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ii  Μελέτη της παραγωγής µικροβιακού λίπους µε χρήση υδρολύµατος αποβλήτων καφέ και φλοιών πορτοκαλιού ΠΜΣ: Επιστήµη και Τεχνολογία Τροφίµων  Τµήµα Επιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Μηχανικής &Επεξεργασίας Τροφίµων  ΠΕΡΙΛΗΨΗ  Η µετάβαση της χηµικής βιοµηχανίας προς την εποχή της κυκλική βιοοικονοµίας µέσω της ανάπτυξη καινοτόµων και βιώσιµων βιοδιεργασιών έχει ως σκοπό την ελαχιστοποίηση της χρήσης ορυκτών πόρων. Η βιοτεχνολογική παραγωγή προϊόντων από ανανεώσιµες πρώτες ύλες έχει ως στόχο την ενίσχυση της βιωσιµότητας. Συγκεκριµένα, η καλλιέργεια ελαιογόνων ζυµών σε υπόστρωµα από αγρο-βιοµηχανικά παραπροϊόντα και απόβλητα, για την παραγωγή µικροβιακών ελαίων που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή πληθώρας προϊόντων αποτελεί ιδιαίτερα σηµαντική προσέγγιση στα πλαίσια της κυκλικής οικονοµίας και της βιωσιµότητας.  Στην παρούσα µελέτη αξιοποιήθηκε το οργανικό κλάσµα στερεών αποβλήτων και συγκεκριµένα τα στερεά απόβλητα που προκύπτουν κατά την εκχύλιση του καφέ (Spent Coffee Grounds-SCGs) και οι φλοιοί των στυµµένων πορτοκαλιών, για τον διαχωρισµό συστατικών προστιθέµενης αξίας. Το φυτικό έλαιο διαχωρίστηκε αποτελεσµατικά µε την χρήση οξικού αιθυλεστέρα ως πράσινος διαλύτης, και στη συνέχεια τα φαινολικά συστατικά του SCGs εκχυλίστηκαν µε αιθανόλη υπό την επίδραση υπερήχων και έπειτα από υδροθερµική προκατεργασία το στερεό υπόλειµµα υποβλήθηκε σε ενζυµική υδρόλυση. Από τους φλοιούς των πορτοκαλιών εκχυλίστηκαν τα ελεύθερα σάκχαρα. Τόσο το υδρόλυµα του καφέ όσο και τα ελεύθερα σάκχαρα των φλοιών των πορτοκαλιών χρησιµοποιήθηκαν ως υπόστρωµα σε µικροβιακές ζυµώσεις για την βιοτεχνολογική παραγωγή λιπιδίων µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi DSM 70296. Επίσης, οι ελαιογόνοι µικροοργανισµοί C. curvatus ATCC 20509, L. starkeyi DSM 70296 και R. toruloides NRRL Y-27012 αξιολογήθηκαν ως προς την ικανότητά τους να αναπτυχθούν και παράγουν µικροβιακά λιπίδια σε συνθετικό υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα σε κλειστές καλλιέργειες, ενώ οι δύο πρώτοι αξιολογήθηκαν και σε ηµισυνεχείς καλλιέργειες σε συνθετικό υπόστρωµα µε πηγή 



iii  άνθρακα γλυκόζη και ξυλόζη. Όλοι οι µικροοργανισµοί αναπτύχθηκαν και παρήγαγαν λίπος, αποτελούµενο κυρίως από λιπαρά οξέα ∆9C18:1, C16:0, C18:0 και ∆9,12C18:2,  σε όλα τα διαφορετικά υποστρώµατα. Στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi DSM 70296 η µέγιστη συγκέντρωση βιοµάζας που επιτεύχθηκε ήταν 107,79 g/L µε περιεκτικότητα σε λίπος, 51,03% w/w, ενώ µε τον C. curvatus ATCC 20509 επιτεύχθηκε µία από τις υψηλότερες περιεκτικότητες σε λίπος της τάξης του 62,5% µε την συγκέντρωση της βιοµάζας να φτάνει στα 70,4 g/L.    Επιστηµονική Περιοχή: Αξιοποίηση αποβλήτων βιοµηχανιών τροφίµων  Λέξεις κλειδιά: Απόβλητα καφέ, απόβλητα φλοιών πορτοκαλιού, µικροβιακό λίπος   



iv  Study of microbial oil production using coffee waste hydrolysate and orange peels MSc Food Science and Technology  Department of Food Science & Human Nutrition Laboratory of Food Processing and Engineering  ABSTRACT  The transition of the chemical industry into the era of the circular bioeconomy, which aims to minimize the use of fossil resources, can be achieved through the development of novel sustainable bioprocesses. Biotechnological production of products from renewable feedstocks will enhance and improve the sustainability of bio-based chemicals. In particular, the cultivation of oleaginous yeasts for microbial oil production through the valorization of agro-industrial substrate, that can be used as an intermediate product for the production of different value-added products and chemicals is an important approach in the context of circular economy and sustainability.  In the present study, the biowaste fraction of municipal solid waste, and more specifically the spent coffee grounds (SCGs) wastes from coffee extraction and the orange peels, were used for the recovery of value-added components and microbial oil production. The oil fraction from SCGs was efficiently extracted with ethyl acetate as green solvent and subsequently the phenolic components of SCGs were extracted with aqueous mixture containing ethanol under sonication. Subsequently, the residual solids were hydrothermal pretreated, and afterwards enzymatic hydrolysis was subjected. In the case of orange peels the free sugars were extracted. Both, the produced coffee hydrolysate and the free sugars from orange peels were used as carbon source for microbial oil with the microorganism L. starkeyi DSM 70296.  The oleaginous yeast strains C. curvatus ATCC 20509, L. starkeyi DSM 70296, and R. toruloides NRRL Y-27012 were evaluated for their ability to grow in batch cultures on a synthetic medium with various commercial carbon source for microbial oil production. C. curvatus and L. starkeyi were also evaluated in fed-batch cultures using synthetic medium and a mixture of glucose:xylose as carbon source. All microorganisms were efficiently grew and produced microbial oil, consisting mainly of C18:1, C16:0, C18:0, and C18:2 fatty acids on the different carbon sources. In the fed-batch fermentations performed with the microorganism L. starkeyi DSM 70296, a 



v  maximum biomass concentration of 107.785 g/L was obtained with a lipid content of 51.03% w/w, while in case of C. curvatus ATCC 20509 the lipid content was reached 62.5% w/w with a biomass concentration of 70.4 g/L.    Scientific area: Food waste valorisation  Keywords: Spent coffee grounds, orange peels, microbial oil   
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1  1 Εισαγωγή 1.1 Βιοδιϋλιστήριο Σήµερα, το πρόβληµα της κλιµατικής αλλαγής και οι προκλήσεις για την προστασία του περιβάλλοντος, είναι πρωτοφανούς κλίµακας και απαιτούν συντονισµένη και συστηµική δράση. Για τον λόγο αυτό η Ευρωπαϊκή ένωση αλλά και άλλοι παγκόσµιοι θεσµοί έχουν θεσπίσει αυστηρούς κανονισµούς για την επίτευξη φιλόδοξων στόχων. Οι στόχοι αυτοί αποτυπώνονται στο «European Green Deal», µία φιλόδοξη ατζέντα προκειµένου η Ευρωπαϊκή Ένωση να καταστεί κλιµατικά ουδέτερη µέχρι το 2050. Για να καταστεί ο στόχος αυτός νοµικά δεσµευτικός, η Επιτροπή πρότεινε τον Ευρωπαϊκό Νόµο για το Κλίµα, ο οποίος θέτει επίσης έναν νέο, πιο φιλόδοξο καθαρό στόχο µείωσης των εκποµπών αερίων του θερµοκηπίου, τουλάχιστον -55% έως το 2030 σε σύγκριση µε τα επίπεδα του 1990. Τα παραπάνω, σε συνδυασµό µε την ευαισθητοποίηση του κοινού, έχουν ανοίξει τον δρόµο για την υιοθέτηση εναλλακτικών οδών τόσο για την παραγωγή προϊόντων, όσο και για την παραγωγή ενέργειας, η οποία σήµερα είναι υπεύθυνη για την παραγωγή του 75% των αερίων θερµοκηπίου στην Ευρωπαϊκή Ένωση (European commission, 2021). Σε παγκόσµιο επίπεδο, µε την συµφωνία του Παρισιού, που τέθηκε σε ισχύ από το 2016, οι 196 συµµετέχουσες χώρες δεσµεύτηκαν για την µείωση της αύξησης της θερµοκρασίας της γης και έθεσαν ως στόχο την αύξηση της κατά λιγότερο από 2�C µέχρι το 2050 (United Nations, 2015). Το µέγιστο συνολικό όριο εκποµπών αεριών του θερµοκηπίου που µπορούν να έχουν απελευθερωθεί στην ατµόσφαιρα µέχρι την καταληκτική ηµεροµηνία προκειµένου να επιτευχθεί ο παραπάνω στόχος, είναι 750 γιγατόνοι. Μόνο το 2018 το σύνολο των αερίων του θερµοκηπίου που απελευθερώθηκαν, ήταν περίπου 60 γιγατόνοι (Olhoff & Christensen, 2018).  Μεγάλο µέρος των εκπεµπόµενων αερίων του θερµοκηπίου, και συγκεκριµένα το 14%, προέρχεται από τις µεταφορές. Παράλληλα, ο αριθµός των οχηµάτων (>6 t) σε παγκόσµια κλίµακα αυξάνεται και αναµένεται να διπλασιαστεί µέσα στα επόµενα 20 µε 25 χρόνια, από 1 σε 2 δισεκατοµµύρια µονάδες. Σύµφωνα µε τις προβλέψεις, το µερίδιο των ηλεκτροκίνητων οχηµάτων αναµένεται µεν να αυξηθεί, ωστόσο το γεγονός αυτό, ακόµα και αν ο ηλεκτρισµός προέρχεται εξ ολοκλήρου από ανανεώσιµες πηγές 



2  ενέργειας, δεν είναι αρκετό προκειµένου να επιτευχθεί ανθρακική ουδετερότητα των µεταφορών µέχρι το 2050 (Unglert et al., 2020). Συνεπώς, η στροφή από τα ορυκτά καύσιµα στα βιοκαύσιµα αποτελεί ιδανική λύση, ειδικά για την ανάγκη των µεταφορών. Βέβαια, η µετάβαση από µια οικονοµία µε βάση τους ορυκτούς σε µια οικονοµία µε βάση τους βιογενείς πόρους απαιτεί την πλήρη αξιοποίηση των επιστηµονικών καινοτοµιών στην υποδοµή της χηµικής βιοµηχανίας (Koutinas et al., 2014). Κατά συνέπεια, αναπτύσσονται συνεχώς νέες ιδέες και τεχνολογίες για την παραγωγή όχι µόνο καυσίµων, αλλά και οργανικών χηµικών, πολυµερών, και άλλων υλικών από βιοµάζα. Η λευκή βιοτεχνολογία, δηλαδή η βιοτεχνολογική έρευνα που αφορά την βιοµηχανική παραγωγή προϊόντων, θα µπορούσε να παρέχει τα απαραίτητα εργαλεία για την εφαρµογή αυτών των ιδεών στα βιοδιυλιστήρια, τα οποία έχουν προσδιοριστεί ως κρίσιµα σηµεία για την επίτευξη των στόχων παραγωγής εναλλακτικών καυσίµων (Office of energy efficiency and renewable energy, 2021). Σε κάθε περίπτωση, προκειµένου να καθίσταται αειφόρος, η παραγωγή χηµικών, βιοπολυµερών και καυσίµων θα πρέπει να εξαρτάται πλήρως από τον ανανεώσιµο άνθρακα.  Τα βιοδιυλιστήρια είναι εγκαταστάσεις ή δίκτυο εγκαταστάσεων που, ανάλογα µε τα συµβατικά διυλιστήρια της βιοµηχανίας πετρελαίου, αξιοποιούν ροές αποβλήτων και υποπροϊόντων από υφιστάµενους βιοµηχανικούς τοµείς καθώς και το οργανικό κλάσµα των αστικών αποβλήτων µετατρέποντάς τα σε πόρους για την παραγωγή πρώτων υλών, είτε µέσω διαχωρισµού των συστατικών προστιθέµενης αξίας είτε µέσω µικροβιακών ζυµώσεων, οδηγώντας τελικά στην παραγωγή µίας πληθώρας χηµικών ουσιών, βιογενών υλικών καθώς και ενέργειας, µεγιστοποιώντας µε αυτό τον τρόπο την αξία της βιοµάζας (Εικόνα 1) (Clark & Deswarte, 2015; Koutinas et al., 2014). 



3   Εικόνα 1. Σύγκριση συµβατικού διυλιστηρίου µε βιοδιυλιστήριο (Clark & Deswarte, 2015) (τροποποιηµένο)  Παράλληλα, η ανάπτυξη των βιοδιυλιστηρίων οφείλει να υπηρετεί και τους τρεις πυλώνες της βιώσιµης ανάπτυξης. Έτσι, πέρα από την περιβαλλοντική, θα πρέπει να δοθεί σηµασία και στην οικονοµική βιωσιµότητα, η οποία µέχρι σήµερα αναβάλλει την πλήρη υιοθέτηση τους, καθώς και στην κοινωνική υπευθυνότητα που αποτελεί τον τρίτο πυλώνα.  Οι µεγάλες προκλήσεις που συναντώνται στην παρούσα κατάσταση των βιοδιυλιστηρίων είναι η αποδοχή τους από την αγορά, η διαθεσιµότητα πρώτων υλών, ο µεγάλος όγκος προϊόντων που απαιτείται για την κάλυψη της ζήτησης καθώς και το πολύ υψηλό κεφάλαιο επένδυσης, χωρίς η επένδυση να συνοδεύεται πάντα από αντίστοιχη ανταποδοτικότητα. Επιπροσθέτως, διάφορες άλλες, τεχνικές, οικολογικές, οικονοµικές και κοινωνικές προκλήσεις εντοπίζονται σε όλο το µήκος της παραγωγικής αλυσίδας βιοδιυλιστηρίων, όπως η χρήση γης, η επισιτιστική ασφάλεια κ.α. (Katakojwala & Mohan, 2021) Στο πλαίσιο αυτό, η κατάλληλη επιλογή της πρώτης ύλης που θα χρησιµοποιηθεί για παραγωγή προϊόντων στα βιοδιυλιστήρια, αποτελεί καθοριστικό παράγοντα για την υπερπήδηση ορισµένων από τα προαναφερθέντα προβλήµατα και την τελική 



4  βιωσιµότητα του όλου εγχειρήµατος, αφού το κόστος προµήθειας αυτής καθώς και το κόστος προκατεργασίας της, καθορίζει σε µεγάλο βαθµό τα οικονοµικά στοιχεία της επένδυσης.  Η αξιοποίηση αποβλήτων, όπως αυτά από βιοµηχανίες που χρησιµοποιούν φρούτα και λαχανικά, από ζυθοποιεία, από οινοποιεία, από την επεξεργασία των ζαχαρότευτλων, η ακατέργαστη γλυκερόλη που προκύπτει από την παραγωγή βιοντίζελ,  τα απόβλητα από τις βιοµηχανίες χαρτοπολτού καθώς και το οργανικό κλάσµα των αστικών αποβλήτων φαίνεται να αποτελεί ιδανικό υπόστρωµα για την παραγωγή προϊόντων στα βιοδιυλιστήρια (Ioannidou et al., 2020).  1.1.1 Ανάπτυξη βιοδιυλιστηρίων µε χρήση ανανεώσιµων πρώτων υλών Τα τελευταία χρόνια, πλήθος ερευνών εστιάζει στην ανάπτυξη καινοτόµων βιοδιυλιστηρίων µε την χρήση ακατέργαστων πρώτων υλών.  Η κλασµάτωση του πολτού σακχαρότευτλων για την παραγωγή πηκτινών, φαινολικών συστατικών καθώς και υδρολύµατος πλούσιου σε σάκχαρα µε τελικό σκοπό την παραγωγή ηλεκτρικού οξέος, έχει µελετηθεί από τους Alexandri et al. (2019).  Οι Filippi et al. (2022) παρουσίασαν µία ολοκληρωµένη ανάπτυξη βιοδιυλιστηρίου για την αξιοποίηση αποβλήτων οινοποιείου καταλήγοντας στην αποµόνωση ή παραγωγή φαινολικών εκχυλισµάτων, φυτικού ελαίου, αιθανόλης, τρυγικού οξέος, συµπυκνωµένων ταννίνων, βακτηριακής κυτταρίνης και ηλεκτρικού οξέος, ενώ οι Stylianou et al. (2020) χρησιµοποίησαν ως υπόστρωµα το στερεό κλάσµα αστικών αποβλήτων για την βιοτεχνολογική παραγωγή ηλεκτρικού οξέος µε τη χρήση βακτηριακών στελεχών.  Η τεχνοοικονοµική και περιβαλλοντική αξιολόγηση της εκµετάλλευσης του φυτικού ελαίου του καφέ για την παραγωγή βιοντίζελ µελετήθηκε επίσης (Kookos, 2018). Στην µελέτη συµπεριλήφθηκε και η παραγωγή γλυκερόλης που προκύπτει ως παραπροϊόν στην παραγωγή βιοντίζελ καθώς και η εκµετάλλευση των κόκκων του ελεύθερου από λάδι καφέ για την παραγωγή ενέργειας µέσω της καύσης τους. Η διεργασία καθίσταται οικονοµικά βιώσιµη µόνο αν πραγµατοποιηθεί σε µεγάλο παραγωγικό επίπεδο µε την επίτευξη της αντίστοιχης οικονοµίας κλίµακας, κάτι που είναι δύσκολο να επιτευχθεί ακόµα και από χώρες µε µεγάλο πληθυσµό και ανεπτυγµένη οικονοµία, ενώ η 



5  περιβαλλοντική απόδοση του εγχειρήµατος αποδείχτηκε συγκρινόµενη µε τις µέχρι τώρα καλύτερες τεχνολογίες παραγωγής βιοντίζελ.   Γενικότερα, όσον αφορά την περίπτωση των βιοκαυσίµων ή άλλων βιοπροϊόντων από βιοµάζα, οι επενδύσεις των βιοδιυλιστηρίων είναι βιώσιµες  µόνο σε ορισµένα επίπεδα παραγωγής για την επίτευξη οικονοµιών κλίµακας. Η παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας, όπως τα αντιοξειδωτικά, συνήθως συνδέεται µε µικρές κλίµακες, ενώ στην περίπτωση της παραγωγής ενέργειας και προϊόντων διατροφής, όπως σάκχαρα, απαιτούνται µεγάλες κλίµακες, αφού η προστιθέµενη αξία δεν είναι εξίσου µεγάλη. Αυτό συµβαίνει επειδή η καθαρή παρούσα αξία (NPV) και το κόστος παραγωγής είναι µεγέθη πολύ ευαίσθητα στην κλίµακα παραγωγής καθώς όταν αυτή αυξάνεται, η κατανάλωση ενέργειας και οι τιµές του εξοπλισµού δεν αυξάνονται µε τον ίδιο ρυθµό. Συνεπώς, η συµπαραγωγή ουσιών υψηλής προστιθέµενης αξίας είναι απαραίτητη προκειµένου να καταστεί βιώσιµη η επένδυση. Περιορισµοί ως προς την κλίµακα της παραγωγής επιβάλλονται και από τη διαθεσιµότητα πρώτων υλών, ειδικά όταν υπάρχει ανταγωνισµός ως προς την διαθεσιµότητά τους, όπως συµβαίνει όταν οι πρώτες ύλες µπορούν να χρησιµοποιούνται ως τρόφιµα (Moncada & Aristizábal, 2016).  Οι Tsouko et al., (2020) µελέτησαν την ανάπτυξή ενός βιοδιυλιστηρίου χρησιµοποιώντας φλοιούς πορτοκαλιών από καταστήµατα εστίασης. Για τον σκοπό αυτό, διαχωρίστηκαν από τους φλοιούς των πορτοκαλιών  όλα τα συστατικά προστιθέµενης αξίας. Συγκεκριµένα, αποµονώθηκαν τα αιθέρια έλαια, το φαινολικό περιεχόµενο καθώς και οι πηκτίνες, ενώ ακολούθησε ζύµωση µε την χρήση των ελεύθερων σακχάρων, των φλοιών πορτοκαλιού και υδρολυµάτων που προέκυψαν από χηµικές ή ενζυµικές υδρολύσεις των ελεύθερων από πηκτίνες φλοιών, προς παραγωγή βακτηριακής κυτταρίνης. Το διάγραµµα ροής της διεργασίας που πρότειναν, καθώς και τα ισοζύγια µάζας απεικονίζονται στην Εικόνα 2. 



6   Εικόνα 2. Ισοζύγια µάζας και προτεινόµενο βιοδιυλιστήριο για την αξιοποίηση φλοιών πορτοκαλιού (Tsouko et al., 2020) Με βάση τα προαναφερθέντα, το στερεό απόβλητο που προκύπτει από την εκχύλιση του καφέ (SCGs) όπως και τα απόβλητα φλοιών πορτοκαλιού από τα καταστήµατα εστίασης αποτελούν, εξαιρετικό υπόστρωµα για την εφαρµογή ενός βιοδιυλιστηρίου για τον διαχωρισµό όλων των συστατικών προστιθέµενης αξίας που εµπεριέχονται σε αυτό αφού, όντας απόβλητο δεν ανταγωνίζεται µε τα τρόφιµα όσον αφορά τις χρήσεις γης. 1.2 Aξιοποίηση του οργανικού κλάσµατος στερεών αστικών απορριµµάτων Η αξιοποίηση αποβλήτων και υποπροϊόντων για τη βιοτεχνολογική παραγωγή χηµικών, βιοπολυµερών, βιοκαυσίµων και βιοδραστικών ενώσεων αποτελεί σηµαντικό στόχο για τη βιοµηχανική µετάβαση προς την εποχή της κυκλικής βιοοικονοµίας (Koutinas et al., 2014). Στο πλαίσιο µιας οικονοµίας που βασίζεται σε βιογενή προϊόντα, υπάρχει µια ανεκµετάλλευτη δυνατότητα του οργανικού κλάσµατος στερεών αστικών απορριµµάτων να γίνει πρώτη ύλη επόµενης γενιάς στη µελλοντική βιοµηχανία ζύµωσης (Matsakas et al., 2017). 



7  Σύµφωνα µε την Ευρωπαϊκή Ένωση τα αστικά στερεά απόβλητα ορίζονται ως εξής: «Τα αστικά απόβλητα παράγονται κυρίως από νοικοκυριά, αν και περιλαµβάνουν παρόµοια απόβλητα από πηγές όπως το εµπόριο, τα γραφεία και οι δηµόσιοι οργανισµοί. Η ποσότητα των παραγόµενων αστικών αποβλήτων αποτελείται από απόβλητα που συλλέγονται από τις δηµοτικές αρχές ή από άλλους φορείς για λογαριασµό τους και διατίθενται µέσω του συστήµατος διαχείρισης αποβλήτων» (European Environment Agency, 2013). Συνεπώς, στα αστικά στερεά απόβλητα περιλαµβάνονται κυρίως: τα οικιακά απορρίµµατα, τα απόβλητα από εµπορικές δραστηριότητες και δραστηριότητες που τα παραγόµενα απορρίµµατα µοιάζουν µε τα οικιακά (Matsakas et al., 2017). Σε παγκόσµια κλίµακα, τα ποσοστά παραγωγής αποβλήτων αυξάνονται. Το 2016, 2,01 δισεκατοµµύρια τόνοι στερεών αποβλήτων, παράγονταν παγκοσµίως, ποσό που αντιστοιχεί σε 0,74 κιλά ανά άτοµο και ανά ηµέρα. Με την ταχεία αύξηση του πληθυσµού, η ετήσια παραγωγή αποβλήτων αναµένεται να αυξηθεί κατά 70% από τα επίπεδα του 2016 σε 3,40  τόνους το 2050 όπως φαίνεται και από το διάγραµµα στην Εικόνα 3 (Worldbank, 2019).  Εικόνα 3. Προβλεπόµενη παραγωγή αποβλήτων ανά περιοχή του πλανήτη (εκατοµµύρια τόνοι/έτος) (Worldbank, 2019). Παράλληλα, τα κακώς διαχειριζόµενα απόβλητα µπορούν να οδηγήσουν στην διάδοση ασθενειών, ενώ συµµετέχουν στην παγκόσµια κλιµατική αλλαγή µέσω της παραγωγής µεθανίου. Οι εκποµπές αερίων από απόβλητα, έφταναν ποσοστά της τάξης του 3% –4% των εκπεµπόµενων αερίων του θερµοκηπίου (GHG) παγκοσµίως το 2006. Παράλληλα 



8  η αζωτορύπανση που προκαλείται από τα απόβλητα είναι ένας άλλος σηµαντικός παράγοντας µε µακροπρόθεσµο αντίκτυπο, αφού ενδέχεται να προκαλέσει ασθένειες και ανισορροπίες θρεπτικών ουσιών στα κοντινά υδάτινα σώµατα, προκαλώντας το φαινόµενο του ευτροφισµού. Έτσι σήµερα, τα ανεπτυγµένα κράτη έχουν θεσπίσει νοµοθεσία για την αντιµετώπιση της ανεξέλεγκτης απόρριψης των αστικών αποβλήτων. Συγκεκριµένα για την ΕΕ, το Πακέτο Κυκλικής Οικονοµίας έχει θέσει στόχους τουλάχιστον 65% ανακύκλωση και µέγιστο 10% για την υγειονοµική ταφή όλων στερεών αστικών αποβλήτων έως το 2030 (Chen et al., 2020). Γίνεται λοιπόν σαφής, η ανάγκη διαχείρισης αλλά και εκµετάλλευσης του οργανικού κλάσµατος των αστικών αποβλήτων, τόσο για λόγους που αφορούν την προστασία του περιβάλλοντος αλλά πλέον και για νοµοθετικούς λόγους.  1.2.1 Απόβλητα καφέ Ο καφές είναι ένα από τα πιο δηµοφιλή ροφήµατα στον κόσµο και η εµπορική σηµασία του αυξάνεται διαρκώς αφού αποτελεί το 2ο σε κατάταξη εµπορεύσιµο αγαθό µετά το πετρέλαιο (Campos-Vega et al., 2015; Obruca et al., 2015). Τον Οκτώβριο του 2021 οι παγκόσµιες εξαγωγές καφέ ανήλθαν σε 412733 τόνους (9,68 εκατοµµύρια σακούλες) (ICO, 2021). Όσον αφορά στην Ελλάδα, είναι η 12η χώρα παγκοσµίως στην κατανάλωση του καφέ µε 5,5 kg ανά άτοµο (Uddin et al., 2019).  Ο καρπός του καφέ αποτελείται από έναν πράσινο εξωτερικό φλοιό, ο οποίος όταν ωριµάζει αποκτά ένα βαθύ κόκκινο χρώµα και περιέχει το µεσοκάρπιο και το πυρηνόκαρπο κόκκο, που χωρίζεται σε δύο ηµισφαίρια που εµπεριέχουν το ενδοκάρπιο. Κάθε ηµισφαίριο καλύπτεται από το σπερµατόδεµα (silverskin) όπως αναπαρίσταται στην Εικόνα 4 (Alves et al., 2017). 



9   Εικόνα 4. Εσωτερική απεικόνιση του καρπού του καφέ  Οι δύο κύριες ποικιλίες που καλλιεργούνται για εµπορική παραγωγή είναι οι Coffea Arabica και Coffea canephora, µε τον καφέ Arabica που προέρχεται από την πρώτη να καταλαµβάνει το 75% της παγκόσµιας παραγωγής.  Για την παραλαβή των κόκκων του καφέ αφαιρείται το περικάρπιο και περιστασιακά και το σπερµατόδεµα (silverskin). Συνολικά, υπολογίζεται ότι 650 kg αποβλήτων καφέ παράγονται ανά τόνο πράσινου κόκκου, κάτι το οποίο εξαρτάται από τον τρόπο προεπεξεργασίας του καφέ. Ένα συνοπτικό διάγραµµα ροής απεικονίζεται στην Εικόνα 5.  



10    Εικόνα 5. Επεξεργασία του καρπού του καφέ (a) και οι παραγόµενες δευτερογενείς ροές (b)  (Murthy & Naidu, 2012) Το σπερόδερµα (coffee silverskin) και το SCGs είναι τα δύο κύρια απόβλητα που παράγονται από την βιοµηχανία του καφέ (Mussatto, Machado, et al., 2011). Κατά την παραγωγή ενός ροφήµατος καφέ, οι φρέσκοι κόκκοι έρχονται σε επαφή µε θερµό νερό ή ατµό κάτω από συνθήκες κατάλληλες για την εκχύλιση των αρωµατικών και άλλων επιθυµητών συστατικών. Ως αποτέλεσµα προκύπτει ένα στερεό απόβλητο µε καθορισµένο σχήµα κόκκων, µεγάλο ποσοστό υγρασίας και οργανικών συστατικών (Obruca et al., 2015). Συγκεκριµένα, για την παραγωγή ενός kg ροφήµατος καφέ παράγονται 2 kg κόκκων καφέ µε την µορφή υγρού στερεού αποβλήτου (SCGs),  ενώ το 2014 περίπου 9 εκατοµµύρια τόνοι SCGs εναποτέθηκαν σε χωµατερές (Karmee, 2018; Murthy & Naidu, 2012). Το φαινόµενο αυτό, θα πρέπει να αποφεύγεται αφού το κατάλοιπο της εκχύλισης του καφέ περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις οργανικών 



11  συστατικών, ορισµένα από τα οποία, όπως η καφεΐνη οι ταννίνες και οι πολυφαινόλες, είναι τοξικά για το περιβάλλον, ενώ και από οικονοµικής πλευράς, η εναπόθεση των αποβλήτων του καφέ σε χωµατερές είναι ασύµφορη. Για όλα τα προαναφερθέντα, έχουν µελετηθεί διαφορετικοί τρόποι διαχείρισης του αποβλήτου. Μετά την εκχύλιση του καφέ, οι χρησιµοποιηµένοι κόκκοι είναι πολύτιµη πηγή σακχάρων, φυτικού ελαίου, αντιοξειδωτικών και άλλων ενώσεων υψηλής προστιθέµενης αξίας. Αξίζει να σηµειωθεί, βέβαια, πως όπως και τα περισσότερα απόβλητα, η σύσταση των κόκκων του καφέ κυµαίνεται και εξαρτάται κυρίως από έναν µεγάλο αριθµό µεταβλητών, µεταξύ αυτών, οι συνθήκες διήθησης, οι συνθήκες καλλιέργειας καθώς και ο τύπος του καφέ που χρησιµοποιείται.  Τα απόβλητα καφέ αποτελούνται κυρίως από κυτταρίνη και ηµικυτταρίνη σε αθροιστικό ποσοστό περίπου 50% επί του ξηρού τους βάρους, ενώ η µαννόζη, η γαλακτόζη και η αραβινόζη είναι τα τρία κύρια συστατικά της ηµικυτταρίνης. Η λιγνίνη και η πρωτεΐνη αποτελούν τα επόµενα σε αφθονία συστατικά µε ποσοστό περίπου 20% µε το φυτικό έλαιο να ακολουθεί (Ballesteros et al., 2014; Cruz et al., 2012; McNutt, 2019). Εκτενέστερη αναφορά στην σύσταση των χρησιµοποιηµένων κόκκων του καφέ γίνεται στο εδάφιο των αποτελεσµάτων, ωστόσο τα συστατικά που δύνανται να αποµονωθούν παρουσιάζονται στην Εικόνα 6. Η ύπαρξη σηµαντικών ποσοτήτων ουσιών που µπορούν να διαχωριστούν ως προϊόντα προστιθέµενης αξίας στο SCGs καθώς και η ανάγκη διαχείρισης του αποβλήτου έχουν γίνει αντικείµενο αρκετών µελετών τα τελευταία χρόνια (Εικόνα 7).  Εικόνα 6. ∆ιαχωρίσιµα συστατικά από το απόβλητο της εκχύλισης του καφέ (SCGs) (Saratale et al., 2020) 



12    Εικόνα 7. Αριθµός δηµοσιεύσεων ανά χρόνο σχετικά µε τις δυνατότητες ανακύκλωσης των αποβλήτων της βιοµηχανίας καφέ (Atabani et al., 2019) 1.2.1.1 Εφαρµογές προϊόντων προστιθέµενης αξίας αποβλήτων καφέ Τα SCGs έχουν βρει εφαρµογή για την παραγωγή απορροφητικών ουσιών (Castro et al., 2011), για την παραγωγή προσθετικών ουσιών σε πολυµερή, ως πρόσθετα σε ζωοτροφές, καθώς έχουν υψηλή διατροφική αξία, ωστόσο τα φαινολικά συστατικά και η καφεΐνη πρέπει να βρίσκονται σε ποσοστό χαµηλότερο του 2,5% (Janissen & Huynh, 2018), καθώς και ως λίπασµα αφού πρώτα έχουν αφαιρεθεί τα τοξικά για το περιβάλλον συστατικά (Gomes et al., 2014). Τα φαινολικά συστατικά που περιέχονται στο SCGs εµφανίζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον αφού µπορούν χρησιµοποιηθούν ως αντιοξειδωτικά (Mussatto, Ballesteros, et al., 2011) ως πρόσθετα σε τρόφιµα και ως φαρµακευτικές ουσίες µε αντιφλεγµονώδη δράση (López-Barrera et al., 2016). Παράλληλα, εκχυλίσµατα φαινολικών ενώσεων από SCGs έχουν εµφανίσει αντικαρκινικές και αντιαλλεργικές ιδιότητες που σχετίζονται µε την ύπαρξη του χλωρογενικού οξέος (Panusa et al., 2013). To SCGs και ειδικά το λιπαρό του κλάσµα έχει αξιολογηθεί ως υπόστρωµα για την παραγωγή βιοκαυσίµων, όπως βουτανόλη, βιοντίζελ, καύσιµα pellets, αιθανόλη και βιοαέριο (Atabani et al., 2019; Battista et al., 2020; Caetano et al., 2014; Haile, 2014; Kwon et al., 2013; Liu et al., 2017; Park et al., 2016; Vardon et al., 2013).  Η παραγωγή βιοντίζελ από το φυτικό έλαιο του SCGs, µπορεί να γίνει µε τέσσερις τρόπους. Με µετεστεροποίηση µε αλκαλική ή όξινη ή ενζυµική κατάλυση, ή βιοκατάλυση µε την χρήση µικροοργανισµών όπως Candida rugose, Porcine pancreas ,Pseudomonas 



13  fluorescens, Pseudomonas cepacia, Rhizopus delemar, Thermomyces lanuginosus, Geotrichum candidum και Candida rugosa, µε καταλυτική αντίδραση δύο σταδίων, όπου αρχικά πραγµατοποιείται όξινη υδρόλυση ακολουθούµενη από αλκαλική υδρόλυση, µε µη καταλυτική µετεστεροποίηση και τέλος µε in situ µετεστεροποίηση, όπου το βιοντίζελ παράγεται απευθείας από SCGs χωρίς προηγούµενη εκχύλιση του φυτικού ελαίου (Atabani et al., 2019; Liu et al., 2017; Park et al., 2016; Tuntiwiwattanapun et al., 2017). Το φυτικό έλαιο του καφέ έχει µελετηθεί επίσης και ως προς την αξιοποίησή του σε δερµατολογικά σκευάσµατα (Marto et al., 2016), καθώς και ως υπόστρωµα για την παραγωγή πολύ-ύδροξυ-αλκανοϊκών εστέρων (PHAs) (Cruz et al., 2012; Kovalcik et al., 2018; Obruca et al., 2015; Obruca et al., 2014; Saratale et al., 2020). Ως προς την παραγωγή ενέργειας, έχει µελετηθεί η χρήση του SCG για την παραγωγή καύσιµου pellet. Το SCG αποδείχθηκε εξαιρετικό καύσιµο σε σύγκριση µε βιοµάζες διαφορετικής προέλευσης καθώς απελευθερώνει υψηλή θερµότητα καύσης, κάτι που υποδεικνύει ότι η βιοµηχανία του καφέ θα µπορούσε να είναι ενεργειακά αυτόνοµη (Silva et al., 1998). Ωστόσο η καύση καθαρού SCGs χωρίς την ύπαρξη άλλης πηγής βιοµάζας στο µίγµα µειώνει την αποδοτικότητα του καυστήρα ενώ παράλληλα οδηγεί σε αυξηµένη παραγωγής αερίων και µικροσωµατιδίων (Limousy et al., 2013).  Στην Εικόνα 8 παρουσιάζονται διάφορες πιθανές οδοί αξιοποίησης του αποβλήτου SCGs, µέσα από την διύλιση και παραγωγή, µέσω µικροβιακών ζυµώσεων, ουσιών προστιθέµενης αξίας.  Στο πλαίσιο αυτό, έχει µελετηθεί και η αξιοποίηση του SCGs για την παραγωγή βιοελαίου µέσω πυρόλυσης ή υδροθερµικής υγροποίησης. Η πυρόλυση είναι µια φυσικοχηµική µέθοδος θερµικής αποσύνθεσης οργανικών ουσιών, που λαµβάνει χώρα σε αδρανή ατµόσφαιρα (π.χ. άζωτο) και σε υψηλές θερµοκρασίες (γενικά µεταξύ 500�C  και 1000�C). Τα κύρια προϊόντα είναι στερεά (στάχτη και άνθρακας), υγρά (φάση βιοελαίου και νερό) και αέρια (υδρογονάνθρακες µικρού µοριακού βάρους και άλλα αέρια). Η υδροθερµική υγροποίηση (hydrothermal liquification), που αναφέρεται επίσης ως ένυδρη πυρόλυση, είναι µια διαδικασία θερµοχηµικού αποπολυµερισµού σε κλειστό σύστηµα για τη µετατροπή της υγρής βιοµάζας σε ακατέργαστο βιοέλαιο σε συνθήκες µετρίως υψηλής θερµοκρασίας (συνήθως 200-400°C) και σε υψηλή πίεση (συνήθως 10-25 MPa) (Massaya et al., 2019; Zhang & Chen, 2018). Το βιοέλαιο µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως εναλλακτική λύση στο πετρέλαιο, τόσο σε ενεργειακό επίπεδο 



14  όσο και ως υποκατάστατο στην πετροχηµική βιοµηχανία λόγω της υψηλής ενεργειακής του πυκνότητας και της ευκολίας αποθήκευσης ή µεταφοράς σε σύγκριση µε άλλα προϊόντα. Επιπλέον, είναι βιοδιασπώµενο, έχει ουδέτερο ανθρακικό αποτύπωµα και παράγει σηµαντικά λιγότερα NOx και SOx όταν καίγεται σε σύγκριση µε καύσιµα που έχουν ως βάση το πετρέλαιο (Atabani et al., 2019; Lam et al., 2019; Primaz et al., 2018).  Άλλοι δύο τρόποι εκµετάλλευσης του SCGs για παραγωγή ενέργειας είναι η ζύµωση για παραγωγή αιθανόλης ή βιοαερίου. Στην πρώτη περίπτωση έχει διαπιστωθεί ότι απευθείας ζύµωση του SCGs χωρίς την πρότερη εκχύλιση του φυτικού ελαίου δεν είναι βιώσιµη εξαιτίας της µεγάλης περιεκτικότητας του αποβλήτου σε λιπαρά οξέα που παρεµποδίζουν την ενεργότητα των ενζύµων της ζύµωσης.  Όσον αφορά την παραγωγή βιοαερίου µέσω αναερόβιας χώνευσης, το SCGs έχει αποδειχτεί εξαιρετικό υπόστρωµα, εξαιτίας του ιδανικού λόγου C/N σε συνδυασµό µε την πλούσια σύστασή του σε πολυσακχαρίτες πρωτεΐνες και ιχνοστοιχεία (Atabani et al., 2019).   Εικόνα 8. Οδοί αξιοποίησης του αποβλήτου του καφέ (SCGs) (Saratale et al., 2020) 



15  1.2.2 Απόβλητα φρούτων και ειδικότερα εσπεριδοειδών Τα απόβλητα φρούτων αποτελούν ένα µεγάλο µέρος των αστικών στερεών απορριµµάτων.  Τα εσπεριδοειδή είναι η πιο άφθονη καλλιέργεια φρούτων παγκοσµίως, µε την ετήσια παραγωγή να εκτιµάται το 2010, στα 157 εκατοµµύρια τόνους. Μεταξύ 1970 και 2019, η παγκόσµια παραγωγή εσπεριδοειδών αυξήθηκε σηµαντικά από 39,6 εκατοµµύρια τόνους σε 157 εκατοµµύρια τόνους αυξανόµενη µε ετήσιο ρυθµό που έφτασε στο 10,47% το 1980 και στη συνέχεια µειώθηκε στο 3,59% το 2019 (USDA, 2019).  1.2.2.1 Απόβλητα πορτοκαλιών Κατά την περίοδο 2019/2020, η Βραζιλία ήταν ο κορυφαίος παγκόσµιος παραγωγός πορτοκαλιού, µε όγκο παραγωγής 15,62 εκατοµµυρίων τόνων. Εκείνο το έτος, ο παγκόσµιος όγκος παραγωγής φρέσκων πορτοκαλιών ανήλθε σε περίπου 46,06 εκατοµµύρια τόνους. Ακολουθεί η Κίνα µε ετήσια παραγωγή 7,2 εκατοµµύρια τόνους και στην συνέχει η Ευρώπη µε 6,19 εκατοµµύρια τόνους (Εικόνα 9).  Εικόνα 9. Παραγωγή πορτοκαλιών κατά την περίοδο 2019/2020 (Πηγή: Statista, 2020)   Τα απόβλητα επεξεργασίας των φρούτων εσπεριδοειδών παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον λόγω του ότι περιέχουν ποσότητες βιοδραστικών ουσιών υψηλής προστιθέµενης αξίας (Εικόνα 10)  και επειδή υπάρχει µια ποικιλία επιλογών 



16  αξιοποίησής τους στους διάφορους βιοµηχανικούς τοµείς των τροφίµων, καλλυντικών αλλά και φαρµάκων (Russo et al., 2021). Κατά την διεργασία χυµοποίησης των εσπεριδοειδών, περίπου το 50% του βάρους των επεξεργασµένων καρπών απορρίπτεται ως απόβλητο, το οποίο αποτελείται από φλοιούς, υπολείµµατα χυµοποίησης και σπόρους (Pleissner et al., 2016).  Τα σάκχαρα, τα αιθέρια έλαια (µε κύριο το d-λιµονένιο), οι πηκτίνες και τα φαινολικά συστατικά αποτελούν τα κύρια προϊόντα υψηλής προστιθέµενης αξίας που παραλαµβάνονται από τα απόβλητα πορτοκαλιών (Mohsin et al., 2021). Τα υπολείµµατα φλούδας πορτοκαλιού από βιοµηχανικές διεργασίες περιέχουν ελεύθερα σάκχαρα (30-36%, επί ξηρή βάση, db), κυτταρίνη (18-20%, επί ξηρή βάση, db), ηµικυτταρίνη (14-16%, επί ξηρή βάση, db), πηκτίνη (20-22%, επί ξηρή βάση, db), λιγνίνη (5-7%, επί ξηρή βάση, db), πρωτεΐνη (έως 8%, επί ξηρή βάση, db) και αιθέρια έλαια (0,3-0,5%, επί ξηρή βάση, db) (De la Torre, Martin-Dominguez, et al., 2019).   Εικόνα 10. Εσωτερική απεικόνιση του πορτοκαλιού 1.2.2.1 Εφαρµογές προϊόντων προστιθέµενης αξίας αποβλήτων φλοιών πορτοκαλιού Η παραλαβή και εφαρµογή βιοδραστικών ουσιών από τα απόβλητα φλοιών πορτοκαλιού δύναται να αυξήσει το οικονοµικό κέρδος των εν λόγω βιοµηχανιών. Πιο συγκεκριµένα, στα εσπεριδοειδή περιέχονται περίπου 400 διαφορετικά αιθέρια έλαια, η σύσταση των οποίων αποτελείται από 85–99% πτητικά και 1–15% µη-πτητικά 



17  συστατικά. Το d-λιµονένιο αποτελεί το κυρίαρχο αιθέριο έλαιο στα εσπεριδοειδή (73.9- 97% (β/β αιθέριου ελαίου). Είναι µια ανανεώσιµη χηµική ουσία µε πολλές βιοµηχανικές εφαρµογές, όπως χρήση ως αντιοξειδωτικός παράγοντας, πράσινος διαλύτης, ως ρητίνη και κόλλα, ως διαλύτης εκχύλισης για φυσικά προϊόντα καθώς και ως δραστικός παράγοντας για λειτουργικά προϊόντα (Ozturk et al., 2019; Putnik et al., 2017; Satari & Karimi, 2018). Επιπρόσθετα, οι χρωστικές οι οποίες εµπεριέχονται στους φλοιούς εσπεριδοειδών µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως φυσικά πρόσθετα και ν’ αντικαταστήσουν τις συνθετικές χρωστικές κυρίως στην βιοµηχανία τροφίµων. Οι κυριότερες χρωστικές στους φλοιούς εσπεριδοειδών είναι τα καροτενοειδή, των οποίων η περιεκτικότητα µεταβάλλεται ανάλογα µε το είδος των εσπεριδοειδών. Οι πολυφαινόλες µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως φυσικά αντιοξειδωτικά στους τοµείς των τροφίµων, της φαρµακευτικής, της ιατρικής και της διατροφής (Tsouko et al., 2019). Επίσης τα εσπεριδοειδή είναι πλούσια σε πολυφαινόλες, µε τους φλοιούς να έχουν υψηλότερη περιεκτικότητα σε πολυφαινόλες σε σχέση µε το εδώδιµο µέρος. Τέλος, η πηκτίνη αποτελεί σηµαντικό ποσοστό στο φλοιό των εσπεριδοειδών. Είναι ένας φυσικός παράγοντας δηµιουργίας γέλης και χρησιµοποιείται ευρέως στην βιοµηχανία τροφίµων ως πηκτωµατοποιητής και ως µέσο πάχυνσης. Ενδιαφέρον παρουσιάζουν και οι βιοδραστικές ουσίες της πηκτίνης (Putnik et al., 2017). 1.3 Λιπίδια Τα λιπίδια είναι οργανικά µόρια που απαντώνται στην φύση και µπορούν να αποµονωθούν κατά την εκχύλιση κυττάρων ή ιστών µε την χρήση οργανικών διαλυτών. Συνεπώς, η ταυτοποίηση µίας ουσίας ως λιπαρής γίνεται µε βάση την διαλυτότητά της (φυσική ιδιότητα) και όχι µε βάση την ύπαρξη χαρακτηριστικών οµάδων. Ταξινοµούνται σε δύο γενικές κατηγορίες ανάλογα µε την ύπαρξη ή µη εστεροµάδας στο µόριο. Αυτά που περιέχουν εστερικό δεσµό µπορούν να υδρολυθούν (λίπη, κήροι), ενώ αυτά που δεν περιέχουν εστεροµάδες δεν υδρολύονται (στεροεϊδή) (McMurry, 2012). Για τους περισσότερους οργανισµούς αποτελούν την κύρια µορφή αποθήκευσης της ενέργειας ενώ αποτελούν και βασικά συστατικά των κυτταρικών µεµβρανών. Παράλληλα, εξειδικευµένα λιπίδια λειτουργούν ως χρωστικές, όπως το καροτένιο, ως συµπαράγοντες, όπως η βιταµίνη Κ, ως απορρυπαντικά, ως µεταφορείς, ως ορµόνες, ως εξωκυττάριοι και ενδοκυττάριοι αγγελιοφόροι καθώς και ως γέφυρες για µεµβρανικές 



18  πρωτεΐνες. Συνεπώς, η ικανότητα βιοσύνθεσης λιπιδίων είναι απαραίτητη σε όλους τους µικροοργανισµούς (Nelson et al., 2008).  Ωστόσο, υπάρχουν κάποιοι µικροοργανισµοί οι οποίοι κάτω από συγκεκριµένες συνθήκες έχουν την δυνατότητα βιοσύνθεσης και συσσώρευσης λίπους ενδοκυτταρικά σε ποσοστό άνω του 20% επί του ξηρού τους βάρους. Τα λιπίδια αυτά ονοµάζονται αποθησαυριστικά και δεν έχουν κάποιο δοµικό ρόλο όπως τα φωσφολιπίδια των κυτταρικών µεµβρανών (Ratledge, 1994). Αυτοί οι µικροοργανισµοί, που µπορεί να είναι βακτήρια, µύκητες, ζύµες, κυανοβακτήρια ή άλγη, ονοµάζονται ελαιογόνοι και συνήθως είναι µη παθογόνοι, ενώ η σύσταση του λίπους που συσσωρεύουν είναι παρόµοια µε τα λίπη και τα έλαια που απαντώνται στα λαχανικά (Koutinas et al., 2014; Ratledge, 1994; Ratledge, 2004; Ratledge & Cohen, 2008). Οι ελαιογόνοι µικροοργανισµοί, συνήθως αλλά όχι αποκλειστικά, ανήκουν σε γένοι όπως Candida, Cryptococcus, Rhodotoroula, Rhizopus, Trichosporon, Lipomyces and Yarrowia (Ratledge & Tan, 1990). Οι ζύµες αυτές έχουν την ικανότητα να συσσωρεύουν λιπίδια σε ποσοστό άνω το 40% επί του ξηρού τους βάρους, ενώ ιδιαίτερα σε συνθήκες περιορισµού ενός από τα θρεπτικά στοιχεία του υποστρώµατος µπορούν να φτάσουν µέχρι και το ποσοστό του 70%. Το ενδοκυτταρικό λίπος αποτελείται κατά 80-90% από τριακυλογλυκερόρες (τριγλυκερίδια) και σε ένα µικρό ποσοστό από στερυλεστέρες, που ονοµάζονται ουδέτερα λιπίδια. Τα αποθησαυριστικά αυτά λιπίδια εντοπίζονται στο εσωτερικό των κυττάρων σε ειδικά διαµερίσµατα που ονοµάζονται λιποσώµατα (lipid body-LB), τα οποία περιβάλλονται από µία στοιβάδα φωσφολιπιδίων στην οποία ενσωµατώνονται διάφορες πρωτεΐνες που επιτελούν διαφορετικές λειτουργίες (Fujimoto & Parton, 2011; Papanikolaou & Aggelis, 2010). Τέλος αξίζει να σηµειωθεί πως το λιπαρό περιεχόµενο των λιποσωµάτων καθώς και η σύσταση των ίδιων των λιποσωµάτων διαφέρει µεταξύ των διαφορετικών ειδών (Beopoulos et al., 2011). Τα τελευταία χρόνια εντοπίζεται αυξανόµενο ενδιαφέρον για την παραγωγή αυτού του είδους µικροβιακών ελαίων και λιπών µέσω της καλλιέργειας ελαιογόνων µικροοργανισµών σε διάφορες πηγές ανανεώσιµου άνθρακα, καθώς οι χρήσεις τους περιλαµβάνουν την παραγωγή βιοντίζελ, όταν η σύσταση των λιπαρών οξέων είναι παρόµοια µε αυτών των φυτών, φαρµακευτικές ή διατροφικές χρήσεις, όταν το µικροβιακό έλαιο είναι πλούσιο σε σπάνια πολυακόρεστα λιπαρά οξέα όπως το 



19  αραχιδονικό και το γ-λινολενικό, και χρήσεις στην χηµική βιοµηχανία (Koutinas et al., 2014). 1.3.1 Βιοσύνθεση Μικροβιακού λίπους από ζύµες (Single Cell Oil, SCO) Ένα συγκεκριµένο χαρακτηριστικό των ελαιογόνων ζυµών είναι η ικανότητά τους να παρέχουν συνεχώς ακέτυλο-CoA και επαρκές απόθεµα NADPH, τα οποία είναι σηµαντικά για την σύνθεση µικροβιακού λίπους (Ratledge, 2004). Η απαραίτητη ποσότητα του συµπαράγοντα ακέτυλο-CoA µπορεί να παραχθεί από διάφορες πηγές, µεταξύ των οποίων λιπαρά οξέα, αµινοξέα  και σάκχαρα και η σύνθεση του µικροβιακού λίπους µπορεί να λάβει χώρα µε δύο τρόπους ανάλογα µε το υπόστρωµα, είτε de novo είτε ex novo. H ex novo σύνθεση λιπαρών οξέων είναι συνδεδεµένη µε την ύπαρξη υδρόφοβων υποστρωµάτων και προϋποθέτει την υδρόλυση και την αφοµοίωση τους ακολουθούµενη από την σύνθεση νέων ακυλογλυκερολών. Η de novo βιοσύνθεση, περιλαµβάνει την βιοσύνθεση των πρόδροµων ενώσεων των λιπαρών οξέων, όπως το ακέτυλο-CoA και το µαλόνυλο-CoA, τα οποία στην συνέχεια επιµηκύνονται σε αλυσίδες C14-C16 ανάλογα µε τα ένζυµα που έχει στην διάθεσή του ο µικροοργανισµός. Οι ακέτυλο-CoA εστέρες που σχηµατίζονται, µετατρέπονται στην συνέχεια σε τριγλυκερίδια και στερυλεστέρες και αποθηκεύονται στα λιποσώµατα (Beopoulos et al., 2011). Η συσσώρευση του λίπους πυροδοτείται από την περίσσεια πηγής άνθρακα και ελλείψει ενός περιοριστικού παράγοντα (συνήθως του αζώτου) από το µέσο της καλλιέργειας. Έχει διαπιστωθεί ότι ορισµένες ζύµες, όπως ορισµένα στελέχη της ζύµης Rhodosporidium toruloides, συσσωρεύουν λίπος και εν τη απουσία φωσφόρου ή και θείου ως περιοριστικό παράγοντα (Wu et al., 2010; Wu et al., 2011). Όταν η συγκέντρωση του περιοριστικού παράγοντα µειωθεί κάτω από ένα κρίσιµο σηµείο, η περίσσεια της πηγής άνθρακα που καταναλώνεται από το κύτταρο δεν προορίζεται για την ανάπτυξη του κυττάρου, αλλά ο µεταβολισµός ανακατευθύνεται προς την κατεύθυνση της συσσώρευσης λίπους.  Πιο αναλυτικά, στους µη ελαιογόνους µικροοργανισµούς, τα σάκχαρα µετατρέπονται σε πυροσταφυλικό οξύ  µέσω της γλυκόλυσης, σύµφωνα µε την αντίδραση:  ������� + 	
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� Πυροσταφυλικό οξύ µεταφέρεται στα µιτοχόνδρια και µετατρέπεται σε ακέτυλο-CoA, προκειµένου να συµµετέχει στον κύκλο του Krebs, µε την δράση του ενζύµου 



20  σύµπλεγµα της αφυδρογονάσης του πυροσταφυλικού (pyruvate dehydrogenase complex- PDC), σύµφωνα µε την αντίδραση: ������� + 	
�� + ��������	
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�� + ��� Στους ελαιογόνους µικροοργανισµούς, η χαµηλή συγκέντρωση της πηγής του αζώτου οδηγεί στην αύξηση της δραστηριότητας του ενζύµου AMP απαµινάση, η οποία καταναλώνει την AMP παράγοντας ιόντα αµµωνίου (NH4+) προκειµένου να τροφοδοτηθούν τα κύτταρα µε το απαραίτητο για αυτά άζωτο, σύµφωνα µε την αντίδραση:  
  → �������	5" −�����ℎ���ℎ��� + 	�%� Καθώς µειώνεται η ποσότητα της AMP παρεµποδίζεται η δράση του ενζύµου ισοκιτρική αφυδρογονάση (isocitrate dehydrogenase-ICDH), η οποία ενεργοποιείται αλλοστερικά από την AMP, µε αποτέλεσµα να µη λαµβάνει χώρα η µετατροπή του ισοκιτρικού σε α-κετογλουταρικό οξύ στον κύκλο των τρικαρβοξυλικών οξέων (κύκλος Krebs). Το γεγονός αυτό έχει ως αποτέλεσµα το ισοκιτρικό να µετατρέπεται εκ νέου σε κιτρικό µέσω του ενζύµου ακονιτάση του ισοκιτρικού και το συσσωρευόµενο κιτρικό µεταφέρεται στο κυτταρόπλασµα µέσω του µεταφορέα µηλικού-κιτρικού. Το κιτρικό οξύ στο κυτταρόπλασµα διασπάται από την ATP κιτρική λυάση (ATP citrate lyase-ACL) απελευθερώνοντας ακέτυλο-CoA και οξαλοξικό σύµφωνα µε την αντίδραση: ������	
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� + � Το οξαλοξικό οξύ µετατρέπεται σε µηλικό οξύ µέσω της αφυδρογονάσης του µηλικού (malate dehydrogenase- MDH) και µεταφέρεται πίσω στα µιτοχόνδρια προκειµένου να κλείσει ο κύκλος του µεταφορέα κιτρικού-µηλικού.  Το πρώτο βήµα για την αναβολική διεργασία σύνθεσης των λιπαρών οξέων, είναι η µετατροπή του ακέτυλο-CoA σε µία δραστικότερη ένωση, το ακέτυλο-ACP (acyl carrier protein), το οποίο στη συνέχεια συνδέεται µε ένα ένζυµο συνθετάσης, το οποίο θα καταλύσει το επόµενο στάδιο της συµπύκνωσης. Παράλληλα, ένα διαφορετικό µόριο ακέτυλο-CoA υπόκειται µία αντίδραση καρβοξυλίωσης µε την βοήθεια του ενζύµου ACC  (ακέτυλο-CoA καρβοξυλάση- acetyl-CoA carboxylase) σε µηλόνυλο-CoA σύµφωνα µε την αντίδραση: ������ − ��
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21  Σε αυτό το στάδιο συµµετέχει το συνένζυµο βιοτίνη, το οποίο συνδέεται µε ένα υπόλειµµα λυσίνης του ενζύµου καρβοξυλάση και δρα ως µεταφορέας CO2. Η αντίδραση αυτή θεωρείται το καθοριστικό βήµα για την βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων καθώς ενεργοποιείται από την περίσσεια κιτρικού οξέος µόνο στα ελαιογόνα είδη. Το µηλόνυλο-CoA µε άλλη µία αντίδραση θειολοεστερικής ανταλλαγής µετατρέπεται στο δραστικότερο µηλόνυλο-ACP. Την αντίδραση αυτή ακολουθεί η σύνθεση των λιπαρών οξέων η οποία πραγµατοποιείται µε την βοήθεια ενός πολυενζυµικού συµπλόκου, της συνθετάσης των λιπαρών οξέων (fatty acid synthetase-FAS). Η αντίδραση περιλαµβάνει την συµπύκνωση της ενεργοποιηµένης ακετυλοµάδας (ακέτυλο-ACP) µε την ενεργοποιηµένη µηλονυλοµάδα (µηλόνυλο-ACP) για τον σχηµατισµό µίας ακετοακετυλικής οµάδας. Η αντίδραση αυτή είναι µία συµπύκνωση Claisen και οδηγεί στην απελευθέρωση ενός µορίου διοξειδίου του άνθρακα.  Στην συνέχεια, το ακετοακέτυλο-ACP ανάγεται από το NADPH (φωσφορικό νικοτινάµιδο αδένινο νουκλεοτίδιο). Ακολουθεί αφυδάτωση του προϊόντος (β-υδροξυ θειολο εστέρας) µε αποτέλεσµα την δηµιουργία διπλού δεσµού στο µόριο, ο οποίος ανάγεται περαιτέρω από το NADPH προς βουτύρυλο ACP. Η βιοσύνθεση λιπιδίων απαιτεί λόγο ακέτυλο-CoA προς NADPH 1:2 (Ratledge, 2014). Το NADPH που είναι απαραίτητο για την ολοκλήρωση των αναγωγικών διεργασιών παρέχεται είτε µέσω της οδού των φωσφορικών πεντοζών, είτε από το µηλικό ένζυµο (malic enzyme-MAE) στον κύκλο αντιδράσεων πυροσταφυλικού/οξαλοξικού/µηλικής τρανσυδρογονάσης (Tai & Stephanopoulos, 2013).  Η σύνοψη των παραπάνω αντιδράσεων είναι η συνένωση δύο ακέτυλοοµάδων προς µία βουτυρυλο οµάδα µε τέσσερα άτοµα άνθρακα. Περαιτέρω συµπύκνωση της ενεργοποιηµένης βουτυριλο-ACP µε άλλο ένα µόριο µηλονυλο-ACP έχει ως αποτέλεσµα τον σχηµατισµό ενός µορίου µε έξι άτοµα άνθρακα, ενώ κάθε επανάληψη της ίδιας διαδικασίας οδηγεί στην προσθήκη δύο ακόµα ατόµων άνθρακα στην αλυσίδα έως ότου σχηµατιστεί το παλµιτικό οξύ (C16:0). Περαιτέρω επιµήκυνση της αλυσίδας επιτυγχάνεται µε αντιδράσεις παρόµοιες µε αυτές που περιγράφηκαν, µε την διαφορά ότι δότης των δύο ατόµων άνθρακα είναι το ακέτυλο-CoA και όχι το µηλόνυλο-ACP.  Η απλοποιηµένη µορφή της παραπάνω διεργασίας περιγράφεται από την αντίδραση:  
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-� + 6��� Όσον αφορά τον βαθµό ακορεστότητας των παραγόµενων λιπαρών οξέων, η εισαγωγή διπλών δεσµών στα µόρια επιτελείται από ειδικές πρωτεΐνες που ονοµάζονται αποκορεσµάσες (desaturases). Οι πρωτεΐνες αυτές  είναι υδρόφοβες και δεσµευµένες στην µεµβράνη. Οι πιο κοινές αποκορεσµάσες (desaturases) που εντοπίζονται στις ζύµες είναι οι ∆9 και ∆12. Η ∆9 καταλύει την εισαγωγή ενός διπλού δεσµού σε κορεσµένο λιπαρό οξύ (C16 ή C18). Η ∆12 καταλύει την εισαγωγή ενός δεύτερου διπλού δεσµού µεταξύ των ανθράκων 12 και 13 στο ελαϊκό οξύ µετατρέποντάς το σε λινελαϊκό οξύ. Η ∆15, όταν υπάρχει, µετατρέπει το λινελαϊκό σε γ-λινολενικό (Beopoulos et al., 2011)  Οι ολοκληρωµένες λιπαρές αλυσίδες µεταφέρονται στην συνέχεια στο ενδοπλασµατικό δίκτυο ή στα λιποσώµατα για την τελική συναρµολόγηση των τριάκυλογλυκερολών (τριγλυκεριδίων), µέσω της οδού Kennedy (Beopoulos et al., 2011; McMurry, 2012; Nelson et al., 2008; Papanikolaou & Aggelis, 2011; Sutanto et al., 2018; Tai & Stephanopoulos, 2013).          



23  2 Σκοπός µελέτης Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιήθηκε αξιοποίηση του οργανικού κλάσµατος στερεών αστικών απορριµµάτων (απόβλητων καφέ και φλοιών στυµµένων πορτοκαλιών) προς τη βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων.  Σε πρώτο στάδιο αναπτύχθηκε µια διεργασία δύο σταδίων για το διαχωρισµό προϊόντων προστιθέµενης αξίας από τα απόβλητα καφέ. Αρχικά µελετήθηκε η εκχύλιση του φυτικού ελαίου µε τη χρήση οξικού αιθυλεστέρα, ενός διαλύτη που θεωρείται πράσινος και διαδοχικά πραγµατοποιήθηκε η εκχύλιση του φαινολικού περιεχοµένου του καφέ. Στα εναποµείναντα στερεά πραγµατοποιήθηκε υδροθερµική προεπεξεργασία και επακόλουθη ενζυµική υδρόλυση για την παραγωγή υδρολύµατος καφέ πλούσιου σε σάκχαρα. Από τους φλοιούς στυµµένων πορτοκαλιών παραλήφθηκαν µετά από εκχύλιση µε νερό τα ελεύθερα σάκχαρα. Τα δύο διαφορετικά ρεύµατα (υδρόλυµα καφέ και ελεύθερα σάκχαρα φλοιών πορτοκαλιού) χρησιµοποιήθηκαν για την βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων.   Σε δεύτερο στάδιο, τρείς διαφορετικοί ελαιογόνοι µικροοργανισµοί (C. curvatus ATCC 20509, L. starkeyi DSM 70296 και R. toruloides NRRL Y-27012) εξετάστηκαν ως προς την ικανότητά τους να αναπτυχθούν και να παράγουν µικροβιακά λιπίδια σε συνθετικό υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα (γλυκόζη, ξυλόζη και µαννόζη). Οι µικροοργανισµοί C. curvatus ATCC 20509 και L. starkeyi DSM 70296 µελετήθηκαν περαιτέρω σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις σε βιοαντιδραστήρα µε σκοπό την αύξηση της παραγωγής µικροβιακών λιπιδίων.      



24  3 Υλικά και Μέθοδοι  3.1 Πρώτες ύλες Ως πρώτες ύλες για την παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη χρησιµοποιήθηκαν απόβλητα φλοιών στυµµένων πορτοκαλιών  και στερεά απόβλητα καφέ.    Τα στερεά απόβλητα καφέ (SCGs) που χρησιµοποιήθηκαν και αξιολογήθηκαν κατά την παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη, συλλέχθηκαν από τοπικά καταστήµατα εστίασης και δεν αποτελούνται από µία συγκεκριµένη ποικιλία καφέ. Το SCGs και τα απόβλητα φλοιών στυµµένων πορτοκαλιών παραλήφθηκαν από τα καταστήµατα σε νωπή µορφή. Ακολούθως πραγµατοποιήθηκε ξήρανση τους στους 40�C έως ότου η υγρασία να είναι σε επίπεδα χαµηλότερα του 10%. Στη συνέχεια, ο καφές και τα απόβλητα φλοιών στυµµένων πορτοκαλιών αποθηκεύτηκαν στην κατάψυξη (-20�C) µέχρι να αναλυθούν και να αξιοποιηθούν περαιτέρω.  3.2 ∆ιαχωρισµός Προϊόντων Υψηλής Προστιθέµενης Αξίας 3.2.1 Στερεά απόβλητα καφέ 3.2.1.1 Φυτικό έλαιο Η εκχύλιση του φυτικού ελαίου των SCGs πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση διαλυτών διαφορετικής πολικότητας και περιβαλλοντικού αποτυπώµατος (εξάνιο, οξικός αιθυλεστέρας) σε αναλογία στερεού προς υγρό 1:10 (w/v) υπό την επίδραση υπερήχων σε υδατόλουτρο για 30 λεπτά. Στην συνέχεια, το δείγµα φυγοκεντρήθηκε σε επιτραπέζια ψυχόµενη φυγόκεντρο  για 10 min στους 4�C, 9000 rpm (Hettich Universal 320) και διηθήθηκε για την πλήρη αποµάκρυνση των στερεών συστατικών από το υγρό εκχύλισµα. Το υγρό εκχύλισµα εξατµίστηκε υπό κενό στους 40οC (Rotary evaporator, BUCHI, R-114) σε προζυγισµένη σφαιρική φιάλη. Για τον υπολογισµό της περιεκτικότητας του δείγµατος σε φυτικό έλαιο (g oil/100g SCGs)  και της απόδοσης της ανάκτησης του φυτικού ελαίου (RY, %)  χρησιµοποιήθηκαν οι παρακάτω εξισώσεις 1 και 2: / = (2345 2678) × 100⁄             (1) %=/ = (2345 2>?>@5	?45	A?B>CB>) × 100⁄             (2) 



25  όπου Woil (g) το βάρος του φυτικού ελαίου που εκχυλίστηκε, WSCGS (g) η αρχική ποσότητα του δείγµατος SCGS και Wtotal oil content (g) η ποσότητα φυτικού ελαίου που εκχυλίστηκε από το SCGS µε τη µέθοδο Soxhlet. 3.2.1.2 Εκχύλιση Φαινολικών Ενώσεων  Η εκχύλιση των φαινολικών συστατικών από  ξηρό δείγµα SCGS βάρους 5g, πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση αιθανόλης 70% (v/v) σε αναλογία στερεού προς υγρό 1:10 και 1:5 (w/v) υπό την επίδραση υπερήχων σε υδατόλουτρο για διάρκεια 20 min. Με το πέρας της εκχύλισης, πραγµατοποιήθηκε διαχωρισµός του  στερεού κλάσµατος µε διήθηση και στη συνέχεια το υγρό εκχύλισµα υπέστη εξάτµιση υπό κενό (Rotary evaporator, BUCHI, R-114) σε προζυγισµένη σφαιρική φιάλη στους 40�C. Τα φαινολικά συστατικά παραλήφθηκαν από την σφαιρική φιάλη µε τη χρήση µεθανόλης (10 mL) και αποθηκεύτηκαν στους -20�C µέχρι περαιτέρω ανάλυσης.  3.2.1.3 Εκχύλιση ελεύθερων σακχάρων µε νερό. Καθώς τα ελεύθερα σάκχαρα αποτελούν ένα από το κύρια συστατικά των φλοιών πορτοκαλιού και εφόσον δύνανται να αποτελέσουν πηγή άνθρακα για την ανάπτυξη ελαιογόνων µικροοργανισµών και την παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων, κρίθηκε απαραίτητη η έκπλυση των φλοιών πορτοκαλιού µε νερό, µε σκοπό την εκχύλιση των ελεύθερων σακχάρων.  Ως δείγµα χρησιµοποιήθηκε ξηρό δείγµα πολτοποιηµένων φλοιών πορτοκαλιού. Η αναλογία στην οποία πραγµατοποιήθηκε η αραίωση του, ήταν 1:10 (w/v), υπό ανάδευση στους 40�C για 2 ώρες. Μετά την ολοκλήρωση της διεργασίας, πραγµατοποιήθηκε διαχωρισµός των στερεών. Το υπερκείµενο το οποίο προέκυψε αναλύθηκε µέσω HPLC µε σκοπό να προσδιοριστεί η περιεκτικότητα σε σάκχαρα.  3.3 Υδροθερµική προ επεξεργασία SCGs άνευ λίπους και φαινολικών και ενζυµική υδρόλυση Η προ επεξεργασία του SCGs άνευ λίπους και φαινολικών συστατικών πραγµατοποιήθηκε µε υδροθερµική διεργασία στους 140�C για 1 ώρα σε αναλογία στερεού-υγρού 1:10 w/v. Σε φιάλες Duran των 100 mL τοποθετήθηκε προζυγισµένη ποσότητα SCGs άνευ λίπους και φαινολικών συστατικών και προστέθηκε η αντίστοιχη 



26  ποσότητα απιονισµένου νερού µε σκοπό την επίτευξη της αναλογίας στερεού προς υγρό 1:10 w/v. Οι φιάλες στην συνέχεια τοποθετήθηκαν σε αυτόκαυστο για 1 ώρα στους 140οC. Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ενζυµική υδρόλυση µε τη χρήση εµπορικών ενζύµων. Για την διεργασία της ενζυµικής υδρόλυσης χρησιµοποιήθηκε µίγµα εµπορικών ενζύµων, το οποίο περιείχε καρβοξυµεθυλκυτταρινάση  (CMCase) (70 U/mL ενζύµου), β-γλυκοσιδάση (80 U/mL ενζύµου), µαλτάση (130 U/ml ενζύµου) και ξυλανάση (55 U/mL ενζύµου). Ως µονάδα ενεργότητας (unit, U) του ενζύµου ορίζεται η ποσότητα του ενζύµου που απαιτείται για να παραχθεί 1 µmol σακχάρου σε 1min. Η υδρόλυση πραγµατοποιήθηκε σε φιάλες Duran όγκου 100 mL, στους 50�C µε αρχική συγκέντρωση στερεών 100 g/L. Το pH ρυθµιζόταν στο 4,8-5,0 καθ’ όλη τη διάρκεια της υδρόλυσης µε 5 Μ NaOH ή 5 M HCl. Αρχικά προστέθηκε ποσότητα ενζύµου που περιείχε 2,8 U CMCase ανά g SCGs, 3,3 U β-γλυκοσιδάση ανά g SCGs, 5,2 U µαλτάση ανά g SCGs και 2,2 U ξυλανάση ανά g SCGs. Ακολούθως τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε θερµαινόµενο λουτρό υπό συνεχή ανάδευση στα 150 rpm (Hotplate stirrer MSH-20D, Witeg, Germany), ενώ πραγµατοποιούνταν λήψη δειγµάτων υπό ασηπτικές συνθήκες για την ανάλυση των σακχάρων.   3.3.1 Προσδιορισµός απόδοσης ενζυµικής υδρόλυσης ηµικυτταρίνης και κυτταρίνης Η απόδοση της ηµικυτταρίνης και κυτταρίνης στην ενζυµική υδρόλυση εκφράστηκε ως το ποσοστό απελευθέρωσης µονοµερών σακχάρων και υπολογίζεται από τις ακόλουθες εξισώσεις: DEόGHIJ	KLMMNOίQJR	(%) = 7TUVWόXYZ×[7Y\]WV^^_`ίaYZ × 100 (3) DEόGHIJ	JbcKLMMNOίQJR	(%) = 7\dad\e`ώa	Y\]WV^^_`ίaYZ×[7Y\]WV^^_`ί]aYZ × 100	(4) Όπου Cµονοµερών ηµικυτταρίνης το άθροισµα των συγκεντρώσεων της γαλακτόζης της µαννόζης και της αραβινόζης µετά την ενζυµική υδρόλυση σε g, Cηµικυτταρίνης η αρχική συγκέντρωση της ηµικυτταρίνης του προεπεξεργασµένου SCGs σε g,  Cκυτταρίνης η αρχική συγκέντρωση της κυτταρίνης του προεπεξεργασµένου SCGs σε g και R ο συντελεστής διόρθωσης κατά την ενζυµική υδρόλυση (0,9 για γλυκόζη, γαλακτόζη και µαννόζη και 0,88 για την αραβινόζη.  



27   3.4 Μικροοργανισµοί  Στην παρούσα µεταπτυχιακή µελέτη για την πραγµατοποίηση των ζυµώσεων χρησιµοποιήθηκαν µικροοργανισµοί που ανήκουν στην κατηγορία των ζυµών. Συγκεκριµένα , χρησιµοποιήθηκαν οι ζύµες Lipomyces starkeyi DSM 70296 (Leibniz Institute DSMZ-German Collection of Microorganisms and Cell Cultures GmbH,  Braunschweig, Germany), Cryptococcus curvatus ATCC 20509 (American Type Culture Collection-ATCC, Manassas, Virginia, U.S.A.)  και ο µικροοργανισµός Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 (ARS Culture Collection-NRRL, Peoria, Illinois, U.S.A.). Στους συγκεκριµένους µικροοργανισµούς µακροχρόνια αποθήκευση πραγµατοποιήθηκε σε διάλυµα γλυκερόλης (50% (v/v)), σε συνθήκες κατάψυξης (-80�C).   3.5 Υπόστρωµα Προκαλλιέργειας Η παρασκευή και ανάπτυξη της προκαλλιέργειας πραγµατοποιήθηκε σε κωνικές φιάλες 500 mL (Erlenmeyer baffled flasks) πληρωµένες µέχρι τα 100 mL µε θρεπτικό µέσο αποτελούµενο από 10 g/L γλυκόζη,  10 g/L πεπτόνη και εκχύλισµα ζύµης. σε συγκέντρωση επίσης 10 g/L. Τα υλικά και θρεπτικά µέσα που χρησιµοποιήθηκαν αποστειρώθηκαν στους 121�C για 20 min, µε την πηγή άνθρακα να αποστειρώνεται ξεχωριστά.  Οι αποστειρωµένες κωνικές φιάλες εµβολιάστηκαν κάτω από ασηπτικές συνθήκες, σε θάλαµο κάθετης νηµατικής ροής (Laminar) µε ένα φιαλίδιο (Cryovial), στο οποίο φυλασσόταν το εναιώρηµα κυττάρων. Στην συνέχεια, οι εµβολιασµένες προκαλλιέργειες τοποθετήθηκαν σε ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο (Shaker, New Brunswick Sc, USA) υπό σταθερές συνθήκες θερµοκρασίας  (30±1�C) και ανάδευσης (180±5 rpm). Η διάρκεια της επώασης διαφέρει µεταξύ των διαφορετικών ζυµών που µελετήθηκαν. Στην περίπτωση του µικροοργανισµού Lipomyces starkeyi DSM 70296 οι κωνικές φιάλες επωάστηκαν για 44-48 ώρες, ενώ στην περίπτωση των Cryptococcus curvatus ATCC 20509 και Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 οι κωνικές φιάλες επωάστηκαν για 24 περίπου ώρες. Στη συνέχεια κάτω από ασηπτικές συνθήκες το εµβόλιο (10%, v/v) προστέθηκε στο θρεπτικό µέσο της ζύµωσης.    



28  3.6 Θρεπτικό µέσο για τη βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους σε ασυνεχείς ζυµώσεις Οι τρεις ζύµες που προαναφέρθηκαν εξετάστηκαν ως προς την ικανότητα τους να συσσωρεύουν ενδοκυτταρικά λίπος σε  συνθετικό υπόστρωµα  µε διαφορετική πηγή άνθρακα. Τα διαφορετικά σάκχαρα που εξετάστηκαν ήταν η γλυκόζη, η µαννόζη και η ξυλόζη. Πιο συγκεκριµένα η σύσταση του υποστρώµατος ήταν:  εµπορική πηγή άνθρακα µε αρχική συγκέντρωση 70 g/L, ως πηγή αζώτου χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα ζύµης 1 g/L και βακτηριακή πεπτόνη 2 g/L.Τέλος, χρησιµοποιήθηκε µίγµα αλάτων και ιχνοστοιχείων όπου η συγκέντρωση αυτών παρουσιάζεται στον Πίνακας 1. Η προαναφερθείσα σύσταση του θρεπτικού υποστρώµατος  αντιστοιχεί σε λόγο άνθρακα προς άζωτο  � 	 = 70⁄ . Το σύνολο των ζυµώσεων έλαβε χώρα σε περιοριστικές σε άζωτο συνθήκες. Επιπρόσθετα, πραγµατοποιήθηκαν ασυνεχής ζυµώσεις µε τον µικροοργανισµό  Lipomyces starkeyi DSM 70296 µε τη χρήση του υδρολύµατος καφέ και των ελεύθερων σακχάρων φλοιών πορτοκαλιού ως πηγή άνθρακα για την παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων, µε την προσθήκη πηγής αζώτου και αλάτων ανάλογα µε τις υπόλοιπες κλειστές καλλιέργειες Οι ζυµώσεις πραγµατοποιήθηκαν υπό ανάδευση στις 180 rpm και σε θερµοκρασίας 30�C. Κατά τη διάρκεια της ζύµωσης το pH του υποστρώµατος ρυθµιζόταν στο 5.8-6.0 µε τη χρήση NaOH 5M. Και σε αυτή την περίπτωση τα υλικά και θρεπτικά µέσα που χρησιµοποιήθηκαν αποστειρώθηκαν στους 121�C για 20 min. Η πηγή άνθρακα  και η πηγή αζώτου να αποστειρώθηκαν ξεχωριστά και προστέθηκαν ασηπτικά στο υγρό της ζύµωσης πριν τον εµβολιασµό.        



29  Πίνακας 1. Μίγµα αλάτων και ιχνοστοιχείων θρεπτικού µέσου Σύσταση θρεπτικού µέσου KH2PO4 (g/L) 7 Na2HPO4 (g/L) 2,5 FeCl3・6H2O (g/L) 0,15 MgSO4・7H2O (g/L) 1,5 MnSO4・H2O (g/L) 0,06 ZnSO4・H2O (g/L) 0,02 CaCl2・2H2O (g/L) 0,015 3.7 Θρεπτικό µέσο για τη βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις σε βιοαντιδραστήρα Οι µικροοργανισµοί που αξιολογήθηκαν ως πιο αποτελεσµατικοί ως προς την ικανότητα συσσώρευσης ενδοκυτταρικού λίπους στις ασυνεχείς ζυµώσεις στις κωνικές φιάλες, στη συνέχεια εξετάστηκαν σε ηµι-συνεχή ζύµωση σε βιοαντιδραστήρα. Πιο συγκεκριµένα, οι µικροοργανισµοί Lipomyces starkeyi DSM 70296 και Cryptococcus curvatus ATCC 20509 καλλιεργήθηκαν σε βιοαντιδραστήρα συνολικού όγκου 6.7 L (Bioengineering, RALF Advanced) µε ενεργό όγκο 3 L. Ως πηγή άνθρακα χρησιµοποιήθηκε µίγµα γλυκόζης-ξυλόζης σε αναλογία 2:1, ενώ η αρχική συγκέντρωση σακχάρων ήταν τα 100 g/L. Η σύσταση του θρεπτικού µέσου αποτελείτο από 6 g/L εκχύλισµα ζύµης και µίγµα αλάτων και ιχνοστοιχείων όπως παρουσιάζονται στον Πίνακας 1, όπως αναλύθηκε στην παράγραφο  3.5.  Τα εν λόγω πειράµατα, καθ’ όλη τη διάρκεια της ζύµωσης υπήρχαν σταθερές συνθήκες pH στο 6.0 και θερµοκρασίας (30�C). Η ρύθµιση του pΗ πραγµατοποιούνταν µε αυτόµατη προσθήκη 5M ΝaOH. Ο ρυθµός ανάδευσης στο βιοαντιδραστήρα ρυθµίστηκε στα 150-450 rpm, προκειµένου να διατηρηθεί το επίπεδο του διαλυτού οξυγόνου (DO) στο εσωτερικό του βιοαντιδραστήρα στο 20% µε σταθερό αερισµό στο 1 vvm. Όταν η συγκέντρωση των σακχάρων στο υγρό της ζύµωσης ήταν περίπου στα 20 g/L πραγµατοποιούνταν προσθήκη πυκνού διαλύµατος γλυκόζης και ξυλόζης (συγκέντρωσης ~650 g/L). 



30  3.8 Αναλυτικές µέθοδοι 3.8.1 Προσδιορισµός Υγρασίας  Για τον υπολογισµό του ποσοστού της περιεχόµενης υγρασίας, σε προζυγισµένο δοχείο τοποθετείται ποσότητα καφέ, το σύνολο ζυγίζεται και τοποθετείται στον φούρνο στους 115�C για 24 ώρες. Στην συνέχεια, το δείγµα µεταφέρεται στον αφυγραντήρα µέχρι σταθερού βάρους και ζυγίζεται.  3.8.2 Προσδιορισµός Τέφρας Για τον υπολογισµό της τέφρας, δείγµα καφέ µεταφέρεται σε πυρακτωµένες και προζυγισµένες κάψες πορσελάνης και τοποθετείτε στον φούρνο στους 80�C  µέχρι την πλήρη αποµάκρυνση της υγρασίας. Αφού το δείγµα ζυγιστεί, οι κάψες πορσελάνης τοποθετούνται στον φούρνο της αποτέφρωσης όπου πυρώνονται στους 550-600�C µέχρι να γίνει η αποτέφρωση (6 ώρες). Στην συνέχεια οι κάψες πορσελάνης µεταφέρονται σε αφυγραντήρα και αφού επανέλθουν σε θερµοκρασία περιβάλλοντος στο εσωτερικό του αφυγραντήρα, ζυγίζονται και η τέφρα υπολογίζεται ως το ανόργανο κλάσµα που απέµεινε στην κάψα πορσελάνης. Το ποσοστό της τέφρας υπολογίζεται ως το βάρος της τέφρας διαιρούµενο µε το βάρος του δείγµατος µετά την αφαίρεση της υγρασίας στους 80�C, σύµφωνα µε την εξίσωση 5:  %	gέiON = 	 (gέiON	(j) kάOHR	mJOHύ	GoίpbNMHR	(j)	q3°s)⁄  ×100            (5) 3.8.3 Προσδιορισµός Εκχυλίσιµων Συστατικών  Προκειµένου να ακολουθήσει ο προσδιορισµός της σύστασης του καφέ, είναι απαραίτητη η απαγωγή των εκχυλίσιµων συστατικών από το δείγµα. Η διαδικασία αυτή πραγµατοποιήθηκε µέσω εκχύλισης Soxhlet. Κατά την υλοποίηση της κλασικής µορφής της εκχύλισης Soxhlet το δείγµα τοποθετείται σε µία ειδική πορώδη θήκη (thimble), οποία µεταφέρεται σε ειδική υποδοχή της συσκευής Soxhlet, τον θάλαµο εκχύλισης. Στο κάτω µέρος της συσκευής τοποθετείται µία σφαιρική φιάλη, η οποία περιέχει το διαλύτη που χρησιµοποιείται από την εκχύλιση. Ο διαλύτης θερµαίνεται από θερµαντικό µανδύα και οι ατµοί φθάνουν µέσω ενός πλάγιου σωλήνα στον θάλαµο εκχύλισης, όπου συµπυκνώνονται και διαβρέχουν το δείγµα. Όταν ο διαλύτης φθάσει σε ένα συγκεκριµένο ύψος στην θάλαµο εκχύλισης, δηµιουργείται σιφωνισµός και ο 



31  διαλύτης µαζί µε την ουσία που εκχύλισε, επιστρέφει στην σφαιρική φιάλη. Η όλη διαδικασία συνεχίζεται µέχρι όλα τα εκχυλίσιµα συστατικά να παραληφθούν από τον διαλύτη. Η εκχύλιση Soxhlet παρουσιάζει ορισµένα σηµαντικά πλεονεκτήµατα. Καθώς το δείγµα έρχεται σε επαναλαµβανόµενη επαφή µε φρέσκο- ακόρεστο διαλύτη, µεταβάλλεται συνεχώς ο συντελεστής µεταφοράς µάζας. Παράλληλα, το δείγµα δεν έρχεται απευθείας σε επαφή µε πηγή θερµότητας, µε αποτέλεσµα να µην υπάρχει κίνδυνος καύσης του δείγµατος (De Castro & Priego-Capote, 2010).  Η διαδικασία της εκχύλισης πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τους Sluiter et al. (2005). Για την υλοποίηση της διαδικασίας, αρχικά σε στεγνή και προζυγισµένη σφαιρική φιάλη προστίθενται πέτρες βρασµού και το σύνολο ζυγίζεται. Στην συνέχεια ζυγίζεται το thimble και στο εσωτερικό του τοποθετείται το ξηρό δείγµα καφέ. Το thimble πωµατίζεται µε βαµβάκι, διπλώνεται προκειµένου να σφραγιστεί και το σύνολο ζυγίζεται.  Ανάλογα µε το συστατικό του δείγµατος που θέλουµε να εκχυλίσουµε επιλέγουµε τον κατάλληλο διαλύτη. Έτσι, για την εκχύλιση των λιπαρών υλών ο διαλύτης που χρησιµοποιείται είναι το εξάνιο, για την εκχύλιση των υδατοδιαλυτών συστατικών υπερκάθαρο νερό ενώ για την εκχύλιση των συστατικών που είναι διαλυτά στην αιθανόλη, επιλέγεται η τελευταία. Στην προζυγισµένη σφαιρική φιάλη τοποθετούνται 190 ml διαλύτη, το δείγµα και η σφαιρική µεταφέρονται στην συσκευή Soxhlet και ξεκινάει η διαδικασία της εκχύλισης. Ο θερµαντικός µανδύας ρυθµίζεται σε θερµοκρασία τέτοια ώστε να επιτυγχάνονται 4-5 σιφωνισµοί την ώρα και η εκχύλιση πραγµατοποιείται για 24 ώρες. Στην περίπτωση που ο διαλύτης που είχε υπολογιστεί για την εκχύλιση ήταν το νερό, τότε το εκχύλισµα τοποθετείται σε ογκοµετρική φιάλη, συµπληρώνεται µέχρι τα 200 ml µε υπερκάθαρο νερό και εξετάζεται µέσω υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC).  Αν είναι απαραίτητο να ακολουθήσει και  εκχύλιση των συστατικών που είναι διαλυτά στην αιθανόλη, τότε το thimble µε το δείγµα του καφέ παραµένει στην υποδοχή της συσκευής Soxhlet και σε προζυγισµένη σφαιρική φιάλη προστίθεται αιθανόλη περιεκτικότητας 70% (v/v) και ακολουθείται η ίδια διαδικασία που περιεγράφηκε προηγουµένως. Μετά την ολοκλήρωση της διαδικασίας το εκχύλισµα της αιθανόλης αφαιρείται, εξατµίζεται σε περιστροφικό εξατµιστήρα (Rotary evaporator, BUCHI, R-114) και το υπόλειµµα ζυγίζεται. Το ίδιο πράττεται και για την εκχύλιση των λιπαρών συστατικών του δείγµατος. Μετά την ολοκλήρωση της εκχύλισης, αφαιρείται και το thimble και τοποθετείται στον φούρνο 



32  µέχρι ξηρού βάρους οπότε και ζυγίζεται. Η περιεκτικότητα του δείγµατος σε εκχυλίσιµα συστατικά, εκφράζεται ως ο λόγος του βάρους των τελευταίων, προς το βάρος του ξηρού δείγµατος που τοποθετήθηκε στην συσκευή Soxhlet προς εκχύλιση.  3.8.4 Προσδιορισµός των δοµικών πολυσακχαριτών και λιγνίνης Για την ανάλυση της σύστασης των δοµικών υδατανθράκων και της λιγνίνης στην πρώτη ύλη SCGs χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος κατά Sluiter et al., 2008 (Sluiter et al., 2008), η οποία προϋποθέτει στερεά σωµατίδια µε συγκεκριµένο εύρος µεγέθους. Έτσι, η ξηρή βιοµάζα SCGs κοσκινίζεται µε την χρήση κόσκινων 1 mm και 0,25 mm. Το κλάσµα που παραµένει στα κόσκινα µεγέθους 0,25 mm παραλαµβάνεται και ζυγίζεται ποσότητα ίση µε 0,3 g. Παράλληλα, το δείγµα που χρησιµοποιείται για την µέθοδο θα πρέπει να είναι απαλλαγµένο από εκχυλιζόµενες ουσίες, έτσι στο δείγµα έχει προηγηθεί εκχύλιση Soxhlet.  Η ποσότητα του δείγµατος υπόκειται σε όξινη υδρόλυση δύο σταδίων. Συγκεκριµένα, τα δείγµατα τοποθετήθηκαν σε φιάλες αναεροβίωσης, στα οποία πραγµατοποιήθηκε  προσθήκη 3 mL H2S04 72% (v/v) και παρέµειναν στους 30�C για 1 h υπό ανάδευση σε µαγνητικό αναδευτήρα. Μετά την πάροδο του χρόνου, πραγµατοποιήθηκε αραίωση του διαλύµατος του H2S04 σε τελική συγκέντρωση 4% v/v, µε την προσθήκη 84 mL υπερκάθαρου H2O σε κάθε δείγµα, µε αποτέλεσµα ο συνολικός όγκος του κάθε δείγµατος να φτάσει στα 86,73 mL. Στη συνέχεια ακολουθεί το δεύτερο στάδιο της υδρόλυσης, το οποίο προϋποθέτει την τοποθέτηση των σφραγισµένων φιαλών αναεροβίωσης στο αυτόκαυστο για 60 min στους 121�C. Παράλληλα µε τα δείγµατα, όλη η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε και για διάλυµα σακχάρων γνωστής συγκέντρωσης (Calibration Verification Standard-CVS), για τον υπολογισµό του ποσοστού των σακχάρων που αποµακρύνονται κατά την όξινη υδρόλυση (sugar recovery standards- SRS).  Μετά το πέρας τις 1 h τα δείγµατα διηθήθηκαν υπό κενό µε την χρήση ειδικών προζυγισµένων φίλτρων (Glass fibers). Τα φίλτρα µαζί µε όλη την ποσότητα των στερεών δειγµάτων µεταφέρθηκαν σε προζυγισµένες κεραµικές κάψες, τοποθετήθηκαν στον φούρνο (80�C, 24h)  για την πλήρη αποµάκρυνση της υγρασίας και στη συνέχεια στον αφυγραντήρα µέχρι να επανέλθουν σε θερµοκρασία περιβάλλοντος οπότε και ζυγίστηκαν. Τέλος, τα δείγµατα αποτεφρώθηκαν στους 



33  560�C για 4h και από τη διαφορά των δυο ζυγίσεων µεταξύ 80�C και 560�C υπολογίζεται η ποσότητα της αδιάλυτης λιγνίνης (AIL, %).  Το υγρό κλάσµα που αποµονώθηκε κατά την διήθηση υπό κενό, ογκοµετρήθηκε και φωτοµετρήθηκε µέσω φασµατοσκοπίας UV-Vis (Jasco V-530) στα 290 nm αφού πρώτα ελέγχθηκε φωτοµετρικά το µέγιστο της απορρόφησης. Ο υπολογισµός της περιεκτικότητας του δείγµατος σε διαλυτή λιγνίνη (ASL, %) πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε την εξίσωση 6: ASL(%) = (αx� × V × Dil	 ε × Μ × pathlength	) × 100⁄              (6) όπου, αbs η απορρόφηση του δείγµατος, V ο όγκος του φιλτραρισµένου δείγµατος, Dil η αραίωση, Ε η απορροφητικότητα της βιοµάζας στο συγκεκριµένο µήκος κύµατος, Μ η µάζα του στερεού δείγµατος που ζυγίζεται στο αρχικό στάδιο και pathlength το πάχος της κυψελίδας που χρησιµοποιείται για την φωτοµέτρηση. Η συνολική ποσότητα της λιγνίνης (δείγµατος ελεύθερου από εκχυλιζόµενες ουσίες) υπολογίζεται ως: %�cpQίQJ	 = %
�� +%
-�             (7) Για τον ποσοτικό και ποιοτικό προσδιορισµό των δοµικών υδατανθράκων του δείγµατος χρησιµοποιήθηκε Υγρή Χρωµατογραφίας Υψηλής Απόδοσης (High Performance Liquid Chromatography-HPLC) εξοπλισµένη µε στήλη Shodex SP0810 στους 60�C και ρυθµό ροής 0,6 mL/min µε υπερκάθαρο νερό ως κινητή φάση. Αναλυτικά, 10 mL διηθήµατος από το κάθε δείγµα αποµονώθηκαν και εξουδετερώθηκαν µε CaCO3 µέχρι το pH να φτάσει στα όρια 5,0-5,5 για να αποφευχθεί η κατακρήµνιση των σακχάρων σε υψηλότερο pH. Το εξουδετερωµένο διάλυµα φυγοκεντρήθηκε (10 min, 9000 rpm, 4�C) και το υπερκείµενο φιλτραρίστηκε (0,02 µm) οπότε και ακολούθησε ο προσδιορισµός των σακχάρων µέσω HPLC.  Για τον υπολογισµό της συγκέντρωσης των σακχάρων αρχικά υπολογίζεται το ποσοστό ανάκτησης τους, διαιρώντας την αναγνωριζόµενη από την HPLC συγκέντρωση του πρότυπου διαλύµατος σακχάρων πριν την κατεργασία στο αυτόκαυστο, µε την παρατηρούµενη συγκέντρωση µετά (sugar recovery standards- SRS) σύµφωνα µε την εξίσωση (8):  



34  %	=���@� = ����έ�����	��������ύ����	�έ��	���7	(��  )����έ������	����ύ���	¡��  ¢ × 100             (8) Όπου % Rsugar το ποσοστό ανάκτησης του κάθε σακχάρου µετά την κατεργασία µε το αυτόκαυστο· και όπου συγκέντρωση προτύπου, η συγκέντρωση του συγκεκριµένου σακχάρου στο πρότυπο διάλυµα πριν την κατεργασία µε το αυτόκαυστο. Το παραπάνω ποσοστό ανάκτησης σακχάρων, χρησιµοποιείται προκειµένου να γίνει διόρθωση της παρατηρούµενης συγκέντρωσης του κάθε σακχάρου του εξεταζόµενου δείγµατος, συνυπολογίζοντας στον τύπο και την πιθανή αραίωση του δείγµατος, εξίσωση (9): £LpKέQMO¤IJ	INK¥άOHL	�¦��§��έ���	¦�ί�����¨ = ©���έ������	���ªά���	«¬ ×®��ί���%	[¯°�±² ³33⁄   (9) Στην συνέχεια, προκειµένου να υπολογιστεί η συγκέντρωση των πολυµερών των σακχάρων, πριν τις υδρολύσεις, χρησιµοποιείται ένας διορθωτικός συντελεστής που συνυπολογίζει την απώλεια ενός µορίου νερού κατά την δηµιουργία ενός γλυκοζυτικού δεσµού. Ο συντελεστής αυτός ισούται µε 0,88 (132/150) για σάκχαρα µε 5 άτοµα άνθρακα (ξυλόζη και αραβινόζη) και 0,9 (162/180) για σάκχαρα µε 6 άτοµα άνθρακα (γλυκόζη, γαλακτόζη και µαννόζη). Έτσι προκύπτει η συγκέντρωση των εκάστοτε πολυσακχαριτών σε g/L, η οποία ανάγεται σε % περιεκτικότητα επί του αρχικού ξηρού δείγµατος. Μέσω της συγκέντρωσης της γλυκόζης, που υπολογίζεται όπως περιεγράφηκε, προσδιορίζεται η συγκέντρωση της κυτταρίνης, ενώ το σύνολο των συγκεντρώσεων των υπολοίπων πολυσακχαριτών αποτελεί την ηµικυτταρίνη.  3.8.5 Προσδιορισµός Πρωτεϊνης Για τον προσδιορισµό της συνολικής περιεκτικότητας του δείγµατος σε πρωτεΐνη, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος Kjeldahl. Η µέθοδος Kjeldahl περιλαµβάνει µια διεργασία τριών σταδίων που αποτελείται από την χώνευση, την απόσταξη και την τιτλοδότηση. Η πέψη του οργανικού υλικού επιτυγχάνεται χρησιµοποιώντας πυκνό H2SO4, υψηλή θερµοκρασία, Na2SO4, για να αυξηθεί το σηµείο βρασµού και έναν καταλύτη  για να επιταχυνθεί η αντίδραση. Αυτή η διαδικασία µετατρέπει το σύνολο του αζώτου στο δείγµα σε θειικό αµµώνιο. Το υπόλειµµα εξουδετερώνεται µε την προσθήκη NaOH, που µετατρέπει το θειικό αµµώνιο σε αµµωνία, η οποία αποστάζεται και συλλέγεται σε 



35  µια φιάλη υποδοχής που περιέχει περίσσεια βορικού οξέος, σχηµατίζοντας βορικό αµµώνιο. Στη συνέχεια, ανιόντα βορικού οξέος που σχηµατίζονται, τιτλοδοτούνται µε οξύ µε τη χρήση κατάλληλου δείκτη τελικού σηµείου για την εκτίµηση της συνολικής περιεκτικότητας του δείγµατος σε άζωτο. Μετά τον προσδιορισµό του συνολικού αζώτου, απαιτείται η χρήση ενός συγκεκριµένου συντελεστή µετατροπής για τη µετατροπή της µετρούµενης περιεκτικότητας σε άζωτο, σε περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη. Οι περισσότερες πρωτεΐνες περιέχουν 16% άζωτο, εποµένως ο συντελεστής µετατροπής είναι 6,25 (Goulding et al., 2020)(Jiang et al., 2014).  Για τον ποσοτικό προσδιορισµό της πρωτεΐνης στην παρούσα µελέτη, χρησιµοποιήθηκε µονάδα απόσταξης Kjeltek TM 8100 (Foss, Denmark). Ξηρό δείγµα ζυγίστηκε µε ακρίβεια τεσσάρων δεκαδικών σε ρυζόχαρτο και τοποθετήθηκε σε σωλήνα πέψης.  Με δοσοµετρητή (Βottle top dispenser) έγινε προσθήκη 25 mL H2SO4 και προστέθηκε µία ταµπλέτα  Kjeldahl που περιέχει Na2SO4 96,5% ,CuSO4 1,5% και Se 2,0%. Τα ίδια αντιδραστήρια προστέθηκαν και για το τυφλό δείγµα. Η χώνευση διεξήχθη στους 430�C για 1 h και αφού οι σωλήνες επανήλθαν σε θερµοκρασία περιβάλλοντος ακολουθήσε το στάδιο της απόσταξης. Στο στάδιο αυτό πραγµατοποιείται αυτόµατη προσθήκη 30 mL H2O και 100 mL NaOH (40%, w/v). Το υγρό που προκύπτει µετά την απόσταξη συλλέγεται σε κωνική φιάλη στην οποία έχει προστεθεί προηγουµένως 50 mL διαλύµατος βορικού οξέος µε σύσταση 40 g βορικού οξέος, 7 mL δείκτη ερυθρό του µεθυλίου (0,1%) και 10 mL δείκτη πράσινο της βρωµοκρεσόλης (0,1%)  για ένα λίτρο διαλύµατος. Τέλος, ακολούθησε η τιτλοδότηση των βορικών ανιόντων µε πρότυπο διάλυµα HCl κανονικότητας 0,1 Ν. Ο όγκος του πρότυπου διαλύµατος HCl που καταναλώνεται κατά την τιτλοδότηση µεταφράζεται σε συνολική ποσότητα αζώτου σύµφωνα µε την εξίσωση 10: Άζωτο(%) =((mL	δειγματος − mL	τυφλού) ∗ Ν ∗ 1,4007) mg	ξηρού	δείγματος)	x100⁄              (10) όπου Ν η κανονικότητα του διαλύµατος HCl, mL δείγµατος τα mL 0,1 N HCl που καταναλώθηκαν κατά την τιτλοδότηση του δείγµατος και mL τυφλού τα mL 0,1 N HCl που καταναλώθηκαν κατά την τιτλοδότηση του τυφλού δείγµατος. 



36  Στη συνέχεια, το ποσοστό της πρωτεΐνης που περιέχεται στο δείγµα υπολογίζεται από την εξίσωση 11: Πρωτεΐνη	(%) = Άζωτο(%) × 6,25	            (11) όπου 6,25 ο συντελεστής µετατροπής του οργανικού αζώτου σε πρωτεΐνες όπως αναφέρθηκε προηγουµένως. 3.8.6 Ποσοτικός Προσδιορισµός κυτταρικής µάζας Ο ποσοτικός προσδιορισµός της βιοµάζας πραγµατοποιήθηκε µε µέτρηση του ξηρού βάρους. Κατά την ανάλυση, δείγµα όγκου 2ml (µε επανάληψη), µεταφέρεται σε φιαλίδιο Eppendorf και φυγοκεντρείται (10000 rpm, 10 min, 4�C). Στη συνέχεια πραγµατοποιείται έκπλυση των κυττάρων µε χρήση απιονισµένου νερού και τα κύτταρα φυγοκεντρούνται ξανά. Το υπερκείµενο απορρίπτεται και το στερεό µεταφέρεται στον φούρνο για την αποµάκρυνση της υγρασίας και τελικά στον αφυγραντήρα µέχρι σταθερού βάρους. Το ξηρό υπόλειµµα ζυγίζεται σε ζυγό ακριβείας τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων και εκφράζεται σε g/L.  3.8.7 Ποσοτικός Προσδιορισµός Ενδοκυτταρικού Μικροβιακού Ελαίου Για τον ποσοτικό προσδιορισµό του ενδοκυτταρικού λίπους, σε πρώτο στάδιο απαιτείται η διάρρηξη της κυτταρικής µεµβράνης της βιοµάζας και η εκχύλιση του λίπους µε την χρήση οργανικού διαλύτη. Πιο συγκεκριµένα, δείγµα υγρής καλλιέργειας (50 mL), φυγοκεντρείται (9000 rpm, 4�C, 10 min) και στην συνέχεια ξεπλένεται µε τη χρήση απιονισµένου νερού και  τοποθετείται σε προζυγισµένο  φιαλίδιο (McCartney). Το δείγµα µεταφέρεται σε λυοφιλιωτή (freeze dryer), για την αποµάκρυνση της υγρασίας και ζυγίζεται µε σκοπό τον προσδιορισµό της ξηρής βιοµάζας. Στην συνέχεια το δείγµα κονιορτοποιείται και προστίθεται µίγµα διαλυτών χλωροφορµίου/µεθανόλης αναλογίας 2:1 (Folch et al., 1957). Το φιαλίδιο σφραγίζεται αεροστεγώς. Έπειτα, στο δείγµα επιδρούν υπέρηχοι σε λουτρό (BANDELIN; SONOPLUS Ultrasonic Homogenizers) για 30 λεπτά προκειµένου να υποβοηθηθεί η διάρρηξη των κυττάρων εξαιτίας των µεγάλων διατµητικών τάσεων που αναπτύσσονται (Lee et al., 2017). Τέλος το δείγµα αφήνεται σε συνθήκες σκότους, για την αποφυγή της φωτο-οξείδωσης των λιπαρών οξέων, για τουλάχιστον 72 ώρες.  



37  Με την πάροδο του απαραίτητου χρονικού διαστήµατος, το µίγµα διηθείται µε την χρήση διπλού διηθητικού χαρτιού, στο εσωτερικό προζυγισµένης σφαιρικής φιάλης εξάτµισης. Το στερεό δείγµα ξηραίνεται στον φούρνο στους 80�C και µεταφέρεται στον αφυγραντήρα προκειµένου να επεξεργαστεί περαιτέρω, ενώ η σφαιρική φιάλη οδηγείται προς εξάτµιση υπό κενό σε περιστροφικό εξατµιστήρα (Rotary evaporator, BUCHI, R-114) στους 50�C για την αποµάκρυνση των πτητικών διαλυτών. Το µικροβιακό λίπος παραλαµβάνεται εντός της κωνικής φιάλης, η οποία τοποθετείται στον φούρνο στους 50�C για 30 min και κατόπιν στον αφυγραντήρα µέχρι να επανέλθει σε θερµοκρασία περιβάλλοντος. Τελικά, ζυγίζεται για τον προσδιορισµό της µάζας του περιεχοµένου λίπους. Η ποσότητα αυτή, που προέρχεται από καθορισµένο όγκο δείγµατος ανάγεται τελικά σε g λίπους ανά λίτρο καλλιέργειας, ενώ επίσης προσδιορίζεται η επί της % περιεκτικότητα λίπους της κυτταρικής βιοµάζας, σύµφωνα µε την εξίσωση 12 : %EoOcoKMcKόMJMN	Io	ÌίEHR = (j	ÌίEHLR	 j	ÍcHbάÎNR)	Ï × 100              (12)  Η βιοµάζα που ανακτήθηκε µετά την εκχύλιση των λιπιδίων δύναται να περιέχει επιπλέον ποσότητα λίπους, αφού είναι πιθανό να µην έχει διαρρηχθεί το σύνολο των λυοφιλιωµένων κυττάρων. Προκειµένου να προσδιοριστεί το σύνολο του λίπους που περιέχεται στο υπόλειµµα αυτό, σε προζυγισµένο φιαλίδιο McCartney προστίθενται, για κάθε 500 mg υπολειµµατικής βιοµάζας, 6 ml HCl συγκέντρωσης 4Μ. Το µίγµα θερµαίνεται στους 80oC για µία ώρα υπό ανάδευση. Αφού το µίγµα επανέλθει σε θερµοκρασία περιβάλλοντος, προστίθενται 6 ml  µίγµατος διαλυτών  χλωροφορµίου/µεθανόλης µε αναλογίας 2:1 (Folch et al., 1957), οπότε σχηµατίζεται ένα τριφασικό σύστηµα στο οποίο η πάνω φάση είναι η όξινη υδατική φάση, στην µέση βρίσκονται τα υπολείµµατα των κυττάρων, ενώ η κάτω φάση είναι η οργανική, αποτελούµενη από το µίγµα διαλυτών Folch και διαλυµένο σε αυτό το εναποµείναν λίπος. Η οργανική φάση αποµονώνεται µε την χρήση πιπέτας και τοποθετείται σε προζυγισµένη σφαιρική φιάλη. Το πτητικό µίγµα διαλυτών Folch, εξατµίζεται σε περιστροφικό εξατµιστήρα και η φιάλη µε το περιεχόµενο λίπος τοποθετείται στον φούρνο στους 80�C για 1 h και στην συνέχεια στον αφυγραντήρα µέχρι σταθερού βάρους, οπότε και ζυγίζεται. Το λίπος υπολογίζεται µέσω της διαφοράς του βάρους της φιάλης (Tapia et al., 2012).  Το βάρος του λίπους που αποµονώνεται, διαιρείται µε το 



38  βάρος της κυτταρικής βιοµάζας από την οποία εξάχθηκε, αφού σε αυτή προστεθεί το λίπος που εξάχθηκε µε την µέθοδο Folch σύµφωνα µε την εξίσωση 13:  		%����75 = �	?45« �	Ð7Ñ�(�Ð7Ñ∗%?45	ÒÓÔÕÖ)       (13)   3.8.8 Προσδιορισµός Λιπαρών Οξέων Ο προσδιορισµός της σύστασης των λιπιδίων σε λιπαρά οξέα πραγµατοποιείται µέσω αέριας χρωµατογραφίας (Gas Chromatography-GC). Η µέθοδος απαιτεί τη πρότερη µετατροπή των λιπαρών οξέων  σε µεθυλεστέρες (Fatty Acid Methyl Esters-FAMEs), εξαιτίας της µεγαλύτερης πτητικότητας καθώς και της µικρότερης πολικότητάς τους έναντι των αντίστοιχων λιπαρών οξέων. Η αντίδραση της µεθυλεστεροποίησης πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε τη γενικευµένη µέθοδο από (Papanikolaou et al., 2001), η οποία αποτρέπει την µετατροπή των cis ισοµερών των λιπαρών οξέων σε trans. Η διαδικασία αποτελείται από δύο διακριτά στάδια. Στο πρώτο, που πραγµατοποιείται σε αλκαλικό περιβάλλον, συντελείται µετατροπή των γλυκεριδίων σε µεθυλεστέρες λιπαρών οξέων µέσω αντίδρασης πυρηνόφιλης υποκατάστασης, µε ταυτόχρονη µετατροπή των ελεύθερων λιπαρών οξέων σε σάπωνες νατρίου σύµφωνα µε την αντίδραση στην Εικόνα 11.  



39   Εικόνα 11. Μηχανισµός αντίδρασης µετατροπής των γλυκεριδίων σε µεθυλεστέρες και των λιπαρών οξέων σε σάπωνες Στο δεύτερο στάδιο, το οποίο πραγµατοποιείται σε όξινο περιβάλλον, οι σάπωνες που προέκυψαν στο προηγούµενο στάδιο διίστανται και στην συνέχεια αντιδρούν µε µεθανόλη, µετατρεπόµενοι σε µεθυλικούς εστέρες σύµφωνα µε την Εικόνα 12.   Εικόνα 12. ∆ιάσταση και αντίδραση των σαπώνων µε µεθανόλη προς παραγωή µεθυλικών εστέρων Για την εφαρµογή της µεθόδου, 100 mg λιπιδίων µεταφέρονται σε σφαιρική φιάλη και προστίθενται 10 ml διαλύµατος µεθοξειδίου του νατρίου (MeONa), που περιέχει φαινολοφθαλεϊνη ως δείκτη, µαζί µε πέτρες βρασµού. Εφαρµόζεται κάθετος ψυκτήρας και το σύστηµα θερµαίνεται µέχρι ήπιου βρασµού σε µανδύα για 20 min. Μετά την πάροδο του απαιτούµενου χρόνου προστίθεται διάλυµα υδροχλωρικής µεθανόλης, µέχρι το pH του µίγµατος να γίνει όξινο, κάτι που γίνεται ορατό µέσω του αποχρωµατισµού του δείγµατος και ο βρασµός συνεχίζεται για 20 λεπτά επιπλέον. Τέλος, προστίθεται απιονισµένο νερό για τον τερµατισµό της αντίδρασης και το µίγµα µεταφέρεται σε διαχωριστική χοάνη, όπου πραγµατοποιείται εκχύλιση των 



40  µεθυλεστέρων µαζί µε 6 ml εξανίου. Η οργανική φάση αφυδατώνεται µε τη βοήθεια Νa2SO4 και παραλαµβάνεται σε φιαλίδιο. Ο προσδιορισµός των FAMEs πραγµατοποιήθηκε σε µηχάνηµα αέριας χρωµατογραφίας Shimadzu, Nexis GC-2030 εφοδιασµένο µε αυτόµατο δειγµατολήπτη (AOC-20i plus) µε στήλη Mega-Wax  (30 m×0,25 mm, film thickness 0,25 µm MEGA Srl) και ανιχνευτή ιονισµού φλόγας  (FID) µε ήλιο ως φέρον αέριο (1,1 mL/min). Το πρόγραµµα του φούρνου ρυθµίστηκε µε αρχική θερµοκρασία 100�C, στη συνέχεια ο φούρνος θερµαινόταν στους 200�C µε αναλογία 5�C/λεπτό και µετά στους 245�C µε αναλογία 3�C/λεπτό όπου παρέµεινε για 2 λεπτά. Η θερµοκρασία του ανιχνευτή ρυθµίστηκε στους 250�C. Η ταυτοποίηση των FAMEs έγινε µε αναφορά σε πρότυπο (Supelco® 37 Component FAME Mix, 10 mg/mL σε CH2Cl2, 47885-U, Merck). 3.8.9 Προσδιορισµός Σακχάρων  Ο προσδιορισµός της συγκέντρωσης των σακχάρων πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (High Performance Liquid Chromatograpghy- HPLC) µε τη χρήση συστήµατος SHIMADZU UFLC XR εξοπλισµένη µε στήλη Rezex ROA-Organic H+ και ανιχνευτή Shimadzu RI.  Ως κινητή φάση χρησιµοποιήθηκε διάλυµα H2SO4 συγκέντρωσης 10 mM, η ροή κατά την ανάλυση των δειγµάτων ήταν καθορισµένη στο 0,6 mL/min, µε τη θερµοκρασία στήλης να είναι στους 65�C. Από την στήλη περνούσαν 10 µL δείγµατος και η διάρκεια της ανάλυσης ήταν 24 min.  Για τον προσδιορισµό των σακχάρων χρησιµοποιήθηκε επίσης κατά περιπτώσεις και στήλη Shodex SP0810 σε σύστηµα Shimadzu στους 60�C µε ροή υπερκάθαρου νερού σαν κινητή φάση (0,6 mL/min).  3.8.10 Προσδιορισµός αζώτου ελεύθερων αµινοµάδων (FAN)  Ο προσδιορισµός του αζώτου των ελεύθερων αµινοµάδων πραγµατοποιήθηκε σύµφωνα µε την µέθοδο (Lie, 1973). Σύµφωνα µε την µέθοδο αυτή, το αραιωµένο δείγµα θερµαίνεται µε νυνιδρίνη (2,2-διϋδροξυϊνδανο-1,3-διόνη) σε pH 6-7 και το παραγόµενο χρώµα φωτοµετρείται στα 570 nm. Η νινυδρίνη είναι ένας οξειδωτικός παράγοντας που προκαλεί οξειδωτική αποκαρβοξυλίωση των α-αµινοξέων, σε µία αντίδραση που παράγονται αµµωνία (NH3), διοξείδιο του άνθρακα (CO2), και µία αλδεΰδη µε ένα 



41  άτοµο άνθρακα λιγότερο από το αρχικό αµινοξύ. Η ανηγµένη νινυδρίνη στην συνέχεια αντιδρά µε την µη ανηγµένη µορφή της νινυδρίνης και την αµµωνία που απελευθερώνεται, δηµιουργώντας ένα σύµπλοκο µπλε χρώµατος µε µέγιστο απορρόφησης στα 570 nm. Καθώς η νινυδρίνη συνδέεται µέσω του ατόµου οξυγόνου της στο αµινοτελικό άκρο του αµινοξέος, µόνο η αµµωνία και οι πρωτοταγείς αµίνες µπορούν να αντιδράσουν παράγοντας το χαρακτηριστικό σύµπλοκο. Η αντίδραση που λαµβάνει χώρα καθώς και ο µηχανισµός αυτής, απεικονίζονται στις Εικόνα 13 και Εικόνα 14 αντίστοιχα.   Εικόνα 13. Αντίδραση νινυδρίνης µε ελεύθερη αµινοµάδα προς πραραγωγή έγχρωµου συµπλόκου. 



42   Εικόνα 14. Μηχανισµός αντίδρασης νινυδρίνης µε ελεύθερη αµινοµάδα προς παραγωγή έγχρωµου συµπλόκου. Για την υλοποίηση της µεθόδου, σε δοκιµαστικό σωλήνα προστίθεται 1 mL κατάλληλα αραιωµένου δείγµατος, 0,5 mL αντιδραστηρίου χρώσης (Color Reagent: 49,71 g Na2HPO4·2H2O, 5 g νινυδρίνης, 3 g φρουκτόζη ως αναγωγική ουσία, 60 g KH2PO4 για ρύθµιση pH και συµπλήρωση µέχρι το 1L µε dH2O). Το µίγµα αναδεύεται καλά σε vortex, οι σωλήνες πωµατίζονται και οδηγούνται προς βρασµό για 16 λεπτά. Aκολουθεί ψύξη σε παγόλουτρο για 20 λεπτά και προσθήκη αντιδραστηρίου αραίωσης (Αντιδραστήριο αραίωσης-FAN Dilution: 2 g KIO3 διαλύονται σε 616 mL dH2O και συµπλήρωση µέχρι τι 1L µε αιθανόλη) Το µίγµα αναδεύεται στο Vortex για 20 δευτερόλεπτα και στην συνέχεια φωτοµετρείται σε φασµατοφωτόµετρο διπλής δέσµης UV-Vis (Jasco V-530) στα 570 nm. Ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιείται 1 mL απιονισµένου νερού, ενώ η διαδικασία πραγµατοποιείται δύο φορές για κάθε δείγµα. Η συγκέντρωση του δείγµατος σε άζωτο υπολογίστηκε από την πρότυπη καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας πρότυπο διάλυµα γλυκίνης. Η συγκέντρωση των δειγµάτων σε άζωτο εκφράστηκε σε mg/L FAN µε βάση την καµπύλη αναφοράς. 



43   Σχήµα 1. Καµπύλη αναφοράς της γλυκίνης µε τη µέθοδο FAN  3.8.11 Προσδιορισµός ανόργανου φωσφόρου Για τον προσδιορισµό του ανόργανου φωσφόρου που περιέχεται στις µικροβιακές καλλιέργειες, 5 ml κατάλληλα αραιωµένου δείγµατος προστίθενται σε δοκιµαστικό σωλήνα. Ακολουθεί η διαδοχική προσθήκη 0,4 mL υπερχλωρικού οξέος 60%, 0,3 mL ασκορβικού οξέος 1% και 0,4 mL µολυβδαινικού αµµωνίου 5%. Μετά την προσθήκη του κάθε αντιδραστηρίου, το µίγµα αναδεύεται στο Vortex για 10 δευτερόλεπτα. Το δείγµα αφήνεται σε ηρεµία για 10 λεπτά, οπότε και εµφανίζεται µπλε χρώµα. Τέλος, τα δείγµατα φωτοµετρούνται στα 730 nm και η συγκέντρωση του ανόργανου φωσφόρου (mg/L) υπολογίζεται µε βάση την αντίστοιχη καµπύλη αναφοράς χρησιµοποιώντας ως πρότυπο διάλυµα όξινο φωσφορικό κάλιο (K2HPO4). 3.8.12 Προσδιορισµός του ολικού περιεχοµένου σε φαινολικά συστατικά Το ολικό περιεχόµενο των µεθανολικών και αιθανολικών εκχυλισµάτων σε φαινολικά συστατικά προσδιορίστηκε µέσω της µεθόδου Folin-Ciocalteu, σύµφωνα µε τους Faustino et al. (2010) και Papageorgiou et al. (2008). Για την ανάλυση, 50 µL κατάλληλα αραιωµένου εκχυλίσµατος, 450 mL απιονισµένο νερό και 2,5 mL αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteu συγκέντρωσης 0,2 N αναµιγνύονται σε δοκιµαστικό σωλήνα, αναδεύονται για 1 λεπτό και αφήνονται σε κατάσταση ηρεµίας για 8 λεπτά. y = 2,2583x - 0,0359R² = 0,999400,511,522,5 0 0,2 0,4 0,6 0,8 1FAN (mg/L) Abs (570nm)



44  Στη συνέχεια, προστίθενται 2 mL διαλύµατος Na2CO3 συγκέντρωσης 75 g/L, και το µίγµα αφήνεται σε σκοτεινό µέρος για 90 λεπτά σε θερµοκρασία δωµατίου. Για τον υπολογισµό του ολικού φαινολικού περιεχοµένου, το δείγµα φωτοµετρείται σε µήκος κύµατος 765 nm µε την χρήση φασµατοφωτοµέτρου διπλής δέσµης UV-Vis (Jasco V-530) και οι απορροφήσεις ενσωµατώνονται σε καµπύλη βαθµονόµησης καφεϊκού οξέος. Τα αποτελέσµατα εκφράστηκαν σε mg ισοδυνάµων καφεϊκού οξέος ανά g ξηρού δείγµατος.  Σχήµα 2. Καµπύλη αναφοράς ισοδύναµων καφεϊκού οξέος         y = 0,9722x + 0,0357R² = 0,997500,10,20,30,40,50,6 0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6g Caffeic acid/L Abs (765 nm)



45  4 Αποτελέσµατα και Συζήτηση  4.1 Σύσταση του αποβλήτου της εκχύλισης του καφέ (SCGs) Οι κόκκοι του καφέ που παραλήφθηκαν µετά την εκχύλιση αναλύθηκαν ως προς την χηµική τους σύσταση. Στον Πίνακας 2 παρουσιάζεται η συνολική σύσταση του SCGS κατά βάρος ξηρού δείγµατος αποβλήτου καφέ καθώς και η σύγκρισή της µε τη βιβλιογραφία. Πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός υγρασίας, τέφρας, λίπους, περιεκτικότητας σε φαινολικά συστατικά, δοµικών πολυσακχαριτών, λιγνίνης και πρωτεΐνης. Πιο συγκεκριµένα, η υγρασία του αποβλήτου προσδιορίστηκε στο 61,4% και η τέφρα στο 1,76%. Η περιεκτικότητα του SCGS σε φυτικό έλαιο ήταν 12,23%, ενώ η περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά ήταν 9,5%. Όσον αφορά τους δοµικούς πολυσακχαρίτες, το µεγαλύτερο κλάσµα που προσδιορίστηκε στο SCGS ήταν η ηµικυτταρίνη (28,93% w/w) µε επιµέρους σύσταση 1,03% w/w ξυλάνη, 8,86% w/w γαλακτάνη, 1,88% w/w αραβινάνη και 17,16% w/w µαννάνη, ενώ η κυτταρίνη και λιγνίνη ανήλθαν σε ποσοστό 10,58% w/w και 28,13% w/w, αντίστοιχα.  Πίνακας 2. Χηµική σύσταση του καφέ Συστατικά (w/wdry, %) Παρούσα µελέτη Βιβλιογραφία Βιβλιογραφική αναφορά Τέφρα 1,76 0,4-2,2 (Mata et al., 2018) Πρωτεΐνη 14,78 6,7-13,7 (Franca & Oliveira, 2009; Mata et al., 2018) Φυτικό έλαιο 12,23 10,0-15,0 (Franca & Oliveira, 2009; Mata et al., 2018; Murthy & Naidu, 2012; Uddin et al., 2019) Κυτταρίνη 10,58 8,6-15,3 (Mata et al., 2018; Murthy & Naidu, 2012) Ηµικυτταρίνη 28,93 30,0-39,0 (Ballesteros et al., 2014; Bekalo & Reinhardt, 2010; Mata et al., 2018; Murthy & Naidu, 2012; Obruca et al., 2015) Αραβινάνη 1,88 1,7 (Mussatto, Carneiro, et al., 2011) Μαννάνη 17,16 21,2 Γαλακτάνη 8,86 13,8 Ξυλάνη 1,03  Λιγνίνη 28,13 23,9-33,6 (Ballesteros et al., 2014; Mata et al., 2018;) 



46  4.2 Εκχύλιση φυτικού ελαίου και φαινολικών συστατικών του καφέ (SCGs)  4.2.1 Εκχύλιση φυτικού ελαίου του καφέ Η εκχύλιση του φυτικού ελαίου του καφέ συναντάται βιβλιογραφικά µε την εφαρµογή διάφορων µεθόδων όπως η χρήση υπερκρίσιµου CO2, η εκχύλιση υποβοηθούµενη από µικροκύµµατα ή υπερήχους, η εκχύλιση Soxhlet (McNutt, 2019) και µπορεί να πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση διαφόρων διαλυτών όπως αιθανόλη, εξάνιο, επτάνιο και µεθανόλη (Battista et al., 2020). Στην παρούσα µελέτη η εκχύλιση του φυτικού ελαίου στο πλαίσιο του βιοδιυλιστηρίου πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση εξανίου καθώς και οξικού αιθυλεστέρα, ενός διαλύτη που µπορεί να χαρακτηριστεί πράσινος, υποβοηθούµενη από υπερήχους και στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε σύγκριση µε το ποσοστό λίπους που προσδιορίστηκε µε τη µέθοδο Soxhlet κατά τον προσδιορισµό της σύστασης του αποβλήτου SCGs. Όσον αφορά την εκχύλιση µε το εξάνιο υπό την επίδραση υπερήχων για 30 λεπτά, εκχυλίστηκε το 73,98% επί του ολικού φυτικού ελαίου όπως προσδιορίστηµε µέσω της µεθόδου Soxhlet. Επιπρόσθετα η κατεργασία µε τον οξικό αιθυλεστέρα κάτω από τις ίδιες συνθήκες, οδήγησε στην υψηλότερη απόδοση εκχύλησης του φυτικού ελαίου ίση µε 79,44% σε σχέση µε  την συνολική περιεκτικότητα σε έλαιο που είχε ο καφές που εξετάστηκε. Τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης αποδεικνύουν ότι το εξάνιο αλλά και ο οξικός αιθυλεστέρας είναι αποτελεσµατικοί διαλύτες ως προς την ανάκτηση του φυτικού ελαίου από το SCGS (Πίνακας 2). Στην συνέχεια, το φυτικό έλαιο που αποµονώθηκε από το SCGS µε τη χρήση εξανίου εστεροποιήθηκε και αναλύθηκε µέσω αέριας χρωµατογραφίας ως προς την σύστασή του σε λιπαρά οξέα σύµφωνα µε το εδάφιο 3.8.8. Το κυρίαρχο λιπαρό οξύ στο φυτικό έλαιο του καφέ που προσδιορίστηκε ήταν το λινελαϊκό οξύ (∆9,12C18:2) καθώς εντοπίζεται σε ποσοστό 45,38%. Ακολουθεί το παλµιτικό οξύ (C16:0) µε ποσοστό 33,29%, το ελαϊκό οξύ (∆9C18:1) µε ποσοστό 9,09% το στεαρικό (C18:0) µε ποσοστό 7,16% και τέλος το λινολενικό (∆9,12,15C18:3) µε ποσοστό 5,08% (Σχήµα 3). Μελέτη της σύνθεσης των λιπαρών οξέων στους σπόρους καφέ πραγµατοποιήθηκε επίσης από τους Dussert et al. (2008). Τα αποτελέσµατα της µελέτης έδειξαν ότι τα κύρια λιπαρά οξέα στους κόκκους καφέ είναι το λινελαϊκό οξύ (∆9,12C18:2) µε ποσοστό 45,2% και το 



47  παλµιτικό οξύ (C16:0) µε ποσοστό 33,4%. Ακολουθούν σε χαµηλότερο ποσοστό το ελαϊκό οξύ (∆9C18:1) (8,9%) και στεαρικό οξύ (C18:0) (7,0%), ενώ σε χαµηλότερο ποσοστό εντοπίζεται το αραχιδονικό οξύ (∆5,8,11,14C20:4) και λινολενικό οξύ (∆9,12,15C18:3) σε ποσοστό 2,2% και 1,7%, αντίστοιχα.  Σχήµα 3. Σύσταση λιπαρών οξέων (%, w/w) φυτικού ελαίου SCGs υπό την επίδραση υπερήχων µε εκχύλιση από εξάνιο  4.2.1 Εκχύλιση φαινολικού περιεχοµένου του αποβλήτου του καφέ  Οι πολυφαινολικές ενώσεις των φυτών αποτελούν ισχυρά αντιοξειδωτικά µε την ικανότητα να αποτρέπουν την ανάπτυξη καρκίνου. Οι κόκκοι του εκχυλισµένου καφέ περιέχουν αντιοξειδωτικές ενώσεις όπως το χλωρογενικό οξύ και τα παράγωγά του, οι οποίες είναι σκόπιµο να αποµονωθούν καθώς µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή λειτουργικών τροφίµων ή ως πρόσθετα σε διάφορες διεργασίες . Σύµφωνα µε τους Zuorro & Lavecchia, (2012) περίπου το 90% του φαινολικού εκχυλίσµατος του καφέ µπορεί να παραληφθεί µε την χρήση υδατικής αιθανόλης ως διαλύτη, ενώ για την ανάκτηση του υπόλοιπου ποσοστού µπορεί να γίνει µε χρήση επιφανειοδραστικών ουσιών. Η εκχύλιση των φαινολικών συστατικών µπορεί επίσης να πραγµατοποιηθεί και µε την χρήση µεθανόλης ως διαλύτη, ωστόσο η χρήση της αποφεύγεται εξαιτίας της µεγάλης τοξικότητάς της (Karmee, 2018). Στην βιβλιογραφία, η εκχύλιση των φαινολικών ενώσεων έχει πραγµατοποιηθεί µε τον συνδιασµό διάφορων διαλυτών και διαφορετικών τεχνικών, όπως παρατίθεται στον Πίνακας 3. 33%7%9%46% 5%C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3



48  Πίνακας 3. ∆ιεργασίες προσδιορισµού ολικού περιεχοµένου σε φαινολικά συστατικά Μέθοδος Συνθήκες TPC1 (mgGAE/g) DPPH2 Βιβλιογραφία Εκχύλιση µε υπερκρισιµο νερό 179 �C, 36 min 14.1 gSCGS/LH2O 88,34 38.28 mmol TE/100 (Xu et al., 2015) Εκχύλιση µε βρασµό 10 min, 10gSCGS/LH2O 5,66 ND3 (Sant’Anna et al., 2017) Εκχύλιση µε αιθανόλη-υποβοηθούµενη από υπερήχους 40 �C, 34 min, 17 mlEtOH/gSCGS 36,17 ND3 (Al-Dhabi et al., 2017) Εκχύλιση µε µεθανόλη-υποβοηθούµενη από υπερήχους 56% MeOH, 60 min 24 173 (Severini et al., 2017) Εκχύλιση µε µεθανόλη 60% MeOH, 40 mlMeOH/gSCGS 16 ND3 (Mussatto, Carneiro, et al., 2011) Εκχύλιση µε αιθανόλη 60% EtOH, 60 �C, 30 min, 6,33-28,6 ND3 (Panusa et al., 2013) Εκχύλιση µε αιθανόλη 70% EtOH, 50 �C, 2 h, 40 mlEtOH/gSCGS 17,09-9,98 ND3 (Zuorro & Lavecchia, 2012) Εκχύλιση µε αιθανόλη 60% EtOH, 70 �C, 40 min, 10 mlEtOH/gSCGS 52 (mgCAE/g) 15.2% (Burniol-Figols et al., 2016) Εκχύλιση µε αιθανόλη υποβοηθούµενη από υπερήχους 70% EtOH, 25 �C, 20 min, 10mlEtOH/gSCG 7,33  Παρούσα µελέτη Εκχύλιση µε αιθανόλη υποβοηθούµενη από υπερήχους 70% EtOH, 25 �C, 20 min, 5 mlEtOH/gSCG 6,3  Παρούσα µελέτη 1TPC: Συνολική περιεκτικότητα σε φαινολικά συστατικά 2DPPH: 2,2′-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical 3ND: Not determined, ∆εν προσδιορίστηκε 



49  Στην παρούσα µελέτη, όπως αναφέρθηκε και στο εδάφιο 3.2.1.2, πραγµατοποιήθηκε εκχύλιση των φαινολικών συστατικών του καφέ σε διαφορετικές αναλογίες, µε την χρήση διαλύµατος αιθανόλης 70% (v/v) και υπό την επίδραση υπερήχων. Στην εκχύλιση µε αναλογία 10 ml αιθανόλης ανά γραµµάριο απολιπασµένου SCGs, το εκχύλισµα που αποµονώθηκε αντιστοιχεί στο 9,55% w/w επί του αρχικού δείγµατος και το φαινολικό του περιεχόµενο ανέρχεται σε 7,33 mgCAE/gSCG. Αντίστοιχα, για την εκχύλιση σε αναλογία στερεού προς υγρό 1:5, το εκχύλισµα αντιστοιχούσε στο 5,37% επί του αρχικού ξηρού δείγµατος και το φαινολικό του περιεχόµενο προσδιορίστηκε σε 6,3 mgCAE/gSCG.  Συνοψίζοντας τα παραπάνω αποτελέσµατα, για τον διαχωρισµό των προϊόντων για την διαδικασία του βιοδιυλιστηρίου, χρησιµοποιήθηκε η αναλογία 1:10 (w/v) καθώς έιχε αρκετά ικανοποιητικό βαθµό ανάκτησης του φαινολικού περιεχοµένου, εξοικονοµώντας παράλληλα σηµαντικές ποσότητες διαλύτη έναντι µεγαλύτερων αναλογιών.  4.2.2 Σύσταση του αποβλήτου της εκχύλισης του καφέ (SCGs) µετά την απαγωγή φυτικού ελαίου και φαινολικών ενώσεων Η σύσταση του κλάσµατος του αποβλήτου SCGs µετά την εκχύλιση του φυτικού ελαίου και των φαινολικών συστατικών προσδιορίστηκε και παρουσιάζεται στον Πίνακας 4. Έτσι, η τέφρα προσδιορίστηκε στο 1,94%, η πρωτεΐνη στο 15,24%, η κυτταρίνη στο 12,10%, η λιγνίνη στο 31,81% και η ηµικυτταρίνη στο 33,53% µε επιµέρους σύσταση: 2,34% ξυλάνη, 5,93% γαλακτάνη, 3,00% αραβινάνη και 22,24% µαννάνη. Στον παρακάτω πίνακα παρουσιάζεται η σύσταση του αποβλήτου του καφέ µετά την εκχύλιση του φυτικού ελαίου και των φαινολικών συστατικών.     



50  Πίνακας 4. Σύσταση του κλάσµατος του αποβλήτου SCGs µετά την εκχύλιση του φυτικού ελαίου και των φαινολικών συστατικών Συστατικά SCGs χωρίς φυτικό έλαιο και φαινολικά συστατικά                    (% w/wdry sample) Τέφρα 1,94 Πρωτεΐνη 15,24 Κυτταρίνη 12,10 Ηµικυτταρίνη 33,53 Αραβινάνη 3,00 Μαννάνη 22,24 Γαλακτάνη 5,93 Ξυλάνη 2,34 Λιγνίνη 31,81 4.2.3 Υδροθερµική προεπεξεργασία και ενζυµική παραγωγή υδρολύµατος SCGs πλούσιο σε σάκχαρα Για την παραγωγή υδρολύµατος από SCGs, πραγµατοποιήθηκε ενζυµική υδρόλυση στο στερεό κλάσµα που προέκυψε µετά τον διαχωρισµό των συστατικών προστιθέµενης αξίας.  Η εφαρµογή της υδροθερµικής προκατεργασίας που προηγήθηκε, αποσκοπεί στην απελευθέρωση των σακχάρων, κυρίως των µονοµερών της ηµικυτταρίνης και στην αύξηση της απόδοσης της παραγωγής σακχάρων κατά την ενζυµική υδρόλυση που θα ακολουθήσει.  Η κινητική των παραγόµενων σακχάρων της ενζυµικής υδρόλυσης παρουσιάζεται στο Σχήµα 4. Η συνολική παραγωγή σακχάρων έφτασε στα 30,6 g/L στις 70 ώρες υδρόλυσης, µε την µαννόζη να υδρολύεται στο µεγαλύτερο ποσοστό (17,7 g/L), ενώ ακολουθεί η συγκέντρωση της γλυκόζης, η οποία έφτασε στα 9,02 g/L. Μικρότερες ποσότητες γαλακτόζης, αραβινόζης και ξυλόζης παράχθηκαν ίσες µε 1,77 g/L, 1,88 g/L και 0,25 g/L, αντίστοιχα. Το ποσοστό υδρόλυσης κυτταρίνης έφτασε στο 67,08% και 



51  της ηµικυτταρίνης στο 56,70% (Ξυλάνης 9,38%, Γαλακτάνης 26,79%, Μαννάνης 71,65%, Αραβιννάνης 55,0%).    Σχήµα 4. Κινητική παραγόµενων ολικών σακχάρων (�), Γλυκόζης (), Ξυλόζης (�), Μαννόζης (�), Αραβινόζης (�) και Γαλακτόζης (�) κατά την ενζυµική υδρόλυση του SCGs µε υδροθερµική προ επεξεργασία  4.3 Εκχύλιση ελεύθερων σακχάρων των φλοιών πορτοκαλιού µε νερό  Τα απόβλητα φλοιών στυµµένων πορτοκαλιών περιέχουν περίπου 80% υγρασία, ενώ η ξηρή µάζα τους, περιέχει 29,10 % ελεύθερα σάκχαρα επί ξηρού αποβλήτου φλοιών πορτοκαλιού. Τα ελεύθερα σάκχαρα που αποτελούν ένα σηµαντικό κλάσµα στο απόβλητο φλοιών πορτοκαλιού παραλήφθηκαν έπειτα από εκχύλιση µε νερό, σύµφωνα µε το εδάφιο 0. Μετά την εκχύλιση και αφού το υπερκείµενο διαχωρίστηκε από το στερεό κλάσµα, η ανάλυση του πρώτου έδειξε ότι περιείχε µίγµα σακχάρων σακχαρόζης, γλυκόζης και φρουκτόζης. Η συγκέντρωση σουκρόζης, γλυκόζης και φρουκτόζης ήταν 20,77 %, 41,53 %, και 37,70 % επί ξηρού, αντίστοιχα.  Τα ποσοστά αυτά συµβαδίζουν και µε τα βιβλιογραφικά δεδοµένα, όπου το ολικό ποσό σακχάρων κυµαίνεται από 15,0 µέχρι 47,8% επί ξηρού και εξαρτάται από την ποικιλία του πορτοκαλιού και το στάδιο της ωρίµανσης του (De la Torre, Acedos, et al., 2019; Mantzouridou et al., 2015; Tsouko et al., 2020). 05101520253035 0 10 20 30 40 50 60 70 80Ολικά σάκχαρα, Γλυκόζη, Ξυλόζη, Μαννόζη, Αραβινόζη και Γαλακτόζη (g/L) Xρόνος υδρόλυσης (h)



52  4.4 Αξιοποίηση αποβλήτων για τη βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους σε ασυνεχείς ζυµώσεις µε τη χρήση του µικροοργανισµού Lipomyces starkeyi DSM 70296 Η βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τα ελεύθερα σάκχαρα αποβλήτων φλοιών πορτοκαλιού και υδρόλυµα SCGs ως πηγή άνθρακα, σε ασυνεχείς ζυµώσεις µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296.  Αρχικά πραγµατοποιήθηκε ζύµωση µε την χρήση των ελεύθερων σακχάρων που αποµονώθηκαν από τα απόβλητα φλοιών πορτοκαλιού (Σχήµα 5). Το θρεπτικό υγρό της ζύµωσης εµπλουτίστηκε µε προσθήκη πηγών αζώτου και αλάτων, όπως και στην περίπτωση των συνθετικών υποστρωµάτων. Από τα αποτελέσµατα παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή του λίπους έφτασε 9,16 g/L στις 68 ώρες ζύµωσης, σηµειώνοντας απόδοση 0,13 g/g και λιποπεριεκτικότητα 31,92% w/w. Το FAN καταναλώθηκε στις πρώτες 20 ώρες της ζύµωσης και η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 28,5 g/L στις 68 ώρες ζύµωσης.   Σχήµα 5. Κινητική κατανάλωσης ολικών σακχάρων φλοιών πορτοκαλιού (�) και FAN (�)  καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 0510152025303504080120160200 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Ολικά σάκχαρα (g/L)και FAN(mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



53   Σχήµα 6. Κινητική κατανάλωσης ολικών σακχάρων υδρολύµατος SCGs (�) και FAN (�)  καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 Στο Σχήµα 6, παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ζύµωσης µε τη χρήση υδρολύµατος SCGs ως πηγή άνθρακα. Η ζύµωση αυτή διήρκησε συνολικά 68 ώρες και η παραγωγή του λίπους έφτασε στα 10,64 g/L µε συγκέντρωση βιοµάζας 29,65 g/L και περιεκτικότητα λίπους ίση µε 35,93% w/w. Η απόδοση και παραγωγικότητα που επιτεύχθηκαν στις 68 ώρες ζύµωσης ήταν 0,14 g/g και 0,16 g/(L·h), αντίστοιχα.  Από την ανάλυση του προφίλ των µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων περιείχαν λιπαρά οξέα µε 10 έως 22 άτοµα άνθρακα, τα κυριότερα των οποίων ήταν τα κορεσµένα λιπαρά οξέα παλµιτικό οξύ (C16:0), στεατικό οξύ (C18:0),  το µονοακόρεστο ελαϊκό οξύ (C18:1)  και το πολυακόρεστο λινελαϊκό οξύ (C18:2) (Πίνακας 5). Επιπρόσθετα, σε χαµηλότερα ποσοστά βρέθηκαν τα οξέα λαυρικό, µυριστικό, µυριστελαϊκό και παλµιτελαϊκό. Το ελαϊκό οξύ (C18:1) ήταν το κύριο λιπαρό οξύ σε όλες τις περιπτώσεις, ενώ ακολουθεί το παλµιτικό οξύ (C16:0) το οποίο κυµάνθηκε από 22,5% έως 35%.    01020304004080120160200 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Ολικά σάκχαρα (g/L)και FAN(mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



54  Πίνακας 5. Προφίλ µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων του µικροβιακού λίπους  Πηγή άνθρακα Χρόνος ζύµωσης (h) C16:0 ∆9C16:1 C18:0 ∆9C18:1 ∆9,12C18:2 Άλλα Ελεύθερα σάκχαρα  φλοιών πορτοκαλιού 44 31,75 4,69 5,41 42,97 9,90 5,26 68 26,06 0,60 9,20 51,83 8,83 4,03 Υδρόλυµα SCGs 42 27,28 0,87 7,51 51,86 9,94 2,54 68 26,03 2,30 7,30 50,16 8,29 5,78  Στον Πίνακας 6 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της παραγωγής µικροβιακών λιπιδίων και της αντίστοιχης απόδοσης και παραγωγικότητας µε τη χρήση εµπορικών σακχάρων, ελεύθερων σακχάρων φλοιών πορτοκαλιού και υδρολύµατος SCGs από τον µικροοργανισµό L. starkeyi. Όπως φαίνεται όλα τα στελέχη είναι ικανά να παράγουν µικροβιακά λιπίδια τόσο στο συνθετικό υπόστρωµα µε εµπορικά σάκχαρα όσο και µε τη χρήση ελεύθερων σακχάρων φλοιών πορτοκαλιού και υδρολύµατος SCGs. Η παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων κυµαίνεται σε τιµές 5,34-11,86 g/L µε µέγιστη παραγωγή ίση µε 11,86 g/L, η οποία παρατηρήθηκε στην περίπτωση µε πηγή άνθρακα µαννόζης µε το στέλεχος ζύµης C. curvatus ATCC 20509. Αντίθετα, ο µικροοργανισµός L. starkeyi DSM 70296 σηµείωσε µειωµένη απόδοση 0,07 g/g και παραγωγικότητα 0,08 g/(L·h) στη περίπτωση όπου η ξυλόζη χρησιµοποιήθηκε ως πηγή άνθρακα.  Λαµβάνοντας υπόψιν τα παραπάνω αποτελέσµατα, τα ελεύθερα σάκχαρα φλοιών πορτοκαλιού και το πλούσιο σε σάκχαρα υδρόλυµα SCGs  που χρησιµοποιήθηκαν ως πηγή άνθρακα σε ασυνεχείς ζυµώσεις δύναται να αξιοποιηθούν για την παραγωγή µεταβολικών προϊόντων, όπως τα µικροβιακά λιπίδια.  Σύµφωνα µε τα πειραµατικά αποτελέσµατα σε κωνικές φιάλες οι µικροοργανισµοί L. starkeyi DSM 70296 και C. curvatus ATCC 20509 επιλέχθηκαν για την παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις υπό αερόβιες συνθήκες.   



55  Πίνακας 6. Συνοπτικά αποτελέσµατα της παραγωγής µικροβιακών λιπιδίων από τους διαφορετικούς µικροοργανισµούς και διαφορετικές πηγές άνθρακα Μικροοργανισµός Πηγή άνθρακα Βιοµάζα (g/L) Περιεκτικότητα σε λίπος (%) Λίπος (g/L) Απόδοση (g/g) Παραγωγικότητα (g/(L·h)) Lipomyces starkeyi DSM 70296 Γλυκόζη 22,20 37,98 8,43 0,13 0,12 Ξυλόζη 15,44 34,56 5,34 0,07 0,08 Μαννόζη 19,69 34,20 6,73 0,10 0,10 Cryptococcus curvatus ATCC 20509 Γλυκόζη 28,13 41,95 11,80 0,16 0,18 Ξυλόζη 26,31 44,94 11,82 0,17 0,18 Μαννόζη 27,68 43 11,86 0,16 0,29 Rhodosporidium toruloides                     NRRL Y-27012   Γλυκόζη 23,05 39,06 9,01 0,14 0,13 Ξυλόζη 22,75 35,12 7,35 0,11 0,05 Μαννόζη 25,97 30,68 7,97 0,12 0,16 Lipomyces starkeyi DSM 70296 Ελεύθερα σάκχαρα  φλοιών πορτοκαλιού 28,5 31,92 9,16 0,13 0,13 Υδρόλυµα SCGs 29,65 35,93 10,65 0,14 0,16 



56  4.5 Ισοζύγια  µάζας προτεινόµενης διεργασίας Για τον υπολογισµό των ισοζυγίων µάζας της διεργασίας που προτείνεται για τον διαχωρισµό των συστατικών προστιθέµενης αξίας από το SCGs, η όλη διεργασία πραγµατοποιήθηκε µε 1000 g ξηρού αρχικού δείγµατος SCGs Εικόνα 15. Αρχικά πραγµατοποιήθηκε η εκχύλιση του φυτικού ελαίου του καφέ µε οξικό αιθυλεστέρα όπως περιγράφηκε στο κεφάλαιο 3.2.1.1. Η εκχύλιση οδήγησε στην απαγωγή 97,15 g φυτικού ελαίου του καφέ που αντιστοιχεί σε ποσοστό 9,71% woil/wSCG. Το ποσοστό ανάκτησης επί του ελαίου που αποµονώθηκε από την µέθοδο Soxhlet ήταν το 79,44%. Το στερεό κλάσµα που προέκυψε από την εκχύλιση του λαδίού, είχε βάρος 902,85 g. Ακολούθησε η εκχύλιση των φαινολικών συστατικών όπως περιγράφηκε στο εδάφιο 3.2.1.2. Μετά την ολοκλήρωση του διαχωρισµού, είχαν αποµείνει 816,65 g υπολείµατος κόκκων καφέ. Από την εκχύλιση διαχωρίστηκαν 86,20 g φαινολικών συστατικών η αντιοξειδωτική ικανότητα των οποίων προσδιορίστηκε στα 6,62 g καφεϊκού οξέος. Στην συνέχεια, το υπόλλειµα καφέ χωρίς έλαιο και αντιοξειδωτικά (816,65 g) υπέστει υδροθερµική προκατεργασία και στην συνέχεια ενζυµική υδρόλυση για την παραγωγή υδρολύµατος πλούσιο σε σάκχαρα σύµφωνα µε το εδάφιο 4.2.3. Η αξιοποίηση του υδρολύµατος SCGs για την βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους από το στέλεχος  L. starkeyi DSM 70296  οδηγεί σε παραγωγή ίση µε 34,98 g. Η προτεινόµενη διεργασία καθώς και τα ισοζύγια µάζας που προέκυψαν παρουσιάζονται στην Εικόνα 15. 



57    Εικόνα 15. Ισοζύγια µάζας και προτεινόµενη διεργασία για το βιοδιυλιστήριο του καφέ  4.6 Βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους σε ασυνεχείς ζυµώσεις σε κωνικές φιάλες 4.6.1 Καλλιέργειες Cryptococcus curvatus ATCC 20509 σε υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα Αρχικά πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε κωνικές φιάλες µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509 σε υποστρώµατα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα. Ο µικροοργανισµός αναπτύχθηκε σε συνθετικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα γλυκόζη, ξυλόζη και µαννόζη, µε αρχική συγκέντρωση σακχάρων περίπου 70 g/L. Ως 



58  πηγή αζώτου χρησιµοποιήθηκε εκχύλισµα ζύµης σε συγκέντρωση 1 g/L, µαζί µε βακτηριολογική πεπτόνη σε συγκέντρωση 2 g/L, που αντιστοιχεί σε αναλογία C/N=70.   Κατά την ανάπτυξη του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509 σε γλυκόζη , η αρχική συγκέντρωση του σακχάρου ήταν 74,1 g/L και καταναλώθηκε πλήρως στις 67 ώρες ζύµωσης. H αρχική συγκέντρωση FAN ήταν 101,6 mg/L και καταναλώθηκε (6,5 mg/L) µέχρι τις 24 ώρες ζύµωσης, οπότε και ξεκίνησε η ενδοκυτταρική λιποσυσσώρευση. Η µέγιστη παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων έφτασε τα 11,80 g/L ύστερα από 67 ώρες ζύµωσης µε αντίστοιχη παραγωγή βιοµάζας 28,13 g/L και ενδοκυτταρικό περιεχόµενο λιπιδίων 42% (Σχήµα 7). Στις ίδιες ώρες η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού µικροβιακού λίπους έφτασε στα 0,16 g λίπους ανά g ολικών σακχάρων και η παραγωγικότητα στα 0,18 g/(L·h).    Σχήµα 7. Κινητική κατανάλωσης γλυκόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509   Στην ζύµωση που πραγµατοποιήθηκε µε µαννόζη ως πηγή άνθρακα (Σχήµα 8), η τελευταία καταναλώθηκε σε µικρότερο χρονικό διάστηµα, και πιο συγκεκριµένα στις 41 ώρες της ζύµωσης. Η αρχική συγκέντρωση FAN ήταν 114,5 mg/L, καταναλώθηκε µέχρι τα 16 mg/L στις 22 ώρες και παρέµεινε σταθερή µέχρι το τέλος της ζύµωσης (14,5 mg/L). Η µέγιστη παραγωγή λιπιδίων (11,86 g/L) παρατηρήθηκε στις 41 ώρες 05101520253035020406080100120 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Γλυκόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



59  ζύµωσης µε αντίστοιχη παραγωγή βιοµάζας ίση µε 27,68 g/L και ενδοκυτταρικό λίπος 43%. Η απόδοση της ζύµωσης ήταν  0,16 g λιπιδίων ανα g αρχικών σακχάρων µε παραγωγικότητα 0,29 g/(L·h) στις 41 ώρες.   Σχήµα 8. Κινητική κατανάλωσης µαννόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509  Στην αντίστοιχη ζύµωση σε συνθετικό υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα ξυλόζης (Σχήµα 9), η πηγή άνθρακα καταναλώθηκε ικανοποιητικά ύστερα από 67 ώρες ζύµωσης, ενώ το FAN (95,6 mg/L) καταναλώθηκε σχεδόν ποσοτικά στις 28 πρώτες ώρες της ζύµωσης. Η µέγιστη παραγωγή βιοµάζας έφτασε στα 26,31 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 11,82 g/L στις 67 ώρες ζύµωσης. Στις ίδιες ώρες, η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού µικροβιακού λίπους έφτασε στα 0,17 g λίπους ανά αρχικών σακχάρων και η παραγωγικότητα στα 0,18 g/(L·h).  05101520253035020406080100120140 0 20 40 60 80 Βιομάζα και μικροβιακά λιπίδια (g/L)Μαννόζη(g/L) και FAN (mg/L) Χρόνος ζύμωσης (h)



60   Σχήµα 9. Κινητική κατανάλωσης ξυλόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509 Στην µελέτη των Gong et al., (2013), χρησιµοποιώντας γλυκόζη ως πηγή άνθρακα µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus η παραγωγή βιοµάζας έφτασε στα 20 g/L, ενώ αντίστοιχα το ποσοστό περιεκτικότητας σε λίπος έφτασε στο 53,2% w/w, όταν η αρχική συγκέντρωση γλυκόζης ήταν 35 g/L. Στην ζύµωση που πραγµατοποιήθηκε στην συγκεκρινένη µελέτη σε υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα γλυκόζη αρχικής συγκέντρωσης 74,1 g/L, επιτεύχθηκε υψηλότερη συγκέντρωση βιοµάζας της τάξης των 28,132 g/L µε χαµηλότερη συγκέντρωση ενδοκυτταρικού λίπους της τάξης του 41,95% w/w. Όσον αφοά την καλλιέργεια µε πηγή άνθρακα ξυλόζη µε αρχική συγκέντρωση 70 g/L, οι (Diamantopoulou et al., 2020), µε τη χρήση του στελέχους NRRL Y-1511 παρατήρησαν συγκέντρωση βιοµάζας της τάξης του 17,4 g/L µε ενδοκυτταρική συγκέντρωση λίπους της τάξης του 46,6% w/w. Στην συγκεκριµένη έρευνα, ως πηγή αζώτου χρησιµοποιήθηκε πεπτόνη και εκχύλισµα ζύµης, αµφότερα σε συγκεντρώσεις 2 g/L. Αντιπαραβάλλοντας τα αποτελέσµατα που εξάχθηκαν στην παρούσα έρευνα, όπου παρατηρήθηκε συγκέντρωση βιοµάζας 26,31 g/L µε ενδοκυτταρική συγκέντρωση λιπιδίων 44,94% µε αρχική συγκέντρωση σακχάρου επίσης 70 g/L, παρατηρείται µεγαλύτερη συγκέντρωση βιοµάζας µε ανάλογη συγκέντρωση ενδοκυτταρικών λιπιδίων. Βιβλιογραφική ανασκόπηση ζυµώσεων που έχουν πραγµατοποιηθεί µε την χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus παρουσιάζεται στον Πίνακας 7. 05101520253035020406080100120 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Ξυλόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



61  Πίνακας 7. Παραγωγή µκροβιακών λιπιδίων µε διαφορετικές πηγές άνθρακα µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus  Πηγή άνθρακα Αρχική συγκέντρωση σακχάρων (g/L) Βιοµάζα (g/L) Περιεκτικότητα σε λίπος (%) Βιβλιογραφία Γλυκόζη-Ξυλόζη 40-20 25,5 40,7 (Gong et al., 2016) Γλυκόζη-Ξυλόζη-Γλυκερόλη 40-20-30 34,4 48,7 (Gong et al., 2016) Ξυλόζη-Γλυκερόλη 30-30 25,8 38,8 (Gong et al., 2016) Γλυκόζη 35 20 53,2 (Gong et al., 2013) Γλυκόζη 30 - 57 (Görner et al., 2016) Ξυλόζη 30 - 50 (Kourist et al., 2015) Ξυλόζη 70 17,4 46,6 (Diamantopoulou et al., 2020) Γλυκόζη-Ξυλόζη-Αραβινόζη-Γαλακτόζη 3,2-14-3,7-0,8 15,6 27,1 (Yu et al., 2011)  4.6.2 Καλλιέργειες Lipomyces starkeyi DSM 70296 σε υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα Στην συνέχεια εξετάστηκε ο µικροοργανισµός L. starkeyi DSM 70296 ως προς την ικανότητά του να αναπτυχθεί σε υποστρώµατα µε πηγή άνθρακα γλυκόζης, µαννόζης και ξυλόζης. Αρχικά, στην ζύµωση που πραγµατοποιήθηκε µε την χρήση γλυκόζης ως πηγή άνθρακα (Σχήµα 10), η αρχική συγκέντρωση του σακχάρου προσδιορίστηκε στα 65,46 g/L και καταναλώθηκε πλήρως µέσα σε 57 ώρες ζύµωσης. Η συσσώρευση του ενδοκυτταρικού λίπους στο διάστηµα αυτό έφτασε στα 8,43 g/L µε απόδοση παραγωγής προϊόντος 0,13 g/g και παραγωγικότητα 0,12 g/(L·h) ενώ, η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 22,20 g/L. Η λιποπεριεκτικότητα έφτασε σε ποσοστό ίσο µε 37,98%. Η αρχική συγκέντρωση FAN προσδιορίστηκε στα 130 mg/L και µέχρι και την 39η ώρα της ζύµωσης είχε µειωθεί στα 7,3 mg/L.  



62   Σχήµα 10. Κινητική κατανάλωσης γλυκόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 Στο Σχήµα 11, που ακολουθεί παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα της ζύµωσης για το στέλεχος L. starkeyi DSM 70296 µε πηγή άνθρακα µαννόζη. Η αρχική συγκέντρωση του σακχάρου προσδιορίστηκε στα 70,63 g/L και για την πλήρη κατανάλωσή του χρειάστηκαν 57 ώρες ζύµωσης. Στο διάστηµα αυτό η συγκέντρωση του µικροβιακού λίπους έφτασε στα 6,73 g/L µε αντίστοιχη συγκέντρωση βιοµάζας στα 19,69 g/L, αναλογία που αντιστοιχεί σε 34,20% λιποπεριεκτικότητα. η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού µικροβιακού λίπους έφτασε στα 0,10 g λίπους ανά g αρχικών σακχάρων και η παραγωγικότητα στα 0,10 g/(L·h).  020406080100120140 0 20 40 60 80 05101520253035Γλυκόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h) Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)



63   Σχήµα 11. Κινητική κατανάλωσης µαννόζης (�) και FAN (�)  καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 Όσο αφορά τη ζύµωση µε εµπορικό υπόστρωµα ξυλόζης (Σχήµα 12) παρουσιάστηκε η χαµηλότερη παραγωγή βιοµάζας και µικροβιακού λίπους. Η παραγωγή του µικροβιακού λίπους έφτασε στα 5,34 g/L. Η βιοµάζα έφτασε στα 15,44 g/L και ενδοκυτταρικό περιεχόµενο λιπιδίων 34,20% w/w. Η αρχική συγκέντρωση FAN προσδιορίστηκε στα 112,95 g/L και καταναλώθηκε µέχρι την 41η ώρα της ζύµωσης. Χρησιµοποιώντας ξυλόζη ως πηγή άνθρακα η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού µικροβιακού λίπους έφτασε στα 0,074 g λίπους ανά αρχικών σακχάρων και η παραγωγικότητα στα 0,075 g/(L·h).   05101520253035020406080100120140 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Μαννόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



64   Σχήµα 12. Κινητική κατανάλωσης ξυλόζης (�) και FAN (�)  καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 Στην µελέτη των Tsakona et al. (2016), µε την χρήση γλυκόζης ως πηγή άνθρακα, µε αρχική συγκέντρωση 106 g/L (C/N=311), επιτεύχθηκε συγκέντρωση βιοµάζας 21,6 g/L µε περιεκτικότητα σε λίπος 34,8% w/w. Αντίστοιχα, στην µελέτη των Tsouko et al. (2017) παρατηρήθηκε συγκέντρωση βιοµάζας 20,26 g/L  µε ενδοκυτταρική συγκέντρωση λιπιδίων 35,5% w/w, ενώ ο λόγος άνθρακα προς άζωτο κατά την αρχή της ζύµωσης ήταν 80 g/g. Η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού λίπους προσδιορίστηκε στα 0,127 g/g και η παραγωγικότητα στα 0,076 g/(L·h). Στην παρούσα µελέτη, η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 22 g/L µε συγκέντρωση λιπιδίων της τάξης του 38% w/w, ποσοστό ελαφρώς µεγαλύτερο σε σχέση µε τις προαναφερθέντες µελέτες.  Η απόδοση παραγωγής προϊόντος ήταν όπως προαναφέρθηκε 0,13 g/g, ενώ η παραγωγικότητα στο 0,12 g/(L·h), µέγεθος αντίστοιχο µε αυτό που παρατηρήθηκε βιβλιογραφικά.  Όσον αφορά τις ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν σε πηγή άνθρακα µε πηγή άνθρακα την ξυλόζη, οι Tsouko et al. (2017) µε λόγο άνθρακα προς άζωτο 81, παρατήρησαν συγκέντρωση βιοµάζας της τάξης του 20,7 g/L µε 27,5% περιεκτικότητα σε µικροβιακό λίπος, µε απόδοση 0,116 g/g και παραγωγικότητα 0,047 g/(L·h). Σε αντιπαραβολή, στην παρούσα µελέτη επιτεύχθηκε µικρότερη συγκέντρωση βιοµάζας της τάξης του 15,44 g/L µε υψηλότερη όµως περιεκτικότητα σε µικροβιακό λίπος στο 34,56% w/w, 05101520253035020406080100120 0 20 40 60 80 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Ξυλόζη(g/L) και FAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



65  σηµαντικά µικρότερη απόδοση παραγωγής µικροβιακού λίπους 0,074 g/g, αλλά παραγωγικότητα 0,075 g/(L·h).  Στην ζύµωση που πραγµατοποιήθηκε σε µαννόζη ως πηγή άνθρακα, οι Tsouko et al., (2017) επιτεύχθηκε παραγωγή βιοµάζας 22,4 g/L και παραγωγικότητα 0,059 g/(L·h) και απόδοση παραγωγής µικροβιακού λίπους ίση µε 0,143 g/g,  έναντι 19,68 g/L µε περιεκτικότητα 34,19% w/w, απόδοση παραγωγής προϊόντος 0,10 g/g και παραγωγικότητα 0,095 g/(L·h) που παρατηρήθηκαν στην παρούσα έρευνα. Βιβλιογραφική ανασκόπηση ζυµώσεων που έχουν πραγµατοποιηθεί µε την χρήση του µικροοργανισµού L.starkeyi παρουσιάζεται στον Πίνακας 8. Πίνακας 8. Παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων µε διαφορετικές πηγές άνθρακα µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi Πηγή άνθρακα Βιοµάζα (g/L) Περιεκτικότητα σε λίπος (%) Βιβλιογραφία Γλυκόζη 21,6 34,8 (Tsakona et al., 2016) Ξυλόζη 12,32 35,02 (Tapia et al., 2012) Αλευρούχο απόβλητο 30,05 40,4 (Tsakona et al., 2014) Συνθετικό µέσο 21,6 34,8 (Tsakona et al., 2014) Γλυκερόλη 13,6 22,79 (Leiva-Candia et al., 2015) Υδρόλυµα ηλιοτροπίου 16,5 30,3 (Leiva-Candia et al., 2015) Ακατέργαστη Γλυκερόλη 9,0 3,7 (Tchakouteu et al., 2015) Ακατέργαστη Γλυκερόλη 34,4 35,9 (Tchakouteu et al., 2015) Αραβινόζη 12,7 29,1 (Tsouko et al., 2017) Ξυλόζη 20,7 27,5 Γαλακτόζη 21,2 33,1 Μαννόζη 22,4 31,7 Γλυκόζη 20,26 35,5 



66  4.6.3 Καλλιέργειες Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα Επίσης µελετήθηκε η ανάπτυξη και η συσσώρευση µικροβιακών λιπιδίων µε τη χρήση του µικροοργανισµού R. toruloides NRRL Y-27012. Ο µικροοργανισµός αναπτύχθηκε σε υποστρώµατα µε πηγή άνθρακα γλυκόζη, ξυλόζη και µαννόζη µε αρχική συγκέντρωση περίπου 70 g/L, που αντιστοιχεί σε αναλογία C/N=70 g/g.  Όπως φαίνεται στο Σχήµα 13 το µικροβιακό στέλεχος κατανάλωσε πλήρως τη γλυκόζη στις 57 ώρες ζύµωσης. Η πηγή αζώτου καταναλώθηκε ως επί το πλείστων κατά τις πρώτες 24 ώρες και η συγκέντρωσή της παρέµεινε σταθερή στην συνέχεια καθ΄ όλη τη διάρκεια της ζύµωσης. Η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 23,05 g/L µε την περιεκτικότητά της σε λίπος να φτάνει στο 39,07% w/w. Η απόδοση και παραγωγικότητα της ζύµωσης έφτασαν 0,14 g/g και 0,13 g/(L·h), αντίστοιχα.  Σχήµα 13. Κινητική κατανάλωσης γλυκόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού R. toruloides NRRL Y-27012 Κατά την ανάπτυξη του R. toruloides NRRL Y-27012 σε µαννόζη (Σχήµα 14), η αρχική συγκέντρωση σακχάρου ήταν 67,03 g/L και καταναλώθηκε µέσα σε 50 ώρες. Η µεγαλύτερη ποσότητα ελεύθερων αµινοµάδων (FAN), καταναλώθηκε στις 24 πρώτες ώρες της ζύµωσης. Η βιοµάζα έφτασε στα 25,97 g/L και το ενδοκυτταρικό λίπος στα 020406080100120140 0 20 40 60 80 100 120 14005101520253035Γλυκόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h) Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)



67  7,97 g/L στις 50 ώρες ζύµωσης. Η απόδοση παραγωγής ενδοκυτταρικού µικροβιακού λίπους έφτασε στα 0,12 g λίπους ανά g αρχικών σακχάρων και η παραγωγικότητα στα 0,16 g/(L·h).    Σχήµα 14. Κινητική κατανάλωσης µαννόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού R. toruloides NRRL Y-27012  Στο Σχήµα 15 παρουσιάζεται η παραγωγή µικροβιακού λίπους µε πηγή άνθρακα ξυλόζη. Η ασυνεχής ζύµωση διήρκησε 139 ώρες και η παραγωγή του λίπους έφτασε στα 7,35 g/L. Η συγκέντρωση της βιοµάζας στο τέλος της ζύµωσης έφτασε στα 22,75 g/L µε την περιεκτικότητα του λίπους να φτάνει σε ποσοστό ίσο µε 35,12% w/w. Η απόδοση της παραγωγής µικροβιακού λίπους έφτασε στο 0,11 g/g και η παραγωγικότητα στο 0,05 g/(L·h).  05101520253035020406080100120140 0 20 40 60 80 100 120 140 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Μαννόζη(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



68   Σχήµα 15. Κινητική κατανάλωσης ξυλόζης (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ασυνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού R. toruloides NRRL Y-27012 Οι Carmona-Cabello et al. (2021) πραγµατοποίησαν ζυµώσεις σε κωνικές φιάλες µε τον µικροοργανισµό R. toruloides NRRL Y-27012 σε πηγή άνθρακα γλυκόζη µε διαφορετικές αναλογίες C/FAN. Σε αναλογία 60 g/g παρατηρήθηκε συγκέντρωση βιοµάζας 30,4 g/L µε λιποπεριεκτικότητα 14,01%, σε αναλογία 120 g/g τα µεγέθη αυτά είχαν τις τιµές 26,5 g/g και 14,45% αντίστοιχα, ενώ σε αναλογία 180 gC/gFAN, η συγκέντρωση της βιοµάζας ήταν 26,3 g/L µε περιεκτικότητα σε ενδοκυτταρικό λίπος 23,5% w/w. Στην καλλιέργεια που αναπτύχθηκε σε πηγή άνθρακα την γλυκόζη, στην παρούσα έρευνα, η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 23 g/L µε περιεκτικότητα σε ενδοκυτταρικό λίπος της τάξης του 39,07% w/w, ποσοστό σηµαντικά υψηλότερο. Όσον αφορά την ζύµωση που πραγµατοποιήθηκε σε ξυλόζη, οι Diamantopoulou et al. (2020) παρατήρησαν συγκέντρωση βιοµάζας 15,6 g/L µε 19,5% w/w περιεκτικότητα σε λίπος. Στην παρούσα έρευνα επιτεύχθηκε συγκέντρωση βιοµάζας 22,75 g/L µε 35,11% w/w λιποπεριεκτικότητα αντίστοιχα.   05101520253035020406080100120140 0 20 40 60 80 100 120 140 Βιοµάζα και µικροβιακά λιπίδια(g/L)Ξυλόζη (g/L) και FAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



69  Πίνακας 9. Παραγωγή µκροβιακών λιπιδίων µε διαφορετικές πηγές άνθρακα µε τη χρήση του µικροοργανισµού R. toruloides  Πηγή άνθρακα Αρχική συγκέντρωση σακχάρων (g/L) Βιοµάζα (g/L) Περιεκτικότητα σε λίπος (% w/w) Βιβλιογραφία Ξυλόζη 70 15,6 19,5 (Diamantopoulou et al., 2020) Γλυκόζη 80 30,4 14,01 (Carmona-Cabello et al., 2021) Γλυκόζη 80 26,5 14,45 (Carmona-Cabello et al., 2021) Γλυκόζη 80 26,3 23,5 (Carmona-Cabello et al., 2021)  4.6.4 Προφίλ µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων µικροβιακού λίπους κατά τις ασυνεχείς ζυµώσεις Ο Πίνακας 10 απεικονίζεται το προφίλ των µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων για όλους τους µικροοργανισµούς στις ασυνεχείς ζυµώσεις που διεξήχθησαν µε τις διαφορετικές εµπορικές πηγές άνθρακα. Παρατηρείται ότι το κυρίαρχο λιπαρό οξύ είναι το ελαϊκό (C18:1) του οποίου το ποσοστό κυµάνθηκε µεταξύ 45,30% και 59,56%, ενώ ακολούθησε το παλµιτικό οξύ (C16:0) µε εύρος από 18,35% έως 37,25%. Στην συνέχεια ακολουθεί το λινελαϊκό οξύ (C18:2), ενώ σε χαµηλότερα ποσοστά µικρότερα του 10% της σύστασης του µικροβιακού λίπους εντοπίζονται το παλµιτελαϊκό οξύ (C16:1) και το στεαρικό οξύ (C18:0).    



70  Πίνακας 10. Προφίλ µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων του µικροβιακού λίπους από τους διαφορετικούς µικροοργανισµούς Μικροοργανισµός Πηγή άνθρακα Χρόνος ζύµωσης (h) C16:0 ∆9C16:1 C18:0 ∆9C18:1 ∆9,12C18:2 Άλλα C. curvatus     ATCC 20509 Γλυκόζη 48 25,13 2,02 5,25 50,23 13,2 4,35 67 21,23 0,98 6,85 53,26 11,21 5,69 Μαννόζη 22 18,35 0,58 9,63 53,25 13,25 4,9 41 28,80 0,00 9,73 51,55 7,16 1,73 Ξυλόζη 48 22,13 1,02 7,25 52,32 10,89 6,38 67 22,51 0,98 8,85 50,13 11,81 5,72 L. starkeyi                  DSM 70296 Γλυκόζη 39,5 35,88 2,72 6,27 48,33 2,40 3,80 47 37,25 3,25 6,12 48,52 1,69 3,11 Μαννόζη 39,5 29,80 3,10 6,89 45,30 9,63 4,80 57 30,2 1,52 7,69 50,2 5,6 4,02 Ξυλόζη 43 30,49 0,30 2,00 51,64 13,42 2,16 71 30,23 0,98 2,85 50,12 10,2 5,69 R. toruloides NRRL Y-27012   Γλυκόζη 45,5 28,90 0,21 4,89 49,52 10,20 5,96 69 27,31 0,75 5,02 50,89 11,23 4,58 Μαννόζη 41 22,01 0,56 4,53 55,12 12,26 5,51 50 19,46 0,00 5,16 59,56 9,59 5,86 Ξυλόζη 67 25,63 0,39 8,25 55,36 6,32 4,05 139 28,32 0,48 6,50 54,48 6,50 3,71   



71  4.7 Βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακού λίπους σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις σε βιοαντιδραστήρα 4.7.1 Ηµι-συνεχής ζύµωση σε βιοαντιδραστήρα µε τον µικροοργανισµό Cryptococcus curvatus ATCC 20509 Ο µικροοργανισµός C. curvatus ATCC 20509 καλλιεργήθηκε σε ηµι-συνεχή καλλιέργεια σε βιοαντιδραστήρα χωρητικότητας 6,7 L (Bioengineering, RALF Advanced) µε αρχικό ενεργό όγκο 3 L σε υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα µίγµα γλυκόζης και ξυλόζης (2:1) υπό αερόβιες συνθήκες (Σχήµα 16). Η αρχική συνολική συγκέντρωση σακχάρων ήταν 93,83 g/L (62,03 g/L γλυκόζη και 31,8 g/L ξυλόζη, αντίστοιχα) και η αρχική συγκέντρωση FAN ήταν 249,65 mg/L. Κατά την διάρκεια της ζύµωσης ο µικροοργανισµός κατανάλωνε την γλυκόζη µε ταχύτερο ρυθµό σε σύγκριση µε την ξυλόζη, κάτι που είχε ως αποτέλεσµα η αναλογία των δύο σακχάρων να µεταβάλλεται κατά την διάρκεια της ζύµωσης (Σχήµα 17). Παρουσία γλυκόζης και ξυλόζης, οι περισσότεροι µικροοργανισµοί γενικά µεταβολίζουν τα σάκχαρα διαδοχικά (πρώτα γλυκόζη και µετά ξυλόζη), καθώς η γλυκόζη καταστέλλει την αξιοποίηση άλλων σακχάρων που προκαλείται από το µηχανισµό καταστολής άνθρακα καταβολίτη (Carbon Catabolite Repression, CCR) ή/και αλλοστερικό ανταγωνισµό για τους µεταφορείς του σακχάρου (Hu et al., 2011). Αυτή η διαδοχική κατανάλωση των σακχάρων από τους µικροοργανισµούς πιθανό να έχει ως αποτέλεσµα την επέκταση της διάρκειας της ζύµωσης και την αναποτελεσµατική κατανάλωση των υποστρωµάτων, µε αποτέλεσµα να µειώνεται η παραγωγικότητα (Zaldivar et al., 2001). Κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση η συγκέντρωση της βιοµάζας έφτασε στα 70,5 g/L στις 88 ώρες ζύµωσης και στη συνέχεια παρέµεινε σταθερή. Η παραγωγή ενδοκυτταρικού λίπους ξεκίνησε στις 24 περίπου ώρες διάστηµα κατά το οποίο η συγκέντρωση FAN είχε µειωθεί στα 18 mg/L. Η τελική συγκέντρωση του ενδοκυτταρικού λίπους έφτασε στα 42,73 g/L στις 88 ώρες, που αντιστοιχεί σε λιποπεριεκτικότητα 60,6% w/w, και παρέµεινε πρακτικά σταθερή µέχρι και τις 114,5 ώρες. Η απόδοση παραγωγής του προϊόντος έφτασε στα 0,24 g λίπους ανά g καταναλωθέντων σακχάρων και η παραγωγικότητα στις 88 ώρες στα 0,49 g/(L·h).  



72   Σχήµα 16. Κινητική κατανάλωσης ολικών σακχάρων (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ηµι-συνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509  Σχήµα 17. Κινητική κατανάλωσης γλυκόζης (�) και ξυλόζης (�) κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509 0255075100125050100150200250300 0 25 50 75 100 125 Βιομάζα και μικροβιακά λιπίδια(g/L)Ολικά σάκχαρα(g/L) καιFAN (mg/L) Χρόνος ζύμωσης (h)01020304050607080 0 25 50 75 100 125Γλυκόζη και Ξυλόζη (g/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



73   Εικόνα 16. Μορφολογική απεικόνιση των κυττάρων στο µικροσκόπιο κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509 Στην Εικόνα 16 απεικονίζεται η αλλαγή στην µορφολογία του κυττάρου του µικροοργανισµού κατά την διάρκεια της ζύµωσης. Παρατηρείται ότι αρχικά ο µικροοργανισµός έχει άµορφο σχήµα ενώ καθώς η ζύµωση προχωράει και παράγεται ενδοκυτταρικά το λίπος, το σχήµα γίνεται πιο σφαιρικό. Τα λιποσωµατίδια διακρίνονται µε πράσινο χρώµα στο εσωτερικό των κυττάρων. 4.7.2 Ηµι-συνεχής ζύµωση σε βιοαντιδραστήρα µε τον µικροοργανισµό Lipomyces starkeyi DSM 70296 Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε ηµι-συνεχής ζύµωση σε βιοαντιδραστήρα µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296. Όπως φαίνεται στο Σχήµα 18, η ζύµωση διήρκησε περισσότερο από την αντίστοιχη ζύµωση µε τον µικροοργανισµό C. curvatus ATCC 20509. Στις 191 ώρες ζύµωσης παρατηρήθηκε η µεγαλύτερη συγκέντρωση λίπους (54,99 g/L) µε βιοµάζα 107,79 g/L, και σηµειώνοντας υψηλή περιεκτικότητα 51,03% w/w. Κατά την διάρκεια της ζύµωσης, ο µικροοργανισµός κατανάλωσε αρχικά πλήρως την ποσότητα της γλυκόζης που είχε προστεθεί και κατόπιν ξεκίνησε η κατανάλωση της ξυλόζης, φαινόµενο το οποίο παρατηρήθηκε και στην περίπτωση του µικροοργανισµού C. curvatus ATCC 20509. Η απόδοση της ζύµωσης έφτασε 0,12 g/g και η παραγωγικότητα 0,29 g/(L·h) στις 191 ώρες ζύµωσης. 



74  Στην Εικόνα 17 φαίνεται η πορεία της ανάπτυξης του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296, όπως έγινε αντιληπτή από το µικροσκόπιο. Οι πράσινες κηλίδες που διακρίνονται στο εσωτερικό των κυττάρων σηµατοδοτούν την ύπαρξη ενδοκυτταρικού λίπους, η οποία οπτικά αυξάνεται καθ΄ όλη τη διάρκεια της ζύµωσης.  Σχήµα 18. Κινητική κατανάλωσης ολικών σακχάρων (�) και FAN (�) καθώς και της παραγωγής βιοµάζας (�) και µικροβιακών λιπιδίων (�) σε ηµι-συνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296  Σχήµα 19. Κινητική κατανάλωσης γλυκόζης (�) και ξυλόζης (�) κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση µε τη χρήση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 025507510012515004080120160200240280 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225 Ολικά σάκχαρα, Βιοµάζα και Λιπίδια(g/L)FAN (mg/L) Χρόνος ζύµωσης (h)FAN (mg/L) DCW  (g/L)Total Sugars (g/L) Lipids (g/L)01020304050607080 0 25 50 75 100 125 150 175 200 225Γλυκόζη και Ξυλόζη (g/L) Χρόνος ζύµωσης (h)



75    Εικόνα 17. Μορφολογική απεικόνιση των κυττάρων στο µικροσκόπιο κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση του µικροοργανισµού L. starkeyi DSM 70296 Αρκετές µελέτες που αναφέρονται στη βιβλιογραφία έχουν επικεντρωθεί στην παραγωγή µικροβιακού ελαίου µε τη χρήση αυτών των δύο µικροοργανισµών (Πίνακας 11).   Σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις µε την χρήση του µικροοργανισµού C. curvatus οι Meo et al. (2017) παρατήρησαν σε υπόστρωµα µε πηγή άνθρακα γλυκόζης, παραγωγή 35,8 g/L βιοµάζας µε 56,7% w/w περιεκτικότητα σε λίπος και απόδοση παραγωγής λίπους 0,11 g/g. Η αρχική συγκέντρωση σακχάρου ήταν 20 g/L και ο αρχικός λόγος άνθρακα προς άζωτο ρυθµίστηκε στο 15 g/g µε την χρήση θειικού αµµωνίου ως πηγή αζώτου. Οι Hassan et al. (1996), ελέγχοντας τον ταυτόχρονο περιορισµό σε άζωτο και σίδηρο, παρατήρησαν συγκέντρωση βιοµάζας 70 g/L µε περιεκτικότητα σε λιπίδια της τάξης του 50% w/w. Στην παρούσα µελέτη επιτεύχθηκε µία από τις υψηλότερες περιεκτικότητες σε λίπος της τάξης του 62,5% w/w µε την συγκέντρωση της βιοµάζας να φτάνει στα 70,4 g/L έχοντας ως πηγή άνθρακα µίγµα γλυκόζης µε ξυλόζη. Όσον αφορά στην ηµι-συνεχή ζύµωση µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi DSM 70296, στην µελέτη των Tapia et al., (2012), το µίγµα σακχάρων περιείχε 30% γλυκόζη και 



76  70% ξυλόζη, ενώ κατά την διάρκεια της ζύµωσης πραγµατοποιούνταν προσθήκη πηγής αζώτου µε την µορφή νιτρικών αλάτων και εκχυλίσµατος ζύµης παράλληλα µε την τροφοδοσία των σακχάρων. Η συγκέντρωση της κυτταρικής βιοµάζας έφτασε στα 76 g/L µε 43,85% w/w περιεκτικότητα σε ενδοκυτταρικά λιπίδια. Οι Anschau et al. (2014) πέτυχαν συγκέντρωση βιοµάζας 85,4 g/L µε 48,9% w/w λιποπεριεκτικότητα. Στην παρούσα έρευνα η µέγιστη συγκέντρωση βιοµάζας που επιτεύχθηκε µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi σε συνθήκες ηµι-συνεχούς καλλιέργειας, ήταν 107,785 g/L µε περιεκτικότητα σε λίπος, 51,03% w/w. Ανάλογες τιµές µε την χρήση του ίδιου στελέχους πέτυχαν και οι (Tsakona et al., 2014) µε την χρήση υδρολύµατος από αλευρούχα απόβλητα ως πηγή θρεπτικών συστατικών. Συγκεκριµένα παρατήρησαν παραγωγή βιοµάζας ίση µε 109,8 g/L µε 58,7% w/w περιεκτικότητα σε λίπος και παραγωγικότητα της τάξης του 0,4 g/(L·h), έναντι 0,29 g/(L·h) που παρατηρήθηκε στην παρούσα µελέτη. Πίνακας 11. Βιβλιογραφική ανασκόπηση ζυµώσεων σε βιοαντιδραστήρα των µικροοργανισµών C. curvatus και L. starkeyi  Μικροοργανισµός ∆ιεργασία ζύµωσης Πηγή άνθρακα Βιοµάζα (g/L) Περιεκτικότητα σε λίπος (%) Βιβλιογραφία C. curvatus                ATCC 20509 Ηµι-συνεχής Γλυκόζη 15,1 44,3 (Awad et al., 2019) Ηµι-συνεχής Γλυκόζη 70 50 (Hassan et al., 1996) Ηµι-συνεχής Μαννόζη 13,7 52,8 (Awad et al., 2019) Ηµι-συνεχής Γλυκερόλη 118,0 25,0 (Meesters et al., 1996) C. curvatus DSM 11815               Ηµι-συνεχής Γλυκόζη     35,8 56,7 (Meo et al., 2017) C. curvatus                    NRRL Y-1511 Ασυνεχής Ξυλόζη 26,1 29,9 (Diamantopoulou et al., 2020) L. starkeyi                    DSM 70296 Ηµι-συνεχής (Repeated) Γλυκόζη, Ξυλόζη 85,4 48,9 (Anschau et al., 2014) Ηµι-συνεχής Γλυκόζη, Ξυλόζη 76,0 43,85 (Tapia et al., 2012) L. starkeyi                    Ηµι-συνεχής Γλυκόζη, Ξυλόζη 13,0 48,0 (Anschau & Franco, 2015) L. starkeyi                    Ηµι-συνεχής Γλυκόζη 21,2 52,0 (Bonturi et al., 2015)  



77  4.7.3 Προφίλ µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων µικροβιακού λίπους κατά τις ηµι-συνεχείς ζυµώσεις  Kατά τις ηµι-συνεχείς ζυµώσεις που διεξήχθησαν πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της σύστασης του µικροβιακού ελαίου (Πίνακας 12).  Αρχικά, η ανάλυση της σύστασης πραγµατοποιήθηκε για 3 δείγµατα που αντιστοιχούν σε διαφορετικές ώρες ζύµωσης και συγκεκριµένα για τις ώρες 24, 87 και 114,5 ώρες κατά την ηµι-συνεχή ζύµωση του C. curvatus ATCC 20509. Όσον αφορά την σύσταση του ελαίου στην 24η ώρα της ζύµωσης, το κυρίαρχο λιπαρό οξύ είναι το στεατικό οξύ (C18:0) µε ποσοστό 7,10% επί του συνόλου, ακολουθούµενο από το παλµιτικό (C16:0) µε ποσοστό 26,7% και το λινελαϊκό (C18:2) µε ποσοστό 19,37%. Άλλα λιπαρά οξέα εντοπίζονται σε αθροιστικό ποσοστό 1,51%. Η αναλογία των λιπαρών οξέων δεν διαφοροποιείται σηµαντικά στην 87η ώρα της ζύµωσης και παραµένει πρακτικά σταθερή µέχρι το τέλος της, στις 114,5 ώρες. Πιο συγκεκριµένα, στην 87η ώρα το µικροβιακό έλαιο αποτελείται κυρίως από ελαϊκό οξύ (C18:1), σε ποσοστό 48,72%. Ακολουθεί το παλµιτικό (C16:0) µε ποσοστό 27,88% το στεατικό οξύ (C18:0) µε ποσοστό 15,08% και το λινελαϊκό (C18:2) µε ποσοστό 5,96%. Άλλα λιπαρά οξέα κατέχουν το 1,67% επί του συνόλου. Ανάλογη σύσταση προσδιορίζεται και στις 114,5 ώρες της ζύµωσης, όπου το µεγαλύτερο ποσοστό καταλαµβάνει το ελαϊκό οξύ (C18:1) σε ποσοστό 49,69%, ακολουθούµενο από το παλµιτικό (C16:0) µε ποσοστό 24,48% το στεατικό οξύ (C18:0) µε ποσοστό 16,67% και το λινελαϊκό (C18:2) µε ποσοστό 5,86%. Άλλα λιπαρά οξέα εντοπίζονται στο δείγµα σε συνολικό ποσοστό 1,45%. Η ανάλυση της σύστασης του µικροβιακού ελαίου του L. starkeyi DSM 70296 πραγµατοποιήθηκε σε αυτή την περίπτωση για 2 δείγµατα που αντιστοιχούν σε διαφορετικές ώρες ζύµωσης και συγκεκριµένα για τις ώρες 47,5 και 191. Όσον αφορά την σύσταση του ελαίου στην 47,5η ώρα της ζύµωσης, το λιπαρό οξύ που εντοπίζεται σε µεγαλύτερο ποσοστό είναι το ελαϊκό οξύ (C18:1) µε ποσοστό 42,75% επί του συνόλου, ακολουθούµενο από το παλµιτικό (C16:0) µε ποσοστό 36,44% και το λινελαϊκό (C18:2) µε ποσοστό 13,56%. Το στεατικό οξύ εµφανίζεται σε ποσοστό 4,15%, ενώ άλλα λιπαρά οξέα εντοπίζονται σε αθροιστικό ποσοστό 1,05%. Αντίστοιχα µε την περίπτωση του µικροοργανισµού C.curvatus, και εδώ, η αναλογία των λιπαρών οξέων δεν διαφοροποιείται στην 191η ώρα. Πιο συγκεκριµένα, στην 87η ώρα το µικροβιακό έλαιο αποτελείται κυρίως από ελαϊκό οξύ (C18:1), σε ποσοστό 43,92%. 



78  Ακολουθεί το παλµιτικό (C16:0) µε ποσοστό 34,96% το στεατικό οξύ (C18:0) µε ποσοστό 8,96% και το λινελαϊκό (C18:2) µε ποσοστό 1,08%. Αύξηση παρατηρείται στο ποσοστό του παλµιτελαϊκού οξέος (C16:1)  σε 3,38%., ενώ λιπαρά οξέα εντοπίζονται σε ποσοστό 1,41%.   Πίνακας 12. Προφίλ µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων του µικροβιακού λίπους κατά τις ηµι-συνεχείς ζυµώσεις  Μικροοργανισµός Χρόνος ζύµωσης (h) C16:0 ∆9C16:1 C18:0 ∆9C18:1 ∆9,12C18:2 Άλλα C. curvatus              ATCC 20509 24 26,70 0,00 7,10 45,26 19,37 1,51 87 27,88 0,00 15,08 48,72 5,96 1,67 114.5 24,48 0,61 16,67 49,69 5,857 1,85 L. starkeyi              DSM 70296 47.5 36,44 0,00 4,15 42,75 13,56 1,05 191 34,96 3,38 8,96 43,92 1,08 1,45    



79  5 Συµπεράσµατα Στην παρούσα µελέτη, αξιοποιήθηκε το οργανικό κλάσµα στερεών αποβλήτων και συγκεκριµένα τα στερεά απόβλητα που προκύπτουν από την εκχύλιση του καφέ και οι φλοιοί στυµµένων πορτοκαλιών, για την παραγωγή λιπιδίων µέσω µικροβιακών ζυµώσεων. Αρχικά, τα συστατικά προστιθέµενης αξίας που εµπεριέχονται στον απόβλητο στερεό καφέ, διαχωρίστηκαν µέσω µίας διεργασίας δύο σταδίων που περιλαµβάνει την εκχύλιση του φυτικού ελαίου µε τη χρήση του πράσινου διαλύτη οξικού αιθυλεστέρα στο πρώτο στάδιο ακολουθούµενη από εκχύλιση του φαινολικού περιεχοµένου του καφέ µέσω εκχύλισης µε αιθανόλη. Τα υπολειπόµενα στερεα υποβλήθηκαν σε υδροθερµική προεπεξεργασία και στην συνέχεια σε ενζυµική υδρόλυση για την παραγωγή υδρολύµατος καφέ. Παράλληλα, από τους φλοιούς των στυµµένων πορτοκαλιών εκχυλίστηκαν τα ελεύθερα σάκχαρα µε την χρήση νερού ως διαλύτη. Τόσο το υδρόλυµα καφέ όσο και τα ελεύθερα σάκχαρα που αποµονώθηκαν από τους φλοιούς πορτοκαλιών, χρησιµοποιήθηκαν για την βιοτεχνολογική παραγωγή µικροβιακών λιπιδίων.   Στην συνέχεια, οι ελαιογόνοι µικροοργανισµοί C. curvatus ATCC 20509, L. starkeyi DSM 70296 και R. toruloides NRRL Y-27012 αξιολογήθηκαν ως προς την ικανότητά τους να αναπτυχθούν και να παράγουν µικροβιακά λιπίδια σε συνθετικό υπόστρωµα µε διαφορετικές πηγές άνθρακα (γλυκόζη, ξυλόζη και µαννόζη). Οι µικροοργανισµοί C. curvatus ATCC 20509 και L. starkeyi DSM 70296, οι οποίοι έδειξαν αρκετά ικανοποιητικά αποτελέσµατα στις πρώτες ζυµώσεις µελετήθηκαν περαιτέρω σε ηµι-συνεχείς ζυµώσεις σε βιοαντιδραστήρα. Μετά το τέλος των µικροβιακών ζυµώσεων πραγµατοποιήθηκε σε κάθε περίπτωση ανάλυση της σύστασης των λιπαρών οξέων του µικροβιακού ελαίου.  Πιο συγκεκριµένα, τα πιο σηµαντικά συµπεράσµατα που προέκυψαν από την συγκεκριµένη µεταπτυχιακή µελέτη ήταν τα εξής:  
• Ο οξικός αιθυλεστέρας ως πράσινος διαλύτης αποδείχθηκε καλύτερος διαλύτης για την εκχύλιση του φυτικού ελαίου του καφέ αποµονώνοντας το 79,44% w/w του συνολικού ελαίου (µέσω προσδιορισµού µε την µέθοδο Soxhlet) έναντι του 73,98% w/w που αποµονώθηκε µε τη χρήση εξανίου.  



80  • Η αναλογία 1:10, SCGs προς αιθανόλη για την αποµόνωση των φαινολικών ενώσεων από τους χρησιµοποιηµένους κόκκους καφέ, έδειξε καλύτερα αποτελέσµατα έναντι της αναλογίας 1:5. 
• Οι ζυµώσεις µε τον µικροοργανισµό C. curvatus ATCC 20509 σε γλυκόζη, µαννόζη και ξυλόζη, απέδωσαν 28,132 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 41,94% w/w περιεκτικότητα σε λίπος, 27,70 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 30,55% w/w περιεκτικότητα σε λίπος και 26,31 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 44,94% w/w περιεκτικότητα σε λίπος αντίστοιχα. 
• Οι ζυµώσεις µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi DSM 70296  σε γλυκόζη, µαννόζη και ξυλόζη, απέδωσαν 22,20 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 37,97% w/w περιεκτικότητα σε λίπος, 19,68 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 34,19% w/w περιεκτικότητα σε λίπος και 15,44 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 34,56% w/w περιεκτικότητα σε λίπος αντίστοιχα. 
• Οι ζυµώσεις µε τον µικροοργανισµό R. toruloides NRRL Y-27012 σε γλυκόζη, µαννόζη και ξυλόζη, απέδωσαν 23,06 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 39,07% w/w περιεκτικότητα σε λίπος, 25,96 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 30,68% w/w περιεκτικότητα σε λίπος και 22,75 g/L µικροβιακής βιοµάζας µε 35,12% w/w περιεκτικότητα σε λίπος αντίστοιχα. 
• Στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν µε τον µικροοργανισµό C. curvatus ATCC 20509 επιτεύχθηκε µία από τις υψηλότερες περιεκτικότητες σε λίπος της τάξης του 62,5% µε την συγκέντρωση της βιοµάζας να φτάνει στα 70,4 g/L. 
• Στις ηµισυνεχείς ζυµώσεις που πραγµατοποιήθηκαν µε τον µικροοργανισµό L. starkeyi DSM 70296 η µέγιστη συγκέντρωση βιοµάζας που επιτεύχθηκε ήταν 107,78 g/L µε περιεκτικότητα σε λίπος, 51,03% w/w. Συνοψίζοντας, σύµφωνα µε τα πειραµατικά αποτελέσµατα επιτεύχθηκαν ικανοποιητικές συγκεντρώσεις µικροβιακών λιπιδίων. Παρόλα αυτά περαιτέρω µελέτη πρέπει να πραγµατοποιηθεί µε σκοπό την βελτίωση της βιοτεχνολογικής παραγωγής λιπιδίων µελετώντας διάφορους παράγοντες όπως τη βελτιστοποίηση του θρεπτικού µέσου ζύµωσης, την αναλογία C/N στρατηγική και τη σύσταση τροφοδοσίας. Ιδιαίτερη έµφαση θα πρέπει να δοθεί στη βελτίωση του αερισµού (µέσω του kLa) κατά τα στάδια κυτταρικής ανάπτυξης και συσσώρευσης λιπιδίων. Επιπρόσθετα, η ανάπτυξη ενός 



81  ολοκληρωµένου βιοδιυλιστηρίου βασισµένο στα απόβλητα φλοιών πορτοκαλιού για την ανάκτηση ελεύθερων σακχάρων, πηκτικών, αντιοξειδωτικών και ελαίων, χρήζει ιδιαίτερου ενδιαφέροντος και θα πρέπει να µελετηθεί ως προς την αξιολόγηση της βιωσιµότητας της διεργασίας.   
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