του 1980 εξερευνήθηκε η παρασκευή υποκατάστατων βουτύρου του κακάο, οπότε ο µικροοργανισµός C. curvatus τροποποιήθηκε γενετικώς για αποκλεισµό του ενζύµου δεσατουράση 1-9, το οποίο µετατρέπει το κορεσµένο στεατικό στο ακόρεστο ελαϊκό οξύ (18:1, ω-9), προς συσσώρευση του στεατικού και επίτευξη της αναλογίας 



  68  παλµιτικού-στεατικού-ελαϊκού 28:35:35 (% w/w), που αντιστοιχεί στο βούτυρο του κακάο (Ochsenreither et al., 2016).  Οι ελαιοχηµικές ουσίες, δηλαδή λιπαρά οξέα, λιπαρές αλκοόλες και µεθυλεστέρες, ορίζονται συνήθως ως χηµικές ενώσεις που προέρχονται από τριακυλογλυκερόλες φυτικής ή ζωικής προελεύσεως, ενώ, πλέον, προέρχονται και από µικροβιακό λίπος. Οι ουσίες αυτές χρησιµοποιούνται στη βιοµηχανία παραγωγής σαπουνιών, απορρυπαντικών,  αλλά και ως πρόσθετα καλλυντικών και γεύσης (Probst et al., 2015; Ochsenreither et al., 2016).   Εικόνα 39. Απεικόνιση των µονοπατιών µετατροπής του µικροβιακού λίπους και των λιπαρών οξέων σε χηµικές ουσίες βιοµηχανικού ενδιαφέροντος και τα τελικά παραγόµενα προϊόντα (Probst et al., 2015).         



  69                             2. Σκοπός της µελέτης 



  70   Ο σκοπός της συγκεκριµένης µελέτης βασίστηκε σε 2 άξονες:  1) Η άκρατη ρύπανση, που βιώνει ο πλανήτης, πρέπει να ελαττωθεί. Η εξεύρεση καίριων λύσεων αντιµετώπισης του κοινωνικού αυτού προβλήµατος είναι πιο αναγκαία από ποτέ, µε την επιστηµονική κοινότητα να στρέφει το ενδιαφέρον της προς την κατεύθυνση, πρωτίστως, την µείωσης των αποβλήτων και, έπειτα, στην αξιοποίηση των υπολοίπων. Η γαλακτοβιοµηχανία και η τυροκοµία είναι από τις λίγες βιοµηχανίες που έχουν επιβιώσει στην Ελλάδα, αποτελώντας βασικούς πυλώνες της οικονοµίας της χώρας, όµως η παραγωγική διαδικασία καταλήγει σε ένα απόβλητο υψηλού ρυπαντικού φορτίου.  2) Η εκµετάλλευση των αποβλήτων µπορεί να συµβεί µέσω της κυκλικής οικονοµίας και της πράσινης ανάπτυξης. Στα πλαίσια αυτών, ένα παραπροϊόν ευτελούς κόστους θα οδηγήσει στην παραγωγή νέων προϊόντων προστιθέµενης αξίας. Το περιβάλλον επωφελείται λόγω µείωσης των ρυπαντών και η οικονοµία λόγω των νέων προϊόντων που υπεισέρχονται σε αυτήν, άρα το όφελος είναι πολλαπλό.  Ο σκοπός, λοιπόν, είναι η βιοτεχνολογική αξιοποίηση του δευτερογενούς τυρογάλακτος, προς παραγωγή κυτταρικής βιοµάζας και µεταβολιτών, µε τη χρήση κυττάρων ζυµών. Μεταβολίτες, όπως το µικροβιακό λίπος, δύνανται να αξιοποιηθούν από τη βιοµηχανία ελαιοχηµικών και «2ης γενιάς» βιοντίζελ.         



  71                      3. Υλικά & Μέθοδοι 



  72  3.1. Βιολογικό υλικό │  Στην παρούσα ερευνητική µελέτη αξιολογήθηκαν οκτώ (8) στελέχη ζυµών, ως προς την ανάπτυξή τους σε καθορισµένο υπόστρωµα (defined substrate), µε κύρια πηγή άνθρακα τη λακτόζη και σε δευτερογενές τυρόγαλα (complex substrate), βασικό παραπροϊόν της παρασκευής τυριών τυρογάλακτος. Οι µικροοργανισµοί αυτοί ήταν οι ακόλουθοι: Cryptococcus curvatus ATCC 20509 (American Type Culture Collection-ATCC, Manassas, Virginia, U.S.A.), Cryptococcus curvatus NRRL Υ-1511 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.), Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis NRRL Y-44 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.),  Trichosporon ovoides ACA-DC 5052 (ACA-DC Collection, Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, Ελλάδα), Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 (ACA-DC Collection, Γεωπονικό Πανεπιστήµιο Αθηνών, Ελλάδα), Cutaneotrichosporon cutaneum NRRL Y-2525 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.), Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.), Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.).  Οι µικροοργανισµοί διατηρούνται σε διάλυµα γλυκερόλης (50% v/v) και σε συνθήκες κατάψυξης (-18 oC), ενώ για την τακτική τους χρήση αναπτύσσονται σε σωλήνες (slants) µε κεκλιµένο στερεό θρεπτικό µέσο YPDA (Yeast Peptone Dextrose Agar), το οποίο εµπεριέχει 10 g/L γλυκόζη (D(+) Glucose anhydrous, Carlo Erba, Italy), 10 g/L εκχύλισµα ζύµης (Yeast extract, Condalab, Spain), 10 g/L πεπτόνη (Bacteriological Peptone MC024, LAB M Ltd, U.K.) και 20 g/L άγαρ. Για να διατηρηθεί η ζωτικότητά τους, πραγµατοποιούνται ανανεώσεις ανά τακτά χρονικά διαστήµατα, µε τα slants, έπειτα, να διατηρούνται σε θερµοκρασία 6 oC. 3.2. Μικροβιακή καλλιέργεια ελέγχου (control) σε λακτόζη │ 3.2.1. Υπόστρωµα προκαλλιέργειας Ο εµβολιασµός του θρεπτικού υλικού µε τον µικροοργανισµό προϋποθέτει την πρότερη καλλιέργεια αυτού σε υγρό θρεπτικό υπόστρωµα Yeast Peptone Dextrose -Y.P.D., µε στόχο οι µικροοργανισµοί να βρίσκονται σε εκθετική φάση ανάπτυξης κατά τον εµβολιασµό. Στη µελέτη αυτή το υπόστρωµα της προκαλλιέργειας εµπεριείχε 5 g/L λακτόζη (D-Lactose monohydrate, L254 Sigma-Aldrich, U.S.A.), 5 



  73  g/L γλυκόζη, 10 g/L εκχύλισµα ζύµης και 10 g/L πεπτόνη. Σε κωνικές φιάλες Erlenmeyer των 250 mL προστίθενται, µε χρήση ογκοµετρικού κυλίνδρου, 50±1 mL του υποστρώµατος, οι φιάλες πωµατίζονται µε βαµβάκι, για την απρόσκοπτη κυκλοφορία του αέρα και οδηγούνται για αποστείρωση στους 121,1 oC, µε χρονική διάρκεια αυτής τα 20 λεπτά. Επακόλουθα, υπό ασηπτικές συνθήκες εντός θαλάµου κάθετης νηµατικής ροής (laminar), οι φιάλες εµβολιάζονται µε τον µικροοργανισµό και αφήνονται για επώαση σε ανακινούµενο (shaker) επωαστικό θάλαµο (New Brunswick Sc, U.S.A.) για 24 ώρες, υπό σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας (30±1 oC) και ανάδευσης 180±5 rpm (στροφές ανά λεπτό). Κατά την επώαση, η αύξηση της θολερότητας του υγρού της καλλιέργειας υποδηλώνει την ανάπτυξη του µικροβιακού πληθυσµού, ο οποίος θα εµβολιαστεί στο θρεπτικό µέσο της κύριας καλλιέργειας. 3.2.2. Υπόστρωµα κύριας καλλιέργειας ελέγχου  Το θρεπτικό υπόστρωµα της κύριας καλλιέργειας ελέγχου περιείχε ως πηγή άνθρακα τη λακτόζη, σε συγκέντρωση 56±1 g/L, για να προσοµοιάζει όσο το δυνατόν περισσότερο στην περιεκτικότητα της λακτόζης που υπάρχει στο δευτερογενές τυρόγαλα, το οποίο αξιοποιήθηκε για τη συγκεκριµένη µελέτη. Η αναλογία άνθρακα προς άζωτο ορίστηκε, βάσει βιβλιογραφίας, στην τιµή 50±1 gC/gN (τροποποιηµένο από Carota et al., 2017), µε στόχο την ενίσχυση της συσσώρευσης λίπους, λόγω περιορισµένης παρουσίας του αζώτου. Ως πηγή οργανικού αζώτου χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα ζύµης συγκέντρωσης 2,32 g/L και ως πηγή ανόργανου αζώτου χρησιµοποιήθηκε θειϊκό αµµώνιο (NH4)2SO4 (Ammonium sulfate A4418, Sigma-Aldrich, U.S.A.) συγκέντρωσης 1,09 g/L. Τα απαραίτητα άλατα και ιχνοστοιχεία, που προστέθηκαν στο θρεπτικό µέσο και η συγκέντρωση αυτών, παρουσιάζονται στον Πίνακα 10. Όλα τα συστατικά διαλύονται σε απιονισµένο νερό, αναµιγνύονται και αναδεύονται έως ότου το µίγµα να γίνει διαυγές. Ποσότητα 50±1 mL του υποστρώµατος µεταφέρεται σε κωνικές φιάλες Erlenmeyer των 250 mL, αυτές πωµατίζονται µε βαµβάκι, οδηγούνται προς αποστείρωση στους 121,1 oC και εφόσον η θερµοκρασία κατέλθει περί τους 30 oC, το θρεπτικό είναι έτοιµο προς εµβολιασµό.    



  74  Πίνακας 10.  Καταγραφή των µεταλλικών αλάτων και των συγκεντρώσεων αυτών, όπως εµπεριέχονται στο θρεπτικό υλικό (Papanikolaou et al., 2001).        3.2.3. Εµβολιασµός και συνθήκες επώασης Σε θάλαµο κάθετης νηµατικής ροής, υπό ασηπτικές συνθήκες, µεταφέρεται 1 mL εµβολίου, από τις φιάλες της προκαλλιέργειας, σε κάθε κωνική φιάλη της κύριας καλλιέργειας. Οι φιάλες τοποθετούνται σε ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο προς επώαση, υπό σταθερές συνθήκες ανάδευσης 180±5 rpm και θερµοκρασίας(30±1 oC), κατά τον ίδιο τρόπο µε τις φιάλες προκαλλιέργειας. Η διάρκεια της ζύµωσης εξαρτάται από την ταχύτητα µε την οποία ο µικροοργανισµός αφοµοιώνει τα θρεπτικά στοιχεία, έως ότου σταµατήσει η ανάπτυξη του, λόγω κάποιου περιοριστικού παράγοντα, µε τον συνηθέστερο να είναι η πλήρης κατανάλωση της πηγής άνθρακα. Η τιµή του pH της καλλιέργειας πρέπει να κυµαίνεται στις τιµές 5,5-6, ανάλογα τον µικροοργανισµό. Η µέτρηση του pH πραγµατοποιείται µε πεχάµετρο (pH/mV meter HΙ 8014-Hanna Instruments). Σε περιπτώσεις που η τιµή αποκλίνει από τα όρια, πραγµατοποιείται ρύθµιση του pH µε διάλυµα υδροχλωρικού οξέος συγκέντρωσης 5 Μ, όταν η τιµή είναι άνω του ορίου και πρέπει να µειωθεί, ενώ, στην αντίθετη περίπτωση, χρησιµοποιείται διάλυµα καυστικού νατρίου 5 Μ. Η συγκεκριµένη συγκέντρωση για τα 2 διαλύµατα εξυπηρετεί στη ρύθµιση, χωρίς ουσιαστική αύξηση του όγκου του υγρού της καλλιέργειας.  ΟΥΣΙΑ ΣΥΓΚΕΝΤΡΩΣΗ (g/L) MnSO4*H2O 0,06 MgSO4*7H2O 1,5 ZnSO4*7H2O 0,02 CaCl2*2H2O 0,15 FeCl3*6H2O 0,15 KH2PO4 7 Na2HPO4 2,5 



  75  3.3. Μικροβιακή καλλιέργεια σε δευτερογενές τυρόγαλα│ Το δευτερογενές τυρόγαλα, που αξιοποιήθηκε κατά τις συγκεκριµένες πειραµατικές διεργασίες, προήλθε από το Εργαστήριο Γαλακτοκοµίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, µε τη σύσταση και τα στοιχεία του, όπως, και του πρόβειου γάλακτος και του πρωτογενούς τυρογάλακτος, σύµφωνα µε τον αναλυτή Milkoscan™ FT 120, FOSS Α/S, να καταγράφονται στον Πίνακα 11. Το γάλα, που αξιοποιήθηκε στην τυροκόµηση, ήταν πρόβειο και το τυρί που παρασκευάστηκε ήταν η φέτα, µε χρήση πυτιάς (4 g ΠΥΤΙΑ ΤΥΡΟΥ/100kg γάλα, 90% Χυµοσίνη, Βλαχοπούλα Α.Ε., Αθήνα) και καλλιέργειας (7 g λυοφλιωµένης καλλιέργειας/100 kg γάλα, Laboratorio PRODOR, Italy) (Εικόνα 39). Από το προκύπτον (πρωτογενές) τυρόγαλα παρασκευάστηκε µυζήθρα και το παραπροϊόν (δευτερογενές τυρόγαλα), αρχικά, διηθήθηκε δις µε χρήση ειδικού πανιού τυροκόµησης (τσαντίλα) για την κατακράτηση συσσωµάτων κροκιδωµένων πρωτεϊνών του ορού και ύστερα αποθηκεύτηκε υπό ψύξη (6 οC) (Εικόνα 40).   Εικόνα 40. Η τυροκόµηση της φέτας προϋποθέτει την παστερίωση (α) του γάλακτος (63 οC για 30 λεπτά – Low Temperature Long Time Pasteurization). Το τυρόπηγµα, µετά από 20 λεπτά είναι έτοιµο για τεµαχισµό σε διαστάσεις 2cm*2cm*2cm και, µετά από παραµονή 10 λεπτών εντός τυρολέβητα για αποβολή ορού (β), µεταφέρεται προς στράγγιση και σχηµατισµό τυριού σε συγκεκριµένα καλούπια (γ).     α β γ



  76  Πίνακας 11.  Περιεκτικότητα του γάλακτος, του πρωτογενούς και του δευτερογενούς τυρογάλακτος σε λακτόζη, πρωτεΐνη και λίπος (g/100g) σύµφωνα µε τον αναλυτή Milkoscan™ FT 120.  Λακτόζη (g/100g) Πρωτεϊνη (g/100g) Λίπος (g/100g) Γάλα 4,6 5,5 6,4 Πρωτογενές Τυρόγαλα 6,1 1,3 0,2 ∆ευτερογενές Τυρόγαλα 6,8 0,6 0,2   Εικόνα 41. Η τυροκόµηση της µυζήθρας προϋποθέτει τη θέρµανση του πρωτογενούς τυρογάλακτος, προς µετουσίωση των πρωτεϊνών του ορού (α). Σε ειδικό τυρόπανο (τσαντίλα) συγκεντρώνονται οι κροκκιδωµένες πρωτεΐνες και αφήνονται προς στράγγιση (β), ενώ το δευτερογενές τυρόγαλα  συλλέγεται (γ) και αποθηκεύεται στους 4 οC, για µετέπειτα χρήση. Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η συσσώρευση λίπους χωρεί εν τη απουσία αζώτου. Εύκολα γίνεται αντιληπτό ότι η ποσότητα της πρωτεΐνης στο δευτερογενές τυρόγαλα είναι υψηλή και συνεπώς ευνοείται η βιοσύνθεση βιοµάζας και όχι λιπιδίων, οπότε πρέπει να υποστεί επεξεργασία. Εν προκειµένω, πραγµατοποιήθηκε φυγοκέντρηση σε φυγόκεντρο (Sorval Lynx 6000 Label 2, ThermoFisher Scientific) για 10 λεπτά, στις 9000 στροφές και στους 4 ℃, µε στόχο το διαχωρισµό των κροκκιδωµένων οροπρωτεϊνών από το δευτερογενές τυρόγαλα. Έπειτα, ακολούθησε διήθηση µε τετραπλό διηθητικό χαρτί (Εικόνα 41), µε τη διαφορά στο χρώµα και στη θολερότητα να είναι εµφανής (Εικόνα 42). Η σύσταση σε συγκεκριµένα διαλυτά στερεά και τα χαρακτηριστικά του τελικού υποστρώµατος καταγράφονται στον ακόλουθο Πίνακα 12.  α β γ



  77  Εικόνα 43. Το δευτερογενές τυρόγαλα πριν (α) και µετά (β) τη φυγοκέντρηση και διήθηση, µε τις διαφορές στο χρώµα και τη θολερότητα να είναι ευκρινείς.          Εικόνα 42. ∆ιαχωρισµός των µετουσιωµένων οροπρωτεϊνών από το δευτερογενές τυρόγαλα µέσω φυγοκέντρησης (α) και κατακράτησή τους µέσω διήθησης (β).           Πίνακας 12. Καταγραφή της σύστασης σε συγκεκριµένα στερεά και των χαρακτηριστικών του τελικού υποστρώµατος. *Η πρωτεϊνη προσδιορίστηκε µε τη φωτοµετρική µέθοδο Bradford, ενώ το άζωτο των ελεύθερων    αµινοµάδων µέσω της φωτοµετρικής µεθόδου της νινυδρίνης, όπως αυτές αναλύονται παρακάτω. Από το επεξεργασµένο δευτερογενές τυρόγαλα µεταφέρονται 50±1 mL σε κωνικές φιάλες Erlenmeyer των 250 mL, αυτές πωµατίζονται µε βαµβάκι, οδηγούνται προς αποστείρωση στους 121,1 oC και εφόσον η θερµοκρασία κατέλθει περί τους 30 oC, το θρεπτικό είναι έτοιµο προς εµβολιασµό. Σύµφωνα µε όσα αναλύθηκαν παραπάνω, σε  Λακτόζη (g/L) Πρωτεϊνη* (g/L) Άζωτο Ελεύθερων Αµινοµάδων (mg/L)* pH ∆ευτερογενές Τυρόγαλα 59 1,07 64,0 6,25 α β 



  78  θάλαµο κάθετης νηµατικής ροής, εµβολιάζεται 1 mL από την προκαλλιέργεια κάθε µικροοργανισµού, σε 6 κωνικές φιάλες για τον κάθε ένα και οι φιάλες τοποθετούνται σε ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο ανάδευσης (180±5 rpm) και θερµοκρασίας (30±1 oC). Η διάρκεια της ζύµωσης εξαρτάται από την ταχύτητα αφοµοίωσης του µικροοργανισµού. Η αρχική τιµή του pH είναι 6,25, και, όταν απαιτείται, ρυθµίζεται σε τιµές περί το pH=5,5 µε τα διαλύµατα HCl 5 M και NaOH 5 Μ, υπό ασηπτικές συνθήκες. 3.4. Μέθοδοι ανάλυσης │ 3.4.1. Ποσοτικός προσδιορισµός βιοµάζας Η βιοµάζα, που αναπτύσσεται στην καλλιέργεια, πρέπει να διαχωριστεί από το θρεπτικό υγρό, να καθαριστεί από υπολείµµατα αυτού, να αφεθεί προς ξήρανση και έπειτα να προσδιοριστεί ποσοτικά µέσω ζύγισης. Το όλον του υγρού της καλλιέργειας µεταφέρεται σε ειδικούς σωλήνες (falcon tubes) και φυγοκεντρείται για 10 λεπτά, στις 9000 στροφές και στους 4 ℃ σε φυγοκεντρικό διαχωριστήρα τύπου Universal 320R Hettich Zentrifugen. Το υπερκείµενο υγρό απορρίπτεται και η βιοµάζα, ως ίζηµα, επαναδιαλυτοποιείται σε απιονισµένο νερό και ακολουθεί δεύτερη φυγοκέντριση, υπό τις ίδιες συνθήκες. Το προκύπτον ίζηµα µεταφέρεται σε προζυγισµένα φιαλίδια τύπου McCartney, τα οποία τοποθετούνται σε φούρνο τύπου Gallenkamp Οven BS OV-160 προς ξήρανση στους 80 ℃ για 24 ώρες. Μετά το πέρας της ξήρανσης, τα φιαλίδια µε την αποξηραµένη βιοµάζα επαναζυγίζονται σε αναλυτικό ζυγό τύπου KERN EW 420-3NM και από τη διαφορά προκύπτει το καθαρό βάρος της βιοµάζας, προερχόµενη από τα 50 mL του υγρού της καλλιέργειας και η οποία ανάγεται σε ποσότητα βιοµάζας ανά λίτρο υγρού καλλιέργειας (g/L). 3.4.2. Ποσοτικός προσδιορισµός καταναλωθείσας λακτόζης Η καταναλωθείσα λακτόζη προκύπτει ως η διαφορά συγκέντρωσης της εναποµένουσας λακτόζης για δεδοµένη χρονική στιγµή ως προς τη συγκέντρωση σε λακτόζη του αρχικού υποστρώµατος. Ο προσδιορισµός της λακτόζης, που αποµένει κάθε χρονική στιγµή στο υγρό της καλλιέργειας, πραγµατοποιείται µέσω Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography, H.P.L.C.) (Εικόνα 43), σε υγρό χρωµατογράφο τύπου Shimadzu, εξοπλισµένο µε 



  79  ανιχνευτές U.V. και R.I. (2414 Refractive Index (R.I.) Detector), ο οποίος και χρησιµοποιήθηκε για τον προσδιορισµό. Η χρησιµοποιούµενη διαχωριστική στήλη είναι τύπου ROA-Organic Acid H+ (Phenomenex) και το διάλυµα, που χρησιµοποιείται ως κινητή φάση, µε ροή 0,5 mL/min, είναι υδατικό διάλυµα θειϊκού οξέος, H2SO4 10 mM, µε θερµοκρασία στήλης τους 60 ℃. Ο όγκος του προς ανάλυση δείγµατος ορίζεται στα 20 µL και ο χρόνος ανάλυσης στα 30 λεπτά. Το δείγµα, προτού εισέλθει στο ειδικό φιαλίδιο της HPLC, αραιώνεται και φιλτράρεται µέσω φίλτρων Whatman, διαµέτρου 0,22 µm.  Η ταυτοποίηση της λακτόζης πραγµατοποιείται µε βάση το χρόνο κατακράτησης της ουσίας στη στήλη, συγκρινόµενο µε το χρόνο κατακράτησης της πρότυπης ουσίας. Η ποσοτικοποίηση προκύπτει από το εµβαδόν της κάθε κορυφής του χρωµατογραφήµατος και µε βάση την πρότυπη καµπύλη αναφοράς προκύπτει η συγκέντρωση της λακτόζης (g/L). Για την πρότυπη καµπύλη χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις λακτόζης, των οποίων η συγκέντρωση ήταν γνωστή και προσδιορίστηκε το εµβαδόν, που αντιστοιχεί σε κάθε συγκέντρωση, µέσω υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (Εικόνα 44). Σε περίπτωση που το δείγµα έχει αραιωθεί, προκειµένου το αποτέλεσµα της H.P.L.C. να βρίσκεται εντός των ορίων της πρότυπης καµπύλης, η συγκέντρωση πολλαπλασιάζεται επί το συντελεστή αραίωσης, για να προκύψει η πραγµατική τιµή της λακτόζης, που παραµένει στο υγρό της ζύµωσης. Η εναποµένουσα, για τη δεδοµένη χρονική στιγµή, λακτόζη (g/L) υπολογίζεται από την αφαίρεση της τιµής για την καταναλωθείσα λακτόζη από την αρχική τιµή αυτής.  Εικόνα 44. Σχηµατική αναπαράσταση του συστήµατος Υγρής Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης. 



  80   Εικόνα 45. Πρότυπη καµπύλη αναφοράς για το δισακχαρίτη λακτόζη, µε την εξίσωση να προκύπτει µε βάση το γραµµικό µοντέλο και συντελεστή προσδιορισµού R2=0,999. 3.4.3. Ποσοτικός προσδιορισµός ενδοκυτταρικού λίπους Η ποσότητα του ενδοκυτταρικού λίπους, που παράγει ο µικροβιακός πληθυσµός εκχυλίζεται από τη λοιπή βιοµάζα και προσδιορίζεται, ακολουθώντας την κάτωθι διαδικασία: 
• Η ξηρή βιοµάζα, που εµπεριέχεται εντός του φιαλιδίου τύπου McCartney, κονιορτοποιείται και προστίθεται µίγµα διαλυτών χλωροφορµίου/µεθανόλης,  αναλογίας 2:1 (Folch et al., 1957; Papanikolaou et al., 2001; Sarantou et al., 2021). Το φιαλίδιο µε το µίγµα διαλύµατος-βιοµάζας σφραγίζεται αεροστεγώς και φυλάσσεται στο σκοτάδι για τουλάχιστον 72 ώρες, προκειµένου να εκχυλιστεί το λίπος, ενώ, ταυτόχρονα, αποφεύγεται η φωτο-ξείδωση των λιπαρών οξέων αυτού. 
• Μετά το πέρας της συγκεκριµένης χρονικής περιόδου, το µίγµα διηθείται, µε χρήση διηθητικού χαρτιού προς αποµάκρυνση των στερεών, εντός προζυγισµένης σφαιρικής φιάλης εξάτµισης. 
• Η σφαιρική φιάλη οδηγείται προς εξάτµιση υπό κενό και σε θερµοκρασία περί τους 50 ℃ σε περιστροφικό εξατµιστήρα τύπου Flash Evaporator - Rotavapor R - 114 (Εικόνα 45) µε σκοπό την αποµάκρυνση των πτητικών διαλυτών και την αποµόνωση του µικροβιακού λίπους. 



  81   Εικόνα 46. Σχηµατική απεικόνιση του περιστροφικού εξατµιστήρα για εξάτµιση διαλυµάτων υπό κενό και ρυθµιζόµενη θερµοκρασία.  
• Η σφαιρική φιάλη επαναζυγίζεται σε αναλυτικό ζυγό και από τη διαφορά προκύπτει η µάζα του λίπους, προερχόµενη από τα 50 mL του υγρού της καλλιέργειας και η οποία ανάγεται σε ποσότητα λίπους ανά λίτρο υγρού καλλιέργειας (g/L).  3.4.4. Ποιοτικός προσδιορισµός κλασµάτων λιπιδίων Για τον προσδιορισµό των κλασµάτων του παραγόµενου µικροβιακού λίπους χρησιµοποιείται η χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (Thin Layer Chromatography, T.L.C.). Eιδικές πλάκες οξειδίου του πυριτίου Silica Gel 60 (Merck, Darmstadt, Germany), διαστάσεων 20 cm * 20 cm χρησιµοποιούνται ως πολική στατική φάση, διαµέσου της οποίας, λόγω τριχοειδών φαινοµένων, θα διέλθει η άπολη κινητή φάση, συµπαρασύροντας τα µη-πολικά και ουδέτερα λιπίδια του δείγµατος. Στο κάτω τµήµα του χρωµατογραφήµατος απαντώνται τα πολικά λιπίδια (φωσφολιπίδια, γλυκολιπίδια, σφιγγολιπίδια).  Η χρήση της πλάκας προϋποθέτει τον καθαρισµό και την ενεργοποίησή της. Για τον καθαρισµό, οι διαλύτες είναι χλωροφόρµιο-µεθανόλη 200 mL και διατρέχουν όλη την πλάκα, ενώ η ενεργοποίηση αντιστοιχεί σε θέρµανση στους 120 ℃ για 30 λεπτά, έτσι ώστε να είναι έτοιµη για την ένεση των πρότυπων διαλυµάτων και των δειγµάτων. Από το ενδοκυτταρικό λίπος, που αποµονώθηκε κατά την εξάτµιση του αντιδραστηρίου Folch (Εδάφιο 3.4.3), παραλαµβάνεται ποσότητα 30 µg και επαναδιαλύεται σε 1 ml εξανίου. Από το δείγµα αυτό ενίονται 20 µL µε µικροσύριγγα (Hamilton, Bonaduz, Switzerland) σε συγκεκριµένο σηµείο της στατικής φάσης,  σε 



  82  απόσταση 2 cm από το κάτω άκρο της πλάκας. Ίδια ποσότητα ενίεται και από τα πρότυπα διαλύµατα και συγκεκριµένα χοληστερόλη, για την οµάδα των στερολών, ελαϊκό οξύ για την οµάδα των ελεύθερων λιπαρών οξέων και ελαιόλαδο για την οµάδα των τριακυλογλυκερολών, πλούσιο στο τριγλυκερίδιο τριελαΐνη. Μεταξύ των σηµείων ένεσης, µεσολαβεί απόσταση 2 cm.  Η κινητή φάση αποτελείται από εξάνιο/διαιθυλαιθέρα/οξικό οξύ (70:30:1, v/v/v) και προστίθεται εντός γυάλινου θαλάµου ανάπτυξης, ο οποίος βρίσκεται σε απαγωγό εστία και καλύπτεται, προς αποφυγή της εξάτµισης της κινητής φάσης. Η ποσότητα δεν υπερβαίνει τα 2 cm από την κάτω επιφάνεια της στήλης. Εντός του θαλάµου τοποθετείται διηθητικό χαρτί, εµποτισµένο µε το διαλύτη, έτσι ώστε να υπάρχει οµοιόµορφη κατανοµή των ατµών αυτού. Όταν αυτή επιτευχθεί, εισάγεται η πλάκα µε τα δείγµατα εντός του θαλάµου. Το µέτωπο του διαλύτη θα διανύσει απόσταση έως 2 cm πριν το άνω µέρος της πλάκας, όπου και θα τερµατιστεί η ανάλυση, µε χρονική διάρκεια περί τα 30-45 λεπτά. Μετά το πέρας της ανάπτυξης τους διαλύτη κατά µήκος, η πλάκα αφήνεται για 30 λεπτά να στεγνώσει στην απαγωγό εστία και ύστερα µεταφέρεται σε θάλαµο ιωδίου, προς απεικόνιση των κλασµάτων των λιπιδίων, ως κηλίδες στο χρωµατογράφηµα. Η ταυτοποίησή τους εξαρτάται από το συντελεστή κατακράτησης (Retention Factor, Rf) και τη σύγκριση αυτού µε τους χρόνους κατακράτησης των κλασµάτων πρότυπων διαλυµάτων. Ως συντελεστής κατακράτησης των λιπιδικών κλασµάτων ορίζεται η απόσταση που διένυσε η ουσία (απόσταση του κέντρου της κηλίδας από το σηµείο της ένεσης) προς τη συνολική απόσταση που διένυσε το µέτωπο του διαλύτη,  Rf= ��ό�����	�	
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	����ύ�� 3.4.5. Ποσοτικός προσδιορισµός λιπαρών οξέων Η ποιοτική ανάλυση του λίπους προϋποθέτει τη µετατροπή των λιπαρών οξέων σε µεθυλικούς εστέρες (F.A.M.E.), οι οποίοι είναι πτητικότεροι και, άρα, κατάλληλοι για να αναλυθούν µέσω αέριας χρωµατογραφίας, ώστε να γίνει ο ποιοτικός προσδιορισµός της σύστασης σε λιπαρά οξέα, µέσω της µεθόδου A.F.N.O.R. (A.F.N.O.R., 1984).  



  83   � Παρασκευή µεθυλικών εστέρων συνολικών µικροβιακών λιπιδίων Η αντίδραση µεθυλεστεροποίησης πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη γενικευµένη µέθοδο από Papanikolaou et al. (2001). Η εν λόγω µέθοδος υπερτερεί έναντι άλλων λιγότερο χρονοβόρων µεθόδων, διότι αποτρέπει την µετατροπή των cis ισοµερών των λιπαρών οξέων σε trans, τα οποία υπό φυσιολογικές συνθήκες δεν απαντούν στα µικροβιακά λιπίδια. Πρόκειται για µία διαδικασία η οποία τελείται σε δύο διακριτά στάδια, το πρώτο σε αλκαλικό περιβάλλον και το δεύτερο σε όξινο. Στο πρώτο εξ' αυτών πραγµατοποιείται πυρηνόφυλη υποκατάσταση στο µόριο των γλυκεριδίων (µονο–, δι–, τρι– γλυκεριδίων, πολικών λιπιδίων), µε τελικά προϊόντα τους αντίστοιχους µεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων. Παραλλήλως, τα προϋπάρχοντα ελεύθερα λιπαρά οξέα αντιδρούν µε διάλυµα µεθοξειδίου του νατρίου (NaOCH3) [∆ιάλυµα µεθοξειδίου του νατρίου: Σε 100 mL µίγµατος µεθανόλης/βενζολίου, 70/30 (v/v) προστίθεται υπό ανάδευση 1 g µεταλλικού νατρίου. Η αντίδραση είναι ισχυρώς εξώθερµη. Μετά την πλήρη διάλυση του νατρίου προστίθεται φαινολοφθαλεΐνη ως δείκτης pH.  προς σχηµατισµό σαπώνων]. Η δηµιουργία trans ισοµερών αποτρέπεται σε αλκαλικό περιβάλλον. Σε επόµενο στάδιο, οι σχηµατιζόµενοι σάπωνες θα µετατραπούν σε ελεύθερα λιπαρά οξέα και τα τελευταία, αντιδρώντας µε µεθανόλη [∆ιάλυµα υδροχλωρικής µεθανόλης: Σε 125 mL µεθανόλης προστίθεται στάγδην 10 mL ακετυλοχλωριδίου (Fluka) (ισχυρά εξώθερµη αντίδραση)] µετατρέπονται σε µεθυλεστέρες. Οι αντιδράσεις που λαµβάνουν χώρα πραγµατοποιούνται σε δυο στάδια και περιγράφονται ακολούθως (Εικόνα 46). Εντός των σφαιρικών φιαλών, που εµπεριέχουν το αποµονωθέν ενδοκυτταρικό λίπος, προστίθενται µερικά θραύσµατα πορώδους κεραµικού υλικού προς οµαλοποίηση του βρασµού και 10 mL µεθοξειδίου του νατρίου, µε το δείγµα να φέρεται εις βρασµόν σε σύστηµα µανδύα βρασµού - συµπυκνωτή περί τα 20 λεπτά και ενώ έχει τοποθετηθεί κάθετος ψυκτήρας στο στόµιο της φιάλης. Έπειτα, ακολουθεί βρασµός ίδιας χρονικής διάρκειας, εφόσον πρωτίστως προστίθεται στο µίγµα υδροχλωρική µεθανόλη (HCl/CH3OH), έως ότου το pH του µίγµατος να γίνει όξινο, αλλαγή που γίνεται ορατή λόγω αποχρωµατισµού. Μετά το πέρας και του δεύτερου βρασµού, προστίθεται απιονισµένο νερό προς παύση της αντίδρασης. Το µίγµα αποµακρύνεται από το µανδύα και προστίθενται σε αυτό 6 mL εξάνιο (CH℃(CH℃)℃CH℃). Το όλον 



  84  οδηγείται σε διαχωριστική χοάνη προς διαχωρισµό της υδατικής φάσης (κάτω), που απορρίπτεται, από την οργανική φάση (άνω), η οποία εµπεριέχει το εξάνιο και τους µεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων. Η επιθυµητή αυτή φάση συλλέγεται σε φιαλίδιο, που περιέχει άνυδρο θειϊκό νάτριο (Νa2SO4) για απορρόφηση της υπολειπόµενης υγρασίας και διατηρείται στην κατάψυξη (-18 oC).  Εικόνα 47. Αντίδραση µεθυλεστεροποίησης η οποία τελείται σε δύο διακριτά στάδια, το πρώτο σε αλκαλικό περιβάλλον και το δεύτερο σε όξινο.  
� Αέριος Χρωµατογραφία Ο ποιοτικός προσδιορισµός της σύστασης του µικροβιακού λίπους σε επιµέρους λιπαρά οξέα πραγµατοποιήθηκε από αέριο χρωµατογράφο Fisons 8060, εξοπλισµένο µε τριχοειδή στήλη CPWAX 52 CB (διαστάσεων 60mx0,32mm) και µε ανιχνευτή ιονισµού φλόγας (Flame Ionization Detector, F.I.D.), θερµοκρασίας 250 oC. Ως φέρον αέριο χρησιµοποιείται το ήλιον (He), µε ροή αερίου 2 mL/min, σε θερµοκρασία 25 oC. Ο φούρνος θερµαίνεται από τους 50 oC στους 200 oC (παραµένει για 1 min) µε 



  85  ρυθµό 25 oC/min, έπειτα στους 240 oC µε ρυθµό 3 oC/min και τέλος στους 250 oC (παραµένει για 5 min) µε ρυθµό 25 oC/min. Στον εισαγωγέα του αέριου χρωµατογράφου ενίεται 1 µL δείγµατος, όπως αυτό αποθηκεύτηκε σε φιαλίδιο βάσει όσων αναφέρθηκαν κατά τη µεθυλεστεροποίηση, µε ειδική µικροσύριγγα των 10 µL (Hamilton, Bonaduz, Switzerland), εφόσον προηγηθεί έκπλυσή της µε εξάνιο. Η ταυτοποίηση των λιπαρών οξέων βασίζεται σε πρότυπες καµπύλες µεθυλεστέρων των κύριων λιπαρών οξέων, αντιστοιχίζοντας το χρόνο κατακράτησης (tR) της κάθε κορυφής του χρωµατογραφήµατος, στο ανάλογο λιπαρό οξύ, που αντιστοιχεί στον ίδιο χρόνο. Η ποσοστιαία αναλογία του κάθε λιπαρού οξέος ως προς το σύνολο αυτών, προκύπτει από το εµβαδόν της κάθε κορυφής του χρωµατογραφήµατος, ως προς το συνολικό εµβαδόν όλων των κορυφών, µε βάση την κάτωθι σχέση: %	�. �.	= ( �����ό�	�.��
�	���ό	�����ό� )× 100 3.4.6. Ποσοτικός προσδιορισµός αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων Ο ποσοτικός προσδιορισµός του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων,  α-αµινοξέων ή αµινοτελικών άκρων πεπτιδίων και πρωτεϊνών, προσδιορίζεται µέσω της φωτοµετρικής µεθόδου της νινυδρίνης. Η νινυδρίνη (2,2-διϋδροξυϊνδανο-1,3-διόνη) είναι µια χηµική ουσία κίτρινου χρώµατος, που χρησιµοποιείται για την ανίχνευση αµµωνίας ή πρωτοταγών και δευτεροταγών αµινών. Όταν αντιδρά µε αυτές τις ελεύθερες αµίνες, παράγεται ένα βαθύ µπλε ή µωβ χρώµα (Εικόνα 47), όπως πρωτοαναφέρθηκε από τον Siegfried Ruhemann (1910). Η µέθοδος είναι απλή στη χρήση, χαµηλού κόστους και µικρής χρονικής διάρκειας, ιδανική για αναλύσεις ρουτίνας, µε διάφορες παραλλαγές και βελτιώσεις να έχουν χρησιµοποιηθεί, λόγω της απαίτησης φθηνού εξοπλισµού και αναλωσίµων (Friedman, 2004). Για να παραχθεί το χρωµοφόρο νινυδρίνης (2-(1,3-διοξοϊνδαν-2-υλ) ιµινοϊνδαν-1,3-διόνης), η αµίνη συµπυκνώνεται µε ένα µόριο νινυδρίνης. Η νινυδρίνη συνδέεται µέσω του ατόµου οξυγόνου της στο αµινοτελικό άκρο του αµινοξέος, για να δώσει µια βάση Schiff. Έτσι, µόνο η αµµωνία και οι πρωτοταγείς αµίνες µπορούν να προχωρήσουν πέρα από αυτό το βήµα και να δώσουν το µωβ του Ruhemann, το οποίο έχει µέγιστο απορρόφησης στα 570 nm.  



  86   Εικόνα 48. Συνοπτική απεικόνιση των αντιδράσεων της νινυδρίνης το άζωτο των ελεύθερων αµινοµάδων, προς σχηµατισµό του συµπλόκου, µωβ χρώµατος (τροποποιηµένο από Ανδρικόπουλος, 2015).  Η διαδικασία της ανάλυσης πραγµατοποιείται εις διπλούν για κάθε δείγµα. Σε δοκιµαστικό σωλήνα προστίθεται 1 mL από κατάλληλα αραιωµένο δείγµα, 0,5 mL αντιδραστηρίου χρώσης, που περιέχει τη νινυδρίνη [Αντιδραστήριο χρώσης: 49,71 g Na2HPO4*2H2O, 5 g νινυδρίνης, 3 g φρουκτόζη, περί τα 60 g KH2PO4 για ρύθµιση pH  και dH2O έως τελικού όγκου 1 L] και µετά από καλή ανάδευση σε vortex, οι σωλήνες πωµατίζονται και οδηγούνται προς βρασµό για 16 λεπτά. Μετά το πέρας αυτών, ακολουθεί ψύξη σε πάγο για 20 λεπτά και προσθήκη του αντιδραστηρίου αραίωσης [Αντιδραστήριο αραίωσης: 2 g KIO3 διαλύονται σε 616 mL dH2O και προστίθενται 384mL αιθανόλης, έως τελικού όγκου 1 L]  µε επαρκή ανάδευση 20 δευτερολέπτων. Ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιείται 1 mL απιονισµένου νερού. Η απορρόφηση µετριέται σε µήκος κύµατος λ=570 nm µε φασµατοφωτόµετρο (Hitachi U.2000 Spectrophotometer). Mε βάση την απορρόφηση και την πρότυπη καµπύλη αναφοράς προκύπτει η συγκέντρωση του αζώτου (mg/L). Για την πρότυπη καµπύλη χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις γλυκίνης (από Πρότυπο ∆ιάλυµα Γλυκίνης - Π∆Γ), των οποίων η συγκέντρωση ήταν γνωστή [0,1072 g γλυκίνης διαλύονται σε 100 mL dH2O (Αποθεµατικό ∆ιάλυµα Γλυκίνης - Α∆Γ) και 1 mL από το Α∆Γ επαναδιαλυτοποιείται σε 100 mL dH2O, σχηµατίζοντας το Π∆Γ, µε συγκέντρωση F.A.N. 2 mg/L] και προσδιορίστηκε η απορρόφηση, που αντιστοιχεί σε κάθε επιµέρους γνωστή συγκέντρωση (Εικόνα 48). Σε περίπτωση που το δείγµα έχει αραιωθεί, προκειµένου το αποτέλεσµα της µεθόδου να βρίσκεται εντός των ορίων της 



  87  πρότυπης καµπύλης, η συγκέντρωση πολλαπλασιάζεται επί το συντελεστή αραίωσης, για να προκύψει η πραγµατική τιµή.  Εικόνα 49. Πρότυπη καµπύλη αναφοράς F.Α.Ν. µε βάση το αµινοξύ γλυκίνη, που φέρει µια ελεύθερη αµινοµάδα, µε την εξίσωση να προκύπτει µε βάση το γραµµικό µοντέλο και συντελεστή προσδιορισµού R2=0,999. 3.4.7. Ποσοτικός προσδιορισµός πρωτεΐνης Ο ποσοτικός προσδιορισµός των πρωτεϊνών βασίζεται στη φωτοµετρική µέθοδο Bradford (1976) και στην ιδιότητα της χρωστικής Coomasie Brilliant Blue G-250 να αλλάζει χρώµα, όταν αλληλεπιδρά µε πρωτεΐνες. Η µέθοδος συνδυάζει την απλότητα και τον ελάχιστο χρόνο, µε καλή ακρίβεια αποτελεσµάτων και ευαισθησία µεταξύ 5 έως 100 µg πρωτεΐνης. Υπό όξινες συνθήκες, η κατιονική καφέ µορφή της χρωστικής (απορρόφηση στα λ=465 nm) µετατρέπεται στην ανιονική κυανή της µορφή και συµπλοκοποιείται µε την πρωτεΐνη. Εάν δεν υπάρχει πρωτεΐνη να δεσµευτεί, τότε η χρωστική θα παραµείνει καφέ. Λόγω υδρόφοβων και ιοντικών αλληλεπιδράσεων µεταξύ των σουλφονικών οµάδων της χρωστικής και των θετικά φορτισµένων αµινοξέων (λυσίνη, αργινίνη, ιστιδίνη), η ανιονική µορφή σταθεροποιείται και η συγκέντρωση της πρωτεΐνης προσδιορίζεται µέσω φωτοµέτρησης. Το προς προσδιορισµό δείγµα αραιώνεται κατάλληλα, έτσι ώστε η συγκέντρωση της πρωτεΐνης να κυµαίνεται µεταξύ των προαναφερθέντων ορίων (5-100 µg). Η διαδικασία της ανάλυσης πραγµατοποιείται εις διπλούν για κάθε δείγµα. Σε δοκιµαστικό σωλήνα προστίθενται 100 µL από το αραιωµένο δείγµα και 5mL από το αντιδραστήριο χρώσης [100mg Coomasie Brilliant Blue G-250, 50 mL Αιθανόλη 



  88  95%, 100 mL Φωσφορικό οξύ 85%, ddΗ2Ο έως τελικού όγκου 1 L], το µίγµα αναδεύεται και αφήνεται για 5 λεπτά, έως ότου ολοκληρωθεί η αντίδραση. Ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιούνται 100 µL απιονισµένου νερού.  Η απορρόφηση µετριέται σε µήκος κύµατος λ=595 nm µε φασµατοφωτόµετρο (Hitachi U.2000 Spectrophotometer). Mε βάση την απορρόφηση και την πρότυπη καµπύλη αναφοράς προκύπτει η συγκέντρωση της πρωτεΐνης (mg/L). Για την πρότυπη καµπύλη χρησιµοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις αλβουµίνης (B.S.A.), των οποίων η συγκέντρωση ήταν γνωστή και προσδιορίστηκε η απορρόφηση, που αντιστοιχεί σε κάθε γνωστή συγκέντρωση (Εικόνα 49). Σε περίπτωση που το δείγµα έχει αραιωθεί, η συγκέντρωση πολλαπλασιάζεται επί το συντελεστή αραίωσης, για να προκύψει η πραγµατική τιµή.  Εικόνα 50. Πρότυπη καµπύλη αναφοράς Πρωτεΐνης, µε βάση την αλβουµίνη του ορού βοδινού (B.S.A.), µε την εξίσωση να προκύπτει µε βάση το γραµµικό µοντέλο και συντελεστή προσδιορισµού R2=0,999.       



  89                4. Αποτελέσµατα 



  90  4.1. Καλλιέργεια ελέγχου σε λακτόζη │ Η πρώτη σειρά πειραµάτων αυτής της µελέτης αφορούσε την καλλιέργεια των στελεχών ζυµών στο ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη, µε σκοπό τον έλεγχο της ανάπτυξης και της κινητικής τους. Οι µικροοργανισµοί καλλιεργήθηκαν σε  υπόστρωµα µε λόγο C/N=50 g/g και περιεκτικότητα σε λακτόζη 56±1 g/L, τιµή που προσεγγίζει τη συγκέντρωση της λακτόζης στο δευτερογενές τυρόγαλα. Κατ’ επέκτασιν, οι πηγές αζώτου, εκχύλισµα ζύµης και θειικό αµµώνιο, ρυθµίστηκαν κατάλληλα στα 2,32 g/L και 1,09 g/L, αντίστοιχα. Τα υπόλοιπα µεταλλικά στοιχεία του θρεπτικού µέσου αναγράφονται στον πίνακα 10.  Κατά τη διάρκεια των πειραµάτων προσδιορίστηκε η µη-καταναλωθείσα λακτόζη, το ολικό ξηρό βάρος της βιοµάζας (Total Dry Weight, T.D.W.), το παραχθέν λίπος, το pH, ο συντελεστής απόδοσης ή συντελεστής µετατροπής του υποστρώµατος προς βιοµάζα, Υ"#, ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#, η παραγωγικότητα της ξηρής βιοµάζας, PX, η παραγωγικότητα του προϊόντος, PL, και η περιεκτικότητα της ξηρής βιοµάζας σε λίπος, Κ$". Τα αποτελέσµατα καταγράφονται, συγκεντρωτικά, στον ακόλουθο Πίνακα 13 και αναλύονται, ξεχωριστά, στη συνέχεια.       ̀     Πίνακας 13. Καταγραφή των αποτελεσµάτων της καλλιέργειας των 8 ελαιογόνων ζυµών στο ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα, µε λακτόζη ως πηγή άνθρακα. Time Καταναλωθέν Υπό. Βιοµάζα Λίπος PX PL  (h) Scon (g/L) (g/L) (g/L) (g/L*h) (g/L*h)Cryptococcus curvatus  ATCC 20509 216 5,3 54,9 12,2 6,0 0,23 0,11 0,49 0,06 0,028Cryptococcus curvatus  NRRL Y-1511 92 5,3 41,5 12,1 0,8 0,30 0,02 0,10 0,10 0,008Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis  NRRL Y-44 115 6,3 0 - - - - - - -Trichosporon ovoides  ACA-DC 5052 115 6,4 0 - - - - - - -Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 115 5,3 27,8 5,1 0,6 0,19 0,02 0,12 0,04 0,005Cutaneotrichosporon cutaneum  NRRL Y-2525 115 6,3 0 - - - - - - -Papiliotrema laurentii  NRRL Y-2536 92 5,0 40,5 13,2 1,5 0,33 0,04 0,11 0,14 0,020Papiliotrema laurentii  NRRL YΒ-3594 115 5,4 54,7 12,9 1,2 0,24 0,02 0,09 0,11 0,010ΚP/XYP/SYX/SΜικροοργανισµός pH



  91  4.1.1. Καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus ATCC 20509      Εικόνα 52. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. Ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus ATCC 20509 (Εικόνα 50), σύµφωνα µε το γράφηµα της Εικόνας 51, κατανάλωσε το σύνολο του θρεπτικού υλικού, σε µια καλλιέργεια διάρκειας 216 ωρών. Η βιοµάζα ανήλθε στα 12,2 g/L και το λίπος στα 6 g/L, µε την περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", να ισούται µε 0,49 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,23	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,11 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,06 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,028 g/L/h. Η τιµή του pH δε χρειάστηκε ρύθµιση κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας. Εικόνα 51. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x40), µε ευκρινές το αποθηκευµένο λίπος σε ελαιοσταγονίδια εντός του κυττάρου (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  92  4.1.2. Καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511         Εικόνα 54. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. Όπως παρατηρείται στο γράφηµα της Εικόνας 53, ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 (Εικόνα 52), δεν κατανάλωσε το σύνολο του θρεπτικού υλικού (αφοµοίωσε 41,5 g/L), σε µια καλλιέργεια διάρκειας 91,5 ωρών. Η βιοµάζα ανήλθε στα 12,1 g/L και το λίπος ήταν µόλις 0,8 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,30 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,02	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,1 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,008 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,10 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH µειώθηκε 2 φορές κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας και ρυθµίστηκε µε NaOH 5M. Εικόνα 53. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511  σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x40) (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  93  4.1.3. Καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536       Εικόνα 56. Κινητική ανάπτυξης του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. Η καλλιέργεια των 92 ωρών, του µικροοργανισµού Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 (Εικόνα 54), οδήγησε σε αφοµοίωση 40,5 g/L λακτόζης, παράγοντας 13,2 g/L βιοµάζα και λίπος 1,5 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,33 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,04 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,14 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,02 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,11	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH µειώθηκε 2 φορές κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας και ρυθµίστηκε µε NaOH 5M (Εικόνα 55). Εικόνα 55. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x40) (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  94  4.1.4. Καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594      Εικόνα 58. Κινητική ανάπτυξης του Papiliotrema laurentii YΒ-3594 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. Ο µικροοργανισµός Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 (Εικόνα 56), σε καλλιέργεια 115 ωρών, αφοµοίωσε σε σχεδόν πλήρως τη λακτόζη (54,7 g/L), παράγοντας 12,9 g/L βιοµάζα και περί το 1,2 g/L λίπος. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,24	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,02	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,11 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,010 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,09	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH µειώθηκε 2 φορές κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας και ρυθµίστηκε µε NaOH 5M (Εικόνα 57). Εικόνα 57. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x40) (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  95  4.1.5. Καλλιέργεια του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079        Εικόνα 60. Κινητική ανάπτυξης του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. Στην γράφηµα της Εικόνας 59 απεικονίζεται η κινητική του µικροοργανισµού Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 (Εικόνα 58) και παρατηρείται πως σε αυτή την περίπτωση δεν καταναλώθηκε η πηγή άνθρακα, παρά µόνο 27,8 g/L, σε διάρκεια 115 ωρών. Η παραγόµενη βιοµάζα ανήλθε στα 6,8 g/L, µε το λίπος να είναι περί τα 0,6 g/L, οπότε η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούτο µε 0,09	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,25 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,02	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,06 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,005 g/L/h. Η τιµή του pH µειώθηκε 1 φορά κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας και ρυθµίστηκε µε NaOH 5M. Εικόνα 59. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 σε οπτικό µικροσκόπιο (µεγέθυνσης x100) (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.). 



  96  Εικόνα 62. Κινητική ανάπτυξης των α) Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis NRRL Y-44, β) Trichosporon ovoides ACA-DC 5052 και γ) Cutaneotrichosporon cutaneum NRRL Y-2525 σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λακτόζη 56 g/L. 4.1.6. Καλλιέργεια των Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis NRRL Y-44, Trichosporon ovoides ACA-DC 5052 και Cutaneotrichosporon cutaneum NRRL Y-2525 Οι µικροοργανισµοί Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis NRRL Y-44, Trichosporon ovoides ACA-DC 5052 και Cutaneotrichosporon cutaneum NRRL Y-2525 (Εικόνα 60), όπως και στις προηγούµενες περιπτώσεις, καλλιεργήθηκαν σε ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λόγο C/N=50 και περιεκτικότητα σε λακτόζη 56 g/L. Oι πηγές αζώτου, εκχύλισµα ζύµης και θειικό αµµώνιο, ρυθµίστηκαν στα 2,32 g/L και 1,09 g/L, αντίστοιχα. Σε αντίθεση, όµως, µε τους προηγούµενους, οι 3 αυτοί µικροοργανισµοί δεν αναπτύχθηκαν στο ορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα, µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη, η οποία δεν καταναλώθηκε, όπως φανερώνουν τα γραφήµατα παρακάτω (Εικόνα 61). Κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, δεν παρατηρήθηκε απότοµη αύξηση ή µειώση του pH, που θα δικαιολογούσε πιθανό θάνατο των κυττάρων.  Εικόνα 61. Μικροσκοπική παρατήρηση κυττάρων ζύµης α) Cryptococcus (Naganishia) uzbekistanensis NRRL Y-44 (µεγέθυνσης x40), β) Cutaneotrichosporon cutaneum NRRL Y-2525 (µεγέθυνσης x100) και γ) Trichosporon ovoides ACA-DC 5052 (µεγέθυνσης x40) σε οπτικό µικροσκόπιο (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.).   



  97  4.1.6. Επανακαλλιέργεια του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 Ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus ATCC 20509, λόγω της υψηλής παραγωγής λιπιδίων και της επακόλουθης υψηλής λιποπεριεκτικότητας επί ξηρής βιοµάζας, σε σχέση µε τους υπόλοιπους µικροοργανισµούς, καλλιεργήθηκε σε νέα υποστρώµατα τόσο µε περίσσεια, όσο και µε πενία αζώτου. 
� Περίσσεια αζώτου Ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus ATCC 20509 καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη (46,3 g/L) και πηγές αζώτου εκχύλισµα ζύµης (5 g/L) και θειικό αµµώνιο (5 g/L). Ο λόγος C/N ισούται µε 12,5 %	,%	-. Τα υπόλοιπα µεταλλικά στοιχεία του θρεπτικού µέσου αναγράφονται στον πίνακα 10.  Εικόνα 63. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε θρεπτικό υπόστρωµα µε περίσσεια αζώτου. Σύµφωνα µε το γράφηµα (Εικόνα 62), η καλλιέργεια τερµατίστηκε στις 139 ώρες, µε την πηγή άνθρακα να έχει καταναλωθεί πλήρως, το βάρος της ξηρής βιοµάζας να πλησιάζει στα 20 g/L και το λίπος τα 1,52 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης ως  προς τη βιοµάζα, Υ"# , ισούται µε 0,43	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#, ισούται µε 0,03 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα, δηλαδή η ποσότητα που παράγεται στη µονάδα του χρόνου, για την περίπτωση της ξηρής βιοµάζας ήταν 0,14 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,011 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας 



  98  σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$",	ισούται µε 0,08 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH=2,5 µειώθηκε σε χαµηλά επίπεδα, λόγω της διάστασης του θειικού αµµωνίου και απελευθέρωσης θειικού οξέος (H2SO4), επίπεδα απαγορευτικά για την ανάπτυξή του.  
� Πενία αζώτου Στις επόµενες 2 πειραµατικές διατάξεις, ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus ATCC 20509 καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη (107 g/L και 153 g/L) και πηγές αζώτου εκχύλισµα ζύµης (0,5 g/L) και θειικό αµµώνιο (0,5 g/L). Ο λόγος C/N ισούται µε 286 %	,%	- και 410 %	,%	-, αντίστοιχα. Τα υπόλοιπα µεταλλικά στοιχεία του θρεπτικού µέσου αναγράφονται στον πίνακα 10.  Εικόνα 64. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε θρεπτικό υπόστρωµα µε πενία αζώτου και λακτόζη 107 g/L. Σύµφωνα µε το γράφηµα (Εικόνα 63), στην καλλιέργεια 111 ωρών, η πηγή άνθρακα καταναλώνεται µερικώς (αφοµοίωση 39 g/L), η βιοµάζα ισούται µε 10,5 g/L και το λίπος τα 4,4 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"# /0,27	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$# /0,11	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,10 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,04 g/L/h. Η 



  99  περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$",	ισούται µε 0,42 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH παρέµεινε σταθερή, σε τιµή περί το 5,4, pH που ευνοεί την ανάπτυξη του µικροοργανισµού.   Εικόνα 65. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε θρεπτικό υπόστρωµα µε πενία αζώτου και λακτόζη 153 g/L. Στο γράφηµα της Εικόνας 64 παρατηρείται πως ούτε σε αυτή την περίπτωση καταναλώθηκε η πηγή άνθρακα, παρά µόνο 33 g/L, σε διάρκεια 160 ωρών. Η βιοµάζα ανήλθε στα 15 g/L και το λίπος στα 9 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"# /0,46 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$# /0,27	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,1 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,06 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$",	ισούται µε 0,60 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH παρέµεινε σταθερή, σε τιµή περί το 5,4, pH, που ευνοεί την ανάπτυξη του µικροοργανισµού.      



  100  4.2. Καλλιέργεια σε δευτερογενές τυρόγαλα │ Από την καλλιέργεια των 8 στελεχών σε ορισµένο θρεπτικό µέσο, εδείχθη ότι τα 5 εξ’ αυτών έχουν τη δυνατότητα αφοµοίωσης της λακτόζης, οπότε καλλιεργήθηκαν, επακόλουθα, σε δευτερογενές τυρόγαλα, το οποίο υπέστη φυγοκέντρηση και διήθηση. Όπως αναγράφεται στον Πίνακα 12, η συγκέντρωση της λακτόζης είναι 59 g/L, το pH=6,25, η προσδιοριζόµενη, µε τη µέθοδο Bradford, πρωτεΐνη ισούτο µε 1,07 g/L και το προσδιοριζόµενο, µέσω της φωτοµετρικής µεθόδου της νινυδρίνης, άζωτο των ελεύθερων αµινοµάδων ισούτο µε 64 mg/L. Στις πειραµατικές αυτές διατάξεις προσδιορίστηκε η µη-καταναλωθείσα λακτόζη, το ολικό ξηρό βάρος της βιοµάζας (Total Dry Weight, T.D.W.), το παραχθέν λίπος, το pH, ο συντελεστής απόδοσης ως προς τη βιοµάζα, Υ"#, ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#, η παραγωγικότητα της ξηρής βιοµάζας, PX, η παραγωγικότητα του προϊόντος, PL, η περιεκτικότητα της ξηρής βιοµάζας σε λίπος, Κ$", η συγκέντρωση πρωτεΐνης και η συγκέντρωση του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων. Τα αποτελέσµατα καταγράφονται, συγκεντρωτικά, στον ακόλουθο Πίνακα 14 και αναλύονται, ξεχωριστά, στη συνέχεια.         Time Consumed Substrate TDW Lipids PX  PL (h) Scon (g/L) (g/L) (g/L) (g/L*h) (g/L*h)Cryptococcus curvatus  ATCC 20509 100,5 7,0 59,0 22,7 3,4 0,40 0,120 0,15 0,23 0,040Cryptococcus curvatus  NRRL Y-1511 170 6,0 42,9 16,9 2,3 0,40 0,050 0,13 0,10 0,013Papiliotrema laurentii  NRRL Y-2536 100,5 5,0 49,0 20,4 1,1 0,40 0,024 0,06 0,20 0,011Papiliotrema laurentii  NRRL YΒ-3594 100,5 6,4 55,7 14,7 0,9 0,27 0,017 0,06 0,15 0,010Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 170 6,5 18,1 8,3 1,2 0,40 0,020 0,15 0,05 0,007Strain pH YX/S YP/S ΚP/XΠίνακας 14. Καταγραφή των αποτελεσµάτων της καλλιέργειας των 5 ελαιογόνων ζυµών σε σύνθετο θρεπτικό υπόστρωµα, το φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα. 



  101  4.2.1. Καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε δευτερογενές τυρόγαλα τερµατίστηκε στις 100,5 ώρες, µε τη λακτόζη να αφοµοιώνεται πλήρως. Η παραχθείσα ξηρή βιοµάζα ανήλθε στα 22,7 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 3,4 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#=0,40	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#=0,12 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,23 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,04 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,15 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH µειώθηκε 1 φορά και αυξήθηκε 1 φορά, πέραν των επιτρεπτών ορίων, κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας και ρυθµίστηκε µε NaOH 5M και HCl 5M (Εικόνα 65). Η συγκέντρωση πρωτεΐνης και η συγκέντρωση του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων υφίσταντο αυξοµειώσεις κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας. Παρατηρώντας τα 2 γραφήµατα γίνεται αντιληπτό ότι η λιποσυσσώρευση εκκινεί όταν η συγκέντρωση των F.A.N. σταθεροποιείται και όταν αυτή αυξάνεται πάλι, λόγω πρωτεόλυσης, όπως φανερώνει η µειούµενη συγκέντρωση πρωτεΐνης στις 74 ώρες, η συγκέντρωση του λίπους παραµένει σταθερή (Εικόνα 66).  Με τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας εδείχθη ότι το λίπος, ενδοκυτταρικά απαντάται µε µορφή κυρίως τριακυλογλυκερολών, µε στερόλες και λίγα ελεύθερα λιπαρά οξέα (Εικόνα 77). Με την αέρια χρωµατογραφία προσδιορίστηκε ότι τα λιπαρά οξέα, που δοµούν τα λιπίδια αυτά, είναι κυρίως το ελαϊκό οξύ, C18:1 (52,8%), τα κορεσµένα λιπαρά οξέα (Saturated Fatty Acid – S.F.A.) παλµιτικό οξύ, C16:0 (29,3%) και το στεατικό οξύ C18:0 (10,3%), µε τα ακόρεστα (Unsaturated Fatty Acid – U.F.A.) να είναι η πλειονότητα (59,9%) (Πίνακας 15). Πίνακας 15. Καταγραφή της περιεκτικότητας των λιπιδίων στα κάτωθι ελεύθερα λιπαρά οξέα.  Ελεύθερα Λιπαρά οξέα 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 S.F.A. U.F.A. M.U.F.A. P.U.F.A.Περιεκτικότητα (%) 0,5 0,2 29,3 1,2 10,3 52,8 5,7 40,1 59,9 54,2 5,7



  102   Εικόνα 66. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.  Εικόνα 67. Γραφική αναπαράσταση των συγκεντρώσεων πρωτεΐνης και αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων κατά την καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.    



  103  4.2.2. Καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε δευτερογενές τυρόγαλα τερµατίστηκε στις 170 ώρες, καθώς τις πρώτες 48 ώρες δεν παρατηρήθηκε καµία αφοµοίωση υποστρώµατος και παραγωγή µικροβιακών κυττάρων, ενώ µεσολάβησε και µια αύξηση του pH στην τιµή 8, µόλις στις 12 ώρες. Η λακτόζη που αφοµοιώθηκε ισούτο µε 42,9 g/L, µε την τελικώς παραχθείσα ξηρή βιοµάζα να ανέρχεται στα 16,9 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 2,3 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#= 0,40	 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#= 0,05	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,1 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,013 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,13	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH αυξήθηκε 1 φορά κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, όπως προαναφέρθηκε και ρυθµίστηκε µε HCl 5M (Εικόνα 67). Η συγκέντρωση πρωτεΐνης µειώθηκε και σταθεροποιήθηκε, ενώ η συγκέντρωση του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων, αρχικώς γνώρισε ραγδαία αύξηση, ύστερα µειώθηκε και σταθεροποιήθηκε, όπως και η συγκέντρωση πρωτεΐνης, κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας. Παρατηρώντας τα 2 γραφήµατα γίνεται αντιληπτό ότι η λιποσυσσώρευση εκκινεί όταν οι συγκεντρώσεις των F.A.N. και της πρωτεΐνης µειώνονται και σταθεροποιούνται (Εικόνα 68).  Με τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας εδείχθη ότι το λίπος, ενδοκυτταρικά, ακολουθεί το ίδιο προφίλ, όπως προηγουµένως, µε τριακυλογλυκερόλες, στερόλες και ελεύθερα λιπαρά οξέα (Εικόνα 77). Με την αέρια χρωµατογραφία προσδιορίστηκε ότι τα λιπαρά οξέα, που δοµούν τα λιπίδια αυτά, είναι κυρίως το ελαϊκό οξύ, C18:1 (47,3%), το παλµιτικό οξύ, C16:0 (26,3%) και το στεατικό οξύ C18:0 (14,9%). Η πλειονότητα των λιπαρών οξέων ήταν ακόρεστα (58%) (µονοακόρεστα, M.U.F.A. & πολυακόρεστα, P.U.F.A.), µε το υπόλοιπο 42% να αφορά κορεσµένα λιπαρά οξέα (Πίνακας 16). Πίνακας 16. Καταγραφή της περιεκτικότητας των λιπιδίων στα κάτωθι ελεύθερα λιπαρά οξέα.   Ελεύθερα Λιπαρά οξέα 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 S.F.A. U.F.A. M.U.F.A. P.U.F.A.Περιεκτικότητα (%) 0,8 1,2 26,3 0,2 14,9 47,3 9,3 42,0 58,0 48,7 9,3



  104   Εικόνα 68. Κινητική ανάπτυξης του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.  Εικόνα 69. Γραφική αναπαράσταση των συγκεντρώσεων πρωτεΐνης και αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων κατά την καλλιέργεια του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.     



  105   Εικόνα 70. Το υψηλό ιξώδες της καλλιέργειας του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 (α), ύστερα από την προσθήκη ακετόνης σχηµατίζει νεφέλωµα (β), το οποίο κατακρηµνίζεται (γ), αποδίδοντας ένα παχύρευστο, ελαστικό ίζηµα (δ) (Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας, Γ.Π.Α.).  4.2.3. Καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 σε δευτερογενές τυρόγαλα τερµατίστηκε στις 100,5 ώρες, µε τη λακτόζη να αφοµοιώνεται σχεδόν πλήρως (49 g/L). Η παραχθείσα ξηρή βιοµάζα ανήλθε στα 20,4 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 1,1 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#= 0,40 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#= 0,024	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,20 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,011 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,06	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH διατηρήθηκε σταθερή, σε επιθυµητά επίπεδα, καθ’ όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας (Εικόνα 70).  Η δυσκολία στο διαχωρισµό υπερκειµένου και βιοµάζας, λόγω πολύ υψηλού ιξώδους, άρθηκε µέσω προσθήκης ακετόνης (99% v/v). Η ακετόνη οδήγησε, αρχικά σε νεφέλωµα, κι ύστερα στην κατακρήµνιση των πολυσακχαριτών και το διαχωρισµό τους από το υγρό της καλλιέργειας, αποδίδοντας ένα παχύρευστο, ελαστικό ίζηµα (Εικόνα 69).              Η συγκέντρωση πρωτεΐνης, αρχικά αυξήθηκε και γνώρισε απότοµη πτώση, όπως ανάλογη πτώση γνώρισε και η F.A.N.. Στο χρονικό αυτό σηµείο, αυξήθηκε η βιοµάζα των κυττάρων. Η µείωση των 2 παραγόντων, οδήγησε στην παραγωγή α β δ γ 



  106  ενδοκυτταρικού λίπους. Όταν η συγκέντρωση του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων και της πρωτεΐνης αυξήθηκε ξανά και σταθεροποιήθηκε, µειώθηκε ο ρυθµός παραγωγής βιοµάζας και σταθεροποιήθηκε η ποσότητα των ενδοκυτταρικών λιπιδίων. (Εικόνα 71).  Εικόνα 71. Κινητική ανάπτυξης του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.  Εικόνα 72. Γραφική αναπαράσταση των συγκεντρώσεων πρωτεΐνης και αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων κατά την καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL Y-2536 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα. Με τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας εδείχθη ότι το λίπος, ενδοκυτταρικά, εµπεριέχει λιγότερες τριάκυλογλυκερόλες και στερόλες, σε σύγκριση µε τα 



  107  προηγούµενα 2 στελέχη, ενώ τα ελεύθερα λιπαρά οξέα εµφανίζονται 2 σηµεία της στήλης, σε αντίθεση µε τις προηγούµενες περιπτώσεις που ήταν σε 1 σηµείο (Εικόνα 77). Με την αέρια χρωµατογραφία προσδιορίστηκε ότι τα λιπαρά οξέα, που δοµούν τα λιπίδια αυτά, είναι κυρίως το ελαϊκό οξύ, C18:1 (46,1%), το παλµιτικό οξύ, C16:0 (28,2%) και το στεατικό οξύ C18:0 (14,7%). Η πλειονότητα των λιπαρών οξέων ήταν ακόρεστα (53,5%), µε το υπόλοιπο 46,5% να είναι κορεσµένα λιπαρά οξέα (Πίνακας 17). Πίνακας 17. Καταγραφή της περιεκτικότητας των λιπιδίων στα κάτωθι ελεύθερα λιπαρά οξέα.   4.2.4. Καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 σε δευτερογενές τυρόγαλα τερµατίστηκε στις 100,5 ώρες, µε τη λακτόζη να αφοµοιώνεται σχεδόν πλήρως (55,7 g/L). Η παραχθείσα ξηρή βιοµάζα ανήλθε στα 14,7 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στο 0,9 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#= 0,27 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#= 0,017	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,15 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,01 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,06 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH διατηρήθηκε σταθερή, σε επιθυµητά επίπεδα, καθ’ όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας (Εικόνα 72). Η συγκέντρωση πρωτεΐνης και η συγκέντρωση του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων µειώθηκαν τις πρώτες 24 ώρες, λόγω αύξησης της κυτταροπλασίας. Στα χαµηλά επίπεδα αυτών εκκίνησε η λιποσυσσώρευση, αλλά όταν αυξήθηκαν πάλι και παρέµειναν σταθερές οι 2 αυτές παράµετροι, µειώθηκε ο ρυθµός παραγωγής βιοµάζας και σταθεροποιήθηκε η ποσότητα του λίπους (Εικόνα 73). Για το λίπος από το στέλεχος αυτό, η στήλη έδειξε ότι το προφίλ είναι ίδιο µε του προηγούµενου στελέχους του ίδιου είδους, µε τα σηµεία όµως να είναι πιο έντονα (Εικόνα 77). Με την αέρια χρωµατογραφία προσδιορίστηκε ότι τα λιπαρά οξέα, που δοµούν τα λιπίδια αυτά, είναι κυρίως το ελαϊκό οξύ, C18:1 (56,4%), το παλµιτικό οξύ, C16:0 (19,1%) και το στεατικό οξύ C18:0 (14,4%). Η πλειονότητα των λιπαρών Ελεύθερα Λιπαρά οξέα 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 S.F.A. U.F.A. M.U.F.A. P.U.F.A.Περιεκτικότητα (%) 3,6 2,5 28,2 0,6 14,7 46,1 4,3 46,5 53,5 49,2 4,3



  108  οξέων ήταν ακόρεστα (65,5%), µε το υπόλοιπο 34,5% να αφορά κορεσµένα λιπαρά οξέα (Πίνακας 18). Πίνακας 18. Καταγραφή της περιεκτικότητας των λιπιδίων στα κάτωθι ελεύθερα λιπαρά οξέα.    Εικόνα 73. Κινητική ανάπτυξης του Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.  Εικόνα 74. Γραφική αναπαράσταση των συγκεντρώσεων πρωτεΐνης και αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων κατά την καλλιέργεια του Papiliotrema laurentii NRRL YΒ-3594 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα. Ελεύθερα Λιπαρά οξέα 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 S.F.A. U.F.A. M.U.F.A. P.U.F.A.Περιεκτικότητα (%) 0,9 0,5 19,1 0,3 14,4 56,4 8,3 34,5 65,5 57,2 8,3



  109  4.2.5. Καλλιέργεια του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 σε δευτερογενές τυρόγαλα, όπως και αυτή του Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511, τερµατίστηκε στις 170 ώρες, καθώς τις πρώτες 48 ώρες δεν παρατηρήθηκε καµία αφοµοίωση υποστρώµατος και παραγωγή µικροβιακών κυττάρων, ενώ παρατηρήθηκε αύξηση του pH στην τιµή 8,4, στις 48 ώρες. Η λακτόζη που αφοµοιώθηκε ισούτο µε 18,1 g/L, µε την τελικώς παραχθείσα ξηρή βιοµάζα να ανέρχεται στα 8,3g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 1,2 g/L. Ο συντελεστής απόδοσης Υ"#= 0,40 %	��	�ά(�&%	
�	��)ώ���	&, ενώ ο συντελεστής απόδοσης ως προς το προϊόν, Υ$#= 0,02	 %	�)	ϊό��	&%	
�	��)ώ���	&. Η παραγωγικότητα βιοµάζας ήταν 0,05 g/L/h και για το λίπος ήταν 0,007 g/L/h. Η περιεκτικότητα της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικό λίπος, Κ$", ισούται µε 0,15	 %	�ί�	
&%	��	�ά(�&. Η τιµή του pH αυξήθηκε 1 φορά κατά τη διάρκεια της καλλιέργειας, όπως προαναφέρθηκε και ρυθµίστηκε µε HCl 5M (Εικόνα 74). Η συγκέντρωση πρωτεΐνης διατηρήθηκε σταθερή έως τις 48 ώρες και ύστερα µειώθηκε, µε τη συγκέντρωση F.A.N. να διατηρείται σταθερή και ύστερα να αυξάνεται και οι 2 έως τις 96,5 ώρες, όπου παρατηρήθηκε παράλληλη αύξηση της βιοµάζας και της λιπορεπεριεκτικότητας. Μετά τη χρονική εκείνη στιγµή τόσο η συγκέντρωση της πρωτεΐνης και της F.A.N., όσο και η τιµή της βιοµάζας και του λίπους, παρέµειναν σχεδόν σταθερές (Εικόνα 75). Σε αντίθεση µε τις υπόλοιπες καλλιέργειες, των οποίων το χρώµα ήταν λευκό-υποκίτρινο, στη συγκεκριµένη το χρώµα πλησίαζε την πορτοκαλί απόχρωση. Επιπροσθέτως, ενώ το λίπος ύστερα από την εξάτµιση του οργανικού διαλύτη, Folsch, στις υπόλοιπες περιπτώσεις ήταν σε υγρή µορφή, σε αυτή ήταν κίτρινο και στερεό (Εικόνα 76). Με τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας εδείχθη ότι το λίπος, ενδοκυτταρικά, απαντάται, κυρίως, υπό µορφή ελεύθερων λιπαρών οξέων (3 σηµεία στη στήλη), µε ελάχιστα τριγλυκερίδια και στερόλες (Εικόνα 77). Με την αέρια χρωµατογραφία προσδιορίστηκε ότι τα λιπαρά οξέα, που δοµούν τα λιπίδια αυτά, είναι κυρίως το ελαϊκό οξύ, C18:1 (44,8%), το παλµιτικό οξύ, C16:0 (26,3%) και το στεατικό οξύ C18:0 (6,2%). Σε υψηλά επίπεδα ήταν και η τιµή του παλµιτελαϊκού οξέος C16:1 (12%), σε αντίθεση µε τις προηγούµενες περιπτώσεις. Τα λιπαρών οξέων ήταν 



  110  κορεσµένα (54,2%), µε το υπόλοιπο 45,8% να αφορά ακόρεστα λιπαρά οξέα (Πίνακας 19). Πίνακας 19. Καταγραφή της περιεκτικότητας των λιπιδίων στα κάτωθι ελεύθερα λιπαρά οξέα.   Εικόνα 75. Κινητική ανάπτυξης του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα.  Εικόνα 76. Γραφική αναπαράσταση των συγκεντρώσεων πρωτεΐνης και αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων κατά την καλλιέργεια του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 σε φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα. Ελεύθερα Λιπαρά οξέα 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 S.F.A. U.F.A. M.U.F.A. P.U.F.A.Περιεκτικότητα (%) 5,1 3,7 26,3 12,0 6,2 44,8 1,9 37,7 62,3 60,4 1,9



  111   Εικόνα 77. Απεικόνιση α) των διαφορετικών, και ως προς το χρωµατισµό, υγρών της καλλιέργειας, µε το υγρό στην περίπτωση του Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 να είναι πιο κίτρινο από το αντίστοιχο του Cryptococcus curvatus NRRL Y 1511 και β) του στερεού κίτρινου λίπους αριστερά, σε σύγκριση µε το διαφανές έλαιο δεξιά, αντίστοιχα.                    



  112  4.3. ∆ιαχωρισµός κλασµάτων µέσω Χρωµατογραφίας Λεπτής Στοιβάδας│  Τα αποτελέσµατα της χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας, σε πλάκα πυριτίου, παρουσιάζονται στην Εικόνα 75 και αφορούν δείγµατα από τις καλλιέργειες των µικροοργανισµών στο δευτερογενές τυρόγαλα. Το δείγµα για τον µικροοργανισµό C. curvatus ATCC 20509 αντιστοιχούσε στις 49 ώρες καλλιέργειας, για τον C. curvatus NRRL Y-1511 αντιστοιχούσε στις 170 ώρες, όπως και για τον Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079, ενώ για τους P. laurentii NRRL Y-2536 και P. laurentii NRRL YΒ-3594 στις 100,5 ώρες.  Εικόνα 78. Απεικόνιση των διαφορετικών κλασµάτων ουδέτερων λιπιδίων σε πλάκα πυριτίου, µέσω χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας. 



  113                       5. Συζήτηση – Συµπεράσµατα 



  114  5.1. Σύνοψη│ Στην παρούσα ερευνητική εργασία ο κύριος σκοπός ήταν η µείωση του οργανικού φορτίου, σε ένα παραπροϊόν υψηλού ρυπαντικού δείκτη, µέσω της αξιοποίησής του ως υπόστρωµα για την ανάπτυξη ζυµών. Η αξιοποίηση της πλειάδας θρεπτικών στοιχείων που ενυπάρχουν στο δευτερογενές τυρόγαλα, προς παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακών µεταβολιτών είναι το φυσικό επακόλουθο όφελος στο συγκεκριµένο εγχείρηµα. Με βάση αυτά, ύστερα από ενδελεχή έλεγχο στη βιβλιογραφία, εντοπίστηκαν 8 στελέχη ζυµών και αξιολογήθηκε η ανάπτυξη τους σε καθορισµένο υπόστρωµα, µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη. Εκ των 8 καλλιεργηθέντων στελεχών, τα 5 εξ αυτών αναπτύχθηκαν στο καθορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα.  Ο µικροοργανισµός C. curvatus ATCC 20509, στο καθορισµένο θρεπτικό υπόστρωµα µε λόγο C/N=50 g/g εµφάνισε τη µεγαλύτερη παραγωγή λίπους (6 g/L) και κατ’ επέκταση τη µέγιστη περιεκτικότητα ενδοκυτταρικών λιπιδίων (49% w/w) και παραγωγικότητα αυτών (0,028 g/L/h), σε σύγκριση µε τα αποτελέσµατα των άλλων στελεχών ζυµών, στο ίδιο υπόστρωµα. Η καλλιέργεια του ίδιου στελέχους σε ακόµη φτωχότερο, αναφορικά µε την πηγή αζώτου, θρεπτικό υπόστρωµα (C/N ίσο µε 286 g/g και 410 g/g) οδήγησε σε ανάλογη συσσώρευση λιπιδίων (6,01 g/L και 8,65 g/L, αντίστοιχα, µε το συντελεστή περιεκτικότητας της τελικής βιοµάζας σε ενδοκυτταρικά λιπίδια, Κ$", να είναι περί το 62% w/w και το 58%, αντιστοίχως). Αντιθέτως, στην καλλιέργεια του σε θρεπτικό υπόστρωµα πλούσιο σε πηγή αζώτου (C/N ίσο µε 12,5 g/g), η ποσότητα των λιπιδίων ήταν σαφώς χαµηλότερη (1,52 g/L). Στις καλλιέργειες µε υψηλό λόγο άνθρακα προς άζωτο (C/N ίσο µε 286 g/g και 410 g/g), αν και καταναλώθηκε µόλις το 27% και 15% της λακτόζης, παρουσιάστηκαν οι µέγιστες παραγωγικότητες λίπους, 0,038 g/L/h και 0,054 g/L/h, αντίστοιχα. Η έλλειψη αζώτου, που θα ευνοούσε τη συνέχιση της κυτταροπλασίας, είχε ως αποτέλεσµα τη µέγιστη δυνατή συσσώρευση λίπους από τα ενυπάρχοντα κύτταρα. Θεωρώντας ότι το άζωτο καταναλώθηκε στο σύνολό του και η καταναλωθείσα λακτόζη ήταν 28,8 g/L και 33 g/L, τότε η τιµή του λόγου άνθρακα προς άζωτο του ιδανικού υποστρώµατος βιοσυσσώρευσης ενδοκυτταρικού λίπους για το συγκεκριµένο στέλεχος θα µπορούσε να είναι µεταξύ των τιµών 78-89 g/g. 



  115  Ο µικροοργανισµός Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 καλλιεργήθηκε σε θρεπτικό υπόστρωµα µε λόγο άνθρακα προς άζωτο, C/N= 50 g/g,  όµως η ποσότητα του λίπους ήταν µόλις 0,8 g/L, σε 12,1 g/L ξηρή βιοµάζα (Κ$"= 10% w/w), µε το υπόστρωµα όµως να µην καταναλώνεται πλήρως (καταναλώθηκαν 41,5 g/L λακτόζης). Η καλλιέργεια του µικροοργανισµού Candida curvata D σε θρεπτικό υπόστρωµα λακτόζης και περιορισµό σε πηγή αζώτου, οδήγησε σε πολύ υψηλή παραγωγή ξηρής βιοµάζας και λιπιδίων (12,5 g/L ξηρή βιοµάζα, µε 39,2% περιεκτικότητα σε ενδοκυτταρικά λιπίδια) (Evans & Ratledge, 1983). Σύµφωνα µε τη µελέτη του Davies (1988), η κλειστού τύπου καλλιέργεια του Αpiotrichum curvatus σε υπόστρωµα µε λακτόζη, είχε ως απόρροια την παραγωγή 20,6 g/L ξηρής βιοµάζας και 7,9 g/L ενδοκυτταρικά λιπίδια, Κ$"= 39% w/w. Στην εργασία της Tchakouteu και των συνεργατών της (2014), ο Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 καλλιεργήθηκε σε υποστρώµατα διαφορετικών συγκεντρώσεων λακτόζης (40, 60, 80 g/L), µε τις πηγές αζώτου να παραµένουν ποσοτικά σταθερές, άρα τον λόγο C/N να βαίνει αυξανόµενος. Η αύξηση του λόγου είχε ως αποτέλεσµα την αύξηση της παραγωγής λίπους (από 1,31 g/L σε λόγο 90 g/g σε 4,3 g/L σε λόγο 180 g/g και διάρκεια καλλιέργειας 528 ώρες). Σε υπόστρωµα µε περίσσεια αζώτου και συγκέντρωση λακτόζης 40 g/L (C/N=17 g/g), ιδεατό για κυτταροπλασία, η ξηρή βιοµάζα ισούτο µε 19,7 g/L και το λίπος µε 0,93 g/L. Στη συγκεκριµένη εργασία, παρατηρήθηκε ότι το συγκεκριµένο στέλεχος συσσωρεύει και ενδοπολυσακχαρίτες κατά την καλλιέργειά του σε υποστρώµατα µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη ή τη σακχαρόζη, ορισµένα ή σύνθετα, όπως το τυρόγαλα και η µελάσα.   Τα στελέχη του µικροοργανισµού Papiliotrema laurentii, που αναπτύχθηκαν στο υπόστρωµα µε λόγο C/N=50 g/g, δεν παρουσίασαν ιδιαίτερη συσσώρευση ενδοκυτταρικού λίπους (1,5 g/L και 1,0 g/L, µε περιεκτικότητες Κ$" ίσες µε 11% και 9% w/w), όµως οι συντελεστές παραγωγικότητας ξηρής βιοµάζας ήταν από τις πλέον υψηλές (0,14 g/L/h και 0,11 g/L/h), στη σειρά αυτή των πειραµάτων, για τα P. laurentii NRRL Y-2536 και P. laurentii NRRL YΒ-3594, αντίστοιχα. Ο µικροοργανισµός Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079, καταναλώνοντας περί το 50% της λακτόζης του υποστρώµατος, παρήγαγε 5,1 g/L ξηρή βιοµάζα, µε 11,7% w/w ενδοκυτταρικά λιπίδια, το δεύτερο υψηλότερο ποσοστό για το θρεπτικό υπόστρωµα µε λόγο C/N=50 g/g (πίσω από τον C. curvatus ATCC 20509, µε Κ$" = 



  116  49% w/w και ακολουθούµενος από τον P. laurentii NRRL Y-2536, µε Κ$" = 11,4% w/w). 5.2. Συγκριτική αξιολόγηση│ Τα πέντε επιτυχόντα, όσον αφορά την ανάπτυξή τους στο καθορισµένο υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα τη λακτόζη, µικροβιακά στελέχη ζυµών, καλλιεργήθηκαν στο φυγοκεντρηµένο και διηθηµένο δευτερογενές τυρόγαλα. Η υψηλότερη παραγωγή ξηρής βιοµάζας παρατηρήθηκε από τον C. curvatus ATCC 20509 (22,7 g/L), ακολουθούµενη από την παραγωγή του P. laurentii NRRL Y-2536 (20,4 g/L). Το στέλεχος αυτό, υπό τις συγκεκριµένες συνθήκες ανάπτυξης, αντί να συσσωρεύει λίπος (1,1g/L), φαίνεται να παράγει και να εκκρίνει εξωκυτταρικούς πολυσακχαρίτες. Αναφορικά µε την παραγωγή λίπους, ο C. curvatus ATCC 20509 και πάλι εµφάνισε την υψηλότερη τιµή (3,4 g/L), ακολουθούµενος αυτή τη φορά από τον C. curvatus NRRL Y-1511 (2,3 g/L). Όλα τα στελέχη εµφάνισαν τον ίδιο συντελεστή απόδοσης παραγωγής βιοµάζας ως προς το καταναλωθέν υπόστρωµα (Υ"#=40% w/w), πλην του P. laurentii NRRL YΒ-3594 (Υ"#= 27% w/w). O µικροοργανισµός C. curvatus ATCC 20509 εµφάνισε το µεγαλύτερο, υπερδιπλάσιο του αµέσως επόµενου, συντελεστή απόδοσης παραγωγής προϊόντος ως προς το καταναλωθέν υπόστρωµα (Υ$#=12% w/w). Ο ίδιος µικροοργανισµός, όπως και ο D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 εµφάνισαν τη µεγαλύτερη περιεκτικότητα σε ενδοκυτταρικά λιπίδια ανά ξηρή βιοµάζα (Κ$"=15% w/w), ακολουθούµενοι από τον C. curvatus NRRL Y-1511 (Κ$"=13% w/w). Η µεγαλύτερη παραγωγικότητα βιοµάζας, ως φυσικό επακόλουθο, παρατηρήθηκε στον C. curvatus ATCC 20509 (0,23 g/L/h) και στον P. laurentii NRRL Y-2536 (0,2 g/L/h). Λόγω της µεγάλης διάρκειας της καλλιέργειας (170 ώρες) των C. curvatus NRRL Y-1511 και D. hansenii hansenii ACA-DC 5079, οι παραγωγικότητες ξηρής βιοµάζας ήταν σαφώς µειωµένες (0,1 g/L/h και 0,05 g/L/h, αντίστοιχα), όπως και η παραγωγικότητα λιπιδίων για τον D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 (0,007 g/L/h), εν αντιθέσει µε τον C. curvatus NRRL Y-1511, που, αν και η καλλιέργεια καθυστέρησε, εµφάνισε τη δεύτερη υψηλότερη παραγωγικότητα λιπιδίων (0,013 g/L/h), κυρίως λόγω της χαµηλής λιποσυσσώρευσης των δύο στελεχών P. laurentii. Η ρύθµιση του pH έγινε δις στην καλλιέργεια του C. curvatus 



  117  ATCC 20509, ενώ µία φορά χρειάστηκε στις καλλιέργειες των C. curvatus NRRL Y-1511 και D. hansenii hansenii ACA-DC 5079. Στις καλλιέργειες των δύο στελεχών P. laurentii δεν χρειάστηκε κάποια επέµβαση. Στις συγκεντρώσεις των πρωτεϊνών και του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων υπήρξαν αυξοµειώσεις, στο σύνολο των καλλιεργειών. Η χαµηλή συσσώρευση λίπους σε όλους τους µικροοργανισµούς (µέγιστη συγκέντρωση λιπιδίων 15%) δεικνύει ότι το άζωτο ήταν παρόν στο υγρό της καλλιέργειας, καθ’ όλη τη διάρκεια αυτής, µε αποτέλεσµα να στρέφεται ο µεταβολισµός προς τη σύνθεση κυτταρικών οργανιδίων και, εν τέλει, νέων κυττάρων. Οι αυξοµειώσεις οδηγούν στο συµπέρασµα ότι τις χρονικές περιόδους που υπήρχε διαθέσιµο άζωτο στο υγρό, ευνοούταν η κυτταροπλασία, όταν αυτό ελαττωνόταν, η καταβολιζόµενη λακτόζη και το παραχθέν ακέτυλο-CoA οδηγούταν προς σύνθεση λιπαρών οξέων, ενώ, παράλληλα, ο µικροοργανισµός µέσω υδρολυτικών ενζύµων (πρωτεασών, πεπτιδασών) απελευθέρωνε αµινοµάδες, αυξάνοντας τη βιοδιαθεσιµότητα του αζώτου. Θεωρητικά, το δευτερογενές τυρόγαλα θα πρέπει να είναι ελεύθερο πρωτεϊνών. Οι κροκκιδωµένες πρωτεΐνες του ορού, όµως, διαπερνούν σε ένα ποσοστό τους το ειδικό τυρόπανο (τσαντίλα) και, εν συνεχεία, οι µικρού µεγέθους δεν διαχωρίζονται κατά τη φυγοκέντρηση και την διήθηση, οπότε και παραµένουν στο υλικό της καλλιέργειας, ως έµµεση πηγή αζώτου, διαθέσιµη ανά πάσα στιγµή που θα το χρειαστεί ο µικροοργανισµός και θα έχει τη δυνατότητα να υδρολύσει αυτά τα µόρια. Ιδανικά, θα πρέπει να κατακρατούνται πλήρως οι πρωτεΐνες του ορού, κατά την τυροκοµική πρακτική παρασκευής τυριών τυρογάλακτος, τόσο για να αυξηθεί η ποσότητα του προϊόντος αυτού, όσο και να είναι το δευτερογενές τυρόγαλα απαλλαγµένο από αζωτούχες ενώσεις.  ∆ιάφορες τεχνικές επεξεργασίας εφαρµόζονται στο δευτερογενές τυρόγαλα για να µειωθεί η περιεκτικότητα των πρωτεϊνών και να ευνοηθεί η συσσώρευση λίπους. Από την προ-επεξεργασία που θα εφαρµοστεί, θα επηρεαστεί ο µεταβολισµός του µικροοργανισµού και, άρα, τα τελικά προϊόντα. Επιπρόσθετα, συχνά εφαρµόζεται συν-καλλιέργεια σε τυρόγαλα και κάποιο άλλο παραπροϊόν, όπως οινολάσπη (Kopsahelis et al., 2018) και µελάσα (Castanha et al., 2014). Όσο αυξάνεται η προ-επεξεργασία των παραπροϊόντων, αυξάνεται και το συνολικό κόστος παραγωγής των προϊόντων. Σε διήθηµα τυρογάλακτος, που διηθήθηκε σε φίλτρο µε πόρους 



  118  κατακράτησης ενώσεων, µε µοριακό βάρος µεγαλύτερο από 50.000, καλλιεργήθηκε η ζύµη Candida curvata D για 80 ώρες, δίδοντας 13,8 g/L ξηρή βιοµάζα µε 55% ενδοκυτταρικά λιπίδια, σε µια προ-επεξεργασία που ευνόησε τη συσσώρευση λίπους (Floetenmeyer et al., 1985). Στη µελέτη τους, οι Seo et al. (2014) εφάρµοσαν αλκαλική υδρόλυση (pH=9-12), σε συνδυασµό µε υδραυλική σπηλαίωση (HC), µια τεχνική υπέρ-υψηλής πίεσης. Το όλον φυγοκεντρήθηκε και το τελικό pH ρυθµίστηκε στην τιµή 5,5. Η καλλιέργεια του στελέχους Cryptococcus curvatus KCTC 27583 στο επεξεργασµένο τυρόγαλα για µία ηµέρα, οδήγησε σε υψηλές τιµές ξηρής βιοµάζας, λιπιδίων, περιεκτικότητας και παραγωγικότητας αυτών (7,2 g/L, 4,68 g/L, 65% w/w και 0,195 g/L/h, αντίστοιχα), δεικνύοντας ότι και αυτή η προ-επεξεργασία οδήγησε σε συσσώρευση ενδοκυτταρικών λιπιδίων. Στην εργασία τους, οι Castanha et al. (2014), το στέλεχος Cryptococcus (Papiliotrema) laurentii 11 καλλιεργήθηκε σε δευτερογενές τυρόγαλα, στο οποίο είχε προηγηθεί φυγοκέντρηση, µε τα αποτελέσµατα για την ξηρή βιοµάζα, το λίπος και την παραγωγικότητα των λιπιδίων να είναι 4,57 g/L, 1,27 g/L και 0,005 g/L/h, αντίστοιχα. Η µελέτη των Carota et al. (2017) περιελάµβανε την αξιολόγηση ενός πλήθους 18 στελεχών ζυµών, ως προς την ανάπτυξή τους σε δευτερογενές τυρόγαλα, το οποίο προήλθε από την παρασκευή του τυριού τυρογάλακτος, ricotta. Στο υπόστρωµα προστέθηκε θειικό αµµώνιο προς επίτευξη λόγου άνθρακα προς άζωτο ίσο µε 55 και καυστική σόδα, προς ρύθµιση του pH σε τιµή 5,5. Στα αξιόλογα αποτελέσµατα της καλλιέργειας 72 ωρών συγκαταλέγεται η ανάπτυξη του C. curvatus NRRL Y-1511 µε παραγωγή ξηρής βιοµάζας 10,77 g/L και λιποσυσσώρευση 63% w/w και του Cryptococcus laurentii UCD 68-201 7,28 g/L, µε 70% λιπίδια. Εν προκειµένω, παρατηρούµε πως µια µέση τιµή λόγου C/N οδηγεί σε υψηλή λιποσυσσώρευση. Στελέχη του είδους D. hansenii δεν έχουν αναπτυχθεί ευρέως σε υπόστρωµα δευτερογενούς τυρογάλακτος προς παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακών λιπιδίων. Στην έρευνά τους, οι Arous et al. (2016) µελέτησαν την ανάπτυξη του στελέχους άλλης ζύµης, που ανήκει στο ίδιο γένος, του µικροοργανισµού D. etchellsii BM1, ο οποίος, µετά από 120 ώρες οδήγησε στην παραγωγή ξηρής βιοµάζας 2,8 g/L, µε 9,7% ενδοκυτταρικά λιπίδια (0,4 g/L), σε δευτερογενές τυρόγαλα, από το οποίο είχαν αφαιρεθεί οι πρωτεΐνες.  



  119  Το τυρόγαλα αποτελεί παραπροϊόν, πλούσιο σε θρεπτικά συστατικά, ιδανικό για µικροβιακές καλλιέργειες και ρυπογόνο σε περίπτωση απόρριψης στο περιβάλλον. ∆ιάφορες µελέτες έχουν πραγµατοποιηθεί για την ανάπτυξη σε αυτό στελεχών ζυµών, προς παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακών λιπιδίων (Πίνακας 20). Παρατηρώντας τον Πίνακα 20, ειδικά στη στήλη περί του θρεπτικού µέσου, γίνεται αντιληπτό ότι οι τεχνικές προεπεξεργασίας, που εφαρµόζονται σε αυτό είναι διαφορετικές και εξαρτώνται από το ίδιο το παραπροϊόν που έχουν να διαχειριστούν, αλλά και το σκοπό για τον οποίο το προορίζουν. Οι µεγαλύτερες τιµές λιποσυσσώρευσης παρατηρούνται σε τυρόγαλα που έχει υποστεί διήθηση και αφαίρεση των πρωτεϊνών ή τυρόγαλα που έχει υδρολυθεί, σε 6 δηλαδή από τις 14 περιπτώσεις που συγκεντρώθηκαν παρακάτω (και 6 από τις 9 βιβλιογραφικές εργασίες που συγκεντρώθηκαν από την ανασκόπηση, αν εξαιρέσουµε τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας). Συγκρίνοντας τα στελέχη του είδους  Cryptococcus curvatus (και συνώνυµα) µεταξύ τους, παρατηρείται ότι η µέγιστη βιοµάζα (22,7 g/L) προέρχεται από την παρούσα εργασία (στέλεχος C. curvatus ATCC 20509), ενώ και η δεύτερη υψηλότερη τιµή βιοµάζας που καταγράφηκε στο παρόν (16,9 g/L) ανήκει στην τριάδα µε τις υψηλότερες τιµές (στέλεχος C. curvatus NRRL Y-1511). Οι υψηλές τιµές βιοµάζας, συνάµα µε τις πλέον χαµηλές τιµές ενδοκυτταρικών λιπιδίων, οδηγούν στο συµπέρασµα ότι το συγκεκριµένο υπόστρωµα, µε τις τυροκοµικές πρακτικές από τις οποίες προήλθε και την προ-επεξεργασία που εφαρµόστηκε, ενδείκνυται για κυτταροπλασία. Η τιµή της παραγωγικότητας βιοµάζας (0,23 g/L/h) από τον C. curvatus ATCC 20509, αν και ήταν η υψηλότερη που παρατηρήθηκε στην παρούσα µελέτη, σε σύγκριση µε τις λοιπές παραγωγικότητες των στελεχών του είδους φαντάζει µέτρια, κυρίως λόγω του σαφώς µειωµένου χρόνου καλλιέργειας, που εφαρµόστηκε στις άλλες µελέτες.  Τα 2 στελέχη P. laurentii παρουσίασαν πολύ υψηλότερη παραγωγή βιοµάζας, σε σύγκριση µε τις 2 πειραµατικές σειρές σε κωνικές φιάλες και κατ’ επέκταση µεγάλη ήταν και η διαφορά µεταξύ των παραγωγικοτήτων βιοµάζας. ∆υσανάλογη ήταν, αναµενόµενα, η συσσώρευση λίπους. Το ιδιαίτερο σηµείο στην ανάπτυξη του στελέχους P. laurentii Υ-2536 ήταν η έκκριση εξω-πολυσακχαριτών. Τέλος, το στέλεχος D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 εµφάνισε σαφώς υψηλότερες τιµές σε όλες τις κατηγορίες που υπολογίστηκαν, σε σύγκριση µε το στέλεχος D. etchellsii   BM1. 



  120  Πίνακας 20. Ανασκόπηση της βιβλιογραφίας και συγκέντρωση των επιµέρους αποτελεσµάτων, προς συγκριτική αξιολόγηση, από την ανάπτυξη των αντίστοιχων ζυµών σε υπόστρωµα τυρογάλακτος,. Μικροοργανισµός Καλλιέργεια Θρεπτικό  µέσο Ξηρή Βιοµάζα  (g L-1) Λίπος (g L-1 ) Κ01	  (% g/g) Παραγωγικότητα βιοµάζας (g L-1 h-1) Παραγωγικότητα λιπιδίων  (g L-1 h-1) Βιβλιογραφική  πηγή Apiotrichum curvatum ATCC 20509 Batch Bioreactor 39 h Cheese Whey Permeate 21,6 7,78 36 0,55 0,200 Ykema et al. (1988)  Cryptococcus curvatus KCTC 27583 Shake flasks 24 h Alkaline+ Hydlrodynamic Cavitation Pretreatment in Cheese Whey 7,2 4,68 65 0,30 0,195 Seo et al. (2014) Cryptococcus curvatus  NRRL Y-1511 Shake flasks 72 h Second Cheese Whey 10,77  6,83 63 0,15 0,094 Carota et al. (2017) Candida curvata D Batch Bioreactor 80 h Cheese Whey Permeate 13,8 7,59 55 0,17 0,095 Floetenmeyer et al. (1985) Continuous Bioreactor D=0,02 h-1 Cheese Whey Permeate 14,2 7,2 51 0,28 0,144 Cryptococcus curvatus  ATCC 20509 Shake flasks 100,5 h Centr. & Filtr. Second Cheese Whey 22,7 3,4 15 0,23 0,040 Παρούσα µελέτη Cryptococcus curvatus  NRRL Y-1511 Shake flasks 170 h Centr. & Filtr. Second Cheese Whey 16,9 2,3 13 0,10 0,013 Παρούσα µελέτη Cryptococcus laurentii  UCD 68-201 Shake flasks 72 h Second Cheese Whey 7,28 5,06 70 0,10 0,070 Carota et al. (2017) Batch Bioreactor 60 h Second Cheese Whey 14,37 9,93 69 0,24 0,165 Cryptococcus laurentii 11 Shake flasks 240 h Centrifuged Cheese Whey 4,57 1,27 28 0,02 0,005 Castanha et al. (2014) Papiliotrema laurentii  NRRL Y-2536 Shake flasks 100,5 h Centr. & Filtr. Second Cheese Whey 20,4 1,1 6 0,20 0,010 Παρούσα µελέτη Papiliotrema laurentii  NRRL YΒ-3594 Shake flasks 100,5 h Centr. & Filtr. Second Cheese Whey 14,7 0,9 6 0,15 0,010 Παρούσα µελέτη Debaryomyces etchellsii BM1 Shake flasks 120 h Deproteinized Cheese Whey 2,8 0,4 9,7 0,02 0,003 Arous et al. (2016) Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 Shake flasks 170 h Centr. & Filtr. Second Cheese Whey 8,3 1,2 15 0,05 0,007 Παρούσα µελέτη  Στην παρούσα εργασία, µέσω της χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδος, εδείχθη ότι τα στελέχη P. laurentii NRRL Y-2536, P. laurentii NRRL YΒ-3594, C. curvatus ATCC 20509 και C. curvatus NRRL Y-1511 συσσωρεύουν τα λιπίδιά τους, κυρίως, υπό µορφή τριακυλογλυκερολών, το οποίο είναι υψίστης σηµασίας. Για τα ενδοκυτταρικά λιπίδια στο D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 παρατηρείται κυρίως η παρουσία υπό µορφή ελεύθερων λιπαρών οξέων κι όχι υπό αποθησαυριστικές ενώσεις. Μέσω της εστεροποίησης των λιπαρών οξέων και της επακόλουθης αέριας 



  121  χρωµατογραφίας, προσδιορίστηκε η ποσοστιαία περιεκτικότητα του λίπους σε συγκεκριµένα λιπαρά οξέα (Πίνακας 21).      Από τα συγκεντρωτικά αποτελέσµατα της αέριας χρωµατογραφίας, γίνεται αντιληπτό ότι στην πλειονότητά τους τα λιπίδια, που συνέθεσαν και οι πέντε µικροοργανισµοί, είναι ακόρεστα. Τα µεγαλύτερα ποσοστά ακορεστότητας παρατηρήθηκαν στα λιπαρά οξέα των στελεχών P. laurentii NRRL YΒ-3594(65,5%) και D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 (62,3%), ενώ ποσοστό κορεσµένων λιπαρών οξέων άνω του 40% εµφάνισαν τα υπόλοιπα 3 στελέχη, C. curvatus ATCC 20509 (40,1%), C. curvatus NRRL Y-1511 (42%) και P. laurentii NRRL Y-2536 (46,5%), το οποίο ήταν το στέλεχος µε τα λιγότερα ακόρεστα λιπαρά οξέα. Το ελαϊκό οξύ (C18:1) κυριάρχησε µεταξύ των 7 λιπαρών οξέων που προσδιορίστηκαν, σε όλα τα στελέχη, ακολουθούµενο από το παλµιτικό οξύ (C16:0) και το στεατικό οξύ (C18:0). Για την περίπτωση του στεατικού οξέος, όλα τα στελέχη εµφάνισαν ποσοστό µεγαλύτερο του 10%, πλην του D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 (6,2%), το οποίο όµως εµφάνισε µεγάλη περιεκτικότητα (12%) στο παλµιτελαϊκό οξύ (C16:1), δεκαπλάσια από την αµέσως επόµενη περιεκτικότητα στο συγκεκριµένο λιπαρό οξύ. Σχετικά µε τα δύο λιπαρά οξέα, µυριστικό (C14:0) και µυριστελαϊκό (C14:1), οι περιεκτικότητες ήταν πολύ χαµηλές (0,2-1,2%), εκτός από το στέλεχος και P. laurentii NRRL Y-2536 (3,6% και 2,5%, αντίστοιχα) που ήταν ελαφρώς αυξηµένες και στο στέλεχος D. hansenii hansenii ACA-DC 5079, που εµφάνισε τις υψηλότερες τιµές (5,1% και 3,7%, αντίστοιχα). Αναφορικά µε το πολύ-ακόρεστο λιπαρό οξύ, λινελαϊκό (C18:2), η υψηλότερη τιµή παρατηρήθηκε στο λίπος του C. curvatus NRRL Y-1511 (9,3%), ενώ η χαµηλότερη στο λίπος του µικροοργανισµού D. hansenii hansenii ACA-DC 5079 (1,9%). Συγκρίνοντας τα αποτελέσµατα της παρούσας εργασίας, µε τα στοιχεία του Πίνακα 23 (Orsavova et al., 2015) και της σύστασης του λίπους του κακάο [παλµιτικό – στεατικό – ελαϊκό 28:35:35% w/w] (Ochsenreither et al., 2016) σχετικά µε την περιεκτικότητα των φυτικών ελαίων στα διάφορα λιπαρά οξέα και ειδικά για τα 3 λιπαρά οξέα που ήταν σε πλειονότητα (παλµιτικό – στεατικό – ελαϊκό), Πίνακας 21. Καταγραφή των κύριων λιπαρών οξέων, των οποίων η ποσοστιαία περιεκτικότητα προσδιορίστηκε µέσω αέριας χρωµατογραφίας. 14:0 14:1 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 SFA UFA MUFA P.U.F.A.Cryptococcus curvatus  ATCC 20509 0,5 0,2 29,3 1,2 10,3 52,8 5,7 40,1 59,9 54,2 5,7Cryptococcus curvatus  NRRL Y 1511 0,8 1,2 26,3 0,2 14,9 47,3 9,3 42,0 58,0 48,7 9,3Papiliotrema laurentii  NRRL Y-2536 3,6 2,5 28,2 0,6 14,7 46,1 4,3 46,5 53,5 49,2 4,3Papiliotrema laurentii  NRRL YΒ-3594 0,9 0,5 19,1 0,3 14,4 56,4 8,3 34,5 65,5 57,2 8,3Debaryomyces hansenii hansenii ACA-DC 5079 5,1 3,7 26,3 12,0 6,2 44,8 1,9 37,7 62,3 60,4 1,9Μικροοργανισµοί  Λιπαρά Οξέα / Περιεκτικότητα (%)



  122  παρατηρούµε ότι το, πλούσιο σε ελαϊκό οξύ, λίπος των ζυµών, δεν οµοιάζει επακριβώς µε κάποιο από τα φυτικά αυτά έλαια. Τα φυτικά έλαια είναι ακόρεστα σε ποσοστό άνω του 85%, µε πολύ υψηλή περιεκτικότητά σε πολυακόρεστα, εκτός από το λίπος καρύδας (άνω του 90% κορεσµένο) και το λίπος του κακάο (περί το 60-65% κορεσµένο). Τα φυτικά έλαια, επίσης, είναι πλούσια σε λινελαϊκό οξύ, ακόµη και αυτά που εµπεριέχουν υψηλή ποσότητα ελαϊκού οξέος. Το στεατικό οξύ στο λίπος των ζυµών ήταν αυξηµένο σε σχέση µε τα φυτικά έλαια. Η υψηλή περιεκτικότητα του λίπους των ζυµών σε ελαϊκό οξύ (περί το 50% w/w) συνάµα µε τη χαµηλή περιεκτικότητα σε λινελαϊκό, το καθιστούν ως ενδιαφέρουσα πρώτη ύλη για την παραγωγή «2ης γενιάς» βιοντίζελ, αξιοποιώντας υποστρώµατα ευτελούς αξίας, αντί για καλλιέργεια, πλούσιων σε έλαια, φυτών σε αρόσιµες καλλιεργήσιµες εκτάσεις, που θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την κάλυψη των διατροφικών αναγκών κι όχι των ενεργειακών. Στον Πίνακα 22 αναγράφονται τα χαρακτηριστικά που θα πρέπει να έχουν οι σχηµατιζόµενοι εστέρες του συγκεκριµένου λίπους για να µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως καύσιµο, σύµφωνα µε την επιτροπή του Worldwide Fuel Charter (2009).  Πίνακας 22. Καταγραφή των προδιαγραφών που πρέπει να έχουν οι µεθυλεστέρες, ώστε να µπορούν να αξιοποιηθούν ως βιοκαύσιµο και των µεθόδων ελέγχου των χαρακτηριστικών αυτών.           



  123  Πίνακας 23. Καταγραφή της ποσοστιαίας περιεκτικότητας των φυτικών ελαίων στα διάφορα λιπαρά οξέα (Orsavova et al., 2015). FAs [%] SAF GRP SIL HMP SFL WHG PMS SES RB ALM RPS PNT OL COC C6:0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0.52 C8:0 nd 0.01 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 7.6 C10:0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0.01 nd nd 5.5 C12:0 nd 0.01 0.01 nd 0.02 0.07 nd nd nd 0.09 nd nd nd 47.7 C14:0 0.10 0.05 0.09 0.07 0.09 nd 0.17 nd 0.39 0.07 nd 0.04 nd 19.9 C15:0 nd 0.01 0.02 nd nd 0.04 nd nd nd nd 0.02 nd nd nd C16:0 6.7 6.6 7.9 6.4 6.2 17.4 13.1 9.7 20.0 6.8 4.6 7.5 16.5 nd C17:0 0.04 0.06 0.06 0.05 0.02 0.03 0.13 nd nd 0.05 0.04 0.07 nd nd C18:0 2.4 3.5 4.5 2.6 2.8 0.7 5.7 6.5 2.1 2.3 1.7 2.1 2.3 2.7 C20:0 nd 0.16 2.6 nd 0.21 nd 0.47 0.63 nd 0.09 nd 1.01 0.43 nd C22:0 nd nd nd nd nd nd nd 0.14 nd nd nd nd 0.15 nd C16:1 (n-7) 0.08 0.08 0.05 0.11 0.12 0.21 0.12 0.11 0.19 0.53 0.21 0.07 1.8 nd C17:1 (n-7) nd nd 0.03 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd C18:1cis  (n-9) 11.5 14.3 20.4 11.5 28.0 12.7 24.9 41.5 42.7 67.2 63.3 71.1 66.4 6.2 C18:1trans (n-9) nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd 0.14 nd nd nd C20:1(n-9) nd 0.40 0.15 16.5 0.18 7.91 1.08 0.32 1.11 0.16 9.1 nd 0.30 nd C18:2cis  (n-6) 79.0 74.7 63.3 59.4 62.2 59.7 54.2 40.9 33.1 22.8 19.6 18.2 16.4 1.6 C18:3 (n-3) 0.15 0.15 0.88 0.36 0.16 1.2 0.12 0.21 0.45 nd 1.2 nd 1.6 nd C18:3 (n-6) nd nd nd 3.0 nd nd nd nd nd nd nd nd nd nd S.F.A.s 9.3 10.4 15.1 9.2 9.4 18.2 19.6 16.9 22.5 9.3 6.3 10.7 19.4 92.1 M.U.F.A.s 11.6 14.8 20.7 28.1 28.3 20.9 26.1 42.0 44.0 67.9 72.8 71.1 68.2 6.2 PU.F.A.s 79.1 74.9 64.2 62.8 62.4 61.0 54.3 41.2 33.6 22.8 20.9 18.2 18.0 1.6 n-3 PU.F.A.s 0.2 0.2 0.9 0.4 0.2 1.2 0.1 0.2 0.5 0.0 1.2 0.0 1.6 0.0 n-6 PU.F.A.s 79.0 74.7 63.3 62.4 62.2 59.7 54.2 40.9 33.1 22.8 19.6 18.2 16.4 1.6 Η περιεκτικότητα σε κάθε λιπαρό οξύ εκφράζεται ως ποσοστό επί του συνόλου των µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων (FAMEs).  nd: τα λιπαρά οξέα δεν προσδιορίστηκαν.  Οι συντοµογραφίες των δειγµάτων σηµαίνουν: SAF-κρόκος, GRP-σταφύλι, SIL-γαϊδουράγκαθο, HMP-κάνναβη, SFL-ηλίανθος, WHG-φύτρο σιταριού, PMS-σπόρος κολοκύθας, SES-σουσάµι, RB-πίτουρο ρυζιού, ALM-αµύγδαλο, RPS-κραµβέλαιο, PNT-φυστίκι, OL-ελαιόλαδο και COC-λίπος καρύδας.                     



  124  5.3. Συµπεράσµατα│ Όλα όσα αναπτύχθηκαν άνωθεν οδηγούν στα κάτωθι συµπεράσµατα: 
• Το τυρόγαλα είναι ένα παραπροϊόν, που µόνο ως απόβλητο δεν πρέπει να θεωρείται. Οι εφαρµογές αξιοποίησής του είναι πολλές και οδηγούν σε πληθώρα τελικών προϊόντων, υψηλότερης απ’ αυτό αξίας. Η απόφαση για το πως θα αξιοποιηθεί εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως οι υλικοτεχνικές υποδοµές, η δυναµικότητα της βιοµηχανίας, η συνέργεια µε άλλες µονάδες αξιοποίησης παραπροϊόντων, το καταρτισµένο ερευνητικό προσωπικό, η περιοχή των εγκαταστάσεων, η απορροφησιµότητα του τελικού προϊόντος από την αγορά και φυσικά το κόστος παραγωγής του. Πολύ συχνό είναι και το φαινόµενο συγκαλλιέργειας του τυρογάλακτος µε άλλα υποστρώµατα. Ο σχεδιασµός, λοιπόν, της επεξεργασίας και της αξιοποίησης του παραπροϊόντος από µια τυροκοµική µονάδα θα πρέπει να είναι εξατοµικευµένος και ολοκληρωµένος. 
• Μέσω της ανασκόπησης της βιβλιογραφίας εδείχθη ότι το θρεπτικό υπόστρωµα που ορίζεται, καθολικά, ως τυρόγαλα, κάθε φορά έχει ελαφρώς διαφορετικά χαρακτηριστικά, λόγω του τυριού που παρασκευάζεται, του γάλακτος που χρησιµοποιείται και των πρωτογενών επεξεργασιών που εφαρµόζονται για αποµόνωση των πρωτεϊνών του ορού προς παρασκευή σκόνης, συµπυκνωµάτων ή τυριών τυρογάλακτος. Λόγω αυτού, η βιοτεχνολογική διεργασία καλλιέργειας µικροοργανισµών µπορεί να δίδει σε κάθε περίπτωση διαφορετικά αποτελέσµατα. Από τα πειράµατα επιβεβαιώθηκε ότι η λιποσυσσώρευση χωρεί εν τη απουσία αζώτου, το οποίο, όµως, στο θρεπτικό µέσο που αξιοποιήθηκε στην εν λόγω εργασία ήταν παρόν και ευνοούσε τη κυτταροπλασία. Εν ολίγοις, η προ-επεξεργασία της φυγοκέντρησης και διήθησης µε απλό διηθητικό χαρτί δεν ήτο επαρκείς για την αφαίρεση των αζωτούχων ενώσεων από το υγρό της καλλιέργειας. 
• Οι τεχνικές διήθησης και, ειδικά, η υπερδιήθηση ανήκει στους τρόπους επεξεργασίας, που θα οδηγούσαν σε διήθηµα πλούσιο σε λακτόζη, χωρίς κροκκιδωµένες οροπρωτεΐνες.  
• Σε σύγκριση µε τις υπόλοιπες µελέτες, στην παρούσα εφαρµόστηκε χαµηλού κόστους προ-επεξεργασία, δίδοντας υψηλή συγκέντρωση παραχθείσης ξηρής 



  125  βιοµάζας, η οποία θα µπορούσε να χρησιµοποιηθεί ως συµπλήρωµα στο σιτηρέσιο του ζωικού κεφαλαίου. 
• Τα τέσσερα από τα πέντε στελέχη (πλην του D. hansenii hansenii ACA-DC 5079), των οποίων η ανάπτυξη αξιολογήθηκε στο δευτερογενές τυρόγαλα, συσσωρεύουν λιπίδια υπό µορφή τριακυλογλυκερολών, µε τα αποτελέσµατα της αέριας χρωµατογραφίας να δείχνουν ότι τα τριγλυκερίδια αυτά εµπεριέχουν κυρίως ακόρεστα λιπαρά οξέα, µε κυρίαρχο λιπαρό να είναι το ελαϊκό οξύ. 
• Τα παραχθέντα λιπίδια δύνανται να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγής «2ης γενιάς» βιοντίζελ.  
• Το υγρό της ζύµωσης µπορεί να αξιοποιηθεί ως υπόστρωµα καλλιέργειας αυτότροφων µικροοργανισµών.               



  126  5.4. Μελλοντικοί στόχοι│ Τα αποτελέσµατα οδήγησαν σε συµπεράσµατα, τα οποία ανέδειξαν εναλλακτικές, που θα µπορούσαν να αξιολογηθούν: 
• Εφαρµογή µικρο- ή υπερδιήθησης προς αποµάκρυνση των κροκκιδωµένων πρωτεϊνών του ορού, που προέκυψαν κατά τη διαδικασία παρασκευής του τυριού τυρογάλακτος, ούτως ώστε να αξιολογήσουµε την ανάπτυξη των ελαιογόνων ζυµών στο αποπρωτεϊνοµένο τυρόγαλα.  
• Αξιοποίηση του τελικού υγρού της καλλιέργειας, απ’ το οποίο έχει αφοµοιωθεί πλήρως η λακτόζη, προς καλλιέργεια αυτότροφων µικροφυκών, µε στόχο την πλήρη απορρύπανση και την παράλληλη παραγωγή επιπλέον προϊόντων προστιθέµενης αξίας, σε µια καλλιέργεια δύο σταδίων. 
• Χρήση της παραγόµενης βιοµάζας ως ζωοτροφή και αξιολόγηση της επίδρασής της στη στο λίπος του σώµατος και του γάλακτος, ζώων γαλακτοπαραγωγής. 
• Μελέτη της σύστασης των εξωπολυσακχαριτών, που εκκρίνονται από το στέλεχος Papiliotrema laurentii  NRRL Υ-2536.             



  127                             6. Βιβλιογραφικές αναφορές 
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