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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Η πειραματική διαδικασία για την πραγματοποίηση της παρούσας Διδακτορικής Διατριβής έλαβε 

χώρα στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων του Γεωπονικού Πανεπιστημίου 

Αθηνών. Σκοπός της μελέτης ήταν η διερεύνηση της ικανότητας δύο στελεχών ζυμών, των 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 και Debaryomyces sp. FMCC Y69, να μεταβολίζουν τη 

βιομηχανική γλυκερόλη κατά τη διάρκεια ζυμώσεων κάτω από διαφορετικές συνθήκες υπό περιορισμό σε 

άζωτο, προς παραγωγή χρήσιμων βιοτεχνολογικών προϊόντων υψηλής προστιθέμενης αξίας τα οποία 

παράγονταν όταν το άζωτο αποτελούσε το περιοριστικό στοιχείο στο μέσο της αύξησης. Όλες οι 

καλλιέργειες έλαβαν χώρα σε αναδευόμενες φιάλες των 250 mL, εκτός από λίγες περιπτώσεις όπου 

εμφανίστηκαν ικανοποιητικά αποτελέσματα σε σχέση με την παραγωγή των επιζητουμένων προϊόντων 

(λιπίδια για το μικροοργανισμό R. toruloides NRRL Y-27012 και αραβιτόλη για το μικροοργανισμό 

Debaryomyces sp. FMCC Y69) και όπου έλαβαν χώρα ζυμώσεις και σε κλειστού τύπου αναδευόμενους και 

αεριζόμενους εργαστηριακής κλίμακας βιοαντιδραστήρες. Για το σκοπό αυτό, η πειραματική μελέτη 

χωρίστηκε σε δυο βασικά μέρη με βάση το μικροοργανισμό που χρησιμοποιήθηκε κάθε φορά. 

Στο πρώτο μέρος της Διδακτορικής Διατριβής παρουσιάζονται οι μικροβιακές ζυμώσεις που 

πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας την ελαιογόνο ζύμη Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης (Glol) σε διαφορετικές συγκεντρώσεις και συνθήκες. Στόχος της συγκεκριμένης 

σειράς πειραμάτων ήταν η μελέτη της ικανότητας της συγκεκριμένης ζύμης να μεταβολίζει την παραπάνω 

πηγή άνθρακα προς παραγωγή βιομάζας, ενδοπολυσακχαριτών και λιπιδίων. Αρχικά μελετήθηκαν δύο 

διαφορετικοί τρόποι εκχύλισης για την ανάκτηση των λιπιδίων. Συγκεκριμένα εφαρμόστηκε η μέθοδος 

μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH), ενώ στη δεύτερη περίπτωση έγινε 

αρχικά όξινη υδρόλυση με HCl και στη συνέχεια εκχύλιση με μίγμα διαλυτών CHCl3–CH3OH. Στη 

συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση της τιμής του pH στην αύξηση και παραγωγή των μεταβολικών 

προϊόντων σε τρεις διαφορετικές τιμές, 3,5, 5,5 και 6,5. Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι το pH 

επηρεάζει την παραγωγή βιομάζας και λιπιδίων χωρίς να μεταβάλει στη σύσταση των λιπαρών οξέων. Το 

pH 5,5 αποδείχτηκε το βέλτιστο για την παραγωγή λιπιδίων και βιομάζας. Στη συνέχεια μελετήθηκε η 

επίδραση της πηγής άνθρακα στη φυσιολογική λειτουργία του μικροοργανισμού. Προκειμένου να 

ερευνηθεί ο μεταβολισμός σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης, πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες χρησιμοποιώντας διαφορετικές συγκεντρώσεις της πηγής άνθρακα 

μεμονωμένα ή σε κοινή ζύμωση. Πιο συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκε μια ζύμωση κλειστού τύπου σε 

γλυκόζη (Glc) με αρχική συγκέντρωση 80 g/L (μάρτυρας) και ζυμώσεις με μικτό υπόστρωμα γλυκόζης και 

γλυκερόλης σε αναλογίες Glc: Glol=1: 3 w/w, 3: 1 w/w, 1: 1 w/w, αντίστοιχα. Από τα αποτελέσματα που 

ελήφθησαν φαίνεται ότι η παρουσία γλυκόζης και γλυκερόλης στο θρεπτικό μέσο είχε ως απόρροια για τη 

συγκεκριμένη ζύμη την εμφάνιση της καταβολικής καταστολής για την κατανάλωση της γλυκερόλης 

δεδομένου ότι ο μικροοργανισμός επέλεξε να καταναλώσει αποκλειστικά τη γλυκόζη στα αρχικά στάδια 



 
 

της ζύμωσης, και η κατανάλωση γλυκερόλης εκκίνησε στα μεταγενέστερα στάδια της καλλιέργειας και 

όταν η συγκέντρωση της γλυκόζης ήταν πολύ χαμηλή στο μέσο της αύξησης. Εντούτοις το υπόστρωμα που 

απέδωσε τη μέγιστη παραγωγή λίπους ήταν εκείνο που περιείχε αποκλειστικά γλυκερόλη με αρχική 

συγκέντρωση 80 g/L. 

Ο επόμενος παράγοντας που μελετήθηκε ήταν η επίδραση της συγκέντρωσης του χλωριούχου 

νατρίου (NaCl) στο υπόστρωμα, στην αύξηση της ζύμης καθώς επίσης και στην παραγωγή των 

μεταβολικών προϊόντων. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν έξι ζυμώσεις σε πηγή άνθρακα τη 

γλυκερόλη χρησιμοποιώντας αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl στο υπόστρωμα της καλλιέργειας (0,2; 0,5; 

0,8; 1,0; 2,0; 3,0%, w/v). Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η προσθήκη NaCl σε χαμηλές συγκεντρώσεις από 

0,2-0,8%, w/v επέδρασε θετικά στη σύνθεση λιπιδίων καθώς η απόλυτη τιμή του λίπους αυξήθηκε έως και 

~5 g/L σε σχέση με το μάρτυρα. Έτσι στην καλλιέργεια του μάρτυρα (χωρίς NaCl) η συγκέντρωση λιπιδίων 

ήταν 8,9 g/L ενώ όταν προστέθηκαν 0,2%, w/v NaCl, η συγκέντρωση λιπιδίων ήταν 13,3 g/L. Αντίθετα η 

παρουσία υψηλών συγκεντρώσεων άλατος (>1%, w/v NaCl) είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση τόσο της 

παραγόμενης βιομάζας όσο και των λιπιδίων, προφανώς λόγω παρεμπόδισης η οποία προκλήθηκε λόγω 

των υψηλών συγκεντρώσεων του άλατος. Άξιο αναφοράς είναι το γεγονός ότι η υπαγωγή της καλλιέργειας 

σε υψηλή συγκέντρωση άλατος (30 g/L) ευνόησε τη σύνθεση του ενδο-κυτταρικού α-λινολενικού οξέος 

(Δ9,12,15C18: 3), το ποσοστό του οποίου ήταν ίσο σε ~8,5%, w/w. Στις λοιπές καλλιέργειες, η σύσταση των 

λιπιδίων σε λιπαρά οξέα αποτελούταν κυρίως από ελαϊκό (Δ9C18: 1) με ποσοστά ~45-50%, w/w και 

παλμιτικό (C16: 0) ~28-35%, w/w. Αναφορικά με τα υπόλοιπα λιπαρά οξέα, το στεατικό (C18: 0), το 

λινελαϊκό οξύ (Δ9,12C18: 2) και το α-λινολενικό οξύ (Δ9,12,15C18: 3) κατείχαν συνολικά σχετικά μικρό 

ποσοστό της τάξεως του ~3-12%, w/w. 

Προκειμένου να μειωθεί το κόστος της διεργασίας στο μέσο της καλλιέργειας προστέθηκε ως 

ανασταλτικός παράγοντας ένα υδρογλυκερινικό εκχύλισμα από στερεά απόβλητα κρεμμυδιού (Onion Solid 

Wastes, OSWs). Ο απώτερος σκοπός του συγκεκριμένου πειράματος ήταν η μελέτη της προσθήκης του 

αποβλήτου στη φυσιολογική συμπεριφορά του μικροοργανισμού, η πιθανή αύξηση (ή μείωση) της 

συγκέντρωσης της βιομάζας και των λιπιδίων λόγω της παρουσίας των OSWs στο θρεπτικό μέσο, και 

τελικώς η πιθανή διενέργεια ζύμωσης υπό μη-ασηπτικές συνθήκες με την προσθήκη OSWs σε μέσο με 

πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη, εφόσον ένα σημαντικό κόστος της βιοδιεργασίας για παραγωγή των 

μικροβιακών λιπιδίων αποτελεί η αποστείρωση. Ωστόσο η παρουσία φαινολικών ουσιών στο εκχύλισμα 

οδήγησε στη μείωση της τελικής συγκέντρωσης των ολικών λιπιδίων (6,2 g/L) κατά ~2,5 g/L σε σχέση με 

το μάρτυρα. Στη συνέχεια ακολούθησαν πειράματα με διαφορετική αναλογία του λόγου C/N (50; 100; 160; 

240 moles/moles) σε υπόστρωμα με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Ο λόγος με αναλογία 

C/N=50 moles/moles ήταν ο βέλτιστος για την παραγωγή βιομάζας με τη μέγιστη τιμή της να είναι ίση με 

30,2 g/L (ταυτόχρονη συγκέντρωση μικροβιακού λίπους L=10,1 g/L). Αντίθετα στη ζύμωση με λόγο 

C/N=100 moles/moles σημειώθηκε το μέγιστο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσία, περίπου ~50% με 

ταυτόχρονη συγκέντρωση λιπιδίων L=12,0 g/L. Καλλιέργεια σε μεγαλύτερο αρχικό λόγο C/N είχε ως 

απόρροια μείωση της λιποπεριεκτικότητας τόσο σε απόλυτες (g/L) όσο και σε σχετικές (% λίπους επί 

ξηρού) τιμές, υποδηλώνοντας την ύπαρξη ενός βέλτιστου αρχικού λόγου C/N για τη διεργασία. 

Τέλος για τη βελτιστοποίηση της διαδικασίας και την παραγωγή μεταβολικών προϊόντων σε 

υψηλότερη συγκέντρωση πραγματοποιήθηκε κλειστή ζύμωση σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική 

συγκέντρωση 90 g/L. Οι μέγιστές τιμές παραγόμενης βιομάζας και λιπιδίων σημείωσαν αύξηση σε σχέση 



 
 

με τις κωνικές φιάλες στο τέλος της ζύμωσης φτάνοντας τα 26,8 g/L και 13,5 g/L αντίστοιχα ενώ οι μέγιστες 

αποδόσεις βιομάζας και λιπιδίων ήταν 0,56 g/g και 0,16 g/g αντίστοιχα, οι οποίες δεν έδειξαν να 

επηρεάζονται σημαντικά σε σύγκριση με το πείραμα που διεξήχθη σε κωνικές φιάλες. Από την άλλη 

πλευρά, τόσο η κατανάλωση της γλυκερόλης όσο και η παραγωγή της βιομάζας και των λιπιδίων έλαβε 

χώρα αρκετά πιο γρήγορα (περίπου στο μισό διάστημα) σε σχέση με τη διεργασία στις αναδευόμενες 

φιάλες.  

Στο δεύτερο μέρος της Διδακτορικής Διατριβής παρουσιάζονται οι μικροβιακές ζυμώσεις που 

πραγματοποιήθηκαν χρησιμοποιώντας τη ζύμη Debaryomyces sp. FMCC Y69 για τη παραγωγή αραβιτόλης. 

Αρχικώς, πραγματοποιήθηκε ζύμωση σε υπόστρωμα γλυκόζης με πολύ υψηλή συγκέντρωση της 

τελευταίας (50%, w/v), δεδομένου ότι με βάση τη βιβλιογραφία, αύξηση του στελέχους σε υπόστρωμα 

αρχικής συγκέντρωσης σακχάρου >50%, w/v θα κατεδείκνυε ότι το εν λόγω στέλεχος ανήκει στο είδος 

Debaryomyces prosopidis. Εν συνεχεία, πραγματοποιήθηκαν κλειστού τύπου καλλιέργειες τόσο σε 

κωνικές φιάλες όσο και σε βιοαντιδραστήρα χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη σε αρχικές 

συγκεντρώσεις 80 g/L και 125 g/L. Στην περίπτωση που χρησιμοποιήθηκε γλυκερόλη σε αρχική 

συγκέντρωση 80 g/L, παρήχθησαν περίπου 30 g/L αραβιτόλης (Ara) με απόδοση ~0,40 g/g, σε κωνικές 

φιάλες αλλά και στο βιοαντιδραστήρα. Ωστόσο αύξηση στη συγκέντρωση και την απόδοση του τελικού 

προϊόντος παρατηρήθηκε στην υψηλότερη συγκέντρωση γλυκερόλης τόσο στις ζυμώσεις σε κωνικές 

φιάλες (Ara=70,9 g/L) αλλά και σε βιοαντιδραστήρα (Ara=65,5 g/L). Αξίζει να τονιστεί ότι, η απόδοση 

προϊόντος ως προς το αναλωθέν υπόστρωμα σημείωσε μία από τις μέγιστες τιμές που έχει αναφερθεί 

βιβλιογραφικά μέχρι στιγμής (YAra/Glol=0,57 g/g). Συγκριτικά με το πείραμα το οποίο έλαβε χώρα στις 

φιάλες, η καλλιέργεια στο βιοαντιδραστήρα είχε ως απόρροια πολύ ταχύτερη κατανάλωση της γλυκερόλης, 

όπως επίσης και πολύ υψηλότερη παραγωγή βιομάζας και η παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών (IPS) 

προσδιορίστηκε μεταξύ ~20-40%, w/w επί της ξηρής μάζας στη συγκέντρωση Glol~80 g/L και 20-32%, 

w/w στη συγκέντρωση Glol~125 g/L. 

Στη συνέχεια, μελετήθηκε η επίδραση του pH στο συγκεκριμένο στέλεχος κατά τη διάρκεια 

ζυμώσεων κλειστού τύπου σε γλυκερόλη. Το πολύ όξινο pH επηρέασε δυσμενώς την ανάπτυξη του 

στελέχους και τη σύνθεση δευτερογενών μεταβολιτών. Ωστόσο, η βέλτιστη απόδοση του παραγόμενου 

προϊόντος σημειώθηκε στη τιμή pH 5,5. Παράλληλα, πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε 

κωνικές φιάλες σε διαφορετικά μίγματα γλυκόζης και γλυκερόλης με τελική συγκέντρωση 125 g/L. Η 

παρουσία γλυκόζης προκάλεσε καταβολική καταστολή στην κατανάλωση της γλυκερόλης και μείωση στη 

τελική συγκέντρωση προϊόντος. Συμπερασματικά, το στέλεχος έδειξε να αποδίδει καλύτερα σε υπόστρωμα 

που περιείχε αμιγώς γλυκερόλη. Συγκεκριμένα, στην αναλογία Glc: Glol=1: 1 w/w η τελική συγκέντρωση 

αραβιτόλης ήταν 67,7 g/L με απόδοση παραγόμενης αραβιτόλης προς αναλωθέν υπόστρωμα (γλυκόζη + 

γλυκερόλη) (YAra/S)=0,55 g/g. Ο επόμενος παράγοντας που μελετήθηκε ήταν η επίδραση της προσθήκης 

του χλωριούχου νατρίου στην αύξηση και την παραγωγή αραβιτόλης από το μικροοργανισμό D. 

prosopidis, πραγματοποιώντας ζυμώσεις σε αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl (2,0; 5,0; 8,0; 12,0; 16,0%, 

w/v). Η ζύμη έδειξε εξαιρετική ωσμωανθεκτική ικανότητα ωστόσο η παραγωγή αραβιτόλης 

παρεμποδίστηκε σε συγκέντρωση NaCl≥5%, w/v. Σε αυτή τη σειρά πειραμάτων πραγματοποιήθηκε και 

μια κλειστή καλλιέργεια με 5%, w/v NaCl και μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο. Η παρουσία του 

άλατος περιόρισε τη βακτηριακή επιμόλυνση και βοήθησε την επικράτηση της ζύμης και την παραγωγή 

πολυόλης (Ara=43,6 g/L).  



 
 

Στη συνέχεια ακολούθησαν τρία πειράματα με διαφορετική αρχική αναλογία του λόγου C/N (ήτοι 

C/N=79 moles/moles, 158 moles/moles, 246 moles/moles) σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L 

με την υψηλότερη απόδοση για την αραβιτόλη να σημειώνεται στην τιμή C/N=158 moles/moles και ήταν 

ίση με 70,0 g/L και συντελεστή απόδοσης παραχθείσας αραβιτόλης προς αναλωθείσα γλυκερόλη (YAra/Glol) 

~0,52 g/g. Σύμφωνα λοιπόν με τα παραπάνω πειράματα, προέκυψε ότι οι βέλτιστες συνθήκες για παραγωγή 

αραβιτόλης είναι η χρήση της γλυκερόλης ως πηγή άνθρακα με pH=5,5 και λόγο C/N=158 moles/moles. 

Τέλος, για την αύξηση στην παραγόμενη ποσότητα αραβιτόλης αλλά και στην τελική απόδοση, 

πραγματοποιήθηκε ημι-συνεχής τροφοδοτούμενη καλλιέργεια σε κωνικές φιάλες των 250 mL 

χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη. Η παραγωγή αραβιτόλης ήταν ~91 g/L με απόδοση 

YAra/Glol~0,53 g/g. Η ανωτέρω επιτευχθείσα τιμή της αραβιτόλης, ήταν από τις υψηλότερες που έχουν 

αναφερθεί ποτέ στη διεθνή βιβλιογραφία για άγρια (μη γενετικώς τροποποιημένα) στελέχη ζυμών κατά την 

αύξησή τους σε οποιαδήποτε πηγή άνθρακα η οποία να χρησιμοποιείται ως υλικό εκκίνησης της 

διεργασίας.  

Από τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι τα στελέχη των ζυμών Rhodosporidium toruloides 

και Debaryomyces prosopidis μπορούν να μεταβολίζουν την ακάθαρτη γλυκερόλη προς παραγωγή 

μεταβολικών προϊόντων προστιθέμενης αξίας όπως λιπίδια και αραβιτόλη συμβάλλοντας στην άρση 

ποικίλων προβλημάτων που σχετίζονται με την επισιτιστική και ενεργειακή κρίση και προωθώντας την 

πράσινη ανάπτυξη, την αειφορία και την κυκλική οικονομία. 
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Production of microbial oils, endopolysaccharides and polyols during yeast growth on substrates based on impure 

glycerol, a by-product of the biodiesel fuel production process 
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ABSTRACT 

The experimental procedure for the realization of this PhD thesis took place at the Laboratory of 

Food Microbiology and Biotechnology of the Agricultural University of Athens. The present study aimed 

to assess the potential of two yeast strains, Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 and Debaryomyces 

sp. FMCC Y69, upon lipid and arabitol production during growth on biodiesel-derived glycerol, which is 

the main side-product of biodiesel production process, called also “crude glycerol” (crude glycerin). The 

synthesis of 10 kg of biodiesel deriving from the trans-esterification of various types of oils generates c. 1 

kg of glycerol (purity ~90%, w/w) as a side-product, while besides biodiesel, significant quantities of 

glycerol-containing water can also be generated through bioethanol and alcoholic beverages’ production 

plants and through various oleochemical (i.e. soap production) facilities. With the significant rise in the 

production of biodiesel that has occurred the last (several) years, the valorization of glycerol has become a 

very “hot” topic in Industrial Biotechnology. The experimental study was divided into two main parts based 

on the yeast strain used each time.  

The first part of the PhD thesis presents the microbial fermentations conducted using the oleaginous 

yeast Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 on crude glycerol at different concentrations and culture 

conditions. Initially, the impact of medium pH on the formation of several metabolites was evaluated and 

trials on different pH values (3.5, 5.5 and 6.5) were conducted. In the medium in which pH=5.5 was applied, 

the strain demonstrated the best results concerning biomass and lipid synthesis. Furthermore, to investigate 

the effect of carbon source on yeast metabolism, trials on mixtures of glucose and glycerol, were carried 

out in shake flasks using different ratios (Glc: Glol=1: 3 w/w, 3: 1 w/w, 1: 1 w/w) of the carbon source in 

which the global concentration was ~80 g/L. The obtained results demonstrated that the presence of glucose 

in the medium was associated with the catabolic repression of the consumption of glycerol, since the yeast 

strain preferred to consume exclusively glucose in the initial stages of fermentation, whereas glycerol 

consumption started after the depletion of glucose from the culture medium. It is noted that when glycerol 

at an initial concentration of 80 g/L was applied in the medium lipid synthesis was higher compared to the 

trials in which the same initial quantity of glucose was applied.  

Moreover, the impact of sodium chloride (NaCl) addition on cell growth and lipid synthesis was 

investigated. For this purpose, batch trials in shake flasks were carried out on a medium containing glycerol 

and six different initial NaCl concentrations (0.2; 0.5; 0.8; 1.0; 2.0; 3.0%, w/v) were imposed. A promising 

finding was that the addition of NaCl at low concentrations of 0.2-0.8%, w/v had increased lipid synthesis 



 
 

up to ~5 g/L compared to the control. Thus, in the control culture (absence of NaCl) the lipid concentration 

was =8.9 g/L whereas, at 0.2%, w/v NaCl a lipid concentration of 13.3 g/L was achieved, demonstrating an 

interesting stimulatory effect of lipid synthesis at relatively low initial concentrations of NaCl added into 

the medium. On the contrary, the presence of high salt concentrations (>1%, w/v NaCl) progressively 

inhibited both biomass and lipid production. A further remarkable finding is that a high salt concentration 

of 30 g/L favored the synthesis of α-linolenic acid (Δ9,12,15C18: 3).  

In order to reduce the cost of processing in the culture medium, experiments were also conducted 

in media with a hydroglycerolic extract of onion peels (Onion Solid wastes; OSWs) added, while a blank 

experiment (no extract) was also realized. This was performed since it was desirable to evaluate the effect 

of the addition of OSWs upon microbial growth, and considering the bacteriostatic effects of these very 

OSWs, to potentially perform the trials under previously non-sterilized media. Indeed, the trial with the 

added extract was performed under both aseptic (previous sterilization) and non-aseptic (previous thermal 

treatment at T=100 °C; 5 min) conditions. The aseptic experiment with the added extract resulted in a 

relative decrease in lipid production in relation to the control (L=8.6 g/L in the control vs L=6.2 g/L with 

the extract). Under non-aseptic conditions, lipid production was slightly lower (L=5.2 g/L), but, in any case, 

the production of microbial lipids under non-previously sterilized media was demonstrated.  

For further investigation of its physiological behavior, R. toruloides NRRL Y-27012 was tested in 

trials under nitrogen limitation in different C/N molar ratios of 50, 100, 160 and 240 moles/moles. The 

initial glycerol (Glol0) concentration for all experiments was ~90 g/L. The yeast demonstrated significant 

dry cell weight production irrespective of the C/N ratio employed, ranging between ~20-30 g/L. The 

optimum C/N ratio medium was that of 100 moles/moles, where biomass (X)=24.5 g/L containing 50%, 

w/w of lipids was recorded. Endopolysaccharides in dry cell weight values (IPS/X) presented indeed 

impressive values (≥50%, w/w) even at the very early growth steps, while IPS/X values decreased as the 

fermentation proceeded, with a simultaneous increase of lipid in dry cell weight (L/X) values. Finally, the 

optimum trial in shake flasks was scaled-up in a batch laboratory-scale bioreactor, and higher glycerol 

assimilation rate, biomass and lipid production occurred compared to the flask trial (final X and lipid values 

~27.0 g/L, =13.5 g/L respectively). 

The second part of the thesis presents the microbial fermentations carried out using the yeast 

Debaryomyces sp. FMCC Y69 for arabitol production when crude glycerol, residue from the biodiesel 

production process, was employed as substrate. The newly isolated yeast strain was initially cultivated on 

a fermentation medium that contained 50%, w/v glucose. According to the literature, potential growth on 

such a medium would indicate that the employed strain belongs to the species D. prosopidis. Subsequently, 

batch cultures were carried out in both shake flasks and laboratory-scale bioreactors using glycerol as a 

carbon source at initial concentrations of 80 g/L and 125 g/L under nitrogen-limited conditions. A batch 

culture on glycerol at an initial concentration of 80 g/L, resulted in arabitol synthesis of 30 g/L with a yield 



 
 

of arabitol produced on glycerol consumed (YAra/Glol) ~0.40 g/g, both in shake flasks and bioreactor. 

However, when 125 g/L of glycerol was applied, arabitol production was increased both in shake flasks 

(Ara=70.9 g/L) and bioreactor (Ara=65.5 g/L) combined with the highest yield reported in the literature so 

far (YAra/Glol=0.57 g/g). Compared with the shake-flask experiment, the bioreactor experiment although 

presented lower final arabitol production, presented significantly higher biomass production and glycerol 

uptake. Moreover, the effect of pH on the strain during batch fermentation on glycerol substrate was then 

studied in flask experiments. The extreme acidic pH negatively affected biomass and product synthesis. 

However, when pH 5.5 was applied the strain demonstrated the highest polyol production. At the same 

time, batch fermentations were carried out in shake flasks containing glucose and glycerol mixtures with a 

final concentration of 125 g/L. The presence of glucose caused catabolite repression of glycerol 

consumption and a decrease in the final product concentration. In conclusion, the strain performed better 

on a substrate containing only glycerol as substrate, where the maximum arabitol concentration recorded 

was 70.9 g/L. For instance, at the ratio Glc: Glol=1: 1 w/w the final concentration of arabitol was 67.7 g/ L 

with a yield of arabitol YAra/S =0.55 g/g, produced on a total substrate (glucose + glycerol) consumed.  

In the next stages, trials with glycerol employed as substrate and several initial NaCl concentrations 

(2.0; 5.0; 8.0; 12.0; 16.0%, w/v) were employed. The yeast demonstrated excellent osmotolerant capacity 

however the production of arabitol was inhibited at a concentration of NaCl≥5%, w/v. Moreover, in this 

experimental stage, a batch culture containing 5%, w/v NaCl under non-aseptic conditions was carried out. 

The presence of salt limited bacterial contamination and allowed yeast growth and polyol synthesis 

(Ara=43.6 g/L). Arabitol production was further evaluated under different C/N ratios (=79, 158, 246 

moles/moles) at an initial glycerol (Glol0) concentration of ~135 g/L. Polyol production was maximized 

(70.0 g/L) when the C/N ratio was equal to 158 moles/moles. Yield and productivity were also enhanced 

with respective values of 0.52 g/g and 0.12 g/L/h.  

In the last part of our research, a fed-batch culture in 250-mL shake flasks using glycerol as a carbon 

source was performed. The obtained data demonstrated a tremendous arabitol production of ~91 g/L with 

a yield on glycerol consumed of ~0.53 g/g. It must be stressed that this concentration is amongst the highest 

ones that have ever been reported in the international literature that deals with renewable resources, or 

commercial sugars (i.e. C6 or C5 sugars) employed for arabitol production, when wild-type microorganisms 

are implicated in the process. 

Based on the aforementioned results, it was concluded that the yeast strains R. toruloides and D. 

prosopidis can be used as efficient microbial cell factories to convert the abundant streams of biodiesel-

derived glycerol into value-added extra- and intra-cellular metabolites of potentially very high production 

cost and remarkable importance of the food, chemical and biofuel industries. The current study, therefore, 

provided alternative and interesting “green” and eco-friendly ways of valorization of biodiesel-derived 

glycerol, by using it as substrate by natural yeast species. It can be concluded thus, that, solutions referring 



 
 

to the ecological and environmentally friendly valorization of biodiesel-derived glycerol with the use of 

microbial technology can greatly contribute to the resolution of the important and constantly increasing 

problem of the management of glycerol. The findings of the current thesis, therefore, can constitute an 

important basis for future studies on this very important topic, with long-range impact. contributing to the 

development of biobased economy aspects. 

 

Scientific area: Industrial glycerol  

Keywords: Microbial oils, endopolysaccharides, arabitol 



 
 

 

©Ροζανίνα Φιλιππούση 

 

«Παραγωγή μικροβιακών ελαίων, ενδοπολυσακχαριτών και πολυολών κατά την αύξηση 

ζυμών σε υπόστρωμα με βάση την ακάθαρτη γλυκερόλη, υποπροϊόν της διεργασίας 

παραγωγής καυσίμου τύπου βιοντίζελ» 

 

Η έγκριση της διδακτορικής διατριβής από το Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και 

Διατροφής του Ανθρώπου του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών δεν υποδηλώνει 

αποδοχή των απόψεων του συγγραφέα (ν. 5343/1932, αρ. 202, παρ. 2). 

Η πνευματική ιδιοκτησία αποκτάται χωρίς καμία διατύπωση και χωρίς την ανάγκη 

ρήτρας απαγορευτικής των προσβολών της. Πάντως κατά το ν. 2121/1993, όπως 

μεταγενέστερα τροποποιήθηκε ιδίως με το αρ. 81, ν. 3057/2002 καθώς και με τα αρ. 1, 2 

και 4, ω. 3524/2007 και την διεθνή σύμβαση της Βέρνης (που έχει κυρωθεί με το ν. 

100/1975), απαγορεύεται η αναδημοσίευση και γενικά η αναπαραγωγή του παρόντος έργου, 

με οποιονδήποτε τρόπο (ηλεκτρονικό, μηχανικό, φωτοτυπικό, ηχογράφηση ή άλλο) 

τμηματικά ή περιληπτικά, στο πρωτότυπο ή σε μετάφραση ή άλλη διασκευή, χωρίς γραπτή 

άδεια του συγγραφέα. 

Το μη αποκλειστικό δικαίωμα αναπαραγωγής αντιγραφής (για λόγους ασφάλειας και 

συντήρησης) και διάθεση της παρούσας διδακτορικής διατριβής υπό ηλεκτρονική μορφή, 

για εκπαιδευτική, ερευνητική και ιδιωτική χρήση και όχι για χρήση που αποσκοπεί σε 

εμπορική εκμετάλλευση, παραχωρείται στη Βιβλιοθήκη και Κέντρο Πληροφόρησης του 

Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών. 

Με την άδειά μου, η παρούσα εργασία ελέγχθηκε από την Εξεταστική Επιτροπή μέσα 

από λογισμικό ανίχνευσης λογοκλοπής που διαθέτει το ΓΠΑ και διασταυρώθηκε η 

εγκυρότητα και η πρωτοτυπία της. 
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επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.10. Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων, ζυμώσεων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-

27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 90 g/L για τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 

moles/moles, C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles. Παρουσιάζονται οι τιμές της κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, 

g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ%, w/w), 

ενδοπολυσακχαριτών (IPS, g/L) και λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X%, w/w). Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.11. Σύνθεση των λιπαρών οξέων των ολικών λιπιδίων (%, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 

90 g/L για τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles. 

Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.12. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων, για τα ολικά λιπίδια και τα κλάσματα αυτών, ουδέτερα (NL), 

Σφιγγολιπίδια και γλυκολιπίδια (G+S) και Φωσφολιπίδια (P) του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 90 g/L για τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, 

C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό 

τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.13. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), λίπους (L, g/L), λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X %, w/w) και ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα 

(IPS/X %, w/w), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων του Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε 

σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%.  
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Πίνακας 3.14. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), λίπους (L, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (YAra/Glol, g/g) και 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X %, w/w), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων του Debaryomyces prosopidis σε 

ασυνεχή ζύμωση σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 

180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό 

σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%.  
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Πίνακας 3.15. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g), 

παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h) και ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X %, w/w), κατά τη 

διάρκεια ζυμώσεων του Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 

125g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε 

≤18%. 
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Πίνακας 3.16. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (TScons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ %, w/w), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά 

μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/S, g/g), και παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h) κατά τη διάρκεια 

ζυμώσεων σε διαφορετικά υποστρώματα. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό 

σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

122 

Πίνακας 3.17. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ%, w/w), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά 

μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g), και παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h) κατά τη διάρκεια 

ζυμώσεων σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό 

τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

126 

Πίνακας 3.18. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), 

αραβιτόλης (Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g) και 

παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων σε μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο. 

Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.19. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L)της μέγιστης τιμής παραγωγής 

βιομάζας (X, g/L), της μέγιστης συγκέντρωσης αραβιτόλης (Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα 

καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g) και ενδοπολυσακχαριτών ανά ξηρά ουσία (IPS/X %, w/w), κατά τη διάρκεια 

καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγους C/N=79 moles/moles, C/N=158 moles/moles, C/N=246 moles/moles. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων 

και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 4.1. Συγκριτικά αποτελέσματα της διεθνούς βιβλιογραφίας, ζυμώσεων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

σε διάφορα υποστρώματα. Παρουσιάζονται η παραγωγή βιομάζας (Χ, g/L) και το λίπος επί ξηράς ουσίας (L/X %, w/w). 
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Πίνακας 4.2. Συγκριτικά αποτελέσματα της διεθνούς βιβλιογραφίας, ζυμώσεων μικροοργανισμών σε διάφορα υποστρώματα. 

Παρουσιάζονται οι παραγόμενες πολυόλες και η συγκέντρωση αυτών (g/L). 
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Εικόνα 3.6. Σύγκριση του μέγιστου ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/Xmax,%, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του 

μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα 

περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.7. Γραφική απεικόνιση του συνολικού συντελεστή μετατροπής της γλυκερόλης (Glol, g/L) σε λίπος (L, g/L) κατά τη 

διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές 

φιάλες σε ζύμωση σε υπόστρωμα γλυκερόλης με τελική συγκέντρωση 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: C/N=100 moles/moles, 

ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό 

τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.8. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λίπους (L, g/L) και 

ενδοπολυσακχαριτών (IPS %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-

27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: 

ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό 

τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.9. Σύγκριση της τελικής συγκέντρωσης παραγόμενης βιομάζας και παραγόμενων λιπιδίων του μικροοργανισμού 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες και βιοαντιδραστήρα σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο 

αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.10. Κινητική της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) (α), της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L) (β), της παραγωγής λίπους 

(L, g/L) (γ) ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w) (δ) και ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, 

w/w) (ε) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού 

τύπου σε βιοαντιδραστήρα και κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 

180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό 

σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.11. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L) (α), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) (β), αραβιτόλης (Ara, g/L) 

(γ), λίπους (L, g/L) (δ) και ενδοπολυσακχαριτών (IPS, g/L) (ε) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces 
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prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L σε τρείς επαναλήψεις. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. 

 

Εικόνα 3.12. Γραφική απεικόνιση του συντελεστή απόδοσης της παραγόμενης αραβιτόλης (YAra/Glol, g/g) ανά καταναλωθείσα 

γλυκερόλη κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες 

σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε 

σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.13. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) και αραβιτόλης (Ara, g/L) 

κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 150 έως 450 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH=5,5. Κάθε 

σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.14. Σύγκριση της κατανάλωσης της γλυκερόλης και της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης του 

μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες και βιοαντιδραστήρα σε διαφορετικές 

αρχικές συγκεντρώσεις γλυκερόλης. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm και 150 έως 450 rpm αντίστοιχα, θερμοκρασία 

30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα 

από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.15. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης (Ara, g/L) και 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων 

και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.16. Σύγκριση της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L και διαφορετικές 

τιμές pH. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.17. Κινητική της κατανάλωσης γλυκόζης (Glc, g/L) και της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), κατά τη διάρκεια 

καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε συνζύμωση 

γλυκόζης-γλυκερόλης με τελική συγκέντρωση 125 g/L σε αναλογία 1: 1, w/w. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για 

τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.18. Σύγκριση της τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L με 

αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl. Μάρτυρας, NaCl=2,0%, w/v, NaCl=5,0%, w/v, NaCl=8,0%, w/v, NaCl=12,0%, w/v. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το 

σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.19. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces 

prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγους C/N=79 moles/moles, 

C/N=158 moles/moles, C/N=246 moles/moles Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε 
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σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Εικόνα 3.20. Σύγκριση της μέγιστης παραγωγής βιομάζας (Xmax, g/L), της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης (Aramax, 

g/L), και της απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του 

μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 

135 g/L και διαφορετικούς λόγους C/N. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C. Κάθε σημείο 

αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.21. Γραφική απεικόνιση του συντελεστή απόδοσης της παραγόμενης αραβιτόλης (YAra/Glol, g/g) ανά καταναλωθείσα 

γλυκερόλη κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες 

σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγο C/N=158 moles/moles. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για 

τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Εικόνα 3.22. Κινητική ειδικού ρυθμού κατανάλωσης οξυγόνου κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L σε διάφορους 

λόγους C/N. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm,θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε 

≤18%. 
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Εικόνα 3.23. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης (Ara, g/L) και 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ημι-συνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Η προσθήκη στείρου θρεπτικού υποστρώματος έγινε στις 457 

h. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία 

της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Σύμφωνα με την πρόσφατη ανακοίνωση του Οργανισμού Τροφίμων και Γεωργίας του ΟΗΕ (FAO) 

η τιμή της ζάχαρης αυξήθηκε ραγδαία το Σεπτέμβριο του 2023, εξαιτίας των επιπτώσεων του φαινομένου 

El Niño που έπληξαν τις σοδειές στην Ταϊλάνδη και την Ινδία. Ακόμη, σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες η 

καλλιέργεια ζαχαρότευτλων στη Βραζιλία οδήγησε σε αποψίλωση δασών και καταστροφή σπουδαίων 

οικοσυστημάτων. Συνεπώς, μια οικολογική και συνάμα αναγκαία λύση αποτελεί η εξεύρεση εναλλακτικών 

γλυκαντικών ουσιών των οποίων η παραγωγή δεν θα απαιτεί την δέσμευση εκτάσεων γης και δεν θα 

επηρεάζεται από τα εκάστοτε καιρικά φαινόμενα. Παράδειγμα εναλλακτικών γλυκαντικών ουσιών 

αποτελούν οι πολυόλες που τα τελευταία χρόνια χρησιμοποιούνται ευρύτατα στη βιομηχανία τροφίμων ως 

υποκατάστατα ζάχαρης. Στην ομάδα των πολυολών ανήκει και η αραβιτόλη που αποτέλεσε αντικείμενο 

μελέτης της συγκεκριμένης διατριβής. 

Η ενεργειακή κρίση που αντιμετωπίζει ο πλανήτης τις τελευταίες δεκαετίες εντείνει ολοένα και 

περισσότερο την ανάγκη παραγωγής εναλλακτικών καυσίμων που θα υποκαθιστούν το πετρέλαιο. Μία 

εναλλακτική πηγή καυσίμου αποτελεί το βιολογικό πετρέλαιο (βιοντίζελ) 2ης γενιάς που προέρχεται από 

τους ελαιογόνους ετερότροφους μικροοργανισμούς. Στην πραγματικότητα, η παραγωγή του εν λόγω καυ-

σίμου, δεν συνδέεται καθόλου με την εκμετάλλευση γεωργικών εκτάσεων, που απαιτεί η καλλιέργεια ε-

νεργειακών φυτών σε βάρος άλλων εδώδιμων καλλιεργειών, συμβάλλοντας έτσι με θετικό τρόπο στην 

επισιτιστική κρίση, ενώ προκειμένου να παραχθεί 2ης γενιάς βιοντίζελ από ελαιογόνους μικροοργανισμούς, 

προαπαιτούμενη είναι η χρήση υποπροϊόντων ή αποβλήτων ως υλικών εκκίνησης της διεργασίας, συνεπώς 

πέρα από τη μη-εμπλοκή τροφίμων στην παραγωγή βιοκαυσίμων, θα υπάρχει ταυτόχρονη αξιοποίηση α-

ποβλήτων και υποπροϊόντων με προφανές πολύ θετικό οικονομικό περιβαλλοντικό αποτύπωμα στη διερ-

γασία.  

Η ακατέργαστη γλυκερόλη αποτελεί το κύριο παραπροϊόν των διαφόρων βιομηχανιών παραγωγής 

σαπώνων, βιολογικού πετρελαίου (βιοντίζελ), οινοπνευματωδών ποτών και βιοαιθανόλης, και μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί ως μια ανανεώσιμη πηγή άνθρακα για την παραγωγή χρήσιμων βιοτεχνολογικών 

προϊόντων. Ήδη η αλματώδης αύξηση της χρήσης των βιοκαυσίμων (του βιοντίζελ και της βιοαιθανόλης) 

έχει ως απόρροια την πολύ σημαντική αύξηση της παρουσίας της γλυκερόλης ως ενός παραπροϊόντος για 

το οποίο είναι αδήριτη η ανάγκη για περαιτέρω επεξεργασία και αξιοποίηση. Συνεπώς, τα ανωτέρω 

καθιστούν αναγκαία την εύρεση πολλών βιοτεχνολογικών εφαρμογών της γλυκερόλης ως υλικού 

χρησιμοποιούμενου στη Βιομηχανική Μικροβιολογία.  

Σκοπός της συγκεκριμένης διατριβής ήταν η αξιοποίηση της βιομηχανικής γλυκερόλης 

παραπροϊόντος της διεργασίας παραγωγής βιοντίζελ προς μετατροπή της σε χρήσιμα μεταβολικά προϊόντα. 

Ανάμεσα στα μεταβολικά προϊόντα που μπορούν να παραχθούν χρησιμοποιώντας τη γλυκερόλη ως πηγή 

άνθρακα είναι το ενδοκυτταρικό λίπος και η αραβιτόλη. Η παραγωγή των δύο αυτών ουσιών μπορεί να 

επιτευχθεί με τη χρήση ζυμών σε διάφορες πηγές άνθρακα. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή 
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χρησιμοποιήθηκαν τα στελέχη των ζυμών Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 και Debaryomyces 

sp. FMCC Y69 για τη παραγωγή ενδοκυτταρικού λίπους και αραβιτόλης αντίστοιχα χρησιμοποιώντας ως 

κύρια πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη η οποία προέρχεται από τις βιομηχανικές διεργασίες παραγωγής 

βιοντίζελ.  

Για το λόγο αυτό στο πρώτο μέρος της παρούσας διατριβής πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες 

χρησιμοποιώντας τη ζύμη Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 με στόχο τη μελέτη και αξιολόγηση 

διαφορετικών παραμέτρων στην αύξηση του μικροοργανισμού και στην παραγωγή μικροβιακών λιπιδίων 

(κυρίως) καθώς και λοιπών μεταβολικών προϊόντων (ενδο-κυτταρικών πολυσακχαριτών). Για το σκοπό 

αυτό, πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες όπου αρχικά μελετήθηκε η 

βέλτιστη μέθοδος ανάκτησης ενδοκυτταρικών λιπιδίων ενώ στη συνέχεια πραγματοποιήθηκαν δοκιμές σε 

διαφορετικό εύρος pH και μίγματα γλυκόζης-γλυκερόλης. Με στόχο την διενέργεια ζυμώσεων υπό μη 

ασηπτικές συνθήκες έγιναν επιπλέον δοκιμές σε διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl κατά τη διάρκεια έξι 

διαφορετικών ασυνεχών ζυμώσεων σε κωνικές φιάλες. Για τον ίδιο σκοπό μελετήθηκε επίσης η επίδραση 

της προσθήκης εκχυλίσματος από φλοιό κρεμμυδιού (Onion Solid Wastes – ΟSWs) στη φυσιολογία του 

εν λόγω μικροοργανισμού υπό μη ασηπτικές συνθήκες με τελικό στόχο τη μείωση του κόστους της 

διεργασίας. Ακόμη μελετήθηκε η βέλτιστη αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης και η ιδανική αναλογία του 

λόγου C/N σε ζυμώσεις κλειστού τύπου. Τέλος πραγματοποιήθηκε ασυνεχής ζύμωση σε εργαστηριακής 

κλίμακας βιοαντιδραστήρα. Η αξιοσημείωτη παραγωγή μικροβιακών λιπιδίων καθώς και η σύσταση των 

παραγομένων ελαίων που προσιδιάζει αυτής των φυτών τα έλαια των οποίων χρησιμοποιούνται για την 

παραγωγή βιοντίζελ, έχει ως απόρροια τη δυνατότητα σύνθεσης 2ης γενιάς βιοντίζελ μέσω της ζύμης R. 

toruloides NRRL Y-27012, χρησιμοποιώντας ως υλικό εκκίνησης το «απόβλητο» της διεργασίας 

παραγωγής βιοντίζελ, σε ένα «κλειστό» σύστημα όπου η διεργασία παραγωγής βιοντίζελ δεν θα παράγει 

απόβλητα.  

Στο δεύτερο μέρος της πειραματικής διαδικασίας πραγματοποιήθηκαν καλλιέργειες 

χρησιμοποιώντας τη ζύμη Debaryomyces sp. FMCC Y69 με στόχο τη μελέτη και αξιολόγηση της επίδρασης 

των διαφορετικών παραμέτρων στην αύξηση του μικροοργανισμού και στην παραγωγή της αραβιτόλης. 

Περαιτέρω, μελετήθηκε και αξιολογήθηκε και η παραγωγή και λοιπών προϊόντων, όπως ενδο-κυτταρικών 

λιπιδίων και πολυσακχαριτών. Για το σκοπό αυτό, αρχικά πραγματοποιήθηκαν ασυνεχείς ζυμώσεις σε 

κωνικές φιάλες και σε εργαστηριακής κλίμακας βιοαντιδραστήρα χρησιμοποιώντας αυξανόμενες 

συγκεντρώσεις γλυκερόλης με στόχο της μελέτη της επίδρασης της αρχικής συγκέντρωσης του 

υποστρώματος στην αύξηση του μικροοργανισμού. Ακολούθως πραγματοποιήθηκαν δοκιμές σε 

διαφορετικό pH και ασυνεχείς ζυμώσεις σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης, σε διαφορετικές 

αναλογίες. Οι επόμενοι παράγοντες που μελετήθηκαν ήταν η ωσμωανθεκτική ικανότητα της ζύμης 

πραγματοποιώντας ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες σε υπόστρωμα γλυκερόλης και μεταβαλλόμενες 

συγκεντρώσεις NaCl. Η καλή ωσμωανθεκτικότητα της ζύμης επέτρεψε τη διενέργεια πειράματος σε μέσο 
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με υψηλή αλατότητα υπό μη ασηπτικές συνθήκες. Εν συνεχεία η ζύμη αναπτύχθηκε σε υπόστρωμα 

γλυκερόλης σε διαφορετικούς λόγους C/N ενώ η πειραματική πορεία ολοκληρώθηκε με την 

πραγματοποίηση ημι-συνεχούς ζύμωσης σε κωνικές φιάλες. 

Από τα αποτελέσματα των παραπάνω ζυμώσεων προέκυψε ότι οι δύο ζύμες έχουν τη δυνατότητα 

να χρησιμοποιηθούν με μεγάλη επιτυχία στη βιοτεχνολογική παραγωγή χρήσιμων προϊόντων ενίοτε πολύ 

υψηλής προστιθέμενης αξίας με μεγάλες εφαρμογές στη χημική βιομηχανία, τη βιομηχανία των τροφίμων 

και τη βιομηχανία των βιοκαυσίμων. 

.
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1. ΒΙΒΛΙΟΓΡΑΦΙΚΗ ΕΠΙΣΚΟΠΗΣΗ 
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1.1. Σύγχρονες τάσεις στην παραγωγή βιοκαυσίμων 

Η διεθνής ερευνητική κοινότητα έχει στραφεί στην αναζήτηση εναλλακτικών τύπων καυσίμων, 

φιλικότερων προς το περιβάλλον ως απόρροια της αλόγιστης χρήσης των αποθεμάτων πετρελαίου που 

παρατηρείται τις τελευταίες δεκαετίες. Κατά συνέπεια, αυτή η ανάγκη οδήγησε στην άνθηση και την ανά-

πτυξη της βιομηχανίας παραγωγής βιολογικών καυσίμων, των βιοκαυσίμων, τα οποία αποτελούν μια ση-

μαντική πρόταση για την αντιμετώπιση της κλιματικής αλλαγής, την επισιτιστική ασφάλεια, τη δημιουργία 

βιώσιμων πρώτων υλών και τη διαφοροποίηση των ενεργειακών πόρων. 

Βιοκαύσιμα ονομάζονται τα καύσιμα εκείνα στερεά, υγρά ή αέρια τα οποία προέρχονται από τη 

βιομάζα, το βιοδιασπώμενο δηλαδή κλάσμα προϊόντων ή αποβλήτων διαφόρων ανθρώπινων δραστηριο-

τήτων, συνεπώς, προέρχονται από οργανικά προϊόντα. Ως ανανεώσιμα καύσιμα έχουν το χαρακτηριστικό 

των χαμηλότερων εκπομπών CO2 στο συνολικό κύκλο ζωής τους σε σχέση με τα συμβατικά ορυκτά καύ-

σιμα, στοιχείο που εξαρτάται άμεσα από την προέλευση τους, τη χρήση τους αλλά και τον τρόπο παραγω-

γής και διανομής τους. 

Ανάλογα με την προέλευση των πρώτων υλών από τις οποίες προέρχονται, τα βιοκαύσιμα διακρί-

νονται σε επιμέρους κατηγορίες. Όσον αφορά τα βιοκαύσιμα πρώτης γενιάς αυτά παράγονται από φυτικές 

καλλιέργειες πλούσιες σε σάκχαρα, με υψηλή περιεκτικότητα σε λίπος. Από το σύνολο των βιολογικών 

καυσίμων πρώτης γενιάς, ευρείας χρήσεως και εφαρμογής τυγχάνουν το βιολογικό πετρέλαιο και η βιο-

αιθανόλη. Τα βιοκαύσιμα δεύτερης γενιάς προέρχονται από την αξιοποίηση πρώτων υλών που δε χρησι-

μοποιούνται για τροφές, όπως απόβλητη βιομάζα και απόβλητα φυτικά έλαια και ζωικά λίπη. Για παρά-

δειγμα τα φυτά Brassica carinata και Jatropha curcas, με σύσταση πλούσια σε φυτικό λίπος, των οποίων 

η καλλιέργεια δύναται να λάβει χώρα σε μη αρόσιμες εκτάσεις, μπορούν να χρησιμοποιηθούν για την 

παραγωγή βιολογικών καυσίμων δεύτερης γενιάς (Dorado et al., 2004; Achten et al., 2007; Tiwari et al., 

2007). Τα βιολογικά καύσιμα πρώτης και δεύτερης γενιάς, λόγω των παραπάνω ιδιοτήτων τους αναμένεται 

να αυξηθούν ως προς τη παραγωγή τους τις επόμενες δεκαετίες. 

Τα βιοκαύσιμα τρίτης γενιάς προέρχονται από άλγη-μικροφύκη. Ορισμένα πλεονεκτήματα των μι-

κροφυκών είναι η μεγάλη ικανότητα προσρόφησης ανόργανου άνθρακα ο οποίος σχετίζεται με τη δημιουρ-

γία του φαινομένου του θερμοκηπίου (CO2), η υψηλή περιεκτικότητα σε λιπίδια, το απλό περιβάλλον ανά-

πτυξης και ο σύντομος χρόνος αύξησης. Πρόσφατα το ενδιαφέρον έχει στραφεί στην ανάπτυξη βιομάζας 

με αυξημένη δέσμευση CO2 με στόχο την παραγωγή βιουδρογόνου και βιομεθανίου.  

 

1.2. Η γλυκερόλη  

Η χημική οργανική ένωση γλυκερόλη, γνωστή και ως προπανο-1,2,3-τριόλη, είναι μία τρισθενής 

αλκοόλη. Περιέχει στο μόριο της τρεις υδροξυλομάδες, στις οποίες οφείλει την υδατοδιαλυτή της ικανό-

τητα και την υδρόφιλη φύση της (Rahmat et al., 2010). Είναι ένα άχρωμο, άοσμο, παχύρρευστο υγρό με 
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γλυκιά γεύση, το οποίο προέρχεται τόσο από φυσικές όσο και από πετροχημικές πρώτες ύλες. Η ακατέρ-

γαστη γλυκερόλη είναι 70-80% καθαρή και συχνά συμπυκνώνεται και καθαρίζεται πριν από την εμπορική 

της διάθεση σε καθαρότητα 95,5-99,0%. Αποτελεί ένα βιομηχανικό προϊόν με ένα ευρύ φάσμα χρήσεων 

καθώς χρησιμοποιείται ως διαλύτης, μέσο διαβροχής, πλαστικοποιητής, καθώς επίσης και ως πρώτη ύλη 

στην παραγωγή φαρμάκων, καλλυντικών, βερνικιών, σαπώνων και εκρηκτικών υλών (όπως η νιτρογλυκε-

ρίνη) (Wang et al., 2001). Επιπλέον, μπορεί να χρησιμοποιηθεί και ως υποκατάστατο της ζάχαρης σε δια-

βητικούς ή ως καθαρτικό (Wang et al., 2001; da Silva et al., 2009). Στην εικόνα που ακολουθεί παρουσιά-

ζεται η τρισδιάστατη μορφή του μορίου της γλυκερόλης. 

 

 

Εικόνα 1.1. Τρισδιάστατη μορφή του μορίου της γλυκερόλης (Μετσοβίτη, 2013). 

 

Όσον αφορά στις φυσικοχημικές ιδιότητες της γλυκερόλης, αυτές συνοψίζονται στον Πίνακα 1.1.. 

Σε χαμηλές θερμοκρασίες, η γλυκερόλη μπορεί να σχηματίσει κρυστάλλους οι οποίοι τήκονται σε θερμο-

κρασία T=17,9 °C. Συνολικά, διαθέτει ένα μοναδικό συνδυασμό φυσικών και χημικών ιδιοτήτων γι’ αυτό 

και χρησιμοποιείται σε πολλά εμπορικά προϊόντα. 
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Πίνακας 1.1. Φυσικοχημικές ιδιότητες της γλυκερόλης (Μετσοβίτη, 2013). 

Φυσικοχημικές ιδιότητες γλυκερόλης στους 20 °C Συντακτικός Τύπος
 

Μοριακός τύπος: C3H5 (OH)3 

Μοριακή μάζα: 92,09 g/mol 

Πυκνότητα: 1,261 g m/L 

Ιξώδες: 1,5 Pa·s 

Σημείο τήξης: 18,2 °C 

Σημείο βρασμού: 290 °C 

Σημείο ανάφλεξης: 160 °C 

Δείκτης διάθλασης: 1,4746 

Διατροφική ενέργεια: 4,32 kcal/g 

Επιφανειακή τάση: 64,00 Mn/m 

 

 

 

Η παραγωγή της γλυκερόλης επιτυγχάνεται είτε μέσω των μικροβιακών ζυμώσεων, με πιο γνωστή 

την περίπτωση της ζύμης Saccharomyces cerevisiae κατά την αλκοολική ζύμωση και συγκεκριμένα κατά 

το σχηματισμό των δευτερογενών μεταβολικών προϊόντων της αλκοολικής ζύμωσης μέσω της γλυκεροπυ-

ροσταφυλικής ζύμωσης, είτε χημικά από την επεξεργασία πρώτων υλών πετροχημικής φύσεως, με τη μέ-

θοδο της επιχλωρυδίνης (Pagliaro et al., 2007). Η γλυκερόλη παράγεται επίσης μέσω της υδρόλυσης των 

λιπών κατά τη διαδικασία παρασκευής σαπώνων. Ωστόσο, η αντικατάσταση των σαπώνων με μη σαπωνο-

ειδούς φύσεως απορρυπαντικά, έχει μειώσει σημαντικά την παραγωγή της γλυκερόλης από τη βιομηχανία 

σαπώνων σε παγκόσμιο επίπεδο. Να σημειωθεί ότι η γλυκερόλη είναι διαθέσιμη σε μεγάλες ποσότητες 

στις μονάδες παραγωγής βιοντίζελ. Αυτή η βιομηχανία παράγει τεράστιες ποσότητες γλυκερόλης ως υπο-

προϊόν κατά τη διάρκεια της διαδικασίας μετεστεροποίησης του ελαίου με μεθανόλη ή αιθανόλη. Ως εκ 

τούτου, η γλυκερόλη μετατρέπεται σε μια ελκυστική πρώτη ύλη. Σε γενικές γραμμές, εκτιμάται για κάθε 

100 kg βιοντίζελ που παράγονται, δημιουργούνται περίπου 10 kg ακατέργαστης γλυκερόλης (καθαρότητας 

περίπου 90% w/w). Μάλιστα, η ραγδαία ανάπτυξη της βιομηχανίας παραγωγής βιολογικού πετρελαίου τις 

τελευταίες δεκαετίες, όπως παρουσιάζεται και στην Εικόνα 1.2., οδήγησε στην εναπόθεση τεράστιων απο-

θεμάτων βιομηχανικής γλυκερόλης, με άμεσο επακόλουθο τη μείωση της τιμής της γλυκερόλης. Για το 

λόγο αυτό, η βιομηχανική γλυκερόλη δύναται να αποτελέσει μια φτηνή πρώτη ύλη για την παραγωγή προϊ-

όντων υψηλής προστιθέμενης αξίας, μέσω της αξιοποίησής της με χημικές και βιοτεχνολογικές μεθόδους. 
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Εικόνα 1.2. Η παγκόσμια παραγωγή βιοντίζελ από το 2010 έως το 2027 (πηγή: OECD Agriculture Statistics Database). 

 

Γενικά, η γλυκερόλη αποτελεί υλικό εκκινήσεως για μια πληθώρα χημικών μετατροπών, μέσω δύο 

διακριτών οδών. Η πρώτη οδός περιλαμβάνει την οξείδωση ή την αναγωγή της γλυκερόλης σε προϊόντα 

με τρία άτομα άνθρακα, ενώ η δεύτερη οδός περιλαμβάνει την αντίδραση της γλυκερόλης με άλλα μόρια 

για τη δημιουργία νέων προϊόντων (Pagliaro et al., 2007). Στα προϊόντα αυτά περιλαμβάνονται η δι-υδρο-

ξυακετόνη, το γαλακτικό οξύ, το πυροσταφυλικό οξύ, η προπανόλη, η ισοπροπανόλη, η ακετόνη, η ακρο-

λεΐνη, η προπιοναλδεΰδη, αλλά και το υδροξυ- πυροσταφυλικό οξύ (Claunde, 1999; da Silva et al., 2009; 

Rahmat et al., 2010). Ενδιαφέρον παρουσιάζει, εξάλλου, η παραγωγή της ανθρακικής γλυκερόλης η οποία 

επιτυγχάνεται μέσω της κατεργασίας της γλυκερόλης παρουσία διοξειδίου του άνθρακα (Pagliaro et al., 

2007; Rahmat et al., 2010). Περαιτέρω, πέρα από τις χημικές διεργασίες, η γλυκερόλη μπορεί να χρησιμο-

ποιηθεί ως υλικό εκκίνησης σε πληθώρα μικροβιακών μετατροπών. Κατά αυτό τον τρόπο, στη βιβλιογρα-

φία υπάρχει πληθώρα μελετών που αναφέρονται στη χρήση της γλυκερόλης ως υπόστρωμα για τη διεξα-

γωγή μικροβιακών ζυμώσεων ιδιαίτερου βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος (Papanikolaou and Aggelis, 

2002; Lee et al., 2004; Ito et al., 2005; Koller et al., 2005; Yazdani and González, 2007; Papanikolaou et 

al., 2008; 2020; Pyle et al., 2008; Amaral et al., 2009; da Silva et al., 2009; André et al., 2010; Fan et al., 

2010; Chatzifragkou et al., 2011; Diamantopoulou et al., 2020a; Diamantopoulou et al., 2023). 

 

1.3. Η χρήση των μικροοργανισμών για την παραγωγή προϊόντων βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος 

Οι μικροοργανισμοί χρησιμοποιούνται από την αρχαιότητα για την παραγωγή χρήσιμων προϊόντων 

για τον άνθρωπο. Σε αυτά συμπεριλαμβάνεται το ψωμί, το γιαούρτι, το κρασί κλπ.. Στις μέρες μας τα 

βιοτεχνολογικά αυτά προϊόντα καθώς και πλήθος άλλων ενώσεων παράγονται σε ποικίλες διεργασίες κα-

θώς και σε βιοδιυλιστήρια κατά τη διάρκεια ζυμώσεων. Οι ζυμώσεις που πραγματοποιούνται στις διάφορες 

διεργασίες παραγωγής τροφίμων ή βιοϋλικών είναι η αλκοολική, η οξική, η γαλακτική, η βουτυρική και η 
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προπιονική που γίνονται σε υδατικά διαλύματα ή σε στερεά κατάσταση. Επομένως πέρα από τις βιομηχα-

νίες τροφίμων και ποτών, η χρήση μικροοργανισμών βρίσκει επίσης εφαρμογή στις βιομηχανίες παραγω-

γής ενζύμων, αιθυλικής αλκοόλης και άλλων διαλυτών, κιτρικού οξέος, βιταμινών, μονοκυτταρικής πρω-

τεΐνης για ζωοτροφές, αντιβιοτικών και άλλων φαρμάκων. Ακόμη, χρησιμοποιούνται στις βιομηχανίες πα-

ραγωγής ενέργειας από ανακυκλώσιμες ύλες (παραγωγή αιθανόλης ή και βιοαερίου από χαμηλού κόστους 

ή απόβλητες πρώτες ύλες) αλλά και σε βιολογικούς καθαρισμούς υγρών και στερεών αποβλήτων. 

Μετά από την επιλογή του κατάλληλου μικροοργανισμού που πρόκειται να χρησιμοποιηθεί σε μία 

ζύμωση, μελετώνται οι συνθήκες που είναι καταλληλότερες για την ανάπτυξη του ενώ μπορεί να ακολου-

θήσει και βελτίωση του στελέχους για την αύξηση της παραγωγικότητας και της απόδοσης. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζει η χρήση των μικροοργανισμών σε ζυμώσεις χρησιμοποιώντας 

απόβλητα από βιομηχανίες τροφίμων και ποτών αλλά και γεωργοβιομηχανικά ή αστικά απόβλητα, που 

είναι πλούσια σε σάκχαρα και πηγή αζώτου. Μάλιστα, το ενδιαφέρον εντοπίζεται κυρίως στο γεγονός ότι 

σε πολλές περιπτώσεις τα απόβλητα αυτά μπορούν να μετατραπούν σε προϊόντα προστιθέμενης αξίας, 

επιφέροντας έτσι σημαντικό οικονομικό όφελος στη βιομηχανία. Για παράδειγμα, στελέχη προκαρυωτικών 

μικροοργανισμών του γένους Enterobacter ή Klebsiella δύναται να χρησιμοποιήσουν ως πηγή άνθρακα 

απόβλητη γλυκερόλη ή μελάσα προς παραγωγή 1,3-προπανοδιόλης ή 2,3-βουτανοδιόλης (Liakou et al., 

2018; Palaiogeorgou et al., 2019; Karayannis et al., 2023). Aκόμη, στελέχη του είδους Escherichia coli 

μπορούν να παράγουν ηλεκτρικό ή φουμαρικό οξύ (Yang et al., 2014). Τέλος, διάφορα στελέχη ζυμών ή 

μυκήτων έχουν δείξει αξιόλογη ικανότητα να παράγουν κιτρικό οξύ, πυροσταφυλικό οξύ, ενδοπολυσακ-

χαρίτες, μικροβιακά λιπίδια, φουμαρικό οξύ, κλπ. (Diamantopoulou and Papanikolaou, 2023) χρησιμο-

ποιώντας τέτοιου είδους υποστρώματα. Τα διάφορα προϊόντα τα οποία δύνανται να παραχθούν μέσω των 

μικροβιακών βιομετατροπών εμφανίζονται πιο κάτω:  
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Εικόνα 1.3. Προϊόντα που δύναται να παραχθούν από μικροβιακές ζυμώσεις (προσαρμοσμένο απόVijayan et al., 1994). 

 

1.4. Οι ελαιογόνες ζύμες 

Οι ζύμες είναι ευκαρυωτικοί μονοκύτταροι μικροοργανισμοί που ανήκουν στο βασίλειο των μυκή-

των. Συχνά στη βιβλιογραφία αναφέρονται επίσης με τον όρο ζυμομύκητες. Μέχρι σήμερα έχουν αναγνω-

ριστεί περίπου 1500 είδη (Kurtzman and Fell, 2006; Hoffman et al., 2015). Υπολογίζεται ότι αποτελούν 

περίπου το 1% όλων των ειδών μυκήτων. Το μέγεθος των ζυμομυκήτων ποικίλει και εξαρτάται τόσο από 

το είδος όσο και από το περιβάλλον. Συνήθως έχουν διάμετρο 3-4 μm, αν και κάποια είδη μπορούν να 

φτάσουν τα 40 μm. Τα αποτελέσματα της χρήσης των ζυμομυκήτων είναι γνωστά εδώ και χιλιάδες χρόνια 

(χωρίς προφανώς να είναι γνωστή η παρουσία των ζυμομυκήτων και εν γένει των μικροοργανισμών, η 

οποία έγινε γνωστή τα τελευταία περίπου 150 χρόνια) καθώς τα προϊόντα ζύμωσης τους έχουν σπουδαίο 

βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον λόγω της χρησιμότητας τους για τον άνθρωπο. Για παράδειγμα, η ζύμη 

Saccharomyces cerevisiae, γνωστή και ως μαγιά, χρησιμοποιείται στην αρτοποιία και στην παραγωγή οι-

νοπνευματωδών ποτών εδώ και χιλιάδες χρόνια. Άλλες χρήσεις των ζυμών προς όφελος του ανθρώπου 

αφορούν στη δυνατότητα παραγωγής μέσω ζύμωσης μεταβολικών προϊόντων όπως καροτενοειδή, πολυό-

λες, λιπίδια, γλυκολιπίδια, κιτρικό οξύ και αιθανόλη. Μάλιστα, με την ανάπτυξη της τεχνολογίας του ανα-

συνδυασμένου DNA η εισαγωγή επιθυμητών ιδιοτήτων στους ζυμομύκητες τους καθιστά χρήσιμα εργα-

λεία στη βιοτεχνολογία (Papanikolaou and Aggelis, 2011; Athenaki et al., 2018; Diamantopoulou and Pa-

panikolaou, 2023). 

https://el.wikipedia.org/wiki/Μικρόμετρο
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Ιδιαίτερο ενδιαφέρον ωστόσο παρουσιάζουν οι ελαιογόνες ζύμες. Γενικά, ως ελαιογόνοι μικροορ-

γανισμοί ορίζονται οι μικροοργανισμοί εκείνοι, οι οποίοι αναπτυσσόμενοι σε συγκεκριμένες συνθήκες πε-

ριβάλλοντος, δύναται να συσσωρεύσουν ενδοκυτταρικό λίπος, σε ποσοστό μεγαλύτερο από 20%, w/w επί 

της ξηράς ουσίας (Papanikolaou and Aggelis, 2011; Ageitos et al., 2011). Σύμφωνα με πειραματικές μελέ-

τες, ορισμένοι μικροοργανισμοί είναι ικανοί να συσσωρεύσουν λίπος έως 70-83%, w/w επί της ξηράς ου-

σίας (Ratledge, 2002, Ageitos et al., 2011, Papanikolaou et al., 2017). Ωστόσο, από τα 600 είδη των ελαι-

ογόνων ζυμών, μόνο 30 έχουν χαρακτηριστεί ικανά να συσσωρεύουν πάνω από 25%, w/w λίπος επί της 

ξηρής μάζας (Beopoulos et al., 2009). Συγκεκριμένα, σε αυτή την ομάδα των ελαιογόνων ζυμών ανήκουν 

είδη, τα κυριότερα από τα οποία είναι τα εξής: Cryptococcus albidus, Cryptococcus curvatus, Lipomyces 

lipofer, Lipomyces starkeyi, Rhodosporidium toruloides, Rhodotorula glutinis, Trichosporon pullulans, και 

Yarrowia lipolytica (Li et al., 2008; Papanikolaou and Aggelis, 2011). 

 

 

Εικόνα 1.4. Ελαιογόνος ζύμη κατά την παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο μεγέθυνση x 100 (Karamanou et al., 2016). 
 

Η λεπτομερής μελέτη των ελαιογόνων μικροοργανισμών έχει πραγματοποιηθεί τα τελευταία χρόνια 

με πληθώρα αναφορών στη βιβλιογραφία (Aggelis et al., 1988, 1990; Ratledge, 1994, 2002, 2004; Ratledge 

and Cohen, 2008; Certik and Shimizu, 1999; Papanikolaou et al., 2007; Papanikolaou and Aggelis, 2011; 

Ageitos et al., 2011). Έτσι φαίνεται πως οι ελαιογόνες ζύμες παρουσιάζουν αρκετά πλεονεκτήματα για την 

παραγωγή μικροβιακών λιπιδίων συγκριτικά με άλλες πηγές παραγωγής λιπιδίων. Συγκεκριμένα, ο χρόνος 

διπλασιασμού τους είναι μικρότερος από μία ώρα, επηρεάζονται πολύ λιγότερο από τον καιρό και τις κλι-

ματικές αλλαγές σε σχέση με τα φυτά. Επίσης, οι καλλιέργειες τους είναι πιο εύκολα προσαρμόσιμες σε 

όγκους βιομηχανικής κλίμακας σε σχέση με αυτή των μικρο-φυκών (Li et al., 2008), ενώ αυτές έχουν τη 

δυνατότητα της αύξησης σε πληθώρα υποστρωμάτων όπως είναι ποικίλα γεωργο-βιομηχανικά υποπροϊό-

ντα και απόβλητα (Papanikolaou and Aggelis, 2011; 2019; Athenaki et al., 2018).  

1.4.1. Η ελαιογόνος ζύμη Rhodosporidium toruloides 

Το είδος Rhodosporidium toruloides (παλαιότερα γνωστό ως Rhodotorula toruloides), είναι ένας 

μη παθογόνος μικροοργανισμός, που είναι ικανός να συσσωρεύει λιπίδια σε ποσοστό πάνω από 70% επί 

της ξηράς ουσίας (Ratledge and Wynn, 2002; Li et al., 2007). Παρουσιάζει χαρακτηριστικό κόκκινο 
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χρώμα, όπως φαίνεται στην Εικόνα 1.5. λόγω της μεγάλης παραγωγής καροτενοειδών (Buzzini et al., 2007; 

Saenge et al., 2011). Επίσης, ανήκει στην οικογένεια των Βασιδιομυκήτων (Akada et al., 1989; Zhu et al., 

2012). Στην ταυτοποίησή της συνέβαλε η απομόνωση της από τον ξυλοπολτό κωνοφόρων δέντρων. H 

μέχρι τώρα μελέτη της συγκεκριμένης ζύμης έχει δείξει ότι μπορεί να αναπτύσσεται σε ένα μεγάλο εύρος 

υποστρωμάτων. Μερικά από αυτά τα υποστρώματα είναι η γλυκερόλη, η γλυκόζη, η ξυλόζη, λιγνοκυττα-

ρινούχα υδρολύματα και υδρολύματα με περίσσεια λάσπης (excess sludge hydrolysates) (Li et al., 2006, 

2007; Xu et al., 2011; Huang et al., 2013; Diamantis et al., 2023). 

 

 

Εικόνα 1.5. Αποικίες του είδους Rhodosporidium toruloides σε στερεή καλλιέργεια (προσαρμοσμένο από Wikimedia). 

 

Οι μικροοργανισμοί του γένους Rhodosporidium, και πιο συγκεκριμένα οι ζύμες Rhodosporidium 

toruloides παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον τόσο γιατί μπορούν να λιποσυσσωρεύσουν πάνω από το 

50%, w/w της ξηρής μάζας όσο και για την ικανότητα τους να χρησιμοποιούν ως υπόστρωμα προϊόντα 

υδρόλυσης φυτικής βιομάζας με 5 και 6 άτομα άνθρακα (Wiebe et al., 2012). Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία, 

η παραγωγή ενδοκυτταρικών μικροβιακών λιπιδίων από το ζυμομύκητα Rhodosporidium toruloides ίσως 

να συνδέεται με το περιορισμό διάφορων θρεπτικών στοιχείων στο υπόστρωμα της καλλιέργειας όπως του 

αζώτου, του φωσφόρου ή και του θείου (Li et al., 2006; Wu et al., 2010; Wu et al., 2011). Επομένως, η 

συγκεκριμένη ζύμη έχει μελετηθεί από το 1950 σε πληθώρα βιοτεχνολογικών εφαρμογών και παρουσιάζει 

ιδιαίτερο ενδιαφέρον για την παραγωγή διάφορων μεταβολικών προϊόντων οικονομικού ενδιαφέροντος, 

όπως αυτά παρουσιάζονται στην Εικόνα 1.6.. 
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Εικόνα 1.6. Βιοτεχνολογικές εφαρμογές του είδους Rhodosporidium toruloides. 

 

1.4.2. Ο μικροοργανισμός Debaryomyces στην παραγωγή αραβιτόλης 

To γένος Debaryomyces sp., και το σημαντικότερο είδος του, Debaryomyces hansenii, ανήκει στην 

οικογένεια Saccharomycetaceae. Σύμφωνα με πρόσφατες μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε ψάρια, το 

συγκεκριμένο είδος παρουσιάζει ανοσορυθμιστικές ιδιότητες που δύναται να επηρεάζουν το εντερικό μι-

κροβίωμα και επομένως μπορεί να χρησιμοποιηθεί δυνητικά ως προβιοτικό (Sanahuja et al., 2023). Η εν 

λόγω ζύμη, είναι ένα ωσμώφιλο είδος που μαζί με άλλα είδη ζυμών, όπως Zygosaccharomyces, 

Saccharomyces, Metschnikowia, Candida κλπ. (Kumdam et al., 2014; Koganti et al., 2011), έχει την ικα-

νότητα να παράγει αραβιτόλη από διάφορες πηγές άνθρακα. Σύμφωνα με βιβλιογραφικές αναφορές, το 

στέλεχος το Debaryomyces hansenii NRRL Υ-7483 έχει τη ικανότητα να παράγει αραβιτόλη, σε υπό-

στρωμα γλυκερόλης, με απόδοση 0,55 g/g και σε συγκέντρωση 40 g/L (Koganti et al., 2011). Άλλο ένα 

στέλεχος, το Debaryomyces nepalensis NCYC 3413 είναι ικανό να χρησιμοποιεί ως θρεπτικά υποστρώ-

ματα τόσο εξόζες όσο και πεντόζες με αποτέλεσμα την παραγωγή εμπορικά πολύτιμων προϊόντων όπως η 

αραβιτόλη και η ξυλιτόλη (Kumdam et al., 2013). 

Το γεγονός ότι το συγκεκριμένο είδος χαρακτηρίζεται από υψηλή ωσμωανθεκτικότητα του δίνει 

ένα επιπλέον πλεονέκτημα κατά τη χρήση του στη παραγωγή βιοτεχνολογικών προϊόντων. Αυτό γιατί του 

δίνει τη δυνατότητα να αναπτύσσεται εύκολα σε μη αποστειρωμένα θρεπτικά μέσα και να παραμένει σε 

αύξηση όταν στο θρεπτικό μέσο έχουν συσσωρευτεί υψηλές ποσότητες από τα μεταβολικά προϊόντα. Έτσι 

μπορεί να μειωθεί το κόστος της βιοδιεργασίας. 

 

1.5. Βιοσύνθεση κυτταρικών λιπιδίων 

Η συσσώρευση του λίπους εντός των κυττάρων του ελαιογόνου μικροοργανισμού απαιτεί ως ανα-

γκαία συνθήκη την καλλιέργεια του μικροοργανισμού σε περιβάλλον με περίσσεια πηγή άνθρακα και πε-

ριορισμό σε άζωτο. Όταν το άζωτο του θρεπτικού μέσου εξαντληθεί τότε οι ελαιογόνοι μικροοργανισμοί 

https://en.wikipedia.org/wiki/Saccharomycetaceae
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συνεχίζουν να αφομοιώνουν την πηγή άνθρακα, μετατρέποντας τη σε τριγλυκερίδια, τα οποία και συσσω-

ρεύονται εντός των κυττάρων (Ratledge, 2004; Papanikolaou and Aggelis, 2011). 

Ο χαρακτηρισμός ενός μικροοργανισμού ως ελαιογόνου οφείλεται σε δύο κυρίως παραμέτρους. Η 

πρώτη αφορά τη δυνατότητα συνεχόμενης παραγωγής ακέτυλο συνενζύμου Α (Acetyl-CoA) απευθείας 

στο κυτταρόπλασμα του κυττάρου που είναι προαπαιτούμενο για τη σύνθεση των λιπαρών οξέων. Η δεύ-

τερη αφορά την ικανότητα του μικροοργανισμού να παράγει επαρκείς ποσότητες NADPH, δηλαδή ενός 

βασικού αναγωγικού μέσου που συμμετέχει στο μηχανισμό βιοσύνθεσης των λιπαρών οξέων 

(Papanikolaou and Aggelis, 2011). 

 

 

Εικόνα 1.7. Μεταβολικό μονοπάτι βιοσύνθεσης λίπους σε ελαιογόνους μικροοργανισμούς (προσαρμοσμένο από Ratledge, 2004). 

 

Το πυροσταφυλικό οξύ που προκύπτει από τη γλυκόλυση εισέρχεται στο μιτοχόνδριο. Εκεί το πυ-

ροσταφυλικό οξύ καταλύεται από το ένζυμο αποκαρβοξυλάση του πυροσταφιλικού οξέος σε ακέτυλο συ-

νένζυμο Α (acetyl-CoA). Στη συνεχεία, το ακέτυλο συνένζυμο Α εισέρχεται στο κύκλο του Krebs ενώ σε 

ορισμένες περιπτώσεις δύναται να μεταφέρεται στο κυτταρόπλασμα προς εμπλουτισμό της βιοσύνθεσης 

των κυτταρικών λιπαρών οξέων (Papanikolaou and Aggelis, 2011). 

Όταν η πηγή αζώτου στο μέσο της καλλιέργειας εξαντληθεί, ο κύκλος του Krebs διακόπτεται. Το 

φαινόμενο αυτό οφείλεται στην ενεργοποίηση του ενζύμου AMP-απαμινάση, η οποία καταλύει τη διά-

σπαση του ΑΜP σε ΙΜP (Inosine Mono-phosphate) και ιόντα NH4+. Έτσι επιτυγχάνεται ταχύτατη πτώση 

της συγκέντρωσης AMP και μείωση ενεργότητας του ενζύμου ισοκιτρική αφυδρογονάση (Ratledge, 1994, 
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Papanikolaou and Aggelis, 2011). Αυτό συμβαίνει καθώς η ισοκιτρική αφυδρογονάση ενεργοποιείται αλ-

λοστερικά από τα ενδοκυτταρικά AMP (και ADP). To ένζυμο ισοκιτρική αφυδρογονάση είναι υπεύθυνο 

για τη μετατροπή του ισοκιτρικού οξέος σε α-κετογλουταρικό οξύ και κατά συνέπεια το ισοκιτρικό οξύ 

συσσωρεύεται εντός του μιτοχονδρίου. Το ισοκιτρικό οξύ βρίσκεται σε ισορροπία με το κιτρικό οξύ (αντί-

δραση η οποία καταλύεται από την ισοκιτρική ακοτινάση (Ratledge, 2004; Papanikolaou and Aggelis, 

2011; 2019). Όταν το κιτρικό οξύ συσσωρευτεί στο εσωτερικό του μιτοχονδρίου, τότε εξέρχεται από το 

μιτοχόνδριο στο κυτταρόπλασμα μέσω του συστήματος μεταφοράς κιτρικού/μηλικού οξέος, σε ισορροπία 

με το μηλικό. Ο σχηματισμός του ακέτυλου-συνενζύμου Α (acetyl-CoA) στους ελαιογόνους μικροοργανι-

σμούς αποδίδεται από αρκετούς ερευνητές στην παρουσία του ενζύμου ATP-κιτρική λυάση (ACL), η ο-

ποία κατά κανόνα δεν εντοπίζεται στους μη ελαιογόνους μικροοργανισμούς (Ratledge, 2004; Αγγελής, 

2007; Papanikolaou and Aggelis, 2011). Έτσι το κιτρικό οξύ μέσω του ενζύμου ΑCL διασπάται σε ακέτυλο 

συνένζυμο Α και οξαλοξικό οξύ. Το NADPH που είναι απαραίτητο για τη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων, 

παρέχεται από τον ενδιάμεσο κυτταρικό μεταβολισμό. 

Η πρώτη αντίδραση για τη βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων, αμέσως μετά τη δημιουργία του ακέ-

τυλου συνενζύμου Α, καταλύεται από το ένζυμο καρβοξυλάση του ακέτυλου συνενζύμου Α, ώστε να επι-

τευχθεί η παραγωγή του μηλονύλο συνενζύμου Α, η βιοσύνθεση των λιπαρών οξέων συνεχίζεται με τη 

συμβολή πολλαπλού ενζυμικού συμπλέγματος (συνθετάση των λιπαρών οξέων-Fatty Acids Synthase, 

FAS) (Papanikolaou and Aggelis, 2011). Μετά τη βιοσύνθεση των εστέρων λιπαρού συνενζύμου Α (Acylo-

CoA esters), διεξάγεται εστεροποίηση με γλυκερόλη με σκοπό την αποθήκευση λιπιδίων με τη μορφή τρι-

γλυκεριδίων (TAGs). Η σύνθεση διεξάγεται κυρίως από ένα μεταβολικό μονοπάτι το οποίο ονομάζεται 

ακυλίωση της α-φωσφορικής γλυκερόλης (α-glycerol phosphate acylation) (ή μονοπάτι Kennedy) 

(Papanikolaou and Aggelis, 2011; Αγγελής 2017). 

Στο πρώτο βήμα σύνθεσης των τριγλυκεριδίων, η 3-φωσφορική γλυκερόλη (G-3-P) ακυλιώνεται 

με το ένζυμο ακυλοτρανφεράση (acyltranferase, GAT) στην θέση sn-1 προς σχηματισμό της 1-ακυλο-3-

φωσφορικής γλυκερόλης (λυσοφωσδατιδικό οξύ, lysophospatidic acid-LPA). Κατόπιν, το λυσοφωσφατι-

δικό οξύ με τη συμβολή του ενζύμου ακυλοτρανφεράση του λυσοφωσφατιδικού οξέος (1-acyl-G-3-P 

acyltransferase, AGAT) ακυλιώνεται στην θέση sn-2 προς παραγωγή φωσφατιδικού οξέος (phosphatidic 

acid, PA). Ακολουθεί η αποφωσφορυλιώση (dephosphorylation) του φωσφατιδικού οξέος με το ένζυμο 

φωσφοροϋδρολάση του φωσφατιδικού οξέος (phospatidic acid phosphohydrolase, PAP) προς απελευθέ-

ρωση της δι-ακυλο-γλυκερόλης (DAG). Στο τελικό βήμα, η δι-ακυλο-γλυκερόλη ακυλιώνεται είτε μέσω 

του ενζύμου ακυλοτρανφεράση της δι-ακυλο-γλυκερόλης είτε μέσω του ενζύμου ακυλοτρανφεράση της 

φωσφολιπιδιακής δι-ακυλο-γλυκερόλης προς παραγωγή τριγλυκεριδίων (TAGs) (Papanikolaou and 

Aggelis, 2011). Οι παραπάνω αντιδράσεις αναπαρίστανται στην Εικόνα 1.8.. 
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Εικόνα 1.8. Σχηματισμός ενδοκυτταρικών τρι-ακυλο-γλυκερολών μέσω ακυλίωσης της α-φωσφορο-γλυκερόλης (προσαρμοσμένο από Pa-

panikolaou and Aggelis, 2011). 

 

1.6. Το φαινόμενο της καταστολής του καταβολίτη στους μικροοργανισμούς 

Οι μικροοργανισμοί διαθέτουν κυτταρικούς μηχανισμούς που τους επιτρέπουν τη βέλτιστη αξιο-

ποίηση των διαθέσιμων πόρων με σκοπό τη μέγιστη ανάπτυξη και την επιβίωση τους σε συνάρτηση με 

τους διάφορους περιβαλλοντικούς παράγοντες. Η καταστολή του καταβολίτη αποτελεί έναν μηχανισμό 

που χρησιμοποιείται από διάφορα είδη βακτηρίων και μυκήτων για την προσαρμογή τους σε αλλαγές στο 

περιβάλλον αύξησης, όπως η εξάντληση θρεπτικών πόρων ή η αφθονία λιγότερο προτιμητέων πηγών θρε-

πτικών συστατικών στο υπόστρωμα. Η καταβολική καταστολή έχει ως αποτέλεσμα την ταχύτερη κατανά-

λωση ορισμένων υποστρωμάτων όπως η γλυκόζη έναντι άλλων πηγών άνθρακα (Nair and Sarma, 2021). 

Μία γνωστή περίπτωση καταστολής καταβολίτη αποτελεί το παράδειγμα του μικροοργανισμού Esche-

richia coli (Bettenbrock et al., 2006). Ο μικροοργανισμός E. coli καταναλώνει κατά προτίμηση τη γλυκόζη 

πριν από άλλες πηγές άνθρακα, ανεξάρτητα από τη διαθεσιμότητά τους στο υπόστρωμα (Prieto et al., 2004; 

Kim et al., 2010; Valderrama et al., 2014; Bren et al., 2016). Ενώ πολλά είδη βακτηρίων εμφανίζουν προ-

τίμηση στην κατανάλωση γλυκόζης παρουσία άλλων υποστρωμάτων, ο μηχανισμός λειτουργίας της κατα-

στολής του καταβολίτη ενδέχεται να διαφέρει μεταξύ των ειδών μυκήτων και βακτηρίων εφόσον έχει πα-

ρατηρηθεί ότι ορισμένα βακτήρια δείχνουν προτίμηση σε άλλες πηγές άνθρακα έναντι της γλυκόζης 

(Moreno et al., 2012). Έχει διαπιστωθεί ότι ακόμη και μεταξύ βακτηριακών ειδών, όπως το E. coli και το 

Bacillus subtilis, που προτιμούν ως υπόστρωμα τη γλυκόζη, οι μοριακοί μηχανισμοί που οδηγούν στην 
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εκδήλωση του φαινομένου της καταστολής καταβολίτη δύναται να διαφέρουν (Deutscher, 2008). Το φαι-

νόμενο της καταβολικής καταστολής δύναται να ρυθμίσει τη γονιδιακή έκφραση κυρίως μέσω δύο οδών: 

είτε μέσο ενός καθολικού ρυθμιστικού μηχανισμού είτε με ρυθμιστικούς μηχανισμούς που αφορούν συ-

γκεκριμένα οπερόνια. (Gorke and Stülke, 2008). 

Στο μικροοργανισμό E. coli, η επιλεκτικότητα εκφράζεται με παρεμπόδιση της πρόσληψης μη προ-

τιμητέων πηγών άνθρακα από το κύτταρο παρουσία γλυκόζης σε μια διαδικασία που αναφέρεται ως απο-

κλεισμός του επαγωγέα. Χαρακτηριστικό παράδειγμα αποτελεί η λακτόζη όπου σε παρουσία γλυκόζης 

γίνεται αναστολή της περμεάσης της λακτόζης (Homburg et al., 2017). Από την άλλη πλευρά, το βακτήριο 

B. subtilis διαθέτει μια πρωτεΐνη μεταγραφής που καταστέλλει τους υποκινητές των γονιδίων που καταβο-

λίζουν μη προτιμητέες πηγές άνθρακα σε παρουσία γλυκόζης (Ohtsubo et al., 2006). Όταν στο μέσο ανά-

πτυξης ενός οργανισμού η προτιμητέα πηγή άνθρακα εξαντληθεί, τότε ενεργοποιούνται γονίδια που κατα-

βολίζουν τη λιγότερο προτιμητέα πηγή άνθρακα (Singh et al., 2008). Η αλληλεπίδραση μεταβολικών μο-

νοπατιών για τη χρήση διαφορετικών πηγών άνθρακα σε διαφορετικές χρονικές στιγμές κάτω από συγκε-

κριμένες συνθήκες επιτρέπει σε οργανισμούς όπως τα βακτήρια να μεγιστοποιούν την ανάπτυξη τους με 

σκοπό την επιβίωση (Singh et al., 2008; Reuß et al., 2018). Για τον έλεγχο ενός τέτοιου ρυθμιστικού μη-

χανισμού, οι μικροοργανισμοί χρησιμοποιούν τη διαθεσιμότητα της προτιμώμενης πηγής τους για την κα-

ταστολή γονιδίων που καταβολίζουν μη προτιμώμενες πηγές άνθρακα (Liu et al., 2020). Η Εικόνα 1.9. 

απεικονίζει το μεταβολικό μονοπάτι της ζύμης Rhodosporidium toruloides σε μικτό θρεπτικό μέσο το ο-

ποίο περιείχε γλυκόζη και γλυκερόλη όπου παρατηρείται το φαινόμενο της καταστολής του καταβολισμού 

της γλυκερόλης καθώς η γλυκόζη αποτέλεσε την προτιμητέα πηγή άνθρακα και καταναλώθηκε πρώτη στα 

αρχικά στάδια της ζύμωσης (Bommareddy et al., 2015). 
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Εικόνα 1.9. Μεταβολικό μονοπάτι του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης (προσαρμο-

σμένο από Bommareddy et al., 2015). 

 

1.7. Οι ενδοπολυσακχαρίτες (Intracellular Polysaccharides, IPS) και η βιοσυσσώρευση τους 

Οι πολυσακχαρίτες, που επιστημονικά καλούνται και γλυκάνες (BeMiller et al., 1996; Belitz et al., 

2009), είναι πολυμερή αποτελούμενα από την ένωση πολλών μονοσακχαριτών με γλυκοζιτικό δεσμό. Ο 

γενικός χημικός τους τύπος είναι (C6H10O5)n, συνήθως με n>100. Οι μονάδες γλυκοζυλίου μπορεί να είναι 

ενωμένες σε γραμμική ή διακλαδισμένη διάταξη. Ο αριθμός των μονάδων μονοσακχαρίτη σε έναν πολυ-

σακχαρίτη, που ονομάζεται βαθμός πολυμερισμού (ΒΠ), ποικίλλει. Μόνο λίγοι πολυσακχαρίτες έχουν ένα 

ΒΠ μικρότερο από 100, οι περισσότεροι έχουν ΒΠ εντός του εύρους 200-3000. Οι μεγαλύτεροι από αυτούς, 

όπως η κυτταρίνη, έχουν ένα ΒΠ από 7000-15000. Διακρίνονται σε διάφορες κατηγορίες ανάλογα με το 

είδος των σακχάρων από τα οποία αποτελούνται. Έτσι, πολυσακχαρίτες, όπως το άμυλο και η κυτταρίνη, 

καλούνται ομοπολυσακχαρίτες, ενώ οι πηκτίνες καλούνται ετεροπολυσακχαρίτες. 
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Εκτιμάται ότι περισσότερο από το 90% των υδατανθράκων στη φύση είναι στη μορφή των πολυ-

σακχαριτών και χρησιμεύουν κυρίως ως αποταμιευτικές και δομικές ύλες σε ζωικούς και φυτικούς οργα-

νισμούς. Όσον αφορά τη βιοσύνθεση τους, η βιβλιογραφία αναφέρει ότι αυτή ευνοείται από πηγές άν-

θρακα, όπως η γλυκόζη και από οργανικές πηγές αζώτου (πεπτόνη, εκχύλισμα ζύμης) (Gern et al., 2008; 

Fang and Zhong, 2002). Επίσης, παράγοντες, όπως η αρχική τιμή του pH, η θερμοκρασία της ζύμωσης και 

ο αερισμός, παίζουν σημαντικό ρόλο στη βιοσύνθεση των πολυσακχαριδίων. Nα σημειωθεί ότι οι συνθήκες 

καλλιέργειας που ευνοούν την παραγωγή βιομάζας μπορεί να μην ευνοούν τη συσσώρευση των πολυσακ-

χαριτών (κυρίως των έξωπολυσακχαριτών) και αντιστρόφως (Tang and Zhong, 2002; Diamantopoulou et 

al., 2012a, 2012b, 2014; Diamantopoulou and Papanikolaou, 2023). 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία φαίνεται πως η εξάντληση του αζώτου στο μέσο της καλλιέργειας, 

ευνοεί τη βιοσυσσώρευση των συγκεκριμένων ενώσεων λόγω της υποχρεωτικής διάσπασης της AMP, ώ-

στε να εξασφαλιστούν από τα κύτταρα οι απαιτήσεις τους σε άζωτο. Το ένζυμο 6-φωσφορο φρουκτοκινάση 

(6 PFK) ενεργοποιείται αλλοστερικά από το κυτταρικό AMP και έτσι λόγω της ελάττωσης της συγκέντρω-

σης της AMP αναστέλλεται η δράση της 6 PFK (Galiotou-Panayotou et al., 1998; Ratledge and Wynn, 

2002; Papanikolaou and Aggelis, 2011). Έτσι το κύτταρο οδηγείται στη συσσώρευση των ενδοπολυσακ-

χαριτών. Το υποθετικό σενάριο της συσσώρευσης των ενδοκυτταρικών πολυσακχαριτών και λιπιδίων α-

πεικονίζεται στην Εικόνα 1.10.. Παρόλα αυτά έχει δειχθεί σε τελευταίες εργασίες ότι σύνθεση ενδοπολυ-

σακχαριτών δύναται να πραγματοποιηθεί και κατά την ισόρροπη φάση αυξήσεως των ελαιογόνων ζυμών 

και μυκήτων και ενώ υπάρχει αφομοιώσιμο άζωτο στο μέσο της καλλιέργειας (Tchakouteu et al., 2015; 

Gardeli et al., 2017; Diamantopoulou et al., 2020a; b; Sarantou et al., 2021; Karayannis et al., 2023). Έχει 

δειχτεί χαρακτηριστικά, ότι σε ορισμένα στελέχη ελαιογόνων ζυμών και μυκήτων (π.χ. Cryptococcus cur-

vatus, Mortierella isabellina, Rhodosporidium toruloides) και κατά τα πρώτα στάδια της αύξησης, το πο-

σοστό των ενδοπολυσακχαριτών επί ξηράς μικροβιακής μάζας να είναι παρά την παρουσία του αζώτου 

πολύ υψηλό (έως και 60% w/w), ενώ αντιστοίχως το ποσοστό των λιπιδίων να είναι (φυσιολογικά) πολύ 

χαμηλό, και όσο προχωρεί η ζύμωση το ποσοστό των ενδοπολυσακχαριτών επί ξηράς ουσίας να μειώνεται 

ενώ των λιπιδίων να αυξάνεται.  
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Εικόνα 1.10. Υποθετικό σενάριο διάμεσου μεταβολισμού στα μυκήλια (προσαρμοσμένο από τους Zhong and Tang, 2004; Papanikolaou and 

Aggelis, 2011a). 

 

Οι ενδοπολυσακχαρίτες μπορούν να παραχθούν από ανώτερους μύκητες και αποτελούνται τόσο 

από απλά σάκχαρα (π.χ. η γλυκόζη), δισακχαρίτες και πολυόλες (π.χ. η μαννιτόλη). Το μεγαλύτερο όμως 

μέρος αποτελούν οι πολυσακχαρίτες, όπως γλυκογόνο και β-γλυκάνες (Fang and Zhong, 2002; Tang and 

Zhong, 2002; Galiotou-Panayotou et al., 1998; Seviour et al., 1992). Έρευνες έχουν δείξει ότι οι ενδοπο-

λυσακχαρίτες μπορούν να εμφανίσουν αντικαρκινικές, αντιοξειδωτικές και ανοσορυθμιστικές ιδιότητες. 

Συγκεκριμένα, μελέτες που πραγματοποιήθηκαν σε μυκήλια βασιδιομυκήτων έδειξαν ότι οι προαναφερ-

θείσες ιδιότητες οφείλονται στην ικανότητα των ενδοπολυσακχαριτών να ρυθμίζουν την παραγωγή κυτο-

κίνης (Fazenda et al., 2008, Jeong et al., 2013). Μερικά από τα είδη που είναι γνωστό πως παράγουν ενδο-

πολυσακχαρίτες, είναι τα εξής: Agaricus bisporus, Pleurotus ostreatus, Ganoderma lucidum και Tuber 

sinense. Η περεταίρω αξιολόγηση αυτής της ιδιότητας που παρουσιάζουν οι μύκητες βρίσκεται στο επίκε-

ντρο της έρευνας. Στον Πίνακα 1.2. παρουσιάζεται η σύνθεση των ενδοκυτταρικών σακχάρων της ζύμης 

Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε συνθήκες περιοριστικές σε άζωτο και σε άνθρακα σε υπόστρωμα 

λακτόζης σε διάφορες συγκεντρώσεις (Tchakouteu et al, 2015). 
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Πίνακας 1.2. Σύνθεση των ενδοκυτταρικών σακχάρων της ζύμης Cryptococcus curvatus NRRL Y-1511 σε συνθήκες περιοριστικές σε 

άζωτο και σε άνθρακα σε υπόστρωμα λακτόζης σε διάφορες συγκεντρώσεις (Tchakouteu et al., 2015). 

Λακτόζη 

(g/L) 

Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Γλυκόζη 

(%, w/w) 
Φρουκτόζη 

(%, w/w) 

Γαλακτόζη 

(%, w/w) 

 

Μέσο με περιορισμό αζώτου 

 

    

~40 

24 100 - - 

120 57,8 - 42,2 

168 56,5 - 43,35 

~60 

20 64,8 - 35,2 

269 36,4 - 63,6 

384 33,3 - 66,7 

~80 

120 54,4 - 45,6 

264 35,9 - 64,2 

528 35,5 - 64,2 

 

Μέσο με περίσσεια αζώτου 

 

    

~40 

24 52,9 - 47,1 

72 50,9 - 49,1 

96 52,0 - 48,0 

~80 

48 48,4 6,6 45,0 

144 50,0 4,4 46,6 

216 58,8 4,3 36,9 

336 60,4 - 39,6 

 

1.7. Οι πολυόλες και η βιομηχανική τους χρήση 

Ποικίλες διατροφικές μελέτες που πραγματοποιήθηκαν τα τελευταία 50-60 χρόνια έχουν αναδείξει 

τις αρνητικές επιπτώσεις της κατανάλωσης σακχαρόζης στην ανθρώπινη υγεία (δηλαδή την αύξηση των 

προβλημάτων που σχετίζονται με την επιδημική παχυσαρκία, τα αυτοάνοσα νοσήματα και τους διάφορους 

τύπους διαβήτη). Η εν λόγω διαπίστωση ενθάρρυνε τη στροφή των καταναλωτών σε έναν πιο υγιεινό τρόπο 

διατροφής, με αποτέλεσμα τη χρήση των γλυκαντικών αλκοολών ως υποκατάστατα ζάχαρης στη βιομηχα-

νία τροφίμων (Diamantopoulou and Papanikolaou, 2023). Οι γλυκαντικές αλκοόλες είναι μια ομάδα ενώ-

σεων χαμηλού μοριακού βάρους που παρέχουν γλυκιά γεύση και αίσθηση φρεσκάδας. Οι πολυόλες, όπως 

επίσης ονομάζονται, περιέχουν πολλαπλές υδροξυλομάδες και μπορεί να ανήκουν στις αλδόζες ή κετόζες, 

οι οποίες με αναγωγικά μέσα, ανάγονται στο σημείο της καρβονυλικής ομάδας σε πολυσθενείς αλκοόλες 

(ή πολυόλες ή πολυαλκοόλες), τις αλδιτόλες (Belitz et al., 2009; Bohn and BeMiller, 1995). 

Από διατροφικής πλευράς οι πολυόλες (ή σακχαροαλκοόλες) είναι μια ομάδα υδατανθράκων χα-

μηλής απορρόφησης από τον ανθρώπινο οργανισμό, με συνέπεια αφενός να μην επηρεάζουν τα επίπεδα 

του σακχάρου όπως τα γνωστά σάκχαρα των τροφών και αφετέρου να κατέχουν χαμηλότερη θερμιδική 
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απόδοση από αυτά (2,4 θερμίδες έναντι 4 θερμίδων ανά γραμμάριο, αντίστοιχα). Οι πολυόλες είναι ευρέως 

διαδεδομένες καθώς υπάρχουν σε φυσικά ή και τεχνητά γλυκαντικά. Μπορούν δηλαδή να παραχθούν ε-

μπορικά σε σκευάσματα ενώ βρίσκονται και με τη φυσική τους μορφή (Εικόνα 1.11.) στα τρόφιμα σε 

φρούτα και λαχανικά. Στην οικογένεια των πολυολών ανήκουν η αραβιτόλη, η μαλτιτόλη, η σορβιτόλη, η 

ισομαλτιτόλη, η μαννιτόλη, η ξυλιτόλη και η ερυθριτόλη. Στη βιομηχανία τροφίμων οι πολυόλες χρησιμο-

ποιούνται ως:  

 

▪ υποκατάστατα ζάχαρης, γλυκαντικές ύλες 

▪ γαλακτωματοποιητές 

▪ διογκωτικοί παράγοντες 

▪ γυαλιστικοί παράγοντες και 

▪ συγκολλητικοί παράγοντες 

 

 

Εικόνα 1.11. Κρυσταλλική μορφή της αραβιτόλης (προσαρμοσμένο από Wikipedia). 

 

Η αρτοποιεία είναι ένας από τους τομείς που χρησιμοποιούνται ευρέως τα τεχνητά γλυκαντικά για 

τη διαμόρφωση της γεύσης. Ουσιαστικά οι πολυόλες χρησιμοποιούνται ως διογκωτικοί παράγοντες και 

αποτελούν ρυθμιστικό παράγοντα της υγρασίας, της γεύσης και της γλυκύτητας στην αρτοποιία. Οι πολυ-

όλες χρησιμοποιούνται επίσης σε προϊόντα κατάλληλα για διαβητικούς (μπισκότα, σοκολάτα, τσίχλες), 

κρατώντας σε σταθερά επίπεδα τη γλυκόζη του αίματος. Στον Πίνακα 1.3. παρουσιάζονται ο δείκτης γλυ-

κύτητας, η θερμιδική αξία και ο γλυκαιμικός δείκτης διάφορων πολυολών. 
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 Πίνακας 1.3. Θερμιδική αξία, γλυκύτητα και γλυκαιμικός δείκτης γλυκαντικών αλκοολών (Grembecka, 2015). 

Πολυόλες 
Θερμιδική αξία 

(kcal/g) 
Γλυκαιμικός 

δείκτης 

Ερυθριτόλη 0,2 0 

Ισομαλτιτόλη 2,0 9 

Λακτιτόλη 1,9 6 

Μαλτιτόλη 2,1 35 

Μαννιτόλη 1,6 0 

Σορβιτόλη 2,7 9 

Ξυλιτόλη 2,4 13 

 

Ακόμη, οι πολυόλες δεν μετατρέπονται σε οξέα από βακτήρια στο στόμα με αποτέλεσμα να μην 

προκαλούν την εμφάνιση τερηδόνας στα δόντια. Οι πιθανότητες να σχηματιστεί πλάκα από τις πολυόλες 

είναι πολύ χαμηλή, καθώς οι πολυόλες δεν παρέχουν υπόστρωμα για την παραγωγή εξωκυτταρικών πολυ-

σακχαριτών. Η ποσότητα της παραγωγής του οξέος είναι πολύ μικρότερη σε σχέση με τη σακχαρόζη και 

άλλων υδατανθράκων με αποτέλεσμα να μην προκαλούν τη διάβρωση του σμάλτου των δοντιών. Έτσι, 

παρασκευάζονται προϊόντα με πολυόλες φιλικά προς τα δόντια όπως τσίχλες ή παστίλιες (Erickson et al., 

2012). Τέλος, έχουν χρησιμοποιηθεί ως πρώτες ύλες για τη χημική σύνθεση εναντιομερών ενώσεων, ανο-

σοκατασταλτικών, γλυκολιπιδίων, ζιζανιοκτόνων καθώς και αντιπαθογόνων φαρμάκων (Levin, 2002). 

Αν και το ερευνητικό ενδιαφέρον για τη παραγωγή πολυολών μέσω μικροβιακών ζυμώσεων είναι 

σχετικά πρόσφατο, υπάρχουν αρκετές αναφορές, ειδικά τα τελευταία χρόνια, πως στελέχη της ζύμης 

Yarrowia lipolytica που αναπτύχθηκαν κυρίως σε υποστρώματα αποτελούμενα από ακάθαρτη (κυρίως 

προερχόμενη από βιοντίζελ) ή καθαρή γλυκερόλη (André et al., 2009; Rymowicz et al., 2009; 

Tomaszewska et al., 2012; Diamantopoulou and Papanikolaou, 2023) μπορούν να παράξουν πολυόλες σε 

ικανοποιητική απόδοση. Μάλιστα φαίνεται ότι η φυσιολογία της σύνθεσης πολυολών σχετίζεται με το 

στέλεχος ζύμης, την πηγή άνθρακα τη συγκέντρωση του αζώτου και τη διαθεσιμότητα οξυγόνου (Ligthelm 

et al., 1988). Στον Πίνακα 1.5. απεικονίζεται η παραγωγή πολυολών από διάφορα είδη ζυμών του γένους 

Yarrowia lipolytica που καλλιεργήθηκαν σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε διαφορετικούς τύπους καλλιέρ-

γειας (Vastaroucha et al., 2021). 
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Πίνακας 1.4. Παραγωγή πολυολών από διάφορα είδη ζυμών του γένους Yarrowia lipolytica που καλλιεργήθηκαν σε υπόστρωμα γλυκερό-

λης σε διαφορετικούς τύπους καλλιέργειας (Vastaroucha et al., 2021). 

Στέλεχος 
 Ερυθριτόλη 

(g/L) 
Μαννιτόλη 

(g/L) 
Αραβιτόλη 

(g/L) 
Πολυόλες 

(g/L) 
YPol/Glol 

(g/g) 
Τύπος 

καλλιέργειας 
Αναφορά 

Wratislavia 1.31 

† 
132,0 23,0 - 155,0 0,52 Ημι-συνεχής Β 

Rymowicz et 

al. (2009) 

Wratislavia K1 

† 
170,0 12,0 - 182,0 0,60 Ημι-συνεχής Β 

Rymowicz et 

al. (2009) 

A-15 & 71,0 8,0 1,8 80,8 0,50 Κλειστή Β 
Tomaszewska et 

al. (2012) 

A UV’1 † 63,0 8,8 9,2 81,0 0,50 Κλειστή Β 
Tomaszewska et 

al. (2012) 

Wratislavia K1 

† 
80,0 2,6 0,3 82,9 0,51 Κλειστή Β 

Tomaszewska et 

al. (2012) 

Wratislavia K1 

† 
135,5 3,9 0,1 139,5 0,58 Κλειστή Β 

Mirończuk et 

al. (2014) 

Wratislavia 1.31 

† 
26,2 16,8 3,7 46,7 0,36 Κλειστή Β 

Tomaszewska et 

al. (2014) 

Wratislavia K1 

† 
40,7 15,1 2,9 58,7 0,40 Κλειστή Β 

Tomaszewska et 

al. (2014) 

MK1 † 79,5 2,7 0,4 82,6 0,55 Κλειστή Β 
Mirończuk et 

al. (2015) 

MK1 † 177,3 2,2 - 179,5 0,67 Κλειστή Β 
Mirończuk et 

al. (2015) 

FCY 218 † 80,6 n,i, n,i, 80,6 0,53 Κλειστή Β 
Carly et al. 

(2017) 

ACA YC 5030 

&¶ 
35,5 32,1 - 67,6 0,49 Κλειστή Κ Φ 

Papanikolaou 

et al. (2017) 

AIB & 56,7 12,6 6,0 75,3 0,49 
Ημι-συνεχής 

Β 

Rakicka et al. 

(2017) 

ACA-DC 5033 

&¶ 
25,9 17,5 4,2 47,6 0,58 Κλειστή Κ Φ 

Sarantou et al. 

(2021) 

FMCC Y-74 2,41 36,8 3,0 42,3 0,59 
Ημι-συνεχής 

Κ Φ 

Vastaroucha et 

al. (2021) 

FMCC Y-74 24,59 21,7 10,3 56,6 0,54 Κλειστή Κ Φ 
Vastaroucha et 

al. (2021) 

FMCC Y-74 14,59 19,1 6,9 40,6 0,53 Κλειστή Κ Φ 
Vastaroucha et 

al. (2021) 

†: Μεταλλαγμένο ή γενετικά τροποποιημένο στέλεχος Yarrowia lipolytica &: Άγριος τύπος Yarrowia lipolytica- : Ζυμώσεις στις οποίες το pH του μέσου 

κυμάνθηκε μεταξύ 4,5 και 6,0 καθ' όλη τη διάρκεια της καλλιέργειας (σε όλες τις άλλες δοκιμές, το pH του μέσου ήταν=3,0-3,5).  
 

Β: Bιοαντιδραστήρας 
Κ Φ: Κωνικές φιάλες 
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1.8.1. Γενικά χαρακτηριστικά της αραβιτόλης 

Η αραβιτόλη έχει προσδιοριστεί ως μια από τις κορυφαίες δώδεκα χημικές δομικές ουσίες που 

προέρχονται από τη βιομάζα. Άλλες ονομασίες με τις οποίες μπορεί να αναφερθεί είναι αραβινιτόλη ή 

λυξιτόλη. Είναι εναντιομερές της ξυλιτόλης και μπορεί να μετατραπεί σε διάφορες ομάδες χημικών 

ουσιών (π.χ. προπυλενογλυκόλη, αιθυλενογλυκόλη). Έχει σημείο τήξης 103 °C, είναι εξαιρετικά διαλυτή 

στο νερό και σχηματίζει λευκούς κρυστάλλους σε καθαρή μορφή. Ο καταβολισμός της αραβιτόλης από το 

βακτήριο Escherichia coli περιλαμβάνει το σχηματισμό φωσφορικής αραβιτόλης που επάγει τη σύνθεση 

ενώσεων που αναστέλλουν το βακτηριακό μεταβολισμό. Αυτή η ιδιότητα καθιστά δυνατή τη χρήση της 

αραβιτόλης ως γλυκαντικό που δεν συμβάλλει στην τερηδόνα. Επίσης, η θερμιδική αξία της αραβιτόλης 

είναι 0,2 kcal/g, ενώ της ξυλιτόλης είναι 2,4 kcal/g και της σακχαρόζης 4,0 kcal/g. Για το λόγο αυτό η 

αραβιτόλη μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε πολλές από τις γνωστές εφαρμογές της ξυλιτόλης (Koganti et al., 

2011; Le Tourneau, 1966; Werpy et al., 2004; Scangos et al., 1979; McCormick et al., 1961; Huck et al., 

2004; Crick, 1961; Mitchell, 2008). Στην εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται ο συντακτικός τύπος της 

αραβιτόλης. 

 

Εικόνα 1.12. Συντακτικός τύπος της αραβιτόλης (προσαρμοσμένο από Wikipedia). 

 

1.8.2. Βιοσύνθεση της αραβιτόλης 

Οι ωσμώφιλες ζύμες όταν καλλιεργούνται σε φυσικά υποστρώματα όπως τα λιγνοκυτταρινούχα 

υλικά, ημικυτταρίνες κλπ συχνά συσσωρεύουν πολυόλες όταν υπόκεινται σε συνθήκες στρες και η αραβι-

τόλη αποτελεί μια εκ των πολυολών που παράγονται (Kumdam et al., 2014). Τα κύρια υποστρώματα για 

την παραγωγή L-αραβιτόλης είναι οι ημικυτταρίνες που λαμβάνονται από ανανεώσιμες λιγνοκυτταρινού-

χες πρώτες ύλες. Από την άλλη πλευρά, υπάρχουν ορισμένες ζύμες ικανές να μετατρέψουν τη γλυκόζη σε 

D-αραβιτόλη (Saha et al. 2007, Zhu et al., 2010). Ένα άλλο υπόστρωμα χαμηλού κόστους που έχει προτα-

θεί για την παραγωγή αραβιτόλης είναι η γλυκερόλη. Υπάρχουν μερικές αναφορές για τη βιομετατροπή 

της γλυκερόλης σε D-αραβιτόλη από επιλεγμένες ζύμες (Koganti and Ju 2013, Yoshikawa et al., 2014). 

Τέλος, μελέτες έδειξαν ότι η υδρόλυση υδατανθράκων σόγιας από αλεύρι σόγιας μπορεί να αποτελέσει 

καλή πηγή εναλλακτικής/συμπληρωματικής πηγής άνθρακα. Η χρήση γλυκερόλης ή/και υδατανθράκων 

σόγιας για την παραγωγή αραβιτόλης μπορεί να αποφέρει οικονομικά οφέλη στη βιομηχανία σόγιας και 

βιοντίζελ (Loman and Ju, 2013; 2015). 
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Η βιοσύνθεση της αραβιτόλης δεν έχει μελετηθεί εκτενώς γι’ αυτό και μόνο πιθανά υποθετικά με-

ταβολικά μονοπάτια συναντώνται στη βιβλιογραφία. Πολλές απόψεις σχετικά με τα ένζυμα που εμπλέκο-

νται στο μεταβολικό μονοπάτι για τη βιοσύνθεση αυτής εξακολουθούν να είναι ασαφείς ενώ απαιτείται 

διεξοδική έρευνα ως προς αυτό. Η αραβιτόλη φαίνεται να συντίθεται μέσω της οδού των φωσφορικών 

πεντοζών (Saha et al., 2007). Οι πιθανές οδοί σύνθεσής της συνοψίζονται στην Εικόνα 1.13.. Όπως φαί-

νεται, η γλυκόζη μετατρέπεται σε 6-φωσφορική γλυκόζη, η οποία στη συνέχεια μέσω του μονοπατιού των 

φωσφορικών πεντοζών μετατρέπεται σε 5-φωσφορική ριβουλόζη. Στη συνέχεια ακολουθεί η αναγωγή της 

5-φωσφορικής ριβουλόζης σε 5-φωσφορική αραβιτόλη μέσο της αναγωγάσης και μετέπειτα ακολουθεί η 

αποφωσφορυλίωση της 5-φωσφορικής αραβιτόλης. Εναλλακτικά, η 5-φωσφορική ριβουλόζη μπορεί να 

μετατραπεί σε 5-φωσφορική ξυλουλόζη η οποία με τη δράση της αφυδρογονάσης τελικά μετατρέπεται σε 

αραβιτόλη. 

 

 

Εικόνα 1.13. Πιθανά μεταβολικά μονοπάτια για τη μετατροπή των διαφόρων υποστρωμάτων σε αραβιτόλη (προσαρμοσμένο από Koganti et 

al., 2011). 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
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2.1. Βιολογικό υλικό 

Για την πραγματοποίηση της παρούσας διδακτορικής διατριβής χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορε-

τικά στελέχη ζυμών. Το πρώτο στέλεχος που καλλιεργήθηκε σε ζυμώσεις προς παραγωγή λιπιδίων ήταν 

το Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 της συλλογής NRRL (Peoria, USA). Η επιστημονική φυ-

λογενετική ταξινόμηση του συγκεκριμένου είδους παρουσιάζεται στον παρακάτω πίνακα. 

 

Πίνακας 2.1. Επιστημονική ταξινόμηση του είδους Rhodosporidium toruloides. 

Βασίλειο:  Fungi 

Κλάση:  Basidiomycota 

Τάξη:  Sporidiales 

Οικογένεια:  Sporidiobolaceae 

Γένος:  Rhodosporidium 

Είδος:  Rhodosporidium toruloides 

 

Το δεύτερο στέλεχος που χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή αραβιτόλης ήταν το Debaryomyces 

sp. FMCC Y69. O μικροοργανισμός έχει απομονωθεί από ψάρι και έχει χαρακτηριστεί από το Εργαστήριο 

Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίμων του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών στη τράπεζα του 

οποίου και φυλάσσεται. Η επιστημονική φυλογενετική ταξινόμηση του συγκεκριμένου είδους παρουσιά-

ζεται στον Πίνακα 2.2.. 

 

Πίνακας 2.2. Επιστημονική ταξινόμηση του είδους Debaryomyces sp. FMCC Y69. 

Βασίλειο:  Fungi 

Κλάση:  Ascomycota 

Τάξη:  Saccharomycetales 

Οικογένεια:  Saccharomycetaceae 

Γένος:  Debaryomyces 

Είδος:  Debaryomyces sp. FMCC Y69 
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Οι μικροοργανισμοί διατηρούνταν σε δοκιμαστικούς σωλήνες πληρωμένους με στερεό θρεπτικό 

μέσο YPD σε θερμοκρασία 4 °C και η ανανέωσή τους γίνονταν ανά τακτά χρονικά διαστήματα (περίπου 

κάθε 30 ημέρες). Η σύσταση του YPD ήταν: Εκχύλισμα ζύμης 10 g/L, Peptone 10 g/L και Dextrose Agar 

10 g/L. 

 

 

Εικόνα 2.1. Κεκλιμένοι σωλήνες (slants) πληρωμένοι με θρεπτικό μέσο YPD και καλλιέργεια του μικροοργανισμού Rhodosporidium 

toruloides NRRL Y-27012. 

 

 

Εικόνα 2.2. Κύτταρα του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 (μεγέθυνση x 100). 
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2.2. Θρεπτικά υποστρώματα 

 

2.2.1. Παρασκευή προκαλλιέργειας 

Για τη διεξαγωγή κάθε πειράματος ήταν απαραίτητη η παρασκευή υγρής προκαλλιέργειας που α-

ποτελούσε το υλικό εκκίνησης της κύριας καλλιέργειας. Το θρεπτικό υπόστρωμα της υγρής προκαλλιέρ-

γειας ήταν το YPD, το οποίο προστίθετο σε κωνικές φιάλες των 250 mL πληρωμένες κατά το 1/5 του όγκου 

τους (50±1 mL), με ογκομετρικό κύλινδρο. Η αποστείρωση του θρεπτικού της προκαλλιέργειας πραγμα-

τοποιούνταν σε θερμοκρασία T=121 ℃ για 20 λεπτά. Οι κωνικές εμβολιάζονταν υπό ασηπτικές συνθήκες 

με τα κύτταρα της ζύμης, προερχόμενα από τη στερεή καλλιέργεια ηλικίας 2 ημερών. Η επώαση του εμ-

βολίου πραγματοποιούνταν σε ανακινούμενο επωαστικό θάλαμο σε σταθερές συνθήκες ανάδευσης 180 

rpm και θερμοκρασία στους T=29±1 ℃, για 48 ώρες. Πριν από τον εμβολιασμό της κύριας καλλιέργειας 

με την προκαλλιέργεια, λάμβανε χώρα ο έλεγχος της καθαρότητας του εμβολίου χρησιμοποιώντας οπτικό 

μικροσκόπιο. 

 

2.2.2. Θρεπτικό μέσο κύριας καλλιέργειας 

Όλες οι ζυμώσεις πραγματοποιήθηκαν υπό περιοριστικές σε άζωτο συνθήκες και χρησιμοποιήθη-

καν δύο πηγές άνθρακα, η γλυκόζη και η γλυκερόλη. Η γλυκόζη που χρησιμοποιήθηκε ήταν εμπορικής 

προελεύσεως. Όσον αφορά τη γλυκερόλη, ήταν βιομηχανική, καθαρότητας περίπου 90%, w/w, προερχό-

μενη από την Ελληνική εταιρία Agroinvest AEBE (Αχλάδι, Φθιώτιδας). Οι κυριότερες ακαθαρσίες που 

περιείχε ήταν άλατα καλίου και νατρίου (4%, w/w), ελευθέρα λιπαρά οξέα (1%, w/w) και νερό (5%). Για 

τον καθαρισμό της γλυκερόλης έγινε χρήση χοάνης διαχωρισμού ενώ στη συνέχεια βρέθηκε η ακριβής 

καθαρότητα αυτής, ίση με 88,5%, με τη χρήση HPLC. Ανάλογα με τις ανάγκες του εκάστοτε πειράματος, 

ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκαν είτε μόνο γλυκόζη είτε μόνο γλυκερόλη αλλά πραγματοποιήθηκαν 

και ζυμώσεις σε μικτά υποστρώματα χρησιμοποιώντας ταυτόχρονα και τις δυο πηγές άνθρακα.  
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Ως πηγές αζώτου χρησιμοποιήθηκαν πεπτόνη 2 g/L και εκχύλισμα ζύμης σε συγκέντρωση 1 g/L. 

Εξαίρεση αποτελούν τα πειράματα με διαφορετικούς λόγους C/N όπου χρησιμοποιήθηκαν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις αζώτου οι οποίες αναφέρονται στη συνέχεια. Τέλος, στο απιονισμένο νερό εκτός των πα-

ραπάνω προστέθηκαν και τα εξής άλατα:  

 

Πίνακας 2.3. Σύσταση μεταλλικών αλάτων (Papanikolaou et al., 2001). 

Ένωση Συγκέντρωση (g/L) 

MnSO4: H2O 0,06 

MgSO4: 7H2O 1,50 

ZnSO4: 7H2O 0,02 

CaCl2: 2H2O 0,15 

FeCl3: 6H2O 0,15 

KH2PO4 7,00 

Na2HPO4 2,50 

 

Μετά την αποστείρωση του θρεπτικού μέσου το pH είχε τιμή 5,5±0,2. Nα σημειωθεί ότι ανάλογα 

με τις ανάγκες της έρευνας πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις όπου στο θρεπτικό προστέθηκαν διαφορετικές 

συγκεντρώσεις άλατος NaCl. Επίσης πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις με διαφορετικούς λόγους C/N. 

 

2.3. Τύποι καλλιέργειας και συνθήκες 

Κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας πραγματοποιήθηκαν κλειστές καλλιέργειες σε κω-

νικές φιάλες και βιοαντιδραστήρα. Όσον αφορά τις ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες των 250 mL, αυτές ήταν 

πληρωμένες κατά το 1/5 του όγκου τους (50±1 mL) με το θρεπτικό υπόστρωμα που περιγράφηκε παρα-

πάνω. Οι κωνικές φιάλες εμβολιάστηκαν με 1 mL εμβολίου (1 x 106 CFU/mL) από τη προκαλλιέργεια υπό 

ασηπτικές συνθήκες. Όσον αφορά τις ζυμώσεις σε βιοαντιδραστήρα των 3 L (New Brunswick Scientific 

Co; USA), ο ενεργός όγκος της ζύμωσης ήταν 1,9 L και ο εμβολιασμός πραγματοποιήθηκε με 100 mL 

εμβολίου. Οι ζυμώσεις αυτές πραγματοποιήθηκαν σε ανάδευση κυμαινόμενη από 150 έως 450 rev/min, με 

σταθερή παροχή αερισμού 2 vvm, οπότε καθόλη τη διάρκεια της καλλιέργειας η τιμή του διαλυμένου οξυ-

γόνου στο θρεπτικό μέσο ήταν DOT≥10 %, v/v. Για το στέλεχος Rhodosporidium toruloides NRRL Y-

27012 η θερμοκρασία ανάπτυξης ήταν Τ=28±1 °C. Η επώαση πραγματοποιήθηκε σε ανακινούμενο επωα-

στικό θάλαμο (Zhicheng ZHWY 211C; Κίνα), σε σταθερές συνθήκες ανάδευσης 180±5 rpm. Το στέλεχος 
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Debaryomyces sp. FMCC Y69 καλλιεργήθηκε σε θερμοκρασία T=30±1 °C σε ανακινούμενο επωαστικό 

θάλαμο (Zhicheng ZHWY 211C; Κίνα), σε σταθερές συνθήκες ανάδευσης 180±5 rpm.  

 

2.3.1 Ζυμώσεις χρησιμοποιώντας το στέλεχος Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 

To στέλεχος Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 αρχικά καλλιεργήθηκε σε ζύμωση κλει-

στού τύπου σε κωνικές φιάλες χρησιμοποιώντας τη γλυκερόλη ως τη μοναδική πηγή άνθρακα σε αρχική 

συγκέντρωση 80 g/L και pH 5,5 και ως πηγή αζώτου χρησιμοποιήθηκε πεπτόνη (2 g/L) και εκχύλισμα 

ζύμης (1 g/L). Επαναλήφθηκαν δύο ζυμώσεις με τις ίδιες συνθήκες ενώ διαφοροποιήθηκε η μέθοδος που 

χρησιμοποιήθηκε για την εκχύλιση των λιπιδίων. Σε κάθε ζύμωση, το εκάστοτε σημείο αποτελούσε το 

μέσο όρο δύο ανεξαρτήτων μετρήσεων, σε πειράματα που είχαν λάβει χώρα με διαφορετικά εμβόλια. Στην 

πρώτη ζύμωση χρησιμοποιήθηκε η εκχύλιση με τη μέθοδο μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–

μεθανόλης (CH3OH), ενώ στη δεύτερη έγινε αρχικά όξινη υδρόλυση με HCl και στη συνέχεια εκχύλιση με 

μίγμα διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH).  

Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες ρυθμίζοντας την 

τιμή του pH στις τιμές 3,5, 5,5 και 6,5 με στόχο τη μελέτη της επίδρασης αυτής στην αύξηση και την 

παραγωγή μεταβολικών προϊόντων. Επίσης πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιά-

λες σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης σε συγκεντρώσεις Glc: Glol, 1: 0 w/w, 1: 3 w/w, 3: 1 w/w, 

1: 1 w/w (Πίνακας 2.4.). 

 

Πίνακας 2.4. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

NRRL Y-27012 σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Συγκέντρωση γλυκόζης 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 80 0 2 1 

2 0 80 2 1 

3 40 40 2 1 

4 20 60 2 1 

5 60 20 2 1 
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Για τον ίδιο σκοπό πραγματοποιήθηκε μια σειρά πειραμάτων με αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl 

στο θρεπτικό μέσο σε συγκεντρώσεις 0,2; 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 3,0 %, w/v στις παρακάτω συνθήκες και ένα 

πείραμα με απουσία NaCl στο μέσο καλλιέργειας ορίστηκε ως μάρτυρας (Πίνακας 2.5.). 

 

Πίνακας 2.5. Συγκεντρώσεις ΝaCl και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-

27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης 80 g/L. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση NaCl 

(%, w/v) 

Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 0,2 80 2 1 

2 0,5 80 2 1 

3 0,8 80 2 1 

4 1 80 2 1 

5 2 80 2 1 

6 3 80 2 1 

 

Προκειμένου να μειωθεί το κόστος της διεργασίας στο μέσο της καλλιέργειας προστέθηκε ως ανα-

σταλτικός παράγοντας ένα υδρογλυκερικό εκχύλισμα από στερεά απόβλητα κρεμμυδιού (Onion Solid 

Wastes-OSWs).  

Tα βιοδραστικά συστατικά του OSWs ανακτήθηκαν σύμφωνα με τους Katsamba et al. (2015). Πιο 

συγκεκριμένα ένα πυκνό διάλυμα καθαρής γλυκερόλης (90%, w/v ) χρησιμοποιήθηκε ως μέσο εκχύλισης 

σε αναλογία 90 mL διαλύματος ανά γραμμάριο ξηρής μάζας αποξηραμένου-πολτοποιημένου OSWs. Από 

το συγκεκριμένο εκχύλισμα ανακτήθηκαν και ποσοτικοποιήθηκαν c.90 mg ολικών πολυφαινολών εκφρα-

σμένων σε γαλλικό οξύ (GAE) ανά γραμμάριο ξηρής μάζας. Οι κυριότερες πολυφαινόλες που προσδιορί-

στηκαν στο γλυκερινικό εκχύλισμα φλοιού κρεμμυδιού σύμφωνα με τους Katsamba et al. (2015), ήταν η 

κερκετίνη 4´-O-γλυκοζίτης (quercetin 4´-O-glucoside) και η κερκετίνη (quercetin). Συγκεκριμένα η κερ-

κετίνη ταυτοποιήθηκε συγκρίνοντας το χρόνο έκλουσης της και το φάσμα UV-Vis με εκείνη του προτύπου. 

Η ταυτοποίηση της πολυφαινόλης κερκετίνη 4´-O-γλυκοζίτης έγινε με υγρή χρωματογραφία–σπεκτομε-

τρία μάζας (Katsamba et al., 2015).  

Για τις ανάγκες του πειράματος προστέθηκε σε αποστειρωμένο θρεπτικό μέσο, που περιείχε ακά-

θαρτη γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση 80 g/L, ποσότητα του συγκεκριμένου εκχυλίσματος σε συγκέ-

ντρωση 40 g/L (40 mg πολυφαινολών εκφρασμένων σε GAE ανά L θρεπτικού μέσου καλλιέργειας) και 

πραγματοποιήθηκαν ασυνεχείς καλλιέργειες σε κωνικές φιάλες. Ένα πείραμα που διενεργήθηκε υπό αση-

πτικές συνθήκες και περιείχε αποκλειστικά γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση 80 g/L χρησιμοποιήθηκε 

ως μάρτυρας. Για την επανάληψη του πειράματος που περιείχε OSWs υπό μη-ασηπτικές συνθήκες έγινε 

παστερίωση του θρεπτικού μέσου της καλλιέργειας (T=100 °C; 5 min) (Πίνακας 2.6.). Σε όλα τα πειρά-

ματα που πραγματοποιήθηκαν το αρχικό pΗ ήταν 5,5±0,2.  
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Πίνακας 2.6. Συγκεντρώσεις OSWs σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις υπό ασηπτικές και μη-ασηπτικές συνθήκες του μικροοργανισμού 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης 80 g/L. 

Θερμική επεξεργασία 
Συγκέντρωση γλυκερόλης  

(g/L) 

Συγκέντρωση ΟSWs 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

Αποστείρωση 80 0 2 1 

Αποστείρωση 80 40 2 1 

Παστερίωση 80 40 2 1 

 

Λαμβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι τόσο η αύξηση όσο και ο μεταβολισμός επηρεάζονται από την 

αρχική συγκέντρωση του υποστρώματος και το λόγο C/N, έλαβαν χώρα αρχικά δύο πειράματα σε διαφο-

ρετικές αρχικές συγκεντρώσεις γλυκερόλης, 50 g/L και 90 g/L (Πίνακας 2.7.). Το προηγούμενο πείραμα 

με 80 g/L γλυκερόλης χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας και η συγκέντρωση με 90 g/L γλυκερόλης επιλέ-

χθηκε ως υπόστρωμα για δοκιμές σε διαφορετικούς λόγους C/N (=50; 100; 160; 240 moles/moles) με με-

ταβαλλόμενες συγκεντρώσεις αζώτου στις συνθήκες καλλιέργειας που αναφέρθηκαν προηγουμένως σε 

κωνικές φιάλες. Ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε η γλυκερόλη και ως πηγή αζώτου χρησιμοποιήθηκε 

πεπτόνη και εκχύλισμα ζύμης. Για κάθε πειραματική διαδικασία διενεργήθηκαν δύο επαναλήψεις. Στον 

Πίνακα 2.8. συνοψίζονται οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν στο κάθε πείραμα. 

 

Πίνακας 2.7. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης 

Πείραμα 
Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 50 2 1 

2 80 2 1 

3 90 2 1 

 

Πίνακας 2.8. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης 90 g/L. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Λόγος C/N  

(moles/moles) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 90 50 4 2 

2 90 100 2 1 

3 90 160 1 1 

4 90 240 0,75 0,5 
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Στη συνέχεια ο λόγος C/N=100 moles/moles επιλέχθηκε για πείραμα που έλαβε χώρα σε βιοαντι-

δραστήρα με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L στις συνθήκες που περιγράφονται παραπάνω. 

 

2.3.2 Ζυμώσεις χρησιμοποιώντας το στέλεχος Debaryomyces sp. FMCC Y69 

Για τις ζυμώσεις που ακολούθησαν χρησιμοποιήθηκε το στέλεχος Debaryomyces sp. FMCC Y69 το 

οποίο απομονώθηκε από ψάρια του είδους Oreochromis niloticus (Filippousi et al., 2019).  

Αρχικά πραγματοποιήθηκε πείραμα το οποίο περιείχε γλυκόζη 50%, w/v (purity≥99%, w/w) για 

περαιτέρω ταυτοποίηση του στελέχους. Λόγω του γεγονότος ότι η ζύμη προήλθε από περιβάλλον υψηλής 

ωσμωτικής πίεσης, για την αξιολόγηση της ικανότητας του μικροοργανισμού Debaryomyces sp. FMCC 

Y69 να καταναλώνει τη γλυκερόλη προς παραγωγή αραβιτόλης, πραγματοποιήθηκαν ασυνεχείς καλλιέρ-

γειες σε κωνικές φιάλες και σε βιοαντιδραστήρα σε δύο υψηλές αρχικές συγκεντρώσεις γλυκερόλης, 80 

και 125 g/L. Επίσης πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε μικτό υπόστρωμα 

γλυκόζης-γλυκερόλης σε αναλογίες Glc: Glol, 1: 3 w/w, 3: 1 w/w, 1: 1 w/w (Πίνακας 2.9.). 

 

Πίνακας 2.9. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Debaryomyces sp. FMCC Y69 

σε υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Συγκέντρωση γλυκόζης 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 125 0 2 1 

2 0 125 2 1 

3 93 32 2 1 

4 32 93 2 1 

5 62,5 62,5 2 1 

 

Ακολούθησαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες χρησιμοποιώντας γλυκερόλη ως πηγή 

άνθρακα σε διαφορετικές τιμές pH (3,5; 7,5). To pH 5,5 που είχε δοκιμαστεί πρωτύτερα επιλέχθηκε ως 

μάρτυρας. Επίσης, έλαβε χώρα μια σειρά πειραμάτων με αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl (2%, w/v, 5%, 

w/v, 8%, w/v, 12%, w/v, 16%, w/v) σε υπόστρωμα γλυκερόλης με στόχο τη μελέτη της ικανότητας του 

στελέχους να αυξάνεται και να παράγει αραβιτόλη σε περιβάλλον υψηλής ωσμωτικής πίεσης σε υπό-

στρωμα γλυκερόλης (Πίνακας 2.10.).  
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Πίνακας 2.10. Συγκεντρώσεις ΝaCl και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Debaryomyces sp. FMCC Y69 σε υπό-

στρωμα γλυκερόλης 125 g/L. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση NaCl 

(%, w/v) 

Συγκέντρωση γλυκόζης 

(g/L) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 2 125 2 1 

2 5 125 2 1 

3 8 125 2 1 

4 12 125 2 1 

5 16 125 2 1 

 

Στη συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας, έγιναν πειράματα σε μη θερμικά επεξεργασμένο θρε-

πτικό μέσο με γλυκερόλη ως πηγή άνθρακα και μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο με γλυκερόλη 

και προσθήκη άλατος σε συγκέντρωση 5,0%, w/v, σε ασυνεχείς καλλιέργειες σε κωνικές φιάλες. Ως μάρ-

τυρας χρησιμοποιήθηκε πείραμα με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L που προηγουμένως είχε υ-

ποστεί θερμική επεξεργασία (αποστείρωση) (Πίνακας 2.11.).  

 

Πίνακας 2.11. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Debaryomyces sp. FMCC Y69 

σε υπόστρωμα γλυκερόλης 125 g/L. 

Θερμική επεξεργασία 
Συγκέντρωση γλυκερόλης  

(g/L) 

Συγκέντρωση NaCl 

(%, w/v) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

Αποστείρωση 125 0 2 1 

Μη θερμικά επεξεργασμένο 125 0 2 1 

Μη θερμικά επεξεργασμένο 125 5 2 1 

 

Επιπλέον πραγματοποιήθηκαν τρία πειράματα σε διαφορετικούς λόγους C/N (79; 158; 240 

moles/moles) με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L στις συνθήκες που αναφέρθηκαν προηγουμέ-

νως σε κωνικές φιάλες. Ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε η γλυκερόλη σε συγκέντρωση 135 g/L και ως 

πηγή αζώτου χρησιμοποιήθηκε πεπτόνη και εκχύλισμα ζύμης. Για κάθε πειραματική διαδικασία διενεργή-

θηκαν δύο επαναλήψεις. Στον παρακάτω πίνακα συνοψίζονται οι συγκεντρώσεις που χρησιμοποιήθηκαν 

στο κάθε πείραμα (Πίνακας 2.12.). 
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Πίνακας 2.12. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα και αζώτου σε g/L σε ασυνεχείς ζυμώσεις του μικροοργανισμού Debaryomyces sp. FMCC Y69 

σε υπόστρωμα γλυκερόλης 135 g/L. 

Πείραμα 
Συγκέντρωση γλυκερόλης 

(g/L) 

Λόγος C/N  

(moles/moles) 

Πεπτόνη 

(g/L) 

Εκχύλισμα ζύμης 

(g/L) 

1 135 79 4 2 

2 135 158 2 1 

3 135 246 1 1 

 

Τέλος, το στέλεχος Debaryomyces sp. FMCC Y69 καλλιεργήθηκε σε ημι-συνεχή καλλιέργεια σε 

κωνικές φιάλες με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Μετά από 457 h ζύμωσης έγινε η προσθήκη 

αποστειρωμένου πυκνού διαλύματος γλυκερόλης 60 g/L. 

 

2.4. Αναλύσεις 

 

2.4.1. Προσδιορισμός βιομάζας 

Για το διαχωρισμό της βιομάζας (στερεή φάση) από την υγρή φάση σε κάθε δείγμα (Εικόνα 2.3., 

2.4) πραγματοποιήθηκε φυγοκέντρηση (Hettich Universal 320R, Γερμανία) σε 9000 rpm για 10 min και 

σε θερμοκρασία 4 °C. Το υπερκείμενο που προέκυψε από την πρώτη φυγοκέντρηση συλλέχθηκε σε 

Eppendorf των 2 mL και χρησιμοποιήθηκε για περαιτέρω αναλύσεις (Εικόνα 2.5., 2.6). Ακολούθησαν δια-

δοχικές φυγοκεντρήσεις, υπό τις ίδιες συνθήκες, με χρήση απιονισμένου νερού με σκοπό την έκπλυση της 

βιομάζας από υπολείμματα του θρεπτικού μέσου της καλλιέργειας. Τέλος, η βιομάζα μεταφέρθηκε σε προ-

ζυγισμένα φιαλίδια McCartney και τοποθετήθηκε στο φούρνο προς ξήρανση στους 80±5 °C. 

Ο προσδιορισμός της παραγόμενης βιομάζας στις κωνικές φιάλες καλλιέργειας πραγματοποιήθηκε 

με τον υπολογισμό της διαφοράς του βάρους του φιαλιδίου πριν την τοποθέτηση της βιομάζας και μετά 

την τοποθέτηση και ξήρανσή αυτής. Η παραγόμενη βιομάζα εκφράζεται σε g/L.  
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Εικόνα 2.3. Κωνικές φιάλες μετά από 120 h επώασης του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides στον ανακινούμενο επωαστικό θά-

λαμο (New Brunswick Sc, USA) σε συνθήκες ανάδευσης 180 rpm και σε θερμοκρασία 28±1 ºC, συλλογή νωπής βιομάζας, πριν τοποθετηθεί 

στον ξηραντήρα. 

 

Εικόνα 2.4. Συλλογή δείγματος για ανάλυση του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides. 
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Εικόνα 2.5. Διαχωρισμός βιομάζας και υπερκειμένου έπειτα από τη φυγοκέντρηση από καλλιέργεια του μικροοργανισμού Rhodosporidium 

toruloides σε κωνικές φιάλες. 

 

 

Εικόνα 2.6. Διαχωρισμός βιομάζας και υπερκειμένου έπειτα από τη φυγοκέντρηση από καλλιέργεια του μικροοργανισμού Rhodosporidium 

toruloides σε βιοαντιδραστήρα. 

 

2.4.2. Προσδιορισμός pH 

Για τη μέτρηση του pH χρησιμοποιήθηκε pH-μετρο τύπου ΗΙ 2211 pH meter. Όπου ήταν αναγκαίο, 

δηλαδή όταν η καταγραφείσα τιμή παρουσίαζε σημαντική απόκλιση από την επιθυμητή ανάλογα με τις 

ανάγκες του πειράματος, πραγματοποιούταν ρύθμιση. Η ρύθμιση αυτή πραγματοποιούνταν με την προ-

σθήκη κατάλληλης ποσότητας 5 Μ NaOH και 5 Μ HCl υπό ασηπτικές συνθήκες. 
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2.4.3. Προσδιορισμός και μέτρηση του οξυγόνου 

Η μέτρηση του διαλυτού οξυγόνου στις κωνικές φιάλες πραγματοποιήθηκε off-line με τη χρήση 

φορητού οξυγονόμετρου. Το οξυγονόμετρο αξιοποιούσε τεχνολογία βασισμένη στη πολαρογραφική μέ-

θοδο μέτρησης των Ross και Klark. Ουσιαστικά ο αισθητήρας του οξυγονόμετρου αποτελείτο από 1 ηλε-

κτρόδιο καθόδου (πλατίνα) και 2 ηλεκτρόδια ανόδου (ασήμι) μέσα σε διάλυμα ηλεκτρολύτη το οποίο πε-

ρικλειόταν σε μεμβράνη πολυτετραφθοροαιθυλενίου (PTFE). Το οξυγόνο μετά την είσοδό του στον αι-

σθητήρα μέσω μιας διαπερατής μεμβράνης από τεφλόν, υφίστατο ηλεκτρόλυση δημιουργώντας έτσι ένα 

μετρήσιμο ηλεκτρικό ρεύμα το οποίο αντιστοιχούσε στη ποσότητα του διαλυτού οξυγόνου.  

Στο πείραμα η διαδικασία που ακολουθήθηκε ήταν η εξής: μετά τη λήψη του σημείου το οξυγονό-

μετρο τοποθετούνταν μέσα στην κωνική φιάλη της κύριας καλλιέργειας, η οποία στη συνέχεια επανατο-

ποθετούνταν πίσω στον αναδευόμενο επωαστικό κλίβανο όπου και κατά τη διάρκεια της ανάδευσης γινό-

ταν η λήψη του ποσοστού του διαλυτού οξυγόνου (%, v/v και mg/L). Η διάρκεια της μέτρησης ανά κωνική 

ήταν 20 δευτερόλεπτα και συνολικά λαμβάνονταν 5 τιμές μαζί με το μηδενικό σημείο. 

 

2.4.4. Προσδιορισμός κατανάλωσης υποστρώματος και παραγωγής μεταβολικών προϊόντων 

Η συγκέντρωση του υποστρώματος αλλά και των παραγόμενων μεταβολικών προϊόντων για κάθε 

δείγμα προσδιορίστηκε με τη χρήση της υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (High Performance 

Liquid Chromatography-HPLC) σε σύστημα Waters 600E. Ως κινητή φάση για τη στήλη διαχωρισμού 

χρησιμοποιήθηκε υδατικό διάλυμα H2SO4 σε συγκέντρωση 5 mM χρησιμοποιώντας απιονισμένο-απεσταγ-

μένο νερό το οποίο υπέστη φιλτράρισμα πριν τη χρήση. Η ροή του διαλύτη ήταν ρυθμισμένη στα 0,6 

mL/min. Η στήλη με την οποία έγινε ο διαχωρισμός ήταν τύπου phenomenex Rezex TM RoA-Organic acid 

H+ (8%) σε θερμοκρασία 60 °C. Στη στήλη τοποθετήθηκε κάθε φορά δείγμα 10 μL και η διάρκεια ανάλυ-

σης ήταν 24 min. 

Όλα τα υπερκείμενα των δειγμάτων κατά τη διάρκεια της προετοιμασίας τους αραιώθηκαν και φιλτραρί-

στηκαν με χρήση φίλτρων whatman που διέθεταν μεμβράνη με διάμετρο οπών 0,2 μm. Για τον υπολογισμό 

της συγκέντρωσης κάθε ουσίας δημιουργήθηκαν καμπύλες αναφοράς πρότυπων ουσιών ενώ η ταυτοποί-

ηση τους βασίστηκε στο χρόνο κατακράτησης καθεμιάς από αυτές. 
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Πρότυπη Καμπύλη Γλυκερόλης 

 

Εικόνα 2.7. Πρότυπη καμπύλη αναφοράς γλυκερόλης. 

 

Πρότυπη Καμπύλη Αραβιτόλης 

 

 

Εικόνα 2.8. Πρότυπη καμπύλη αναφοράς αραβιτόλης. 
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2.4.5. Ποσοτικός προσδιορισμός ενδοκυτταρικού λίπους 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό της συγκέντρωσης του ενδοκυτταρικού λίπους χρησιμοποιήθηκαν 

δύο μέθοδοι. Κατά την πρώτη μέθοδο, χρησιμοποιήθηκε μίγμα διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)-μεθανό-

λης (CH3OH) σε αναλογία 2: 1 (Folch et al., 1957; Papanikolaou et al., 2001; Papanikolaou et al., 2002; 

Wiebe et al., 2012; Sarantou et al., 2021). Η χρήση του συγκεκριμένου διαλύματος έχει τη δυνατότητα να 

επιτυγχάνει τη διάρρηξη των κυττάρων και να εκχυλίζει το συνολικό μικροβιακό λίπος (Total Intracellular 

Lipids, TL). Συγκεκριμένα, 300 mg αποξηραμένης βιομάζας τοποθετήθηκαν σε φιαλίδιο McCartney όπου 

προστέθηκε μίγμα χλωροφορμίου/μεθανόλης σε αναλογία 2: 1 (v/v) (έως 25 mL). Το φιαλίδιο σφραγίστηκε 

με βιδωτό καπάκι αλουμινίου και έμεινε για τουλάχιστον 72 ώρες στο σκοτάδι ενώ το περιεχόμενο του 

φιαλιδίου αναμειγνυόταν περιστασιακά με τη βοήθεια γυάλινης ράβδου. Στη συνέχεια, τα στερεά υπολείμ-

ματα των κυττάρων απομακρύνθηκαν μέσω διήθησης (φίλτρο Whatman® no3), το μίγμα διαλυτών συλ-

λέχθηκε σε προζυγισμένη φιάλη εξάτμισης (Εικόνα 2.9.) και τοποθετήθηκε σε περιστροφικό εξατμιστήρα 

(R-144, Büchi Labortechnik, Flawil, Ελβετία), τέλος ακολούθησε ποσοτικός προσδιορισμός των ολικών 

λιπιδίων. 

Κατά τη δεύτερη μέθοδο (Tchakouteu et al., 2015b), τοποθετήθηκαν 300 mg ξηρής βιομάζας σε 

γυάλινα φιαλίδια και προστέθηκε σε αυτά 4,0 mL HCI 2 M. Στη συνέχεια το μίγμα τοποθετήθηκε σε υδα-

τόλουτρο στους 100 oC για 40 λεπτά. Εν τέλει, στο μίγμα ,αφού ήρθε σε θερμοκρασία δωματίου, προστέ-

θηκε μίγμα διαλυτών χλωροφορμίου/μεθανόλης σε αναλογία 2: 1 (v/v) και έμεινε για τουλάχιστον 72 ώρες 

στο σκοτάδι. Στη συνέχεια, τα στερεά υπολείμματα των κυττάρων απομακρύνθηκαν μέσω διήθησης (φίλ-

τρο Whatman® no3) και το μίγμα διαλυτών συλλέχθηκε σε προζυγισμένη φιάλη εξάτμισης. 

 

Εικόνα 2.9. Λίπος διαλυμένο σε Folch του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides. 

 

Έπειτα ακολούθησε εξάτμιση του διηθήματος με τη χρήση περιστροφικού εξατμιστήρα (R-144, 

Büchi Labortechnik, Flawil, Ελβετία) υπό κενό, σε θερμοκρασία 50–55 oC έτσι ώστε να απομακρυνθούν 

πλήρως οι διαλύτες χλωροφορμίου–μεθανόλης και να παραμείνει μόνο το μικροβιακό λίπος (Εικόνα 2.10.) 

Τέλος, τα ενδοκυτταρικά λιπίδια (L) ζυγίστηκαν σε ζυγό ακριβείας και εκφράστηκαν σε g μικροβιακών 

λιπιδίων ανά g ξηρής βιομάζας και συνακόλουθα σε g λιπιδίων ανά L καλλιέργειας. 
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Εικόνα 2.10. Ενδοκυτταρικό λίπος έπειτα από εξάτμιση του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides. 

 

2.4.6. Μεθυλεστεροποίηση 

Για τη μετατροπή των λιπαρών οξέων στους αντίστοιχους πτητικούς μεθυλικούς εστέρες (FAMEs), 

προκειμένου να ακολουθήσει η ανάλυση τους μέσω αέριας χρωματογραφίας (GC), πραγματοποιήθηκε με-

θυλεστεροποίηση. Συγκεκριμένα, το κυτταρικό λίπος μετατράπηκε με μεθυλίωση στους αντίστοιχους με-

θυλικούς εστέρες, με τη γενικευμένη μέθοδο AFNOR (1959), προκειμένου να γίνει ο ποιοτικός και ποσο-

τικός προσδιορισμός των λιπαρών οξέων που περιέχονται σε αυτό. Η εστεροποίηση πραγματοποιήθηκε σε 

δύο στάδια, το πρώτο σε αλκαλικό περιβάλλον και το δεύτερο σε όξινο. Κατά το πρώτο στάδιο τελείται η 

πυρηνόφιλη υποκατάσταση στο μόριο των τριγλυκεριδίων και των φωσφολιπιδίων, με τελικό προϊόν τους 

αντίστοιχους μεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων. Παράλληλα, τα ήδη υπάρχοντα ελεύθερα λιπαρά οξέα 

αντιδρούν με το διάλυμα του μεθανολικού νατρίου και παραλαμβάνονται οι αντίστοιχοι σάπωνές τους.  

Στο δεύτερο στάδιο πραγματοποιήθηκε η μετατροπή των σαπώνων των λιπαρών οξέων προς τους 

αντίστοιχους μεθυλεστέρες, έτσι ώστε να καταστούν πτητικά για να αναλυθούν στον αέριο χρωματογράφο. 

Συγκεκριμένα, στη σφαιρική φιάλη με το ζυγισθέν κυτταρικό λίπος προστέθηκαν λίγες πέτρες βρασμού 

και 10 mL διαλύματος μεθανολικού νατρίου (MeO-Na+) (Εικόνα 2.12.) που περιείχαν φαινολοφθαλεΐνη 

ως δείκτη pH και το δείγμα τοποθετήθηκε προς ήπιο βρασμό για 20 min. Το διάλυμα του μεθανολικού 

νατρίου παρασκευάστηκε διαλύοντας 1 g μεταλλικού νατρίου σε 100 mL μίγματος μεθανόλης/βενζολίου 

70/30 (v/v). Μετά το πέρας του χρόνου προστέθηκαν 5-10 mL υδροχλωρικής μεθανόλης (έως ότου το 

δείγμα αποχρωματιστεί) και ακολούθησε βρασμός για άλλα 20 min. Το διάλυμα της υδροχλωρικής μεθα-

νόλης παρασκευάστηκε προσθέτοντας στάγδην 10 mL ακετυλο-χλωριδίου σε 125 mL μεθανόλης (ισχυρά 

εξώθερμη αντίδραση). Ακολούθησε προσθήκη απιονισμένου νερού προκειμένου να λάβει τέλος η αντί-

δραση και το δείγμα μεταφέρθηκε σε εκχυλιστική χοάνη. Προστέθηκαν 6 mL εξανίου, ακολούθησε έντονη 
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ανάδευση και το δείγμα έμεινε για λίγα λεπτά σε ηρεμία προκειμένου να διαχωριστούν οι δύο φάσεις (η 

οργανική και η υδατική φάση) (Εικόνα 2.13.). Η φάση του εξανίου συλλέχθηκε σε μικρό φιαλίδιο και 

προστέθηκε μικρή ποσότητα άνυδρου θειικού νατρίου (Na2SO4) για την απορρόφηση της υγρασίας. Τέλος, 

το δείγμα αναλύθηκε στον αέριο χρωματογράφο, προκειμένου να γίνει ο προσδιορισμός των μεθυλεστέρων 

των λιπαρών οξέων που περιέχονταν σε αυτό. Οι μηχανισμοί των αντιδράσεων, τόσο του πρώτου (διεργα-

σία υπό αλκαλικό περιβάλλον) όσο και του δευτέρου (διεργασία υπό όξινο περιβάλλον) σταδίου, φαίνονται 

στην Εικόνα 2.11. (Μακρή, 2011). 

 

 

Εικόνα 2.11. Η αντίδραση μεθυλεστεροποίησης που τελείται σε δύο διακριτά στάδια, το πρώτο σε αλκαλικό περιβάλλον και το δεύτερο σε 

όξινο (Μακρή, 2011). 

 

 

 

Εικόνα 2.12. Βρασμός με MeO-Na+ προς μετατροπή των ελεύθερων λιπαρών οξέων στους αντίστοιχους σάπωνες κατά τη μεθυλεστεροποίση 

του λίπους του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides. 
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Εικόνα 2.13. Διαχωρισμός δύο φάσεων μετά την προσθήκη εξανίου κατά τη μεθυλεστεροποίηση του μικροοργανισμού Rhodosporidium 

toruloides. 

 

2.4.7. Ανάλυση στον αέριο χρωματογράφο (GC) 

Για τον ποιοτικό προσδιορισμό της σύστασης του μικροβιακού λίπους στα επιμέρους λιπαρά οξέα 

χρησιμοποιήθηκε αέριος χρωματογράφος τύπου Fisons GC 8000 εξοπλισμένος με τριχοειδή στήλη 

CPWAX 52 CB μήκους 30 m και με ανιχνευτή FID (Flame Ionization Detector). Το φέρον αέριο ήταν το 

He, του οποίου η ροή ρυθμίστηκε στα 2 mL/min (25 oC). Στον εισαγωγέα του αέριου χρωματογράφου με 

τη βοήθεια σύριγγας εισήλθε 1 μL δείγματος. Η ταυτοποίηση των λιπαρών οξέων έγινε τη βοήθεια πρότυ-

πων μεθυλεστέρων των βασικότερων λιπαρών οξέων αντιστοιχίζοντας τους χρόνους κατακράτησης τους 

(tR). Το % ποσοστό κάθε λιπαρού οξέος υπολογίστηκε με βάση το εμβαδό της κάθε κορυφής στα χρωμα-

τογραφήματα με τη βοήθεια του τύπου: %, w/w 𝛬. 𝛰.=(𝛦𝜇𝛽𝛼𝛿ό 𝛬.𝛰./𝛴𝜐𝜈𝜊𝜆𝜄𝜅ό 휀𝜇𝛽𝛼𝛿ό)*100 

2.4.8. Κλασμάτωση λιπιδίων 

Για τη κλασμάτωση λιπιδίων περίπου 100 mg καθαρού μικροβιακού ελαίου παρελήφθησαν σε 1 

mL χλωροφορμίου και μεταφέρθηκαν σε χρωματογραφική στήλη πυριτικού οξέος (silicic acid, Sigma), 

όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 2.14. Το πυριτικό οξύ είχε ενεργοποιηθεί προηγουμένως μετά από πα-

ραμονή για 1 h σε θερμοκρασία 120 oC. 
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Εικόνα 2.14. Στήλη κλασμάτωσης λιπιδίων. 

 

Εν συνεχεία, για την έκπλυση του λίπους που ζυγίστηκε προστέθηκε σε αυτό 25%, w/w κορεσμένου 

KCl (0,88%) και 75% Folch. Ανακινήθηκε καλά ώστε να διαλυθεί όλη η ποσότητα του λίπους και στη 

συνέχεια φυγοκεντρήθηκε. Το διάλυμα μεταφέρθηκε σε διαχωριστική χοάνη και συλλέχθηκε η κάτω φάση 

(καθαρό λίπος) σε προζυγισμένη σφαιρική φιάλη και εξατμίστηκαν οι διαλύτες (Εικόνα 2.15).  

 

 

Εικόνα 2.15. Καθαρό λίπος σε διαχωριστική χοάνη. 

 

Για την προετοιμασία της στήλης περίπου 1,3 g πυριτικού οξέως ενυδατώθηκαν με προσθήκη 5 mL 

χλωροφορμίου σε ποτήρι ζέσεως. Το εναιώρημα προστέθηκε ανακινούμενο στο κέντρο της στήλης, έτσι 

ώστε να πέσει όσο λιγότερο γίνεται στα τοιχώματα της στήλης. Στη συνέχεια προστέθηκε στο ποτήρι χλω-

ροφόρμιο και η διαδικασία επαναλήφθηκε μέχρι να παραληφθεί το σύνολο σχεδόν του πυριτικού οξέως. 

Για το πακετάρισμα της στήλης, προστέθηκε με πιπέτα ποσότητα χλωροφορμίου στα τοιχώματα της στή-

λης ώστε να απομακρυνθεί το πυριτικό οξύ που είχε επικαθίσει στο εσωτερικό της στήλης. Στη συνέχεια 
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ανοίχθηκε η στρόφιγγα ώστε να περάσει με πίεση ο διαλύτης από το πυριτικό οξύ.  

Μετά το πακετάρισμα η στήλη άδειασε από το διαλύτη και αφέθηκε τόσο ώστε η στάθμη του να 

είναι λίγο πάνω από την επιφάνεια του πυριτικού οξέως. Εν συνεχεία, στο καθαρό λίπος προστέθηκε μικρή 

ποσότητα χλωροφορμίου ώστε να διαλυθεί. Με μια γυάλινη πιπέτα προστέθηκαν τα λιπίδια στα τοιχώματα 

της στήλης ώστε να μη διαταράξουμε την επιφάνεια. Ακολούθησε η έκλουση των λιπιδίων με άνοιγμα της 

στρόφυγγας και διαδοχική προσθήκη 40 mL χλωροφορμίου, ακετόνης και μεθανόλης, ενώ τα κλάσματα 

συλλέχθηκαν σε προζυγισμένες γυάλινες φιάλες. Η ποσότητα του διαλύτη που περνάει απο τη στήλη υπο-

λογίζεται από τον τύπο: Vsilica x 5 bed volume, όπου Vsilica=π r2 h 

 Έτσι, στο κλάσμα του χλωροφορμίου περιέχονταν τα ουδέτερα λιπίδια, στο κλάσμα της ακετόνης 

τα γλυκολιπίδια και τα σφιγγολιπίδια και στο κλάσμα της μεθανόλης τα φωσφολιπίδια.  

 

2.4.9. Προσδιορισμός ενδοπολυσακχαριτών (IPS) 

Οι παραγόμενοι ενδοπολυσακχαρίτες (IPS, Intracellular Polysaccharides) σε όλα τα δείγματα προσ-

διορίστηκαν ποιοτικά και ποσοτικά. Ακολουθήθηκε η διαδικασία η οποία είναι βασισμένη σε ένα τροπο-

ποιημένο πρωτόκολλο μεθόδου, το οποίο παρουσιάζεται στα δημοσιεύματα από τους Liang et al. (2009) 

και Argyropoulos et al. (2022). Κατά τη διαδικασία που ακολουθήθηκε προστέθηκαν σε 0,05 g ξηρής 

βιομάζας 10 mL υδροχλωρικού οξέος (HCl 2M), το διάλυμα που προέκυπτε υδρολύονταν στους 100 °C 

για 30 λεπτά, ακολουθούσε εξουδετέρωση του HCl με προσθήκη 10 mL καυστικού νατρίου (NaOH 2Μ) 

και διήθηση με διπλό διηθητικό χαρτί, ώστε το διήθημα που προκύπτει να είναι διαυγές. 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των ενδοπολυσακχαριτών εφαρμόστηκε η μέθοδος για τον προσ-

διορισμό των αναγόντων σακχάρων σε ισοδύναμα γλυκόζης με χρήση του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος 

(αντιδραστήριο DNS), που εφαρμόστηκε από το Miller (1959). Η μέθοδος για τον προσδιορισμό των ανα-

γωγικών σακχάρων στηρίζεται στην αναγωγή του 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος προς 3-αμινο-5-νιτροσα-

λικυλικό οξύ, παρουσία NaOH και την ταυτόχρονη οξείδωση της γλυκόζης προς γλυκονικό οξύ. Για την 

παρασκευή του αντιδραστηρίου 400 περίπου mL θερμάνθηκαν και προστέθηκαν 8 g NaOH. Στη συνέχεια 

προστέθηκαν 5 g 3,5-δινιτροσαλικυλικού οξέος και μετά 150 g τρυγικό καλιονάτριο. Ο όγκος συμπληρώ-

θηκε στα 500 mL. Μετά την παρασκευή του το αντιδραστήριο διατηρούταν σε σκούρο μπουκάλι σε θερ-

μοκρασία περιβάλλοντος. Σε γυάλινους δοκιμαστικούς σωλήνες τοποθετήθηκαν 0,5 mL δείγματος και 0,5 

mL αντιδραστηρίου DNS. Τα δείγματα αναδεύτηκαν και ακολούθησε βρασμός στους Τ=100 °C για 5 λε-

πτά και αμέσως μετά ψύξη αυτών με νερό (περίπου 5 λεπτά). Έπειτα προστέθηκαν 5 mL απιονισμένο νερό 

στα δείγματα και μετά από ανάδευση πραγματοποιήθηκε μέτρηση της απορρόφησης στα 540 nm σε φα-

σματοφωτόμετρο τύπου (Hitachi U-2000 Spectro photometer). Το τυφλό δείγμα για το μηδενισμό του φα-

σματοφωτόμετρου, περιείχε 0,5 mL απιονισμένο νερό και 0,5 mL αντιδραστηρίου DNS. Η συγκέντρωση 

του εκάστοτε δείγματος σε ανάγοντα σάκχαρα υπολογίστηκε από την πρότυπη καμπύλη αναφοράς και 

εκφράστηκε σε ισοδύναμη συγκέντρωση γλυκόζης (g/L).  
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Εικόνα 2.16. Χρωματισμός διαλυμάτων κατά την εφαρμογή της μεθόδου DNS. 

 

2.4.10. Προσδιορισμός Αζώτου των Ελεύθερων Αμινομάδων (FAN analysis) 

Για τον ποσοτικό προσδιορισμό του αζώτου των ελεύθερων αμινομάδων (Free Amino Nitrogen, 

FAN) χρησιμοποιήθηκε η φωτομετρική μέθοδος της νινυδρίνης (Lie, 1973). Η νινυδρίνη έχει τη δυνατό-

τητα να αντιδρά με τα αμινοξέα που βρίσκονται στο εκάστοτε δείγμα και να παράγει μωβ χρώμα. Η απορ-

ρόφηση σε μήκος κύματος 570 nm μας δίνει την ποσότητα των ελεύθερων αμινομάδων τη δεδομένη χρο-

νική στιγμή της ζύμωσης. Η ένταση του χρώματος που παράγεται είναι ανάλογη της συγκέντρωσης των 

αμινοξέων που εμπεριέχονται στο δείγμα. Όσον αφορά τα βήματα που ακολουθήθηκαν, αρχικά σε δοκι-

μαστικό σωλήνα προστέθηκε 1 mL κατάλληλα αραιωμένου δείγματος και 0,5 mL αντιδραστηρίου χρώσης 

(color reagent). Οι δοκιμαστικοί σωλήνες πωματίστηκαν και μεταφέρθηκαν σε υδατόλουτρο για θέρμανση 

στους 100 ℃ για 16 λεπτά. Ακολούθησε ψύξη των δειγμάτων σε νερό στους 20 ℃ για 20 λεπτά. Έπειτα, 

προστέθηκαν 2,5 mL αντιδραστηρίου αραίωσης (dilution reagent) και αναδεύτηκαν για 20 δευτερόλεπτα, 

μέχρι την αλλαγή χρώματος. Τέλος, μετρήθηκε η απορρόφηση σε φασματοφωτόμετρο (Hitachi U-2000 

Spectro photometer) στα 570 nm. Το τυφλό δείγμα για το μηδενισμό του φασματοφωτόμετρου, περιείχε 1 

mL απιονισμένο νερό και 0,5 mL αντιδραστηρίου χρώσης. Για το υπολογισμό της συγκέντρωσης του δείγ-

ματος σε FAN χρησιμοποιήθηκε η πρότυπη καμπύλη αναφοράς που κατασκευάστηκε, εκφρασμένη σε 

mg/L. Για την πρότυπη καμπύλη αναφοράς ακολουθήθηκε η ίδια διαδικασία, χρησιμοποιώντας δείγματα 

με διαφορετικές αραιώσεις πρότυπου διαλύματος γλυκίνης.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1. Αποτελέσματα ζυμώσεων του στελέχους Rhodosporidium toruloides 

NRRL Y-27012  

3.1.1. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες–Επαναληψιμότητα 

αποτελεσμάτων–Αξιολόγηση μεθόδων εκχύλισης λίπους 

To στέλεχος Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 αρχικά καλλιεργήθηκε σε ζύμωση 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες χρησιμοποιώντας τη γλυκερόλη ως τη μοναδική πηγή άνθρακα σε 

αρχική συγκέντρωση 80 g/L και pH 5,5. Η αύξηση της ζύμης πραγματοποιήθηκε σε περιοριστικές για το 

άζωτο συνθήκες, καθώς η αρχική συγκέντρωση του αζώτου (FAN) ήταν ~100 mg/L και μετά από 40 h 

ζύμωσης αυτή προσδιορίστηκε σε ~20 mg/L (οι αρχικές συγκεντρώσεις των αζωτούχων ενώσεων ήταν 2,0 

g/L πεπτόνη και 1,0 g/L εκχύλισμα ζύμης). Μελετήθηκε η επίδραση της αύξησης της αρχικής 

συγκέντρωσης της γλυκερόλης στην αύξηση της ζύμης, στην παραγωγή βιομάζας (Χ) και δευτερογενών 

μεταβολιτών όπως λιπίδια (L) και ενδοκυτταρικοί πολυσακχαρίτες (IPS). Επαναλήφθηκαν δύο ζυμώσεις 

με τις ίδιες συνθήκες ενώ διαφοροποιήθηκε η μέθοδος που χρησιμοποιήθηκε για την εκχύλιση των 

λιπιδίων. Σε κάθε ζύμωση, το εκάστοτε σημείο αποτελούσε το μέσο όρο δύο ανεξαρτήτων μετρήσεων, σε 

πειράματα που είχαν λάβει χώρα με διαφορετικά εμβόλια. Στην πρώτη ζύμωση χρησιμοποιήθηκε η 

εκχύλιση με τη μέθοδο μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH), ενώ στη δεύτερη 

έγινε αρχικά όξινη υδρόλυση με HCl και στη συνέχεια εκχύλιση με μίγμα διαλυτών χλωροφορμίου 

(CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH).  

Σε ό,τι αφορά στην πρώτη μέθοδο εκχύλισης [με μίγμα χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης 

(CH3OH)], το στέλεχος έδειξε να καταναλώνει πλήρως τη γλυκερόλη στις 264 h, ενώ η διάρκεια της 

ζύμωσης επεκτάθηκε μέχρι τις 408 h προς μελέτη της φυσιολογικής συμπεριφοράς του μικροοργανισμού. 

Η μέγιστη συγκέντρωση παραγόμενης βιομάζας και λιπιδίων σημειώθηκε στις 240 h της ζύμωσης και ήταν 

20,4 g/L και 8,9 g/L αντίστοιχα. To μέγιστο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X) ήταν 43,8%, w/w στις 

240 h ζύμωσης, ενώ η μέγιστη εκατοστιαία αναλογία ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα 

(IPS/X) ήταν 42,9%, w/w στις 24 h και μειώθηκε σταδιακά σε 7,9%, w/w στις 408 h. Οι μέγιστες αποδόσεις 

λίπους και βιομάζας προς το καταναλωθέν υπόστρωμα ήταν YL/Glol=0,18 g/g και YX/Glol=0,42 g/g αντίστοιχα. 

Στο δεύτερο σετ πειραμάτων (εκχύλιση με πέψη με πυκνό HCl), η μέγιστη συγκέντρωση 

παραγόμενης βιομάζας και λιπιδίων σημειώθηκε στο τέλος της ζύμωσης (240 h) και ήταν 19,8 g/L και 8,1 

g/L αντίστοιχα. Η όξινη υδρόλυση του λίπους με HCl δεν επέφερε μεταβολή στην τελική συγκέντρωση 

των παραγόμενων λιπιδίων σε σχέση με την εκχύλιση με μίγμα χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης 

(CH3OH). To μέγιστο ποσοστό L/X ήταν 40,8%, w/w στις 240 h ζύμωσης, ενώ η μέγιστη εκατοστιαία 

αναλογία IPS/Χ ήταν 48,9%, w/w στις 24 h και μειώθηκε σταδιακά σε ~10%, w/w στις 240 h. Οι μέγιστες 
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αποδόσεις λίπους και βιομάζας προς το καταναλωθέν υπόστρωμα ήταν YX/Glol=0,15 g/g και YX/Glol=0,41 

g/g αντίστοιχα. 

Σε προηγούμενες μελέτες η μέθοδος με τη χρήση HCl αποδείχτηκε πιο αποτελεσματική σε 

σύγκριση με τη μέθοδο μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH) όσον αφορά στην 

εκχύλιση των λιπιδίων (Tchakouteu et al., 2015; Sarantou et al., 2021). Ωστόσο, στην παρούσα εργασία η 

χρήση των δύο διαφορετικών μεθόδων έδωσε σε ικανοποιητικό βαθμό, επαναλήψιμα και ισοδύναμα 

αποτελέσματα τα οποία παρουσιάζονται στις παρακάτω εικόνες (Εικόνα 3.1. α-ε). Σε σχέση τα πειραματικά 

αποτελέσματα τα οποία παρατίθενται, για τα περισσότερα από τα πειραματικά σημεία, το σχετικό τυπικό 

σφάλμα (SE) ήταν ≤18%.  

Στις εικόνες που ακολουθούν παρουσιάζεται η κινητική της αύξησης του στελέχους R. toruloides 

NRRL Y-27012, η κατανάλωση του υποστρώματος καθώς επίσης και η παραγωγή βιομάζας, λιπιδίων και 

ενδοπολυσακχαριτών σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L σε πείραμα στα οποία έγινε εκχύλιση 

λιπιδίων με μίγμα χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH) σε σύγκριση με πείραμα όπου 

πραγματοποιήθηκε όξινη υδρόλυση με υδροχλώριο.  
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(δ) 

 

 

(ε) 

Εικόνα 3.1. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L) (α), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) (β), της παραγωγής λίπους (L, g/L) (γ), 

λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w) (δ), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w) (ε) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 

του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση 

γλυκερόλης 80 g/L με εκχύλιση με χρήση του αντιδραστηρίου Folch σε σύγκριση με όξινη υδρόλυση με HCl. Συνθήκες καλλιέργειας: 

ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό 

σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

3.1.2. Αξιολόγηση της επίδρασης του pH σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε 

κωνικές φιάλες 
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η ενεργός οξύτητα (pH) στο μέσο της καλλιέργειας. Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκαν τρεις ζυμώσεις 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε τρεις διαφορετικές αρχικές τιμές pH του μέσου (3,5; 5,5; 6,5) με 
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στόχο τη μελέτη της επίδρασης του συγκεκριμένου παράγοντα στη σύνθεση δευτερογενών μεταβολικών 

προϊόντων. Σε όλες τις ζυμώσεις χρησιμοποιήθηκε ως πηγή άνθρακα η γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση 

~80 g/L. Η ζύμωση με pH 5,5 που είχε δώσει ικανοποιητικά αποτελέσματα σύμφωνα με το προηγούμενο 

πείραμα χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. Τα πειραματικά αποτελέσματα (Πίνακας 3.1.) έδειξαν ότι η ζύμη 

R. toruloides δύναται να μεταβολίζει τη βιομηχανική γλυκερόλη προς παραγωγή βιομάζας, λιπιδίων και 

ενδοπολυσακχαριτών σε ποικίλες τιμές του pH του μέσου. Στη ζύμωση με pH 5,5 το άζωτο καταναλώθηκε 

στις πρώτες 48 h, η γλυκερόλη καταναλώθηκε πλήρως στις 264 h ζύμωσης όπου παρήχθησαν 20,4 g/L 

βιομάζας με απόδοση YX/Glol=0,32 g/g και 8,9 g/L λίπους με ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας L/X=44,8%, 

w/w. Από την άλλη πλευρά, η ρύθμιση του pH σε 3,5 στο μέσο καλλιέργειας επηρέασε αρνητικά την 

κατανάλωση υποστρώματος καθώς μόλις 20,1 g/L γλυκερόλη είχαν καταναλωθεί μετά από 192 h ζύμωσης, 

επιπλέον σημειώθηκε σημαντική μείωση τόσο στην παραγόμενη βιομάζα όσο και στα ενδοκυτταρικά 

λιπίδια, οι συγκεντρώσεις των οποίων έφτασαν τα 7,0 g/L με απόδοση YX/Glol=0,35 g/g και 2,6 g/L με 

ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας L/X ~35%, w/w αντίστοιχα, στο τέλος της ζύμωσης. Αντίθετα στη 

καλλιέργεια που πραγματοποιήθηκε σε pH με τιμή 6,5 οι συγκεντρώσεις της παραγόμενης βιομάζας και 

των λιπιδίων δεν επηρεάστηκαν σημαντικά ενώ η ζύμη έδειξε να καταναλώνει τη γλυκερόλη με πιο αργό 

ρυθμό σε σχέση με τη ζύμωση μάρτυρα εφόσον 12,6 g/L παρέμειναν ακατανάλωτα στο τέλος της ζύμωσης. 

Συγκεκριμένα η τιμή της βιομάζας ήταν ίση με 20,7 g/L με απόδοση YX/Glol=0,29 g/g ενώ του λίπους, ίση 

με 7,1 g/L με ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας L/X~36%, w/w στις 216 h ζύμωσης.  
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Πίνακας 3.1. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w), συντελεστή απόδοσης λίπους ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος 

(YL/Glol, g/g), και ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w) του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε 

ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα 

σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

pH 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

 Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

YL/Glol 

(g/g) 

L/X  

(%, w/w) 

IPS/X  

(%, w/w) 

3,5 192  a, b, c 20,1 7,0 2,5 0,12 35,2 14,2 

5,5 240  a, b, c 75,5 20,4 8,9 0,12 44,8 13,4 

6,5 216  a, b, c 72,7 20,7 7,1 0,10 36,2 10,6 

 

Συντομογραφίες:  

a: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης βιομάζας X (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης παραγόμενου μικροβιακού λίπους L (g/L) 

c: Μέγιστη τιμή του λόγου L/X (%, w/w) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YL/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής λίπους προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

 

H απόδοση του λίπους προς το καταναλωθέν υπόστρωμα (ΥL/Glol) κυμάνθηκε περίπου σε ~0,10 g/g 

σε όλες τις περιπτώσεις και δεν επηρεάστηκε από τη διακύμανση του pH, η δε εκατοστιαία αναλογία των 

ενδοπολυσακχαριτών κυμάνθηκε στις παραπάνω ζυμώσεις μεταξύ των τιμών ~15-50%, w/w, 

παρουσιάζοντας τη μέγιστη τιμή στις αρχικές ώρες ενώ μειωνόταν σταδιακά κατά την πορεία της ζύμωσης. 

Η υπαγωγή της καλλιέργειας σε διαφορετικές τιμές pH δεν επηρέασε το ποσοστό παραγόμενου λίπους 

προς την παραγόμενη βιομάζα, το οποίο κυμάνθηκε από 35%, w/w έως 50%, w/w.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το pH 5,5 αποτελεί το καταλληλότερο για την αύξηση και την 

παραγωγή μεταβολικών προϊόντων για το στέλεχος R.toruloides NRRL Y-27012 και επιλέχθηκε για όλες 

τις ζυμώσεις που ακολούθησαν. Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται συγκριτικά η μέγιστη τιμή 

παραχθέντων λιπιδίων για τις τρεις διαφορετικές τιμές του pH.  
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Εικόνα 3.2. Σύγκριση της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης λιπιδίων (Lmax, g/L) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80g/L. 

Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C και διαφορετικές τιμές pH. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Όσον αφορά στη σύσταση των λιπαρών οξέων (Πίνακας 3.2.) πραγματοποιήθηκε ανάλυση του 

λίπους σε αέρια χρωματογραφία. Τα σημεία που επιλέχθηκαν να μελετηθούν στην εκάστοτε ζύμωση 

ανήκαν στο τέλος της εκθετικής (48 h) και στη στατική φάση (216 h). Τα λιπαρά οξέα που εντοπίστηκαν 

ήταν το ελαϊκό (Δ9C18: 1), το παλμιτικό (C16: 0), το στεατικό (C18: 0), το λινελαϊκό (Δ9,12C18: 2) ενώ σε 

μικρές ποσότητες εντοπίστηκε α-λινολενικό οξύ (Δ9,12,15C18: 3). Όπως απεικονίζεται στον Πίνακα 3.2. η 

υπαγωγή της καλλιέργειας σε διαφορετικές τιμές pH δεν είχε σοβαρή επίδραση στο προφίλ των λιπαρών 

οξέων. Άξιο αναφοράς είναι το γεγονός ότι το ελαϊκό οξύ (Δ9C18: 1) βρέθηκε να είναι σε κάθε περίπτωση 

το επικρατέστερο οξύ με ποσοστό που κυμάνθηκε από 49,5 έως 58,8%, w/w. Ακολούθησε το παλμιτικό 

οξύ (C16: 0) με ποσοστό 22,8 έως 33,4%, w/w ενώ τα υπόλοιπα οξέα δεν ξεπέρασαν συνολικά το 15%, 

w/w. Ειδικότερα το ποσοστό του ελαϊκού οξέος ήταν αυξημένο στο τέλος της εκθετικής φάσης ενώ υπέστη 

μικρή μείωση στη στατική φάση της τάξεως του 2-5%, w/w. 
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Πινακας 3.2. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 κατά 

τη διάρκεια καλλιέργειας σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε υπόστρωμα με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L σε 

διαφορετικά pH. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w) 

pH 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 Δ9,12,15C18: 3 

3,5 

48 28,0 10,1 58,8 2,6 0,5 

216 27,1 9,9 55,3 7,1 0,5 

5,5 

48 27,7 9,2 51,2 10,4 1,5 

216 32,5 8,6 49,6 8,8 0,4 

6,5 

48 22,8 9,5 54,2 13,1 0,3 

216 33,4 8,8 49,5 7,8 0,5 

 

3.1.3. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες 

Τα διάφορα σάκχαρα έχουν τη δυνατότητα να επηρεάζουν με διαφορετικό τρόπο την κυτταρική 

αύξηση αλλά και την παραγωγή μεταβολικών προϊόντων στους μικροοργανισμούς. Γι’ αυτό το λόγο 

σχεδιάστηκαν πειράματα ώστε να μελετηθεί η επίδραση της διαφορετικής σύνθεσης του υποστρώματος 

στην αύξηση και την παραγωγή βιομάζας (X), λιπιδίων (L) και ενδοπολυσακχαριτών (IPS). Επομένως 

πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε μίγματα υποστρωμάτων γλυκόζης-

γλυκερόλης με συνολική συγκέντρωση της πηγής άνθρακα ~80 g/L. Ως μάρτυρες χρησιμοποιήθηκαν δύο 

καλλιέργειες που περιείχαν αμιγώς 80 g/L γλυκόζη (Glc) και 80 g/L γλυκερόλη (Glol) αντίστοιχα. Στη 

ζύμωση-μάρτυρα με 80 g/L γλυκόζη, το υπόστρωμα καταναλώθηκε πλήρως από τη ζύμη στις 192 h 

ζύμωσης. Το ποσοστό των ενδοπολυσακχαριτών κυμάνθηκε από 45%, w/w έως 15%, w/w (Εικόνα 3.3. β). 

Η ποσοστιαία αναλογία του λίπους προς τη βιομάζα δεν παρουσίασε μεταβολή σε σχέση με το πείραμα-

μάρτυρα που περιείχε μόνο γλυκερόλη και η τιμή του ήταν ίση με ~43%, w/w (Εικόνα 3.3. β). Η μέγιστη 

τιμή της παραχθείσας βιομάζας ήταν 17,7 g/L ενώ η αντίστοιχη τιμή για το παραγόμενου λίπος ήταν 7,7 

g/L. Η χρήση αμιγώς της γλυκόζης ως υπόστρωμα οδήγησε στη μείωση της βιομάζας και του λίπους που 

παρήχθησαν σε σύγκριση με το υπόστρωμα που περιείχε αμιγώς γλυκερόλη όπου οι αντίστοιχες μέγιστες 

τιμές βιομάζας και λιπιδίων ήταν 20,4 g/L και 8,9 g/L.  

Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η κινητική της αύξησης του στελέχους R. toruloides 

NRRL Y-27012, η κατανάλωση του υποστρώματος καθώς επίσης και η παραγωγή βιομάζας, λιπιδίων και 

ενδοπολυσακχαριτών με αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 80 g/L σε κωνικές φιάλες. 
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(α) 

 

(β) 

Εικόνα 3.3. Κινητική της κατανάλωσης γλυκόζης (Glc, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λίπους (L, g/L) (α) του ποσοστού 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w) και λίπους επί ξηράς ουσίας (L/Χ, %, w/w) (β) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 

του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση 

γλυκόζης 80 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%.  

 

Στη συνέχεια, προκειμένου να διερευνηθεί η αύξηση και η φυσιολογική συμπεριφορά της ζύμης σε 

ταυτόχρονη παρουσία γλυκόζης και γλυκερόλης στο θρεπτικό μέσο, πραγματοποιήθηκαν τρεις ζυμώσεις 

με διαφορετική αναλογία γλυκόζης-γλυκερόλης (1: 1 w/w, 1: 3 w/w, 3: 1 w/w). Στον πίνακα που ακολουθεί 

παρουσιάζονται η κατανάλωση του υποστρώματος σε κάθε περίπτωση καθώς και η παραγωγή βιομάζας, 

λιπιδίων και ενδοπολυσακχαριτών. 
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Πίνακας 3.3. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Scons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w), συντελεστή απόδοσης λίπους ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος 

(YL/S, g/g), και ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w) του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 

28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα 

σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Σύνθεση 

υποστρώματος 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

 
Scons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

YL/S 

(g/g) 

L/X  

(%, w/w) 

IPS/Χ  

(%, w/w) 

Glc 168  a, b, c 73,3 17,7 7,7 0,10 43,3 20,9 

Glol 240  a, b, c 75,4 20,4 8,9 0,12 43,8 13,4 

Glc: Glol=1: 1 w/w 216  a, b, c 75,5 19,9 8,0 0,10 40,0 14,6 

Glc: Glol=1: 3 w/w 

72  

216  

c 36,8 

79,4 

7,9 

20,6 

3,8 

8,2 

0,10 

0,10 

46,9 

37,8 

16,5 

15,3 a, b 

Glc: Glol=3: 1 w/w 

96  

216  

c 33,6 

75,8 

8,8 

18,8 

3,6 

7,8 

0,10 

0,09 

40,6 

38,7 

14,8 

8,6 a, b 

 

Συντομογραφίες:  

a: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης βιομάζας X (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης παραγόμενου μικροβιακού λίπους L (g/L) 

c: Μέγιστη τιμή του λόγου L/X (%, w/w) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Scons: Συνολικά καταναλωθέντα σάκχαρα και γλυκερόλη 

YL/S: συντελεστής απόδοσης παραγωγής λίπους προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w)  
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Όταν η ζύμη R.toruloides αναπτύχθηκε σε μικτό υπόστρωμα που περιείχε γλυκόζη και γλυκερόλη 

παρατηρήθηκε καταστολή της κατανάλωσης γλυκερόλης ως προς την κατανάλωση της γλυκόζης ένα 

φαινόμενο το οποίο ονομάζεται καταστολή καταβολίτη. Σύμφωνα με τους Görke and Stülke, (2008) η 

καταστολή καταβολίτη είναι ένας ρυθμιστικός μηχανισμός κατά τον οποίο αναστέλλονται οι μεταβολικές 

δραστηριότητες ενός μικροοργανισμού, όσον αφορά στην αφομοίωση δευτερογενών πηγών άνθρακα, όταν 

μια πιο προτιμητέα πηγή άνθρακα είναι παρούσα στο θρεπτικό μέσο. Ανάμεσα στις ζυμώσεις με τις τρεις 

διαφορετικές αναλογίες, εκείνες με αναλογία Glc: Glol=1: 1 w/w και Glc: Glol=1: 3 w/w παρουσίασαν τα 

καλύτερα αποτελέσματα σε σχέση με την παραγωγή λιπιδίων (8,0 g/L και 8,2 g/L αντίστοιχα). Όπως 

παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.4. στο πείραμα με αναλογία Glc: Glol=1: 1 w/w η αφομοίωση της 

γλυκερόλης ξεκίνησε μετά από το πέρας της κατανάλωσης της γλυκόζης στις 120 h ζύμωσης. Αντιθέτως, 

σε προγενέστερες μελέτες παρατηρήθηκε ότι σε ταυτόχρονη παρουσία γλυκόζης-γλυκερόλης η ζύμη 

Yarrowia lipolytica έδειξε προτίμηση στην κατανάλωση γλυκερόλης σε σχέση με τη γλυκόζη, χωρίς να 

εμφανίζεται το φαινόμενο της καταβολικής καταστολής (Workman et al., 2013; Papanikolaou et al., 2017).  

 

Εικόνα 3.4. Κινητική της κατανάλωσης γλυκόζης (Glc, g/L) και της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 

του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε συνζύμωση γλυκόζης-

γλυκερόλης με τελική συγκέντρωση 80 g/L σε αναλογία 1: 1 w/w. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 

5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Παρόμοια αλλά λιγότερο ικανοποιητικά αποτελέσματα έδωσε η αναλογία Glc: Glol=3: 1 w/w όπου 

η μέγιστη τιμή λίπους ήταν ίση με 7,8 g/L. Ωστόσο, η τιμή του παραγόμενου λίπους εμφανίστηκε μειωμένη 

και στις τρεις αναλογίες σε σύγκριση με τους μάρτυρες. Ομοίως η μέγιστη τιμή βιομάζας παρατηρήθηκε 

στις ζυμώσεις με αναλογία Glc: Glol=1: 1 w/w και 1: 3 w/w η οποία ήταν 19,9 g/L και 20,6 g/L αντίστοιχα. 

Ενώ στη ζύμωση με αναλογία Glc: Glol=3: 1 w/w έφτασε μόλις τα 18,8 g/L. Το μέγιστο ποσοστό 
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παραγόμενου λίπους προς την παραγόμενη βιομάζα κυμάνθηκε και στις τρεις αναλογίες από 38 έως 47%, 

w/w παρουσιάζοντας τη μέγιστη τιμή στη ζύμωση Glc: Glol=1: 3 w/w. Αντίθετα ο συντελεστή απόδοσης 

λίπους δεν παρουσίασε διακύμανση μεταξύ των δοκιμών η τιμή του οποίου ήταν YL/Glol~0,10 g/g. Η 

εκατοστιαία αναλογία των ενδοπολυσακχαριτών κυμάνθηκε στις παραπάνω ζυμώσεις μεταξύ των τιμών 

~40-14%, w/w, παρουσιάζοντας τη μέγιστη τιμή στις αρχικές ώρες ενώ μειωνόταν σταδιακά κατά την 

πορεία της ζύμωσης. Συνεπώς τα παραπάνω αποτελέσματα, καθιστούν τη βιομηχανική γλυκερόλη 

καταλληλότερο υπόστρωμα σε σχέση με τη γλυκόζη ως προς την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών 

από το στέλεχος R. toruloides NRRL Y-27012.  

Τέλος διερευνήθηκε το προφίλ των κυτταρικών λιπιδίων στο τέλος της εκθετικής φάσης (48 h) 

καθώς και στη στατική φάση (216 h) στις ζυμώσεις μάρτυρες αλλά και σε εκείνες που περιείχαν μίγματα 

γλυκερόλης-γλυκόζης και ακολούθησε ανάλυση των λιπαρών οξέων σε υγρή χρωματογραφία. Σε αυτή την 

περίπτωση διαπιστώθηκε ότι η προσθήκη γλυκόζης στην καλλιέργεια δεν επηρέασε σημαντικά το προφίλ 

των λιπαρών οξέων όπως απεικονίζεται στον Πίνακα 3.4.. Το κύριο λιπαρό οξύ που εντοπίστηκε ήταν το 

ελαϊκό οξύ (Δ9C18: 1) το οποίο ήταν αυξημένο κατά τις πρώτες ώρες της ζύμωσης ενώ μειωνόταν στη 

στατική φάση με ποσοστό που κυμάνθηκε από 45,1% έως 52,4%, w/w. Το ποσοστό του παλμιτικού οξέος 

(C16: 0) κυμάνθηκε μεταξύ 25,4 έως 32,5%, w/w. Αναφορικά με τα υπόλοιπα λιπαρά οξέα, τα ποσοστά 

αυτών εμφάνισαν διακυμάνσεις ενώ σε κάθε περίπτωση καθένα από αυτά δεν ξεπέρασε το 15%, w/w.  
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Πίνακας 3.4. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 κατά 

τη διάρκεια καλλιέργειας σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε υπόστρωμα γλυκόζης, γλυκερόλης και μίγματα αυτών. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το 

σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w) 

Σύνθεση 

υποστρώματος 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 Δ9,12,15C18: 3 

Glc 

48 27,2 10,3 49,6 9,6 3,2 

216 32,0 10,8 47,3 8,8 1,3 

Glol  
48 27,7 9,2 51,2 10,4 1,5 

216 32,5 8,6 49,6 8,8 0,4 

Glc: Glol=1: 1 w/w 

48 29,1 9,5 49,8 8,8 2,3 

216 32,3 13,8 45,9 6,7 0,7 

Glc: Glol=3: 1 w/w 

48 25,4 12,5 52,4 9,0 2,5 

216 32,1 14,2 45,1 6,1 2,5 

Glc: Glol=1: 3 w/w 

48 27,4 12,1 51,0 6,9 0,9 

216 31,6 10,1 49,4 8,0 1,2 

 

3.1.4. Αξιολόγηση της επίδρασης της συγκέντρωσης του NaCl σε ασυνεχείς ζυμώσεις 

Εν συνεχεία, ακολούθησαν ζυμώσεις οι οποίες περιείχαν διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις 

NaCl στο μέσο καλλιέργειας, ώστε να αξιολογηθεί η επίδραση της ωσμωτικής πίεσης στην αύξηση του 

στελέχους, αλλά και στην απόδοση και στη σύνθεση των μεταβολικών του προϊόντων. Για το σκοπό αυτό 

πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις σε μέσο που περιείχε 80 g/L γλυκερόλη με διαφορετικές συγκεντρώσεις 

NaCl οι οποίες ήταν αρχικά ίσες με 0,2%, w/v, 0,5%, w/v και 0,8%, w/v, και ακολούθως, δοθείσης της 

αντίστασης που επέδειξαν τα κύτταρα 1,0%, w/v, 2,0%, w/v και 3,0%, w/v. 

Όσον αφορά στην αύξηση του στελέχους παρουσία ΝaCl=0,2%, w/v τα αποτελέσματα έδειξαν 

ανοχή της ζύμης στην αλατότητα. Η γλυκερόλη καταναλώθηκε πλήρως στις 240 h όπου σημειώθηκε και η 

μέγιστη τιμή παραγόμενης βιομάζας και ήταν X=20,1 g/L με συντελεστή απόδοσης παραγωγής της 

βιομάζας ως προς το καταναλωθέν υπόστρωμα YX/Glol=0,24 g/g. Να σημειωθεί ότι την ίδια χρονική στιγμή 

εμφανίστηκε και η μέγιστη παραγόμενη ποσότητα μικροβιακού λίπους με την τιμή της να ισούται με 13,3 

g/L και λόγο L/X=66,5%, w/w o οποίος σημείωσε τη μέγιστη τιμή σε σχέση με όλα τα πειράματα που 
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εκτελέστηκαν. Η αύξηση της αλατότητας είχε ως αποτέλεσμα την αύξηση του συντελεστή απόδοσης 

λίπους κατά 4 μονάδες σε σχέση με το μάρτυρα (YL/Glol=0,12 g/g) φτάνοντας να ισούται με YL/Glol=0,16 

g/g. Το μέγιστο ποσοστό παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών έφτασε το 30,8%, w/w σε 48 h από την 

έναρξη της ζύμωσης και μειώθηκε σταδιακά μέχρι το 16,4%, w/w. 

Ακολούθως, κατά την αύξηση του μικροοργανισμού σε μέσο καλλιέργειας σε υψηλότερη 

συγκέντρωση ΝaCl της τάξεως του 0,5%, w/v, το μέγιστο της παραγόμενης βιομάζας εμφανίστηκε στις 

240 h, με την τιμή της να ανέρχεται στα 19,5 g/L και αντίστοιχο συντελεστή απόδοσης βιομάζας 

YX/Glol=0,23 g/g. Ταυτόχρονα, στις 240 h παρατηρήθηκε και η μέγιστη τιμή μικροβιακού λίπους ίση με 

12,7 g/L, ποσοστό λίπους επί της βιομάζας ίσο με L/X=65,2%, w/w και YL/Glol=0,15 g/g. Όσον αφορά στη 

μέγιστη παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών, αυτή σημειώθηκε στις 48 h ζύμωσης, με το ποσοστό τους να 

ανέρχεται στο 65,9%, w/w. Κατά την αύξηση του ίδιου στελέχους σε μέσο καλλιέργειας με την υψηλότερη 

συγκέντρωση ΝaCl=0,8%, w/v, στις 240 h σημειώθηκε το μέγιστο της μικροβιακής βιομάζας καθώς και 

του ενδοκυτταρικού λίπους. Η τιμή της βιομάζας ήταν 19,8 g/L με συντελεστή απόδοσης YX/Glol=0,23 g/g, 

ενώ του ενδοκυτταρικού λίπους ήταν 11,0 g/L, o λόγος L/X ήταν 55,4%, w/w με YL/Glol=0,13 g/g. Τέλος, 

στις 48 h εμφανίστηκε η μέγιστη παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών με το ποσοστό αυτών να φθάνει το 

48,1%, w/w, υψηλότερο, επίσης, αποτέλεσμα συγκριτικά από όλα τα πειράματα που πραγματοποιήθηκαν 

στις αντίστοιχες συνθήκες. 

Στη συνέχεια του πειραματικού σχεδιασμού και εφόσον ο μικροοργανισμός έδειξε να αναπτύσσεται 

σε παρουσία άλατος πραγματοποιήθηκαν τρείς επιπλέον ζυμώσεις με μεγαλύτερες συγκεντρώσεις άλατος 

ΝaCl=1,0%, w/v, 2,0%, w/v και 3,0%, w/v. Όσον αφορά στην αύξηση του στελέχους σε μέσο καλλιέργειας 

με ΝaCl=1,0%, w/v η μέγιστη τιμή παραγόμενης βιομάζας παρατηρήθηκε στις 192 h και ήταν ίση με 16,0 

g/L και συντελεστή απόδοσης παραγωγής της βιομάζας ως προς το καταναλωθέν υπόστρωμα YX/Glol=0,31 

g/g. Να σημειωθεί ότι την ίδια χρονική στιγμή εμφανίστηκε και η μέγιστη παραγόμενη ποσότητα 

μικροβιακού λίπους με την τιμή της να ισούται με 5,8 g/L ενώ το μέγιστο ποσοστό λίπους εμφανίστηκε 

στις 96 h και ήταν L/X=44,7%, w/w. Το μέγιστο ποσοστό παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών έφτασε το 

21,3%, w/w σε 48 h από την έναρξη της ζύμωσης. 

Εν συνεχεία, κατά την αύξηση του μικροοργανισμού σε μέσο καλλιέργειας με υψηλότερη 

συγκέντρωση ΝaCl της τάξεως του 2,0%, w/v, το μέγιστο της παραγόμενης βιομάζας εμφανίστηκε στις 

192 h, με τιμή της να ανέρχεται στα 13,4 g/L και αντίστοιχο συντελεστή απόδοσης βιομάζας YX/Glol=0,27 

g/g. Στις ίδιες ώρες ζύμωσης παρατηρήθηκε και η μέγιστη τιμή μικροβιακού λίπους ίση με 4,7 g/L και 

μέγιστο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας ήταν L/X=35,5%, w/w ενώ ο συντελεστής απόδοσης λίπους 

YL/Glol=0,13 g/g. Όσον αφορά τη μέγιστη παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών, αυτή σημειώθηκε στις 24 h 

ζύμωσης, με το ποσοστό τους να ανέρχεται στο ~22 %, w/w ενώ μειωνόταν σταδιακά φτάνοντας το ~11 

%, w/w.  
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Κατά την αύξηση του ίδιου στελέχους στην υψηλότερη συγκέντρωση ΝaCl 3,0%, w/v, στις 216 h 

σημειώθηκε το μέγιστο της μικροβιακής βιομάζας καθώς και του ενδοκυτταρικού λίπους. Η τιμή της 

βιομάζας ήταν 12,2 g/L με συντελεστή απόδοσης YX/Glol=0,26 g/g, ενώ του ενδοκυτταρικού λίπους ήταν 

4,9 g/L και το ποσοστό λίπους L/X που σημειώθηκε ήταν 43,7%, w/w. Τέλος, στις 24 h εμφανίστηκε η 

μέγιστη παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών με το ποσοστό αυτών να φθάνει το 14,0%, w/w. 

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η προσθήκη NaCl σε μικρές συγκεντρώσεις από 0,2%, w/v, έως 0,8%, 

w/v, επέδρασε θετικά στη σύνθεση λιπιδίων καθώς οι απόλυτες τιμές τους αυξήθηκαν από 8,9 g/L σε 13,3 

g/L σε σχέση με το μάρτυρα. Αξιοσημείωτο είναι επίσης το γεγονός ότι η τιμή του λόγου του παραγόμενου 

λίπους επί ξηράς ουσίας αυξήθηκε κατά 10-20 μονάδες σε σχέση με το μάρτυρα (L/X~44 %, w/w) η τιμή 

του οποίου κυμάνθηκε μεταξύ L/X~55-67%, w/w ενώ η τιμή της παραγόμενης βιομάζας δεν είχε 

σημαντική μεταβολή. Τέτοιου είδους «διέγερση» («stimulation») της παραγωγής μικροβιακών λιπιδίων 

λόγω της παρουσίας σχετικά χαμηλών ποσοτήτων NaCl σε σχέση με το μάρτυρα (καθόλου αρχική 

παρουσία NaCl) έχει παρατηρηθεί και για το στέλεχος R. toruloides DSM 4444 κατά την καλλιέργειά του 

σε υποστρώματα τύπου «γλυκόζης», τόσο σε φιάλες όσο και σε εργαστηριακής κλίμακας 

βιοαντιδραστήρες (Tchakouteu et al., 2017), υποδηλώνοντας το ενδιαφέρον το οποίο υπάρχει σε σχέση με 

την πραγματοποίηση ζυμώσεων με χρήση θαλασσινού νερού, ή αποβλήτων περιεχόντων ποσότητες NaCl 

(π.χ. άλμες επεξεργασίας ελιών ή τυροκομικών προϊόντων). Από την άλλη πλευρά, κατά την παρούσα 

εργασία, η προσθήκη άλατος σε μεγαλύτερες συγκεντρώσεις από 1,0%, w/v έως 3,0%, w/v, επηρέασε 

αρνητικά τόσο την παραγωγή βιομάζας όσο και την παραγωγή λιπιδίων, οι τιμές των οποίων μειώθηκαν 

κατά το ήμισυ συγκριτικά με τις αντίστοιχες τιμές που σημειώθηκαν στη ζύμωση μάρτυρα. 

Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.5.) παρουσιάζονται αναλυτικά τα αποτελέσματα από τις 

μετρήσεις που πραγματοποιήθηκαν κατά τη διάρκεια των συγκεκριμένων πειραματικών διαδικασιών. Στις 

μετρήσεις συμπεριλαμβάνονται η παραγωγή ξηρής μάζας σε g/L (X), η παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών 

σε ποσοστό (IPS/X, %, w/w), η κατανάλωση υποστρώματος σε g/L (Glol) και η παραγωγή ενδοκυτταρικού 

λίπους σε g/L (L). 

Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η μέγιστη τιμή λίπους σε g/L για όλες τις 

συγκεντρώσεις NaCl.  
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Εικόνα 3.5. Σύγκριση της μέγιστης συγκέντρωσης λιπιδίων (Lmax, g/L) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του στελέχους Rhodosporidium 

toruloides NRRL Y-27012 σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και διαφορετικές 

συγκεντρώσεις NaCl. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται το μέγιστο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας L/X (%, w/w) για 

όλες τις συγκεντρώσεις NaCl.  

 

 

Εικόνα 3.6. Σύγκριση του μέγιστου ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/Xmax, %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του στελέχους 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και 

διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.5. Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων των ζυμώσεων σε υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 80 g/L για 

διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος 0,2%, w/v, 0,5%, w/v, 0,8%, w/v, 1,0%, w/v, 2,0%, w/v και 3,0%, w/v. Παρουσιάζονται οι τιμές της 

κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα 

(IPS/Χ%, w/w), συντελεστή απόδοσης βιομάζας ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YΧ/Glol, g/g), και ποσοστού λίπους επί ξηράς 

ουσίας (L/X%, w/w) του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Συντομογραφίες:  

a: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης βιομάζας X (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης παραγόμενου μικροβιακού λίπους L (g/L) 

c: Μέγιστη τιμή του λόγου L/X (%, w/w) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YX/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής βιομάζας προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

  

 

NaCl 

(%, w/v) 

 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

 
Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

YX/Glol 

(g/g) 

L/X  

(%, w/w) 

IPS/X  

(%, w/w) 

Μάρτυρας 240  a, b, c 75,5 20,4 8,9 0,27 44,0 13,5 

0,2%, w/v  312  a, b, c 82,4 20,1 13,3 0,24 66,5 19,4 

0,5%, w/v  312  a, b, c 83,1 19,5 12,7 0,23 65,2 25,9 

0,8%, w/v  312  a, b, c 79,8 19,8 11,0 0,24 55,4 33,2 

1,0%, w/v  

192  a, b 51,2 16,0 5,8 0,09 30,4 6,5 

96  c 35,9 10,2 4,6 0,24 44,7 11,0 

2,0%, w/v  192  a, b, c 50,2 13,4 4,8 0,10 35,5 11,0 

3,0%, w/v  

216  a, b 46,0 12,2 5,0 0,11 40,7 3,7 

144  c 34,9 9,6 4,2 0,12 43,6 6,5 
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Για τη διερεύνηση της επίδρασης της προσθήκης άλατος στη σύσταση των λιπιδίων 

πραγματοποιήθηκε ανάλυση των μεθυλεστέρων αυτών. Όπως και στις προηγούμενες πειραματικές 

διαδικασίες επιλέχθηκαν δύο σημεία από κάθε ζύμωση στο τέλος της εκθετικής (48 h) και στη στατική 

φάση (216 h). Αρχικά, μελετήθηκε το προφίλ των κυτταρικών λιπιδίων που συλλέχθηκαν από τις έξι 

ζυμώσεις με διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl, ήτοι 0,2%, w/v, 0,5%, w/v, 0,8%, w/v, 1,0%, w/v, 2,0%, 

w/v και 3,0%, w/v. Σαν γενική παρατήρηση μπορεί να ειπωθεί ότι το ποσοστό του ελαϊκού (Δ9C18: 1), του 

παλμιτικού (C16: 0), του στεατικού (C18: 0) και του λινελαϊκού οξέος (Δ9,12C18: 2) δεν επηρεάστηκε από 

την παρουσία άλατος σε συγκεντρώσεις από 0,2%, w/v έως 2,0%, w/v, στο υπόστρωμα. Αντίθετα η 

συγκέντρωση του α-λινολενικού οξέος (Δ9,12,15C18: 3) παρουσίασε διακυμάνσεις κατά την εφαρμογή 

διαφορετικών συγκεντρώσεων NaCl. Συγκεκριμένα όπως απεικονίζεται στον Πίνακα 3.6., το ποσοστό του 

α-λινολενικού οξέος (Δ9,12,15C18: 3) στις ζυμώσεις με συγκεντρώσεις NaCl: 0,2%, w/v, 0,5%, w/v, 0,8%, 

w/v, 1,0%, w/v και 2,0%, w/v κυμάνθηκε μεταξύ 0,5-3,0%, w/w ενώ αξίζει να αναφερθεί ότι η υπαγωγή 

της καλλιέργειας σε υψηλή συγκέντρωση άλατος (3,0%, w/v) ευνόησε τη σύνθεση του συγκεκριμένου 

οξέος, το ποσοστό του οποίου ανήλθε σε ~8,5%, w/w ενώ το ελαϊκό (Δ9C18: 1) οξύ παρουσίασε μείωση 

της τάξεως του ~10-13%, w/w. 

 

Πίνακας 3.6. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων, για τα ολικά λιπίδια του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 80 g/L για διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος 1,0%, w/v, 2,0%, w/v και 

3,0%, w/v. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία 

της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w) 

ΝaCl (%, w/v) 
Χρόνος 

ζύμωσης (h) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 Δ9,12,15C18: 3 

Μάρτυρας 

48 27,7 9,2 51,2 10,4 1,5 

216 32,5 8,6 49,6 8,8 0,4 

1,0%, w/v 

48 25,3 9,7 54,7 8,9 1,0 

216 29,6 8,3 53,1 8,2 0,8 

2,0%, w/v 
48 27,0 8,3 54,1 8,5 1,2 

216 31,0 7,0 53,7 7,7 0,3 

3,0%, w/v 
48 27,0 9,2 39,5 15,6 8,5 

216 30,4 7,8 33,4 20,4 7,6 
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Σύμφωνα με τα προηγούμενα πειραματικά αποτελέσματα η συγκέντρωση λιπιδίων αυξάνεται 

παράλληλα με την αύξηση της συγκέντρωσης άλατος όταν αυτό βρίσκεται σε συγκεντρώσεις από 0,2-

0,8%, w/v στο μέσο καλλιέργειας. Προκειμένου να μελετηθεί ενδελεχώς η πιθανή επίδραση του άλατος 

στο προφίλ των λιπαρών οξέων διενεργήθηκαν διαδοχικές κλασματώσεις του λίπους στις συγκεντρώσεις 

αυτές και ακολούθησε ανάλυση στον αέριο χρωματογράφο. 

Όπως παρατηρούμε στον Πίνακα 3.7. τα ουδέτερα λίπη έδειξαν να καταλαμβάνουν το υψηλότερο 

ποσοστό σε όλες τις ζυμώσεις με αυτό να κυμαίνεται από 75,3-84,3%. Ακολουθούν τα σφιγγογλυκολιπίδια 

με ποσοστά από 11,5 έως 20,7%, ενώ το ποσοστό των φωσφολιπιδίων κυμάνθηκε μεταξύ 3,2 έως 4,2%. 

Ωστόσο η προσθήκη NaCl σε χαμηλές συγκεντρώσεις στην καλλιέργεια δεν φάνηκε να επηρεάζει το 

προφίλ των λιπαρών οξέων τόσο στα ολικά λιπίδια όσο και στα κλάσματα αυτών. To επικρατέστερο σε 

κάθε περίπτωση οξύ παρέμεινε το ελαϊκό (Δ9C18: 1) με ποσοστά ~46-50%, w/w, ενώ το παλμιτικό (C16: 

0) κυμάνθηκε μεταξύ ~28-35%, w/w. Τέλος, όσον αφορά τα υπόλοιπα λιπαρά οξέα, το στεατικό (C18: 0), 

το λινελαϊκό οξύ (Δ9,12C18: 2) και το α-λινολενικό οξύ (Δ9,12,15C18: 3) κατείχαν συνολικά σχετικά μικρό 

ποσοστό έως ~13%, w/w. 

 

 

 

 

 

Πίνακας 3.7. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων και τα κλάσματα αυτών, Ουδέτερα (NL), Σφιγγολιπίδια και γλυκολιπίδια 

(G+S) και Φωσφολιπίδια (P), του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής 

συγκέντρωσης 80 g/L για διαφορετικές συγκεντρώσεις άλατος 0,2%, w/v, 0,5%, w/v και 0,8%, w/v. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w) 

NaCl=0,2 (%, w/v) 

 Χρόνος ζύμωσης (h) Κλάσμα (%) C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 

TL 

48 - 31,5 11,2 48,3 7,1 

216 - 30,7 11,1 48,4 8,4 

NL  

48  84,3 34,2 10,5 47,1 7,8 

216 77,5 33,5 10,6 46,1 7,7 

G+S 

48 11,5 34,8 10,6 48,7 5,5 

216 19,2 30,2 12,2 47,3 8,7 

P 

48 4,2 28,5 11,6 48,8 9,1 

216 3,3 31,9 10,1 49,3 7,8 
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3.1.5. Αξιολόγηση του υδρογλυκερικού εκχυλίσματος φλοιού κρεμμυδιού (Onion Solid Wastes-

OSWs) στην παραγωγή των λιπιδίων-μη ασηπτική διεργασία 

Προκειμένου να μειωθεί το κόστος της διαδικασίας, διεξήχθησαν πειράματα με βιομηχανική 

γλυκερόλη υπό ασηπτικές (προηγούμενη αποστείρωση του μέσου) και υπό μη ασηπτικές (προηγούμενη 

παστερίωση του μέσου) συνθήκες, ενώ ένας «ανασταλτικός» παράγοντας που θα μπορούσε δυνητικά να 

καταστείλει τη μικροβιακή αύξηση μολυσματικών βακτηρίων (υδρογλυκερικό εκχύλισμα φλοιού 

κρεμμυδιού) προστέθηκε στο μέσο. Τα αποτελέσματα συγκρίθηκαν με μάρτυρα που περιείχε (Glol~80 

g/L, χωρίς προσθήκη εκχυλίσματος) (Πίνακας 3.8.). Η προσθήκη του υδρογλυκερικού εκχυλίσματος 

αποβλήτων κρεμμυδιού είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση των λιπιδίων που συσσωρεύτηκαν στα κύτταρα 

ζύμης, τόσο σε απόλυτες (L, g/L) όσο και σε σχετικές (L/X, % w/w) τιμές (Πίνακας 3.8.). Εντούτοις, η 

παρουσία αυτών των ενώσεων δεν φάνηκε να ασκεί αρνητική επίδραση στην παραγωγή βιομάζας στο 

NaCl=0,5 (%, w/v) 

 Χρόνος ζύμωσης (h) 
Κλάσμα 

(%) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 

TL 

48 - 30,8 8,9 49,1 8,1 

216 - 31,1 10,2 48,1 7,2 

NL  

48 78,0 34,3 9,1 49,5 6,7 

216 75,3 30,2 10,9 49,4 7,7 

G+S 

48 18,8 30,6 8,4 49,7 9,2 

216 20,7 33,7 10,4 46,9 5,7 

P 

48 3,2 34,1 8,3 47,4 8,8 

216 4,0 32,1 11,8 46,4 8,4 

NaCl=0,8 (%, w/v) 

 Χρόνος ζύμωσης (h) Κλάσμα (%) C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 

TL 

48 - 29,6 9,7 49,8 9,9 

216 - 31,1 10,8 47,8 8,8 

NL  

48 80,0 30,1 9,9 48,7 10,3 

216 76,3 30,9 11,3 47,1 8,2 

G+S 

48 15,8 29,2 9,6 50,7 8,1 

216 19,7 31,2 9,8 49,6 8,9 

P 

48 4,2 34,5 8,1 46,9 7,1 

216 4,0 33,8 10,1 46,6 8,4 
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R. toruloides. H μη ασηπτική δοκιμή στο μέσο που περιείχε το υδρογλυκερικό εκχύλισμα των OSWs, 

οδήγησε σε σημαντική παραγωγή Χ και αξιοσημείωτη συσσώρευση ενδοκυτταρικών λιπιδίων. Η 

συσσώρευση λιπιδίων ήταν χαμηλότερη σε σύγκριση με το πείραμα στο οποίο το μέσο είχε 

προηγουμένως υποβληθεί σε θερμική αποστείρωση (L=5,2 g/L έναντι 6,2 g/L). Ωστόσο, η παραγωγή 

βιομάζας και η αφομοίωση της γλυκερόλης στο σημείο όπου παρουσιάστηκε η μέγιστη συγκέντρωση 

Lmax, ήταν μεγαλύτερες στο πείραμα όπου πραγματοποιήθηκε παστερίωση του μέσου καλλιέργειας. Οι 

μικροσκοπικές παρατηρήσεις έδειξαν την παρουσία μολυσματικών βακτηρίων (ράβδοι), που ευθύνονται 

για το περίπου 10% του συνολικού μικροβιακού πληθυσμού. Συνεπώς η αυξημένη τιμή της βιομάζας σε 

σχέση με το μάρτυρα αποδίδεται και στην ύπαρξη βακτηριακών κυττάρων.  

Πίνακας 3.8. Ποσοτικά δεδομένα του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε πείραμα 

σε κωνικές φιάλες. Η αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ήταν 80 g/L. Στο μάρτυρα προστέθηκε γλυκερόλη 80 g/L, ενώ στα λοιπά πειράματα 

προστέθηκε γλυκερόλη και υδρογλυκερικό εκχύλισμα OSWs. Παρουσιάζονται οι τιμές της κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, g/L), της 

παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w), συντελεστή απόδοσης 

λίπους ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YL/Glol, g/g), και ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w). Κάθε σημείο αποτελεί 

μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε 

≤18%. 

 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

 Glolcons. 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

YL/Glol 

(g/g) 

L/X 

(%, w/w) 

IPS/X 

(%, w/w) 

Glol0 80 g/L; μάρτυρας, 

αποστείρωση 
240 a, b 75,5 20,4 8,9 0,11 44,0 13,5 

Glol0 80 g/L; 40 mL/L 

υδρογλυκερικό εκχύλισμα 

OSWs, αποστείρωση  

240 a, b 71,5 21,9 6,2 0,09 28,3 9,4 

Glol0 80 g/L; 40 mL/L 

υδρογλυκερικό εκχύλισμα 

OSWs, παστερίωση 

240 a, b 80,1 23,6 5,2 0,06 22,0 11,5 

 

Συντομογραφίες:  

a: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης βιομάζας X (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης παραγόμενου μικροβιακού λίπους L (g/L) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YL/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής λίπους προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w)  

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

 

3.1.6. Αξιολόγηση της συγκέντρωσης της γλυκερόλης και του λόγου C/N σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες  

Είναι γνωστό από τη διεθνή βιβλιογραφία ότι ο αρχικός λόγος C/N καθώς και η αρχική τιμή της 

πηγής άνθρακα, αποτελούν σημαντικούς παράγοντες που δύνανται να επηρεάσουν τη de novo σύνθεση 
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λιπιδίων στους ελαιογόνους μικροοργανισμούς (Davies and Holdsworth, 1992; Ratledge, 1997; 

Papanikolaou and Aggelis 2010; 2011a). Έτσι, πραγματοποιήθηκε καλλιέργεια με αρχικές συγκεντρώσεις 

γλυκερόλης (Glol0) ~50, 80 και 90 g/L, με την ίδια αρχική συγκέντρωση αζώτου (πεπτόνη 2,0 g/L και 

εκχύλισμα ζύμης 1,0 g/L), και τα αποτελέσματα φαίνονται στον κάτωθι πίνακα:  

 

Πίνακας 3.9. Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων, ζυμώσεων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης με ποικίλες αρχικές συγκεντρώσεις γλυκερόλης και ίδια αρχική συγκέντρωση αζώτου. Παρουσιάζονται οι τιμές της 

κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λιπιδίων (L, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα 

(IPS/Χ, %, w/w), συντελεστή απόδοσης λίπους ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YL/Glol, g/g), και ποσοστού λίπους επί ξηράς 

ουσίας (L/X, %, w/w). Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από 

τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

a: Mέγιστη τιμή παραγόμενης βιομάζας Χ (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή παραγόμενου μικροβιακού λίπους ανά παραγόμενη βιομάζα L/X (%, w/w) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YL/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής λίπους προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w)  

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

IPS: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών (g/L) 

 

Aπό τα παραπάνω αποτελέσματα προέκυψε ότι η αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης γλυκερόλης 

σε ~90 g/L επέφερε αύξηση στην απόλυτη τιμή των παραγόμενων λιπιδίων η οποία προσδιορίστηκε σε 

~11,6 g/L. Στη συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας, με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~90 g/L 

χρησιμοποιούμενης ως μόνης πηγής άνθρακα, πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές 

φιάλες και σε διαφορετικούς λόγους C/N, με στόχο τη διερεύνηση της επίδρασης αυτού του παράγοντα 

στη σύνθεση των λιπιδίων. Ως αναφέρθηκε, η αρχική συγκέντρωση της γλυκερόλης ήταν ~90 g/L σε όλες 

τις περιπτώσεις, ενώ κάθε φορά άλλαζε η ποσότητα της πηγής αζώτου ώστε οι αντίστοιχοι λόγοι να είναι 

C/N=50; 100; 160 και 240 moles/moles (βλέπε Πίνακα 3.10). Σύμφωνα με τα αποτελέσματα, ανεξάρτητα 

από το λόγο C/N που επιλέχθηκε, σε όλες τις ζυμώσεις παρατηρήθηκε σημαντική παραγωγή βιομάζας που 

κυμάνθηκε μεταξύ 20-30 g/L και καλή ικανότητα αφομοίωσης της γλυκερόλης. Ελαφρώς υψηλότερες 

ποσότητες γλυκερόλης αφομοιώθηκαν όταν εφαρμόστηκε χαμηλός λόγος C/N, ενώ χαμηλότερες 

Glol0 Χρόνος ζύμωσης  Glolcons X L IPS L/X IPS/X 

(g/L) (h)  (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%, w/w) (%, w/w) 

~90 g/L 

216 b 88,4 25,1 11,6 5,6 46,5 22,5 

325 a 92,0 30,0 10,0 6,3 33,3 21,0 

~80 g/L 240 a, b 75,4 20,4 8,9 2,7 43,6 13,4 

~50 g/L 210 a, b 51,5 18,8 6,9 2,9 36,7 15,9 
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συγκεντρώσεις Xmax σημειώθηκαν με την αύξηση του λόγου C/N. Επιπλέον, ανεξάρτητα από το λόγο C/N, 

η απόδοση της βιομάζας ΥΧ/Glol παρέμεινε σχεδόν σταθερή σε τιμές που κυμαίνονται μεταξύ 0,27-0,32 g/g. 

Σε όλες τι περιπτώσεις με διαφορετικούς λόγους C/N, σημαντικές ποσότητες κυτταρικών λιπιδίων 

αναφέρθηκαν (π.χ. οι τιμές Lmax κυμαίνονται μεταξύ 9,5 και 12,0 g/L που αντιστοιχούν σε ποσοστά 

L/X=46-49%, w/w) ενώ η παραγωγικότητα κατ’ όγκον ήταν ~0,04-0,06 g/L/h.  

Σύμφωνα με τα παραπάνω αποτελέσματα προκύπτει ότι στη ζύμωση που πραγματοποιήθηκε με 

γλυκερόλη και λόγο C/N=50 moles/moles στις 325 h το στέλεχος παρήγαγε τη μεγαλύτερη ποσότητα 

μικροβιακής βιομάζας, φτάνοντας τα ~30 g/L με συντελεστή απόδοσης 0,30 g/g και ενδοκυτταρικού 

λίπους, της τάξης των ~10 g/L που αντιστοιχεί στο ~34%, w/w της παραγόμενης βιομάζας. Το μέγιστο 

ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας εμφανίστηκε στη συγκεκριμένη ζύμωση στις 216 h και ήταν ίσο με 

~47%, w/w. H μέγιστη παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών σημειώθηκε, όπως και στις περισσότερες από τις 

προηγούμενες πειραματικές δοκιμές, στα πρώτα στάδια της ζύμωσης, στις 48 h δηλαδή, με το ποσοστό 

τους να ανέρχεται στο ~55 %, w/w. Όταν το στέλεχος καλλιεργήθηκε σε γλυκερόλη αρχικής συγκέντρωσης 

~90 g/L και αρχικό λόγο C/N=100 moles/moles, στις 48 h παρήχθη η μέγιστη ποσότητα των 

ενδοπολυσακχαριτών με ποσοστό ~58%, w/w. Ακόμη, στις 325 h εμφανίστηκε η μέγιστη τιμή της 

παραγόμενης βιομάζας που ήταν 24,5 g/L με ΥX/Glol=0,31 g/g, καθώς επίσης και του ενδοκυτταρικού 

λίπους ίσου με 12,0 g/L, με αντίστοιχο λίπος επί ξηρής ουσίας L/X=49,0%, w/w. Επιπλέον αξίζει να 

τονιστεί ότι η τιμή της απόδοσης λίπους σε σχέση με το καταναλωθέν υπόστρωμα ήταν σχεδόν σταθερή 

κατά τη διάρκεια της ζύμωσης λαμβάνοντας την τιμή ΥL/Glol~0,14 g/g (Εικόνα 3.7.). 

Όταν το στέλεχος αυξήθηκε σε μέσο καλλιέργειας με γλυκερόλη και λόγο C/N=160 moles/moles, 

στις πρώτες 48 h, σημειώθηκε το υψηλότερο ποσοστό παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ίσο με 60,4%, 

w/w, ενώ στις 325 h η υψηλότερη παραγωγή μικροβιακού λίπους που ήταν ίση με 9,5 g/L και ποσοστό 

λίπους επί ξηρής ουσίας L/X=47,5%, w/w. Ακόμη, στις 325 h σημειώθηκε η υψηλότερη παραγωγή 

βιομάζας 20,0 g/L με συντελεστή απόδοσης ΥX/Glol=0,28 g/g. Σε όλες τις καλλιέργειες που 

πραγματοποιήθηκαν, η συγκέντρωση διαλυτού οξυγόνου (DOC, σε %, v/v) μειώθηκε σχετικά γρήγορα 

(π.χ. εντός των πρώτων 40-60 h μετά από τον εμβολιασμό) σε τιμές ~35%, v/v, ενώ σημείωσε αύξηση (σε 

τιμές ~60-70%, v/v) στα τελευταία στάδια της καλλιέργειας (π.χ. σε t>260-280 ώρες μετά τον εμβολιασμό). 

Παρά τις μειωμένες τιμές DOC στις πρώτες ώρες της καλλιέργειας, η αύξηση του μικροοργανισμού 

πραγματοποιήθηκε σε πλήρως αερόβιες συνθήκες (Αγγελής, 2017; Palaiogeorgou et al., 2019). Η μείωση 

της τιμής του κορεσμού σε οξυγόνο (DOC) έλαβε χώρα όταν σημειώθηκε περιορισμός του αζώτου στο 

θρεπτικό μέσο της καλλιέργειας (σε συμφωνία με Papanikolaou et al., 2004). Το άζωτο έγινε περιοριστικό 

για τη μικροβιακή αύξηση περίπου 40-45 h μετά από τον εμβολιασμό, όταν η συγκέντρωση του FAN στο 

μέσο ήταν ≤20 mg/L (η αρχική συγκέντρωση του FAN ήταν ~110 mg/L). Σε όλες τις περιπτώσεις, η έναρξη 

της συσσώρευσης λιπιδίων έλαβε χώρα μετά τον περιορισμό του αφομοιώσιμου αζώτου στο μέσο. Όπως 

και στις προηγούμενες διεργασίες ζυμώσεων οι οποίες είχαν λάβει χώρα με το μικροοργανισμό R. 
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toruloides NRRL Y-27012, με ενδιαφέρον παρατηρήθηκε ότι στο αρχικό στάδιο αύξησης της καλλιέργειας 

(0-48 ώρες μετά τον εμβολιασμό) και παρόλο που βρέθηκε άζωτο στο μέσο αύξησης ή είχε μόλις τούτο 

καταναλωθεί, είχαν παραχθεί σημαντικές ποσότητες ενδοπολυσακχαριτών (IPS/X≥60,0%, w/w), σε 

αντίθεση με τη θεωρία η οποία αναφέρεται στην παραγωγή αποθησαυριστικών ενδοκυτταρικών υλικών 

(λιπιδίων και πολυσακχαριτών) από τους αντίστοιχους μικροοργανισμούς (Athenaki et al., 2018; 

Papanikolaou and Aggelis, 2019).  

Τα εν λόγω αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.10. και την Εικόνα 3.7..  

 

 

Εικόνα 3.7. Γραφική απεικόνιση του συνολικού συντελεστή μετατροπής της γλυκερόλης (Glol, g/L) σε λίπος (L, g/L) κατά τη διάρκεια 

καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε ζύμωση σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης με τελική συγκέντρωση 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: C/N=100 moles/moles, ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 

28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα 

σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Πίνακας 3.10. Συγκεντρωτικός πίνακας αποτελεσμάτων, ζυμώσεων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 90 g/L για τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, C/N=160 

moles/moles και C/N=240 moles/moles. Παρουσιάζονται οι τιμές της κατανάλωσης υποστρώματος (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, 

g/L), λιπιδίων (L, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ%, w/w), ενδοπολυσακχαριτών (IPS, g/L) και λίπους επί ξηράς 

ουσίας (L/X, %, w/w). Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από 

τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 C/N Χρόνος ζύμωσης  Glolcons X L IPS L/X IPS/X 

(moles/moles) (h)  (g/L) (g/L) (g/L) (g/L) (%, w/w) (%, w/w) 

50 

48 a 16,4 6,2 1,5 3,4 25,0 55,0 

216 b 88,4 20,9 11,6 5,6 46,5 22,5 

325 c 92,0 30,2 10,1 6,3 33,5 21,0 

100 
48 a 6,8 5,3 1,5 3,1 27,9 58,8 

325 b,c 82,0 24,5 12,0 7,2 49,0 29,5 

160 
48 a 17,0 5,4 1,5 2,7 28,0 50,4 

325 b,c 73,0 20,0 9,5 5,4 47,5 27,0 

240 
48 a 11,9 5,1 0,7 2,5 15,0 50,0 

325 b,c 75,5 22,7 10,5 4,3 46,0 18,9 

 

Συντομογραφίες:  

a: Μέγιστη τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα IPS/X (%, w/w) 

b: Μέγιστη τιμή παραγόμενου μικροβιακού λίπους ανά παραγόμενη βιομάζα L/X (%, w/w) 

c: Mέγιστη τιμή παραγόμενης βιομάζας Χ (g/L) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

IPS: παραγόμενοι ενδοπολυσακχαρίτες (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

L/X: ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας (%, w/w) 

IPS/X: ποσοστό παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών (%, w/w) 

 

Όσον αφορά στον ποιοτικό προσδιορισμό του λίπους για τις ζυμώσεις με διαφορετικό C/N 

προκειμένου να γίνει πιο ενδελεχής ανάλυση της σύστασης του ενδοκυτταρικού λίπους 

πραγματοποιήθηκαν, αρχικά, διαδοχικές κλασματώσεις σε όλες τις ζυμώσεις για τις χρονικές στιγμές 48 h 

και 216 h και ακολούθησε ανάλυση των λιπαρών οξέων των κλασμάτων.  

Συμπερασματικά τα ουδέτερα λίπη έδειξαν να καταλαμβάνουν το υψηλότερο ποσοστό σε όλες τις 

ζυμώσεις με αυτό να κυμαίνεται από 79,0-86,6%. Ακολουθούν τα σφιγγογλυκολιπίδια με ποσοστά από 9,2 

έως 15,8%, ενώ το ποσοστό των φωσφολιπιδίων κυμάνθηκε μεταξύ 2,4 έως 10,3%. Ωστόσο το προφίλ των 

λιπαρών οξέων τόσο στα ολικά λιπίδια όσo και στα κλάσματα αυτών δεν επηρεάστηκε από τη μεταβολή 

του λόγου C/N. Σε όλες τις περιπτώσεις το κυρίαρχο λιπαρό οξύ ήταν το ελαϊκό (Δ9C18: 1) με ποσοστό 

που κυμάνθηκε μεταξύ 39-48%, w/w. Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα παρουσιάζονται στους Πίνακες 3.11 

και 3.12.. Το παλμιτικό (C16: 0) κυμάνθηκε μεταξύ ~26-35%, w/w. Επίσης, τα ποσοστά του α-λινολενικού 
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οξέος (Δ9,12,15C18: 3) κυμάνθηκαν από ~1-3%, w/w σε όλα τα πειράματα. Τέλος, τόσο το στεατικό (C18: 

0) όσο και το λινελαϊκό οξύ (Δ9,12C18: 2) κατείχαν σχετικά μικρό ποσοστό επί του συνόλου περίπου της 

τάξεως του ~10-15%, w/w. 

 

Πίνακας 3.11. Σύνθεση των λιπαρών οξέων των ολικών λιπιδίων (%, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L για 

τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles. Συνθήκες καλλιέργειας: 

ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα 

για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

  

Χρόνος ζύμωσης (h) 

Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w) 

C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2 

C/N=50 moles/moles 

48 26,2 12,3 48,1 8,3 

216 28,6 12,9 47,3 7,8 

 C/N=100 moles/moles 

48 29,5 12,5 44,9 9,6 

216 30,7 14,1 42,5 9,2 

 C/N=160 moles/moles 

48 33,1 15,1 43,2 5,9 

216 35,1 15,4 40,2 6,2 

 C/N=240 moles/moles 

48 32,1 15,3 42,1 6,4 

216 35,9 15,2 39,5 7,2 
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Πίνακας 3.12. Σύνθεση λιπαρών οξέων των ενδοκυτταρικών λιπιδίων, για τα ολικά λιπίδια και τα κλάσματα αυτών, ουδέτερα (NL), 

Σφιγγολιπίδια και γλυκολιπίδια (G+S) και Φωσφολιπίδια (P) του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε υπόστρωμα 

γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 90 g/L για τους τέσσερις λόγους C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, C/N=160 moles/moles και 

C/N=240 moles/moles. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από 

τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Προφίλ λιπαρών οξέων (%, w/w)  

C/N=50 moles/moles 

 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Κλάσμα 

(%) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2  

NL 

48  86,6 30,2 11,5 47,3 7,1 

216 79,5 24,5 12,5 53,4 6,7 

G+S 

48  11,0 25,3 14,3 48,8 9,5 

216 15,8 23,9 12,8 51,6 8,9 

P 

48  2,4 30,5 12,1 48,6 6,1 

216 4,7 29,8 13,2 46,2 8,8 

C/N=100 moles/moles 

 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Κλάσμα 

(%) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2  

NL 

48  85,8 29,8 10,8 45,8 10,8 

216 76,5 30,6 15,9 42,6 10,3 

G+S 

48  9,2 30,2 11,7 42,2 8,7 

216 13,2 31,7 13,1 43,7 9,5 

P 

48  5,0 28,9 13,7 42,9 10,6 

216 10,3 29,6 10,7 40,6 8,2 

C/N=160 moles/moles 

 
Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Κλάσμα 

(%) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2  

NL 

48 85,0 32,9 11,2 44,6 4,8 

216 79,0 33,5 15,5 39,2 7,9 

G+S 

48 11,8 34,9 10,1 41,6 8,6 

216 13,6 36,6 9,3 45,5 4,1 

P 

48 3,2 34,2 15,6 41,8 6,2 

216 7,4 30,4 10,8 40,9 7,3 
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3.1.7. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε βιοαντιδραστήρα 

H ζύμωση με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~90 g/L πραγματοποιήθηκε εν συνεχεία σε 

βιοαντιδραστήρα, διατηρώντας τις ίδιες συνθήκες όπως το προηγούμενο πείραμα που πραγματοποιήθηκε 

σε κωνικές φιάλες. Η διάρκεια της ζύμωσης μειώθηκε στο μισό σε σύγκριση με τις κωνικές φιάλες καθώς 

το υπόστρωμα καταναλώθηκε πλήρως στις 176 h, σε συνάφεια με τη βιβλιογραφία όπου δεικνύεται σε 

γενικές γραμμές ότι επιτυγχάνεται καλύτερη και ταχύτερη παραγωγή βιομάζας στην καλλιέργεια 

βιοαντιδραστήρα σε σχέση με τις αναδευόμενες φιάλες (Athenaki et al., 2018; Diamantopoulou et al., 

2020b). Γενικώς οι καλλιέργειες των ελαιογόνων ζυμών σε συστήματα καλώς αναδευόμενων και 

αεριζόμενων βιοαντιδραστήρων, θεωρούνται ιδανικές για τη μεγιστοποίηση της παραγωγής μικροβιακών 

ελαίων (Ratledge and Wynn, 2002; Papanikolaou and Aggelis, 2011a; 2011b; Athenaki et al., 2018). Οι 

μέγιστές τιμές παραγόμενης βιομάζας και λιπιδίων σημείωσαν αύξηση σε σχέση με τις κωνικές φιάλες στο 

τέλος της ζύμωσης φτάνοντας τα 26,8 g/L και 13,5 g/L αντίστοιχα. Η μέγιστη ποσοστιαία περιεκτικότητα 

της βιομάζας σε λίπος ήταν ~50%, w/w, ενώ οι μέγιστες αποδόσεις βιομάζας και λιπιδίων ήταν 0,56 g/g 

και 0,16 g/g αντίστοιχα, οι οποίες δεν έδειξαν να επηρεάζονται σημαντικά σε σύγκριση με το πείραμα που 

διεξήχθη σε κωνικές φιάλες. Τέλος η πορεία του ποσοστού των ενδοπολυσακχαριτών ήταν όμοια με τις 

κωνικές φιάλες και εμφάνισε τη μέγιστη τιμή του στην αρχή της ζύμωσης ~46%, w/w, ενώ μειωνόταν 

σταδιακά μέχρι το τέλος της ζύμωσης, ~12%, w/w. 

Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η κινητική της αύξησης του στελέχους R. toruloides 

NRRL Y-27012, η κατανάλωση του υποστρώματος καθώς επίσης και η παραγωγή βιομάζας, λιπιδίων και 

IPS/Χ με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~90 g/L σε βιοαντιδραστήρα. 

 

C/N=240 moles/moles 

 Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Κλάσμα 

(%) 
C16: 0 C18: 0 Δ9C18: 1 Δ9,12C18: 2  

NL 

48 80,7 32,2 12,3 44,2 9,7 

216 77,7 37,2 10,6 41,6 8,4 

G+S 

48 13,3 30,9 13,1 43,4 6,2 

216 14,1 35,4 15,8 38,9 8,9 

P 

48 6,0 36,6 15,9 39,9 6,3 

216 8,2 33,5 12,6 42,6 6,6 
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Εικόνα 3.8. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), λίπους (L, g/L) και ενδοπολυσακχαριτών 

ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 

σε ζύμωση κλειστού τύπου σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα 

περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

.Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η συγκέντρωση της παραγόμενης βιομάζας και των 

παραγόμενων λιπιδίων για τις δύο ασυνεχείς καλλιέργειες που πραγματοποιήθηκαν σε κωνικές φιάλες και 

σε βιοαντιδραστήρα με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. 

 

Εικόνα 3.9. Σύγκριση της τελικής συγκέντρωσης παραγόμενης βιομάζας και παραγόμενων λιπιδίων του μικροοργανισμού Rhodosporidium 

toruloides NRRL Y-27012 σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες και βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. 

Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων 

και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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`  

 (ε) 

Εικόνα 3.10. Κινητική της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) (α), της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L) (β), της παραγωγής λίπους (L, g/L) 

(γ) ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w) (δ) και ποσοστού λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w) (ε) κατά τη 

διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 σε ζύμωση κλειστού τύπου σε βιοαντιδραστήρα και 

κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 90 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 28±1 °C, pH 5,5. 

Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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3.2. Αποτελέσματα ζυμώσεων του στελέχους Debaryomyces sp FMCC Y69  

 

3.2.1. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε σύστημα αναδευόμενων κωνικών φιαλών–Επαναληψιμότητα 

αποτελεσμάτων  

Σε πρώτο επίπεδο, προκειμένου να αξιολογηθεί η επαναληψιμότητα των δοκιμών, 

πραγματοποιήθηκε πείραμα χρησιμοποιώντας το μικροοργανισμό Debaryomyces sp FMCC Y69 με αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης (Glol0) ~80 g/L, και αρχική συγκέντρωση εκχυλίσματος ζύμης και πεπτόνης 1,0 

και 2,0 g/L αντίστοιχα, σε τρεις διαφορετικές επαναλήψεις, με τρία διαφορετικά αρχικά εμβόλια. Τα 

αποτελέσματα σε σχέση με την εξέλιξη της εναπομένουσας γλυκερόλης, της παραχθείσας βιομάζας, της 

παραχθείσας αραβιτόλης, των συσσωρευθέντων λιπιδίων και των συσσωρευθέντων ενδοπολυσακχαριτών 

παρουσιάζονται στις Εικόνες 3.11. α-ε. Περαιτέρω, στις 144 h ζύμωσης, τρία πειραματικά σημεία έλαβαν 

χώρα. Για τη συνολική βιομάζα (X), η μέγιστη και η ελάχιστη τιμή ήταν 14,9 και 15,5 g/L, η μέση τιμή 

ήταν 15,1 g/L, η τυπική απόκλιση ήταν 0,310, το τυπικό σφάλμα ήταν 0,179 και η διακύμανση ήταν 0,096. 

Για τη γλυκερόλη (Glol), η μέγιστη και η ελάχιστη τιμή ήταν 32,9 και 30,9 g/L, η μέση τιμή ήταν 31,6 g/L, 

η τυπική απόκλιση ήταν 1,162, το τυπικό σφάλμα ήταν 0,670 και η διακύμανση ήταν 1,349. Για την 

αραβιτόλη (Ara), η μέγιστη και η ελάχιστη τιμή ήταν 12,8 και 16,2 g/L, η μέση τιμή ήταν 14,6 g/L, η 

τυπική απόκλιση ήταν 1,729, το τυπικό σφάλμα ήταν 0,998 και η διακύμανση ήταν 2,991. Για τα συνολικά 

λιπίδια (L), η μέγιστη και η ελάχιστη τιμή ήταν 1,2 και 1,5 g/L, η μέση τιμή ήταν 1,3 g/L, η τυπική 

απόκλιση ήταν 0,346, το τυπικό σφάλμα ήταν 0,094 και η διακύμανση ήταν 0,027. Τέλος για τους 

συνολικούς ενδοκυτταρικούς πολυσακχαρίτες (IPS), η μέγιστη και η ελάχιστη τιμή ήταν 6,5 και 4,6 g/L, η 

μέση τιμή ήταν 5,5 g/L, η τυπική απόκλιση ήταν 0,165, το τυπικό σφάλμα ήταν 0,546 και η διακύμανση 

ήταν 0,895. Για τις περισσότερες από τις ανωτέρω τιμές συνεπώς, το σχετικό τυπικό σφάλμα (=Τυπική 

απόκλιση/μέση τιμή %, SE) είναι ≤18%.  

Σε όλα τα πειράματα τα οποία έγιναν εφεξής, όλες οι τιμές οι οποίες εμφανίζονται στα γραφήματα 

και στους πίνακες, αποτελούν το μέσο όρο 2 ανεξαρτήτων επαναλήψεων, οι οποίες πραγματοποιήθηκαν 

χρησιμοποιώντας διαφορετικά εμβόλια. Και στα επόμενα εδάφια, για τις περισσότερες από τις τιμές οι 

οποίες θα εμφανίζονται, το σχετικό τυπικό σφάλμα θα είναι ≤18%.  
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Εικόνα 3.11. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L) (α), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) (β), αραβιτόλης (Ara, g/L) (γ), λίπους 

(L, g/L) (δ) και ενδοπολυσακχαριτών (IPS, g/L) (ε) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή 

ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L σε τρείς επαναλήψεις. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, 

θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. 

 

3.2.2. Ταυτοποίηση στελέχους 

Η ζύμη του γένους Debaryomyces sp. καλλιεργήθηκε αρχικά σε μέσο που περιείχε 50%, w/v 

γλυκόζη. Η πιθανή αύξηση του στελέχους στο εν λόγω θρεπτικό μέσο θα κατέτασσε τον υπό μελέτη 

μικροοργανισμό στο είδος D. prosopidis ενώ η αδυναμία αύξησης του θα συνεπαγόταν ότι ο 

μικροοργανισμός ανήκει στο είδος D. hansenii ή D. fabryi ή D. subglobosus (Lopandic et al., 2013). Τα 

δεδομένα που προέκυψαν έδειξαν ικανοποιητική αύξηση του μικροοργανισμού στο συγκεκριμένο 

υπόστρωμα και παραγωγή αραβιτόλης. Πιο συγκεκριμένα, το πείραμα σε 50%, w/v αρχικής συγκέντρωσης 

γλυκόζης κατέληξε σε σύνθεση βιομάζας 14,5 g/L και παραγωγή αραβιτόλης 38,1 g/L μετά από 280 h 

ζύμωσης ενώ η κατανάλωση γλυκόζης έφτασε σε ποσοστό ~20%, w/w (σε εκείνο το σημείο ζύμωσης η 

συγκέντρωση γλυκόζης που καταναλώθηκε ήταν ίση με 101,2 g/L). Το αφομοιώσιμο άζωτο, το οποίο 

παρουσιάζεται υπό τη μορφή του FAN (αρχική συγκέντρωση ~70 mg/L) είχε σχεδόν εξαντληθεί πλήρως 

30 h μετά από τον εμβολιασμό (τότε η συγκέντρωση του FAN ήταν=14,5 mg/L) ενώ η παραγωγή 

αραβιτόλης ξεκίνησε μετά από αυτό το σημείο. Μετά από 280 h, η συγκέντρωση FAN προσδιορίστηκε σε 

~10 mg/L, υποδεικνύοντας ότι ο περιορισμός του αζώτου έλαβε χώρα όταν η συγκέντρωση του FAN ήταν 

εντός των ορίων ~12 mg/L. Με βάση τα προαναφερθέντα αποτελέσματα, προέκυψε το συμπέρασμα ότι το 

στέλεχος της ζύμης που απομονώθηκε ανήκει στο είδος D. prosopidis. 
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3.2.3. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες  

Η ζύμη D. prosopidis αρχικά καλλιεργήθηκε σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες 

χρησιμοποιώντας τη γλυκερόλη ως τη μοναδική πηγή άνθρακα με αρχική συγκέντρωση 80 g/L. Η αύξηση 

της ζύμης πραγματοποιήθηκε σε περιοριστικές για το άζωτο συνθήκες, καθώς η αρχική συγκέντρωση του 

αζώτου (FAN) ήταν ~100 mg/L και μετά από 40 h μειώθηκε σε ~20 mg/L. Η διάρκεια της ζύμωσης ήταν 

408 h και η τελική συγκέντρωση του παραχθέντος προϊόντος (αραβιτόλη–Ara) ήταν ίση με 38,5 g/L, με 

την απόδοση να φτάνει τα 0,48 g/g. Με βάση τη βιβλιογραφία (Diamantopoulou and Papanikolaou, 2023), 

η αρχική συγκέντρωση της γλυκερόλης αποτελεί σημαντικό παράγοντα για την παραγωγή αραβιτόλης 

καθώς σημαντικές ποσότητες της πρώτης στο μέσο καλλιέργειας δημιουργούν συνθήκες ωσμωτικής πίεσης 

που ευνοούν την παραγωγή της δεύτερης.  

Έτσι, στη συνέχεια ακολούθησε μία ακόμη ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες με αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L, με στόχο τη μελέτη της επίδρασης της συγκέντρωσης της γλυκερόλης 

στην αύξηση της ζύμης αλλά και στη παραγωγή αραβιτόλης. Ο Πίνακας 3.13. απεικονίζει την επίδραση 

δύο αρχικών συγκεντρώσεων γλυκερόλης (~80 g/L και ~125 g/L) στην κυτταρική αύξηση και τη 

συγκέντρωση αραβιτόλης κατά τη διάρκεια ζυμώσεων σε ωσμώφιλο περιβάλλον με υψηλή συγκέντρωση 

γλυκερόλης του D. prosopidis, στις οποίες η αρχική συγκέντρωση αζώτου παρέμεινε σταθερή (οι αρχικές 

συγκεντρώσεις των αζωτούχων ενώσεων ήταν 2,0 g/L πεπτόνη και 1,0 g/L εκχύλισμα ζύμης). 

Προσδιορίστηκε επίσης η παραγωγή μικροβιακού λίπους και ενδοπολυσακχαριτών (IPS). Τρία 

διαφορετικά σημεία παρατίθενται για κάθε ζύμωση που αντιπροσωπεύουν τις μέγιστες συγκεντρώσεις για 

τα ενδοκυτταρικά ολικά σάκχαρα (IPS), για τα ολικά λιπίδια και για την αραβιτόλη. Σύμφωνα με τα 

αποτελέσματα, η εφαρμογή δύο αρχικών συγκεντρώσεων γλυκερόλης οδήγησε σε σημαντικές διαφορές 

ως προς την απόδοση και τη συγκέντρωση αραβιτόλης. Πιο συγκεκριμένα, η υψηλότερη συγκέντρωση 

αραβιτόλης (70,9 g/L) επιτεύχθηκε στη ζύμωση με 125,0 g/L αρχικής γλυκερόλης σε συνδυασμό με την 

υψηλότερη απόδοση προϊόντος ως προς το αναλωθέν υπόστρωμα (YAra/Glol=0,57 g/g). Το μικροβιακό 

στέλεχος έδειξε καλή δυνατότητα μεταβολισμού της γλυκερόλης με συνολική κατανάλωση 100%, w/w 

μετά από 520 h ζύμωσης. Οι αντίστοιχες τιμές με 80,0 g/L αρχικής γλυκερόλης ήταν 38,5 g/L, με απόδοση 

0,48 g/g και κατανάλωση γλυκερόλης 100%, w/w. Θα πρέπει επίσης να σημειωθεί ότι η αύξηση της 

συγκέντρωσης της γλυκερόλης στο θρεπτικό μέσο δεν επηρέασε τη μέγιστη παραγωγή ξηράς βιομάζας της 

ζύμης καθώς η τελική συγκέντρωση της βιομάζας ήταν αντίστοιχη με αυτή στη ζύμωση με 80 g/L αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης. Η μέγιστη τιμή της βιομάζας ήταν και στις δύο περιπτώσεις ίση με ~16 g/L. 

Όσον αφορά την εκατοστιαία αναλογία των ενδοπολυσακχαριτών αυτή κυμάνθηκε και στις δύο παραπάνω 

ζυμώσεις στις τιμές 20-40%, w/w παραμένοντας σχεδόν σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια των ζυμώσεων 

(Πίνακας 3.13.). 
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Η Εικόνα 3.12. απεικονίζει το συνολικό συντελεστή απόδοσης της παραγόμενης αραβιτόλης ανά 

μονάδα αναλισκομένης γλυκερόλης (ΥAra/Glol), σε ζύμωση που πραγματοποιήθηκε με 125 g/L αρχικής 

γλυκερόλης διάρκειας 520 ωρών, ο οποίος έλαβε την ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα τιμής των ~0,57 g/g. 

 

Εικόνα 3.12. Γραφική απεικόνιση του συντελεστή απόδοσης της παραγόμενης αραβιτόλης (YAra/Glol, g/g) ανά καταναλωθείσα γλυκερόλη 

κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο 

όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Η ζύμωση ξεκίνησε με περίπου ~65 mg/L αρχικής συγκέντρωσης FAN, ενώ το άζωτο έγινε 

περιοριστικό για την αύξηση κατά το πρώτο στάδιο του πειράματος, όταν η συγκέντρωση FAN μειώθηκε 

σε ~10 mg/L μετά από 40 h. Η αραβιτόλη παρήχθη ταυτόχρονα με περιορισμό αζώτου που επιβλήθηκε στο 

μέσο. Ο ρυθμός παραγωγής της αραβιτόλης ήταν σταθερός καθ' όλη τη διάρκεια της ζύμωσης ενώ έφτασε 

στη μέγιστη τιμή του μετά από 480 h.  

Η συσσώρευση ενδοκυτταρικών λιπιδίων σε απόλυτες τιμές ήταν σχετικά χαμηλή καθ' όλη τη 

διάρκεια της ζύμωσης και στις δύο περιπτώσεις (μέγιστη συγκέντρωση λιπιδίων–Lmax έως 1,3 g/L). Το 

αφομοιώσιμο άζωτο σχεδόν εξαντλήθηκε μετά από 40 ώρες ζύμωσης, με τελική συγκέντρωση FAN ~12 

mg/L, ενώ συγκέντρωσή του ήταν περίπου ~20 mg/L στις 24 h μετά τον εμβολιασμό, υποδηλώνοντας ότι 

από το σημείο εκείνο και εφεξής, κυριαρχούσαν περιοριστικές σε άζωτο συνθήκες στην καλλιέργεια. 

Μάλιστα, παρατηρήθηκε μια μη τυπική ελαιογόνος συμπεριφορά για το μικροοργανισμό D. prosopidis, 

καθώς ότι οι σχετικές τιμές παραγωγής μικροβιακού λίπους κυμάνθηκαν μεταξύ 16,6-20,9%, w/w στο 

πρώτο και πρώιμο στάδιο της ζύμωσης (24 h) παρά το γεγονός ότι το άζωτο δεν ήταν ο περιοριστικός 

παράγοντας για τη μικροβιακή αύξηση στη συγκεκριμένη φάση. Οι τιμές L/X έδειξαν φθίνουσα τάση στη 

συνέχεια, ενώ στο μέσο αύξησης επικρατούσαν συνθήκες περιοριστικές σε άζωτο και η γλυκερόλη 

αφομοιώθηκε πλήρως.  

YAra/Glol =0,57 g/g
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Πίνακας 3.13. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), λίπους (L, g/L), λίπους επί ξηράς ουσίας (L/X, %, w/w) και ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w), κατά 

τη διάρκεια ζυμώσεων του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση 

γλυκερόλης 80 g/L και 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο 

όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%.  

Glol0 

(g/L) 

Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

IPS/X 

(%, w/w) 

YAra/Glol 

(g/g) 

~80 g/L 

216 42,9 15,6 0,8 22,7 40,9 0,53 

408 80,3 15,9 0,9 38,5 38,2 0,48 

~125 g/L 

312 58,1 15,4 1,1 32,5 29,2 0,39 

520 125,2 16,9 0,8 70,9 28,5 0,57 

 

Συντομογραφίες:  

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

 

3.2.4. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε βιοαντιδραστήρα 

Οι ζυμώσεις με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~80 g/L και ~125 g/L πραγματοποιήθηκαν στη 

συνέχεια σε βιοαντιδραστήρα στις ίδιες συνθήκες με αυτές που πραγματοποιήθηκαν στις κωνικές φιάλες. 

Η ζύμωση ξεκίνησε με περίπου ~70 mg/L αρχικής συγκέντρωσης FAN, ενώ το άζωτο φαινόταν να γίνεται 

περιοριστικό για την αύξηση κατά το πρώτο στάδιο του πειράματος, όταν η συγκέντρωση FAN ήταν ~10-

15 mg/L μετά από 35 h. Η αραβιτόλη παρήχθη όταν περιορισμός αζώτου εφαρμόστηκε και εμφανίστηκε 

στο μέσο καλλιέργειας. Μετά από την ταχεία εξάντληση του αφομοιώσιμου αζώτου από το μέσο ζύμωσης 

(μετά από χρόνο επώασης ~35 h), σημειώθηκε σταθερή τιμή βιομάζας καθ’ όλη τη διάρκεια της ζύμωσης. 

Η παραγωγή IPS/X προσδιορίστηκε μεταξύ ~20-40%, w/w επί της ξηρής μάζας στη συγκέντρωση Glol~80 

g/L και 20-32%, w/w στη συγκέντρωση Glol~125 g/L, μετά από 104 ώρες και 150 ώρες ζύμωσης, 

αντίστοιχα. Η συσσώρευση ενδοπολυσακχαριτών δεν παρουσίασε διακύμανση κατά την πορεία της 

ζύμωσης εφόσον το ποσοστό τους παρέμενε σταθερό κατά τη διάρκεια της πειραματικής διαδικασίας. 

Στη χαμηλότερη αρχική συγκέντρωση υποστρώματος στο τέλος της ζύμωσης στις 104 h, 

παρήχθησαν ~36 g/L αραβιτόλης με μέγιστη απόδοση προϊόντος YAra/Glol=0,47 g/g. Στην υψηλότερη 

συγκέντρωση γλυκερόλης η τελική συγκέντρωση του προϊόντος ήταν ~65 g/L με συντελεστή απόδοσης 
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YAra/Glol=0,53 g/g. Η αύξηση της συγκέντρωσης της γλυκερόλης δεν επηρέασε ιδιαίτερα την αύξηση της 

ζύμης, αφού και στις δύο ζυμώσεις η τελική συγκέντρωση της βιομάζας έλαβε την καθόλου 

ευκαταφρόνητη τιμή των ~27-29 g/L. Τα παραπάνω αποτελέσματα απεικονίζονται στον Πίνακα 3.14. που 

ακολουθεί στη συνέχεια. 

 

Πίνακας 3.14. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), λίπους (L, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (YAra/Glol, g/g) και ενδοπολυσακχαριτών ανά 

παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 80 g/L και 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 

°C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία 

της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%.  

Glol0 

(g/L) 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

L 

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

IPS/X 

(%, w/w) 

YAra/Glol 

(g/g) 

~80 g/L 

56 70,3 27,0 1,1 19,5 39,6 0,28 

104 76,5 27,1 1,7 36,2 39,1 0,47 

~125 g/L 

86 92,3 29,1 1,7 46,1 32,5 0,50 

150 124,3 29,2 1,1 65,5 31,6 0,53 

 

Συντομογραφίες:  

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

L: το παραγόμενο ενδοκυτταρικό λίπος (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

 

Στην Εικόνα 3.13. παρουσιάζεται η κινητική της αύξησης του στελέχους D. prosopidis, η κατανάλωση του 

υποστρώματος καθώς επίσης και η παραγωγή της αραβιτόλης κατά τη διάρκεια της ασυνεχούς 

καλλιέργειας με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~125 g/L σε κλειστού τύπου βιοαντιδραστήρα 

εργαστηριακής κλίμακας. 
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Εικόνα 3.13. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L) και αραβιτόλης (Ara, g/L) κατά τη 

διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε βιοαντιδραστήρα σε αρχική συγκέντρωση 

γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 150 έως 450 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH=5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Η Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζει τη συγκέντρωση της καταναλωθείσας γλυκερόλης και της 

παραγόμενης αραβιτόλης για τις τέσσερις ασυνεχείς καλλιέργειες που πραγματοποιήθηκαν. Όπως 

παρατηρήθηκε η αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώματος επέδρασε με θετικό τρόπο στην παραγωγή 

του προϊόντος καθώς στις ζυμώσεις με Glol0~125 g/L παρατηρήθηκαν οι μέγιστες αποδόσεις προϊόντος 

τόσο στις κωνικές φιάλες (0,57 g/g) όσο και στο βιοαντιδραστήρα (0,53 g/g) . 

 

 

Εικόνα 3.14. Σύγκριση της κατανάλωσης της γλυκερόλης (Glol, g/L) και της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης (Aramax, g/L) του 

μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες και βιοαντιδραστήρα σε διαφορετικές αρχικές 

συγκεντρώσεις γλυκερόλης. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm και 150 έως 450 rpm αντίστοιχα, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. 

Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Από τα παραπάνω πειράματα προέκυψε το συμπέρασμα, ότι η διάρκεια ζύμωσης στο βιοαντιδραστήρα 

μειώθηκε κατά το 1/3 του χρόνου σε σχέση με τις κωνικές φιάλες και ο ρυθμός κατανάλωσης γλυκερόλης 

ήταν σαφώς μεγαλύτερος. Επίσης, η αυξημένη παραγωγή βιομάζας στο βιοαντιδραστήρα μπορεί να 

αποδοθεί στην υψηλή συσσώρευση ενδοπολυσακχαριτών στην ξηρή μάζα, η οποία έλαβε χώρα λόγω του 

περιορισμού σε άζωτο, όσο η ζύμωση προχωρούσε. Σχετικά με την παραγωγή αραβιτόλης και την απόδοση 

αυτής τα δύο πειράματα απέδωσαν παρόμοια αποτελέσματα με τη μέγιστη τελική συγκέντρωση προϊόντος 

να εμφανίζεται στο πείραμα σε κωνικές φιάλες. Αντιθέτως, παρατηρήθηκε διαφορά στην παραγωγικότητα 

της αραβιτόλης, η οποία σημείωσε αρκετά υψηλότερη τιμή στο βιοαντιδραστήρα (Qp=0,43 g/L/h) 

συγκριτικά με τις φιάλες (Qp=0,15 g/L/h).  

 

3.2.5. Αξιολόγηση της επίδρασης του pH σε ασυνεχείς ζυμώσεις  

Ένας από τους βασικότερους παράγοντες που μπορεί να επηρεάσει τη σύνθεση των πολυολών 

σύμφωνα με τη διεθνή βιβλιογραφία είναι το pH στο μέσο της καλλιέργειας (Tomaszewska et al., 2012; 

Kordowska et al., 2015; Vastaroucha et al., 2024). Για το λόγο αυτό πραγματοποιήθηκαν τρεις ζυμώσεις 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε τρεις διαφορετικές τιμές pH (3,5; 5,5; 7,5) με στόχο τον 

προσδιορισμό της βέλτιστης τιμής αυτού. Το pH 5,5 αποτέλεσε τη ζύμωση μάρτυρα λόγω των 

ικανοποιητικών αποτελεσμάτων που έδωσε σε προηγούμενα πειράματα. Σε όλες τις ζυμώσεις 

χρησιμοποιήθηκε ως πηγή άνθρακα η γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση ~125 g/L. Οι πηγές αζώτου που 

χρησιμοποιήθηκαν ήταν πεπτόνη σε συγκέντρωση 2,0 g/L και εκχύλισμα ζύμης σε συγκέντρωση 1,0 g/L. 

Το άζωτο σε όλες τις περιπτώσεις καταναλώθηκε μέσα στις πρώτες 72 h. Η πρώτη καλλιέργεια 

πραγματοποιήθηκε σε pH 3,5 που σύμφωνα με τη βιβλιογραφία δύναται να επάγει τη σύνθεση πολυολών 

(Al-qaysi et al., 2017). Ωστόσο Στη συγκεκριμένη περίπτωση, παρατηρήθηκε μειωμένη παραγωγή 

αραβιτόλης (~39 g/L) σε σχέση με το μάρτυρα (Πίνακας 3.15.). Επίσης η απόδοση του παραγόμενου 

προϊόντος σημείωσε τη μικρότερη τιμή (YAra/Glol~0,45 g/g) συγκριτικά με τις τρείς δοκιμές ενώ η 

παραγωγικότητα ήταν ίση με Qp=0,08 g/L/h και 40,7 g/L γλυκερόλης παρέμεναν ακατανάλωτα στις 520 h 

ζύμωσης. Όσον αφορά στην παραγωγή της αραβιτόλης, στη ζύμωση με pH 7,5 η τελική συγκέντρωση 

προϊόντος ήταν ~57g/L με υψηλή απόδοση YAra/Glol=~0,52 g/g ενώ η παραγωγικότητα ήταν ίση με Qp=0,11 

g/L/h. Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η κινητική της μικροβιακής αύξησης, η κατανάλωση 

του υποστρώματος και η παραγωγή αραβιτόλης για τη ζύμωση που πραγματοποιήθηκε σε τιμή pH 5,5. 
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Εικόνα 3.15. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης (Ara, g/L) και 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ, %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces 

prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180 rpm, 

θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα 

περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Πίνακας 3.15. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g), παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά 

ώρα (Qp, g/L/h) και ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125g/L. Συνθήκες καλλιέργειας: 

ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό 

σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Συντομογραφίες 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

Qp: η παραγωγικότητα της αραβιτόλης σε συνάρτηση με τον χρόνο (g/L/h) 
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X 
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YAra/Glol 

(g/g) 

Qp 

(g/L/h) 

IPS/Χ 

(%, w/w) 

3,5 520 84,5 12,8 38,5 0,46 0,08 22,6 

5,5 520 125,2 15,9 70,9 0,57 0,15 26,2 

7,5 520 109,9 13,6 56,7 0,52 0,11 24,7 
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Η μεταβολή του pH σε 3,5 και 7,5 είχε σαν αποτέλεσμα τη μείωση της παραχθείσας βιομάζας σε 

~12-13 g/L και για τις δύο περιπτώσεις.  

Τέλος το ποσοστό των IPS δεν επηρεάστηκε από την υπαγωγή της καλλιέργειας σε διαφορετικές 

τιμές pH και κυμάνθηκε σε όλες τις ζυμώσεις από 22 έως 26%, w/w. Συμπερασματικά, το όξινο περιβάλλον 

ανάπτυξης επηρέασε αρνητικά την αύξηση του μικροοργανισμού D. prosopidis. Η βέλτιστη τιμή pH για 

την παραγωγή βιομάζας αλλά και αραβιτόλης ήταν αυτή του 5,5 καθώς στο τέλος της ζύμωσης παρήχθησαν 

~71 g/L αραβιτόλης με ταυτόχρονο συντελεστή απόδοσης YAra/Glol~0,57 g/g και σημειώθηκε η μέγιστη 

παραγωγικότητα η οποία ήταν ίση με Qp=0,15 g/L/h. Η Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζει με συγκριτικό 

τρόπο τη μέγιστη παραγωγή αραβιτόλης για τις τρεις διαφορετικές τιμές του pH. 

 

Εικόνα 3.16. Σύγκριση της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης (Aramax, g/L) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L και διαφορετικές τιμές pH. 

Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το 

σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Όπως φαίνεται και στην Εικόνα 3.16. το pH 5,5 αποτέλεσε το καταλληλότερο για την αύξηση και την 

παραγωγή μεταβολικών προϊόντων για το μικροοργανισμό D.prosopdis και επιλέχθηκε για όλες τις 

ζυμώσεις που ακολούθησαν.  

 

3.2.6. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες 

Στη συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας μελετήθηκε η επίδραση της διαφορετικής σύνθεσης 

του υποστρώματος στην αύξηση και την παραγωγή της αραβιτόλης. Στην πραγματικότητα ήταν επιθυμητό 

να μελετηθεί η παρουσία της γλυκόζης ως συν-υποστρώματος της ζύμωσης (ή και ως μοναδικού υλικού 

εκκίνησης της βιοδιεργασίας) προκειμένου να αξιολογηθεί η εκλεκτικότητα (“specificity”) της 

κατανάλωσης γλυκερόλης, η πιθανή καταβολική καταστολή της αφομοίωσης του ενός ή του άλλου 
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υποστρώματος λόγω παρουσίας του ετέρου στο μέσο της αύξησης (βλέπε για παράδειγμα Dritsas and 

Aggelis, 2023; Papanikolaou et al., 2017b, ως επίσης και η πιθανή επίδραση της παρουσίας της γλυκόζης 

στην παραγωγή αραβιτόλης από το μελετηθέν στέλεχος. Για το σκοπό αυτό, πραγματοποιήθηκαν ζυμώσεις 

κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες με συνολική συγκέντρωση της πηγής άνθρακα ~125 g/L. Ως μάρτυρες 

χρησιμοποιήθηκαν δύο καλλιέργειες που περιείχαν αμιγώς 125 g/L γλυκόζη (Glc) και 125 g/L γλυκερόλη 

(Glol) αντίστοιχα. Επίσης πραγματοποιήθηκαν τρεις ζυμώσεις με διαφορετική αναλογία Glc: Glol (=1: 1 

w/w, 1: 3 w/w, 3: 1 w/w). Στον πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται η κατανάλωση του υποστρώματος 

σε κάθε περίπτωση καθώς και η παραγωγή βιομάζας, αραβιτόλης και ενδοπολυσακχαριτών. 

 

Πίνακας 3.16. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (TScons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ %, w/w), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος 

υποστρώματος (YAra/S, g/g), και παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h) κατά τη διάρκεια ζυμώσεων σε διαφορετικά υποστρώματα. 

Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Σύνθεση  

υποστρώματος 

 

Χρόνος ζύμωσης 

(h) 

 TScons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

YAra/S 

(g/g) 

Qp 

(g/L/h) 

IPS/X 

(%, w/w) 

Glc 336  a,b 125,2 13,2 63,8 0,51 0,18 40,9 

Glol 520  a,b 126,2 16,9 70,9 0,57 0,15 26,2 

Glc: Glol= 

1: 1 w/w 
500  a,b 122,7 16, 6  67,7 0,55 0,13 30,4 

Glc: Glol= 

1: 3 w/w 
512  a,b 123,1 16,3 65,3 0,53 0,14 26,0 

Glc: Glol= 

3: 1 w/w 
430  a,b 124,8 15,2 66,4 0,53 0,15 28,6 

Συντομογραφίες 

a: Μέγιστη τιμή συγκέντρωσης αραβιτόλης Ara (g/L) 

b: Μέγιστη τιμή απόδοσης αραβιτόλης προς το καταναλωθέν υπόστρωμα YAra/S (g/g) 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

YAra/S: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

TScons: κατανάλωση υποστρώματος (g/L) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

Qp: η παραγωγικότητα της αραβιτόλης σε συνάρτηση με τον χρόνο (g/L/h) 
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Στην περίπτωση της ζύμωσης που χρησιμοποιήθηκε γλυκόζη ως η μοναδική πηγή άνθρακα, μετά 

από 336 h, η συγκέντρωση της βιομάζας ήταν 13,2 g/L ενώ η παραγωγή της αραβιτόλης ήταν ίση με 63,8 

g/L. Όσον αφορά την απόδοση του προϊόντος ήταν YAra/S=0,51 g/g ενώ η τιμή της παραγωγικότητας 

εμφάνισε τη μέγιστη τιμή της σε σχέση με τις υπόλοιπες δοκιμές η οποία ήταν Qp=0,18 g/L/h. Η ζύμωση-

μάρτυρας με χρήση ~125 g/L γλυκερόλης οδήγησε στη παραγωγή 70,9 g/L αραβιτόλης μετά από 520 h 

καλλιέργειας ενώ παρατηρήθηκε αύξηση και στη παραγόμενη βιομάζα. Η απόδοση του προϊόντος δεν 

παρουσίασε σημαντική μεταβολή ενώ η παραγωγικότητα μειώθηκε φτάνοντας τα Qp=0,15 g/L/h. Στις 

ζυμώσεις όπου χρησιμοποιήθηκε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης, η ζύμη έδειξε να καταναλώνει 

αρχικά τη γλυκόζη και στη συνέχεια τη γλυκερόλη επιβεβαιώνοντας το φαινόμενο της καταστολής 

καταβολίτη, όπως παρατηρήθηκε και σε προγενέστερα πειράματα της παρούσας διατριβής με τη ζύμη 

Rhodosporidium toruloides (Εικονα 3.17.). Ανάμεσα στις ζυμώσεις με τα μίγματα υποστρωμάτων, εκείνη 

με αναλογία Glc: Glol=1: 1 w/w παρουσίασε τα καλύτερα αποτελέσματα σε σχέση με την παραγωγή της 

αραβιτόλης. Η γλυκόζη καταναλώθηκε πρώτη σε 240 h χωρίς ωστόσο να καταναλωθεί γλυκερόλη ως 

εκείνη τη χρονική στιγμή. Στο τέλος της ζύμωσης (500 h) η συγκέντρωση της βιομάζας ήταν 16,6 g/L. 

Όσον αφορά την τελική συγκέντρωση αραβιτόλης ήταν 67,7 g/L με απόδοση YAra/S=0,55 g/g, ελαφρώς 

υψηλότερη σε σχέση με την τιμή που παρουσίασε στις δύο ζυμώσεις-μάρτυρες. Η παραγωγικότητα αρχικά 

ήταν Qp~0,16 g/L/h, κατά τη διάρκεια της κατανάλωσης της γλυκόζης. Ωστόσο, όταν η ζύμη στράφηκε 

στην κατανάλωση της γλυκερόλης, η τιμή της παραγωγικότητας ήταν ίση με Qp~0,13g/L/h. 

Οι ζυμώσεις με αναλογία Glc: Glol=1: 3 w/w και Glc: Glol=3: 1 w/w παρουσίασαν μικρότερη 

διάρκεια σε σχέση με τη γλυκερόλη όπου η τελική συγκέντρωση βιομάζας ήταν 16,3 g/L και 15,2 g/L 

αντίστοιχα. Στην πρώτη περίπτωση η τελική συγκέντρωση προϊόντος ήταν 65,3 g/L με απόδοση 0,53 g/g. 

Όπως και στην παραπάνω περίπτωση, η τιμή της παραγωγικότητας ήταν ~0,13 g/L/h καθ’ όλη τη διάρκεια 

της ζύμωσης. Στη δεύτερη περίπτωση, όπου η αναλογία της πηγής άνθρακα ήταν Glc: Glol=3: 1, w/w, η 

τελική συγκέντρωση προϊόντος ήταν 66,4 g/L με απόδοση YAra/S=0,53 g/g και παραγωγικότητα Qp~0,15 

g/L/h, η οποία, παρέμεινε σχεδόν σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια της ζύμωσης. Σε όλες τις περιπτώσεις που 

χρησιμοποιήθηκαν μίγματα γλυκόζης-γλυκερόλης στο υπόστρωμα της καλλιέργειας, παρατηρήθηκε 

καταστολή του καταβολίτη της γλυκερόλης καθώς η κατανάλωση της ξεκινούσε πάντοτε μετά την 

εξάντληση της γλυκόζης στο μέσο καλλιέργειας. Σύμφωνα με τη Gancendo (1992) σε πειράματα που 

πραγματοποιήθηκαν στο μικροοργανισμό Saccharomyces cerevisiae και σε ορισμένες άλλες ζύμες η 

παρουσία γλυκόζης μπορεί να επηρεάσει τα επίπεδα των ενζύμων, τόσο μέσω της μείωσης του ρυθμού 

μεταγραφής, όσο και μέσω της αύξησης του ρυθμού αποδόμησης των αντίστοιχων πρωτεϊνών. Αυτή η 

τελευταία διαδικασία είναι γνωστή ως αδρανοποίηση των καταβολιτών. Αντίστοιχα, οι Loman et al. (2017) 

σε πειράματα που διενεργήθηκαν με το μικροοργανισμό D. hansenii, παρουσία τριών εξοζών στο μέσο 

καλλιέργειας παρατήρησαν καταστολή των καταβολιτών εφόσον η ζύμη κατανάλωνε τις εξόζες κατά σειρά 

προτίμησης, η οποία ήταν η εξής: γλυκόζη >φρουκτόζη >γαλακτόζη. Στην Eικόνα 3.17. απεικονίζεται 



- 124 - 
 

εμφανώς η καταβολική καταστολή της γλυκερόλης, σε πείραμα με αναλογία Glol: Glc=1: 1,w/w, της 

οποίας η αφομοίωση ξεκινά στις 240 h όπου η γλυκόζη καταναλώθηκε πλήρως. 

 

Εικόνα 3.17. Κινητική της κατανάλωσης γλυκόζης (Glc, g/L) και της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), κατά τη διάρκεια καλλιέργειας 

του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ζύμωση κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε συνζύμωση γλυκόζης-γλυκερόλης με τελική 

συγκέντρωση 125 g/L σε αναλογία 1: 1, w/w. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο 

αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Η εκατοστιαία αναλογία των ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα κυμάνθηκε στις 

παραπάνω ζυμώσεις μεταξύ 24-31%, w/w παραμένοντας σχεδόν σταθερή καθ’ όλη τη διάρκεια των 

ζυμώσεων. Εξαίρεση αποτέλεσε η περίπτωση της ζύμωσης μόνο με γλυκόζη στο θρεπτικό μέσο όπου η 

τιμή κυμάνθηκε στο ~40%, w/w. 

Συμπερασματικά, η ζύμη έδειξε να αναπτύσσεται ικανοποιητικά τόσο στη γλυκόζη όσο και σε 

μίγματα αυτής με γλυκερόλη σημειώνοντας ιδιαίτερα υψηλές αποδόσεις σε παραγωγή προϊόντος. Ωστόσο 

με βάση τα αποτελέσματα που παρουσιάζονται παραπάνω ως καταλληλότερο υπόστρωμα για την 

ανάπτυξη του μικροοργανισμού D. prosopidis επιλέχθηκε μεταξύ των δοκιμών, η γλυκερόλη λόγω της 

υψηλότερης τελικής συγκέντρωσης παραγόμενης αραβιτόλης και επιπλέον λόγω του χαμηλότερου 

κόστους που έχει σε σχέση με τη γλυκόζη και τα μίγματα αυτής. 
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3.2.7. Αξιολόγηση της επίδρασης της συγκέντρωσης του NaCl σε ασυνεχείς ζυμώσεις  

Σύμφωνα με ποικίλες βιβλιογραφικές αναφορές είναι γνωστό ότι τα είδη του γένους Debaryomyces 

αναπτύσσονται ικανοποιητικά σε περιβάλλον υψηλής ωσμωτικής πίεσης (Almagro et al., 2000; Sánchez 

et al., 2018; Sharma et al., 2005). Στη σειρά πειραμάτων που ακολούθησε μελετήθηκε η ικανότητα της 

ζύμης D. prosopidis να αναπτύσσεται σε αυξανόμενές συγκεντρώσεις NaCl (2,0%, w/v, 5,0%, w/v, 8,0%, 

w/v, 12,0%, w/v, 16,0%, w/v). Οι ζυμώσεις ήταν κλειστού τύπου και πραγματοποιήθηκαν σε κωνικές 

φιάλες χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση ~125 g/L. Μία ζύμωση 

στο υπόστρωμα της οποίας δεν προστέθηκε NaCl χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας. Σύμφωνα με τη 

βιβλιογραφία έχει διαπιστωθεί ότι το ωσμωτικό στρες δρα με θετικό τρόπο στη σύνθεση των πολυολών 

καθώς επάγει την παραγωγή τους (Adler et al., 1982). Ωστόσο, από τις μετρήσεις που ελήφθησαν προέκυψε 

ότι υπάρχει αντίστροφη σχέση μεταξύ της συγκέντρωσης του NaCl και της παραγωγής αραβιτόλης. Όσο 

υψηλότερη ήταν η συγκέντρωση του NaCl στο θρεπτικό μέσο τόσο μικρότερη ήταν η τελική συγκέντρωση 

του προϊόντος αλλά και η ικανότητα αφομοίωσης του υποστρώματος. Συγκεκριμένα, η τιμή της 

αραβιτόλης σε όλες της ζυμώσεις κυμάνθηκε μεταξύ 26-51 g/L με αποδόσεις YAra/Glol~ 0,37-0,47 g/g με τη 

μέγιστη τιμή της να σημειώνεται στη ζύμωση με συγκέντρωσή NaCl=2,0%, w/v. Πιο αναλυτικά, η τιμή 

της αραβιτόλης σε συγκέντρωση NaCl=2,0%, w/v ήταν 51,0 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,47 g/g. Επίσης σε 

συγκέντρωση NaCl=5,0%, w/v η αραβιτόλη υπολογίστηκε σε 43,6 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,43 g/g, ενώ 

η τιμή της αραβιτόλης σε συγκέντρωση NaCl=8,0%, w/v μειώθηκε σε 34,6 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,41 

g/g. Ακόμη όταν προστέθηκε στο μέσο αλάτι σε συγκέντρωση NaCl=12,0%, w/v η τιμή του προϊόντος 

μειώθηκε κατά~45 g/L σε σχέση με το μάρτυρα φτάνοντας τα 26,1 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,37 g/g. Η 

ζύμη επέδειξε υψηλή ωσμωανθεκτική ικανότητα καθώς η αύξηση της συγκέντρωσης NaCl επηρέασε 

ελάχιστα την παραγωγή βιομάζας, η τιμή της οποίας κυμάνθηκε μεταξύ Χ~13-16 g/L. Ο ρυθμός 

παραγωγικότητας του προϊόντος διατηρήθηκε σχεδόν σταθερός σε όλες τις δοκιμές με τιμή Qp~0,12 g/L/h. 

Ωστόσο, όταν προστέθηκε NaCl=16,0%, w/v στο θρεπτικό μέσο η κατανάλωση της γλυκερόλης 

μετά από 312 h ήταν μόλις 18,2 g/L κάτι το οποίο δηλώνει ότι σε τέτοια συγκέντρωση υπάρχει 

παρεμπόδιση της αύξησης. Συγκεκριμένα η τελική συγκέντρωση της παραχθείσας βιομάζας αλλά και της 

αραβιτόλης ήταν πολύ χαμηλότερες σε σχέση με τις υπόλοιπες ζυμώσεις, 4,3 g/L και 1,9 g/L αντίστοιχα. 

Ο Πίνακας 3.17. παρουσιάζει συγκεντρωτικά τα αποτελέσματα που ελήφθησαν στο τέλος των παραπάνω 

ζυμώσεων.  
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Πίνακας 3.17. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/Χ%, w/w), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος 

υποστρώματος (YAra/Glol, g/g), και παραγωγικότητας αραβιτόλης ανά ώρα (Qp, g/L/h) κατά τη διάρκεια ζυμώσεων σε διαφορετικές 

συγκεντρώσεις NaCl. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από 

τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Συντομογραφίες 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

Qp: η παραγωγικότητα της αραβιτόλης σε συνάρτηση με τον χρόνο (g/L/h) 

 

  

NaCl 

(g/L) 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

YAra/Glol 

(g/g) 

Qp 

(g/L/h) 

IPS/Χ 

(%, w/w) 

Μάρτυρας 520 126,2 16,9 70,9 0,56 0,13 30,6 

2,0%, w/v 520 107,2 15,1 51,0 0,47 0,09 27,3 

5,0%, w/v 520 100,5 16,5 43,6 0,43 0,08 26,6 

8,0%, w/v 520 84,9 13,6 34,6 0,41 0,06 25,4 

12,0%, w/v 520 70,4 13,2 26,1 0,37 0,13 31,4 

16,0%, w/v 312 18,4 4,3 1,9 0,10 0,02 38,2 
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Στην Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η παραγωγή της αραβιτόλης για όλες τις συγκεντρώσεις 

NaCl.  

  

Εικόνα 3.18. Σύγκριση της τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis 

σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L με αυξανόμενη συγκέντρωση NaCl. Μάρτυρας, 

NaCl=2,0%, w/v, NaCl=5,0%, w/v, NaCl=8,0%, w/v, NaCl=12,0%, w/v. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 

°C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Όσον αφορά την παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών, στις ζυμώσεις με συγκέντρωση ΝaCl=2,0%, 

w/v; 5,0%, w/v; 8,0%, w/v και 12,0%, w/v NaCl κυμάνθηκε μεταξύ 25-30%, w/w. Ωστόσο, στη 

συγκέντρωση 16,0%, w/v NaCl παρατηρήθηκε αύξηση στη τιμή που έφτασε το 38%, w/w. 

 

3.2.8. Ασυνεχείς ζυμώσεις σε μη θερμικά επεξεργασμένο υπόστρωμα γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες 

H προσθήκη NaCl στο μέσο της καλλιέργειας έχει αποδειχθεί σε προηγούμενες μελέτες ότι δύναται 

να αναστείλει ή και να περιορίσει την ανάπτυξη βακτηρίων (Korkeala et al., 1992). Λαμβάνοντας υπόψη 

τα συγκεκριμένα συμπεράσματα άλλα και την υψηλή ωσμωανθεκτικότητα της ζύμης D. prosopidis που 

αποδείχθηκε παραπάνω, ακολούθησε μία σειρά πειραμάτων σε μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό 

υπόστρωμα. Ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε η γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση ~125 g/L. Δύο 

ζυμώσεις με αποστειρωμένο θρεπτικό μέσο, χωρίς ΝaCl και με προσθήκη NaCl σε συγκέντρωση 5,0%, 

w/v, χρησιμοποιήθηκαν ως μάρτυρες και πραγματοποιήθηκαν δυο ασυνεχείς καλλιέργειες σε μη θερμικά 

επεξεργασμένο υπόστρωμα. Στο συγκριτικό πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται τα αποτελέσματα που 

ελήφθησαν στο τέλος των παραπάνω ζυμώσεων. 
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Πίνακας 3.18. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης 

(Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, g/g) και παραγωγικότητας αραβιτόλης 

ανά ώρα (Qp, g/L/h), κατά τη διάρκεια ζυμώσεων σε μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 

rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα 

περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

Τύπος υποστρώματος 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

Glolcons 

(g/L) 

X  

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

YAra/Glol 

(g/g) 

Qp 

(g/L/h) 

Αποστειρωμένο 
520 126,2 16,6 70,9 0,56 0,13 

Μη θερμικά επεξεργασμένο 504 122,2 19,4 27,1 0,22 0,05 

Αποστειρωμένο,  

με NaCl 

520 100,5 16,5 43,6 0,43 0,08 

Μη θερμικά επεξεργασμένο,  

με NaCl 

456 111,9 18,1 39,1 0,35 0,08 

 

Συντομογραφίες 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

Qp: η παραγωγικότητα της αραβιτόλης σε συνάρτηση με τον χρόνο (g/L/h) 

 

Όπως ήταν αναμενόμενο, και στα δύο μη θερμικά επεξεργασμένα πειράματα η τελική συγκέντρωση 

του προϊόντος μειώθηκε σε σχέση με το μάρτυρα. Συγκεκριμένα στη ζύμωση χωρίς προσθήκη άλατος και 

απουσία αποστείρωσης η τιμή της παραχθείσας αραβιτόλης ήταν ίση με 27,1 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,22 

g/g ενώ η παραγωγικότητα η οποία σημειώθηκε ήταν μόλις Qp=0,05 g/L/h. Συνεπώς ο ανταγωνισμός 

μεταξύ της ζύμης και των βακτηρίων μείωσε τόσο την τελική συγκέντρωση του προϊόντος κατά ~40 g/L 

όσο και την απόδοση της αραβιτόλης προς το καταναλωθέν υπόστρωμα στο μισό σε σχέση με το 

αποστειρωμένο πείραμα-μάρτυρα. Ωστόσο, όταν στο μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο 

προστέθηκε αλάτι τότε, 39,1 g/L αραβιτόλης παρήχθησαν στο τέλος της ζύμωσης. Η σύγκριση των δύο 

ζυμώσεων με το μη θερμικά επεξεργασμένο υπόστρωμα έδειξε ότι στη περίπτωση προσθήκης NaCl σε 

συγκέντρωση 5,0%, w/v η μόλυνση από άλλους μικροοργανισμούς περιορίστηκε από 30 σε 10% της ξηρής 

μάζας, κάτι το οποίο οδήγησε σε αύξηση της τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης κατά ~12 g/L σε σχέση 

με το μη θερμικά επεξεργασμένο πείραμα-μάρτυρα. Η σύγκριση του θερμικά επεξεργασμένου πειράματος 

με NaCl σε σχέση με το μη θερμικά επεξεργασμένο πείραμα με NaCl έδωσε παραπλήσια αποτελέσματα 

σε τελική συγκέντρωση προϊόντος. Η αύξηση της βιομάζας κατά ~2 g/L στο μη θερμικά επεξεργασμένο 
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πείραμα μπορεί να αποδοθεί στην ύπαρξη των βακτηριακών κυττάρων στη ξηρή μάζα. Επίσης το πείραμα 

σε μη θερμικά επεξεργασμένο μέσο με προσθήκη NaCl έδωσε παρόμοια αποτελέσματα σε σχέση με την 

απόδοση αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος YAra/Glol=0,35 g/g καθώς και της 

παραγωγικότητας Qp=0,08 g/L/h με το πείραμα μάρτυρα. 

 

3.2.9. Αξιολόγηση της επίδρασης του λόγου C/N σε ασυνεχείς ζυμώσεις σε υπόστρωμα γλυκερόλης 

σε κωνικές φιάλες 

Η πειραματική διαδικασία στη συνέχεια επικεντρώθηκε στη μελέτη της επίδρασης των διαφορετικών 

λόγων C/N στο θρεπτικό μέσο κατά τη διάρκεια ζυμώσεων κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες 

χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη. Η συγκέντρωση της πηγής άνθρακα στο υπόστρωμα 

ήταν η ίδια στις τρεις ζυμώσεις που πραγματοποιήθηκαν, αλλάζοντας κάθε φορά την ποσότητα της πηγής 

αζώτου ενώ η αρχική συγκέντρωση της πηγής άνθρακα ήταν ~135 g/L. Η παραγωγή αραβιτόλης 

αξιολογήθηκε υπό διαφορετικές αναλογίες C/N (=79, 158, 246 moles/moles). Τα πειραματικά δεδομένα 

έδειξαν ότι οι λόγοι C/N επηρέασαν σε σημαντικό επίπεδο τη συγκέντρωση της αραβιτόλης και την 

απόδοση της. Η αύξηση των λόγων C/N οδήγησε σε μείωση των συγκεντρώσεων της βιομάζας που 

αποδίδεται στη μειωμένη διαθεσιμότητα αζώτου για τον πολλαπλασιασμό των κυττάρων (Πίνακας 3.19.).  

H Εικόνα 3.19. απεικονίζει το προφίλ κατανάλωσης γλυκερόλης σε διαφορετικούς λόγους C/N κατά τη 

διάρκεια της ζύμωσης. Η γλυκερόλη καταναλώθηκε με σχετικά πιο γρήγορο ρυθμό στο πείραμα με το 

μικρότερο λόγο C/N, γεγονός που θα μπορούσε να αποδοθεί στην αύξηση της βιομάζας λόγω της περίσσειας 

αζώτου στο μέσο καλλιέργειας. Συγκεκριμένα η γλυκερόλη καταναλώθηκε πλήρως στις 456 h για το λόγο 

C/N=79 moles/moles, ενώ η διάρκεια ζύμωσης για το λόγο C/N=158 moles/moles ήταν 525 h. Ωστόσο, στο 

λόγο C/N=240 moles/moles, ~20 g/L γλυκερόλης παρέμειναν ακατανάλωτα στις 600 h ζύμωσης. Σε γενικές 

γραμμές, παρατηρήθηκε συνολική κατανάλωση γλυκερόλης μεγαλύτερη από 85% w/w για όλες τις δοκιμές. 

 

Εικόνα 3.19. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε 

ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγους C/N=79 moles/moles, C/N=158 moles/moles, 

C/N=246 moles/moles Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 
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Η δευτερογενής αναβολική δραστηριότητα της σύνθεσης αραβιτόλης ξεκίνησε όταν η ζύμη 

εισήλθε στη λεγόμενη ιδιοφάση, η οποία σχετίζεται με την εξάντληση αζώτου από το θρεπτικό υπόστρωμα. 

Στο πρώιμο στάδιο της ζύμωσης, τη λεγόμενη τροφοφάση, ο καταβολισμός της γλυκερόλης συνέβαλε 

κυρίως στο σχηματισμό βιομάζας, ενώ η αραβιτόλη παρήχθη με πολύ αργό ρυθμό. Η Εικόνα 3.20. 

παρουσιάζει με συγκριτικό τρόπο τη μέγιστη παραγωγή αραβιτόλης και βιομάζας καθώς επίσης και τη 

μέγιστη απόδοση αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος. 

 

Εικόνα 3.20. Σύγκριση της μέγιστης παραγωγής βιομάζας (Xmax, g/L), της μέγιστης τελικής συγκέντρωσης αραβιτόλης (Aramax, g/L), και της 

απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (YAra/Glol, %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και διαφορετικούς 

λόγους C/N. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων 

επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Όπως προέκυψε, η καλλιέργεια στο χαμηλότερο αρχικό λόγο C/N=79 moles/moles συνοδεύτηκε 

από τη μεγαλύτερη παραγωγή μικροβιακής μάζας, η οποία έλαβε την ιδιαίτερα ενδιαφέρουσα τιμή των 

31,4 g/L, τιμή υψηλότερη σε σχέση με τα δύο άλλα πειράματα όπου η μέγιστη παραχθείσα βιομάζα ήταν 

17,5 g/L και 12,5 g/L για τους λόγους C/N=158 moles/moles και C/N=246 moles/moles αντίστοιχα. Η 

παραγωγή αραβιτόλης μεγιστοποιήθηκε (~70 g/L) όταν ο λόγος C/N ήταν ίσος με 158 moles/moles, ενώ η 

απόδοση και η παραγωγικότητα παρουσίασαν επίσης υψηλές τιμές, YAra/Glol=0,52 g/g και Qp=0,11 g/L/h. 

Η παραγωγή της αραβιτόλης παρουσίασε χαμηλότερη τελική συγκέντρωση στις ζυμώσεις με λόγους 

C/N=79 moles/moles και C/N=246 moles/moles φτάνοντας τα ~43 g/L και τα ~45 g/L αντίστοιχα. Μεταξύ 

των τριών διαφορετικών ζυμώσεων, εκείνη με λόγο C/N=79 moles/moles παρουσίασε τη χαμηλότερη 

απόδοση, 0,32 g/g και ακολούθησε εκείνη με λόγο C/N=246 moles/moles με απόδοση 0,39 g/g. Η 

παραγωγή των ενδοπολυσακχαριτών κυμάνθηκε σε όλες τις περιπτώσεις μεταξύ ~25%, w/w.  
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Πίνακας 3.19. Συγκεντρωτικά αποτελέσματα της κατανάλωσης υποστρώματος (Glolcons, g/L)της μέγιστης τιμής παραγωγής βιομάζας (X, 

g/L), της μέγιστης συγκέντρωσης αραβιτόλης (Ara, g/L), συντελεστή απόδοσης αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος 

(YAra/Glol, g/g) και ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w), κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Debaryomyces prosopidis σε ζυμώσεις κλειστού τύπου σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγους C/N=79 

moles/moles, C/N=158 moles/moles, C/N=246 moles/moles. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. 

Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης 

προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

C/N 

(moles/moles) 

Χρόνος 

ζύμωσης 

(h) 

Glolcons 

(g/L) 

X 

(g/L) 

Ara 

(g/L) 

YAra/Glol 

(g/g) 

IPS/X 

(%, w/w) 

79 456 135,2  31,4 43,3 0,32 23,1 

158 525 135,0  17,5 70,0 0,52 24,7 

246 600 115,7  12,5 45,1 0,39 26,4 

 

Συντομογραφίες 

Χ: η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

Ara: η παραγόμενη αραβιτόλη (g/L) 

Glolcons: καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

YAra/Glol: συντελεστής απόδοσης παραγωγής αραβιτόλης προς καταναλωθέν υπόστρωμα (g/g) 

IPS/X: τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

 

Στην Εικόνα 3.21. παρουσιάζεται ο συνολικός συντελεστής απόδοσης της αραβιτόλης (YAra/Glol, g/g) ανά 

καταναλωθείσα γλυκερόλη κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του στελέχους D. prosopidis σε ασυνεχή 

ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης ~135 g/L και λόγο C/N=158 moles/moles. 
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Εικόνα 3.21. Γραφική απεικόνιση του συντελεστή απόδοσης της παραγόμενης αραβιτόλης (YAra/Glol, g/g) ανά καταναλωθείσα γλυκερόλη 

κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L και λόγο C/N=158 moles/moles. Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 

5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της 

ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Σε αυτό το πειραματικό στάδιο, μελετήθηκε επιπλέον ο ειδικός ρυθμός κατανάλωσης οξυγόνου 

(qO2) σε όλο το εύρος της καλλιέργειας (Εικόνα 3.22.), καθώς προηγούμενες έρευνες έχουν δείξει ότι 

επηρεάζει σημαντικά το σχηματισμό αρκετών μεταβολιτών στους ζυμομύκητες και τους μυκηλιακούς 

μύκητες (Papanikolaou et al., 2004; Roseiro et al., 1991; Vandeska et al., 1995; Sambaio et al., 2004). Στο 

πρώτο στάδιο ανάπτυξης της ζύμης σε όλες τις δοκιμές (0-40 h), το qO2 παρουσίασε σχετικά υψηλές τιμές 

(0,9-0,12 mg/mg/h) υποδηλώνοντας ενισχυμένη αναπνευστική δραστηριότητα του μικροοργανισμού. Οι 

τιμές qO2 μειώθηκαν δραστικά στη φάση της ιδιόφασης κατά την οποία παρήχθη η αραβιτόλη (100-520 

h). Σύμφωνα με τους Papanikolaou et al. (2004) το φαινόμενο αυτό αποδόθηκε στις συνθήκες περιορισμού 

του αζώτου που επικρατούσαν στο μέσο ζύμωσης. Στις όψιμες φάσεις ζύμωσης, οι μειωμένες τιμές qO2 

(Εικόνα 3.22.) θα μπορούσαν ενδεχομένως να υποδεικνύουν συνθήκες μικρο-αερόβιας αύξησης, που έχει 

αναφερθεί ότι μετατοπίζουν το μικροβιακό μεταβολισμό προς την παραγωγή πολυολών σε βάρος της 

αναπνοής ή του σχηματισμού βιομάζας. Σε αυτή την περίπτωση, το οξυγόνο είναι απλώς επαρκές για την 

αναγέννηση του NADH2+, ενώ το NADPH2
+ χρησιμοποιείται αποκλειστικά για τη σύνθεση πολυολών. Οι 

Sampaio et al. (2004) ανέφεραν ότι η βιοσύνθεση ξυλιτόλης από το μικροοργανισμό D. hansenii μπορεί 

να περιοριστεί με αναεροβίωση λόγω του γεγονότος ότι το NADH2
+, που συσσωρεύεται στο κυτοσόλιο, 

μπορεί να αναγεννηθεί εν μέρει οδηγώντας σε παραγωγή αιθανόλης και γλυκερόλης για περαιτέρω 

διατήρηση της οξειδοαναγωγικής ισορροπίας. Υπό αερόβιες συνθήκες, το οξυγόνο μπορεί να 
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επαναοξειδώσει το NADH2+ μέσω της αναπνευστικής αλυσίδας ενισχύοντας τη μικροβιακή αύξηση και 

εμποδίζοντας την παραγωγή ξυλιτόλης. 
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Εικόνα 3.22. Κινητική ειδικού ρυθμού κατανάλωσης οξυγόνου κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces 

prosopidis σε ασυνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L σε διάφορους λόγους C/N. Συνθήκες 

καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 rpm,θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 ανεξάρτητων επαναλήψεων και το 

σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

3.2.10. Ημι-συνεχείς καλλιέργειες σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε κωνικές φιάλες 

Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα που ελήφθησαν από τις παραπάνω ζυμώσεις στη συνέχεια 

της πειραματικής διαδικασίας πραγματοποιήθηκε ημι-συνεχής καλλιέργεια σε κωνικές φιάλες με στόχο 

την αύξηση της τελικής συγκέντρωσης του προϊόντος και της βελτιστοποίησης της τιμής της απόδοσης και 

της παραγωγικότητας. Ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε η γλυκερόλη σε αρχική συγκέντρωση ~125 g/L. 

Μετά από 457 h ζύμωσης έγινε η προσθήκη αποστειρωμένου πυκνού διαλύματος γλυκερόλης 60 g/L. Στην 

Εικόνα που ακολουθεί παρουσιάζεται η κινητική της κατανάλωσης της γλυκερόλης και η παραγωγή της 

βιομάζας, της αραβιτόλης και των ενδοπολυσακχαριτών κατά τη διάρκεια της ημι-συνεχούς ζύμωσης. 
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Εικόνα 3.23. Κινητική της κατανάλωσης γλυκερόλης (Glol, g/L), της παραγωγής βιομάζας (X, g/L), αραβιτόλης (Ara, g/L) και 

ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (IPS/X, %, w/w) κατά τη διάρκεια καλλιέργειας του μικροοργανισμού Debaryomyces 

prosopidis σε ημι-συνεχή ζύμωση σε κωνικές φιάλες σε αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 125 g/L Συνθήκες καλλιέργειας: ανάδευση 180±5 

rpm, θερμοκρασία 30±1 °C, pH 5,5. Η προσθήκη στείρου θρεπτικού υποστρώματος έγινε στις 457 h. Κάθε σημείο αποτελεί μέσο όρο 2 

ανεξάρτητων επαναλήψεων και το σχετικό τυπικό σφάλμα για τα περισσότερα από τα σημεία της ζύμωσης προσδιορίστηκε σε ≤18%. 

 

Όπως προκύπτει από την Εικόνα 3.23. η γλυκερόλη καταναλώθηκε σχεδόν εξ’ ολοκλήρου στις 457 

h, όπου στο θρεπτικό μέσο μετρήθηκαν 8,9 g/L, οπότε και ξεκίνησε η προσθήκη στείρου θρεπτικού 

υποστρώματος σε συγκέντρωση 60 g/L γλυκερόλη. Ως εκείνη τη χρονική στιγμή η παραγωγή της 

αραβιτόλης ήταν 56,3 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,49 g/g. Ο ρυθμός κατανάλωσης της γλυκερόλης, όπως 

φαίνεται και στο διάγραμμα, ήταν ιδιαίτερα υψηλός, ~0,40 g/g/h, κατά την εκθετική και τη στατική φάση 

ενώ σταδιακά μειώθηκε στα 0,19 g/g/h. Μετά τη προσθήκη γλυκερόλης ο ρυθμός κατανάλωσης του 

υποστρώματος αυξήθηκε και πάλι στα ~0,50 g/g/h. Στο τέλος της ζύμωσης στις 672 h η συγκέντρωση της 

αραβιτόλης ήταν 90,9 g/L ενώ η μέγιστη απόδοση του προϊόντος ανά μονάδα καταναλωθέντος 

υποστρώματος ήταν ίση με YAra/Glol=0,53 g/g. Η συνολική ποσότητα γλυκερόλης που καταναλώθηκε κατά 

τη διάρκεια της ημι-συνεχούς καλλιέργειας ήταν ~185 g/L. Τέλος, η μέγιστη συγκέντρωση βιομάζας που 

σημειώθηκε ήταν Χ~17 g/L. Ομοίως με τις προηγούμενες δοκιμές η συσσώρευση των 

ενδοπολυσακχαριτών δεν παρουσίασε σημαντική διακύμανση κατά τη διάρκεια της ζύμωσης και κινήθηκε 

μεταξύ ~24-29%, w/w. 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
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4.1. Καλλιέργειες του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides 

Τα τελευταία χρόνια το ερευνητικό ενδιαφέρον έχει στραφεί στην παραγωγή λιπών και ελαίων 

μέσω βιοτεχνολογικών διεργασιών με την ταυτόχρονη αξιοποίηση οργανικών αποβλήτων. Τέτοιοι τύποι 

υλικών, ικανοί να χρησιμοποιηθούν ως υποστρώματα ζυμώσεων, μπορεί να προέρχονται από τη 

βιομηχανία τροφίμων, τη βιομηχανία παραγωγής βιοντίζελ ή από αγρό-βιομηχανικές δραστηριότητες ως 

«απόβλητα» ή παραπροϊόντα της γραμμής παραγωγής με πολύ μικρό ή μηδενικό κόστος. Η αξιοποίηση 

των βιομηχανικών αποβλήτων έχει ιδιαίτερη σημασία καθώς ο αυξανόμενος όγκος τους δημιουργεί ένα 

δευτερεύον πρόβλημα ρύπανσης που χρειάζεται ολοκληρωμένη διαχείριση. 

Η παραγωγή μικροβιακών ελαίων σε μεγάλη κλίμακα φαίνεται, ωστόσο, να είναι αρκετά δαπανηρή 

σε σχέση με τα φυτικής προέλευσης έλαια (Kumar et al., 2019; Koutinas et al., 2014). Αυτό συμβαίνει 

κυρίως λόγω της χαμηλής παραγωγικότητας των ελαιογόνων μικροοργανισμών, το υψηλό κόστος των 

ζυμώσεων και των ακριβών πρώτων υλών που χρησιμοποιούνται όπως είναι η γλυκόζη (Ratledge and 

Lippmeier, 2017). Συνεπώς η αξιοποίηση φτηνών ανανεώσιμων πρώτων υλών αποτελεί επιτακτική ανάγκη 

όσον αφορά στη βιωσιμότητα της διεργασίας με ταυτόχρονα όμως οφέλη και στο περιβάλλον. 

Η δυνατότητα παραγωγής μονοκυτταρικών ελαίων σε μεγάλη κλίμακα εξακολουθεί να υπάρχει, 

καθώς η τιμή των ελαίων κυμαίνεται ανάλογα με τα λιπαρά οξέα από τα οποία αποτελούνται (Papanikolaou 

and Aggelis, 2019). Όπως αναφέρθηκε και προηγουμένως, σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν να 

μελετηθεί η επίδραση της βιομηχανικής γλυκερόλης, η οποία χρησιμοποιήθηκε ως υπόστρωμα στην 

ανάπτυξη της ζύμης Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 και στην παραγωγή των προϊόντων αυτής. 

Επίσης με τις μεταβολές του pH και του λόγου C/N καθώς και με την προσθήκη NaCl και γλυκόζης στις 

καλλιέργειες, έγινε προσπάθεια να αριστοποιηθούν οι συνθήκες στις οποίες ο μικροοργανισμός αποδίδει 

καλύτερα και να βρεθεί ο βέλτιστος δυνατός συνδυασμός που θα μπορούσε να χρησιμοποιηθεί σε 

μελλοντικές εφαρμογές. 

Αρχικά πραγματοποιήθηκαν δύο ζυμώσεις σε υπόστρωμα ακάθαρτης γλυκερόλης προκειμένου να 

ερευνηθεί η ιδανική μέθοδος εκχύλισης του λίπους για το στέλεχος R.toruloides NRRL Y-27012. Στην 

πρώτη ζύμωση έγινε εκχύλιση του λίπους με τη χρήση μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–

μεθανόλης (CH3OH), ενώ στη δεύτερη έγινε αρχικά όξινη υδόλυση με HCl και στη συνέχεια εκχύλιση με 

μίγμα διαλυτών χλωροφορμίου (CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH). Η μέθοδος με όξινη υδρόλυση με HCl έχει 

δώσει ικανοποιητικά αποτελέσματα όσον αφορά στην εκχύλιση των λιπιδίων (Xenopoulos et al., 2020). 

Ωστόσο τα αποτελέσματα στη συγκεκριμένη μελέτη έδειξαν ότι οι δύο διαφορετικές μέθοδοι δεν 

επηρέασαν την τελική τιμή του παραγόμενου λίπους. 

Αρχικά προκειμένου να μελετηθεί η επίδραση της μεταβολής του pH, διενεργήθηκαν τρεις 

ζυμώσεις σε διαφορετικές τιμές pH (3,5; 5,5 και 6,5) σε υπόστρωμα γλυκερόλης αρχικής συγκέντρωσης 

~80 g/L. Οι παράγοντες που μελετήθηκαν ήταν η κατανάλωση του υποστρώματος, η κυτταρική ανάπτυξη 
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της ζύμης, η παραγωγή ενδοπολυσακχαριτών και η παραγωγή μικροβιακού λίπους, καθώς και η σύσταση 

των λιπαρών οξέων. 

Κατά την υπαγωγή της καλλιέργειας σε χαμηλό pH (3,5) η αφομοίωση του υποστρώματος 

επηρεάστηκε αρνητικά καθώς μόλις 20 g/L γλυκερόλης καταναλώθηκαν μετά από 192 h ζύμωσης. Αυτό 

είχε ως συνέπεια να μειωθεί σημαντικά η παραγωγή βιομάζας και λιπιδίων, η συγκέντρωση των οποίων 

δεν ξεπέρασε σε ποσότητα τα 2,5 g/L. Αντίθετα η ζύμη έδειξε να αναπτύσσεται ικανοποιητικά σε pH 5,5 

όπου σημειώθηκαν οι μέγιστες τιμές λίπους και παραγόμενης βιομάζας, ίσες με 20,4 g/L και 8,9 g/L 

αντίστοιχα. Επίσης όταν το pH της καλλιέργειας ρυθμίστηκε σε 6,5 τότε 20,7 g/L βιομάζας και 7,1 g/L 

λίπους, παρήχθησαν αντίστοιχα. Τη σημασία της επίδρασης του pH σε ελαιογόνους μικροοργανισμούς 

μελέτησαν επίσης οι Dias et al. (2016). Ειδικότερα, παρατήρησαν ότι σε ζύμωση με θρεπτικό μέσο τη 

γλυκόζη και τιμές pH που κυμαίνονταν μεταξύ 4 και 5,5, η παραγωγή λιπιδίων και βιομάζας ήταν 

μεγαλύτερη όταν το pH ήταν κοντά στο 4. Αντίθετα οι Yong-hong et al. (2006), σε πειράματα που 

διεξήχθησαν με στέλεχος της ζύμης R. toruloides σε ένα εύρος τιμών pH από 3 έως 10 επισήμαναν ότι ο 

μικροοργανισμός φτάνει σε υψηλά ποσοστά λίπους όταν το pH κυμαίνεται κοντά στο 6 σε υπόστρωμα 

γλυκόζης. Επίσης σύμφωνα με τους da Silva et al. (2020) το pH δεν είχε αξιόλογη επίδραση στην 

παραχθείσα βιομάζα της ζύμης Rhodotorula mucilaginosa. Εντούτοις η μείωση του pH από 7 σε 5 ευνόησε 

τη σύνθεση καροτενοειδών χρωστικών. 

Η μεταβολή του pH δύναται να επηρεάσει σύμφωνα με τους Bodnaruk and Golden (1996), το 

προφίλ των λιπαρών οξέων του μικροβιακού λίπους. Συγκεκριμένα, μελέτη που έγινε με το βακτήριο 

Yersinia enterocolitica έδειξε ότι η ρύθμιση του pH στην τιμή 5 είχε σαν αποτέλεσμα την αύξηση των 

κορεσμένων και τη μείωση των ακόρεστων λιπαρών οξέων ενώ με τη ρύθμιση του pH σε 9, το ποσοστό 

των κορεσμένων λιπαρών μειώθηκε σημαντικά. Σε αυτό συνηγορούν και οι Gianotti et al. (2009) ,καθώς 

σε πειράματα που έγιναν με το βακτήριο Escherichia coli διαπίστωσαν ότι τα ακόρεστα λιπαρά οξέα 

σημείωσαν αύξηση όταν το pH μεταβλήθηκε στο μέσο καλλιέργειας από 6,7 σε 4,5. 

Στην παρούσα μελέτη, όσον αφορά στη σύσταση του μικροβιακού λίπους η μεταβολή του pH στο 

μέσο καλλιέργειας δεν επηρέασε το προφίλ των λιπαρών οξέων. Αναλυτικότερα τα ποσοστά των λιπαρών 

οξέων παρέμειναν σχεδόν σταθερά κατά τη διάρκεια όλων των ζυμώσεων, ακόμα και στις όξινες συνθήκες. 

Τα λιπαρά οξέα που εντοπίστηκαν ήταν το ελαϊκό (Δ9C18: 1), το παλμιτικό (C16: 0), το στεατικό (C18: 0), 

το λινελαϊκό (Δ9,12C18: 2) ενώ σε μικρές ποσότητες εντοπίστηκε το α-λινολενικό οξύ (Δ9,12,15C18: 3). Το 

ελαϊκό οξύ (Δ9C18: 1) οξύ βρέθηκε να είναι σε κάθε περίπτωση το επικρατέστερο οξύ με ποσοστό που 

κυμάνθηκε από ~49,5-58,8%, w/w. Ακολούθησε το παλμιτικό οξύ (C16: 0) με ποσοστό ~22,8-33,4%, w/w 

ενώ τα υπόλοιπα οξέα δεν ξεπέρασαν συνολικά το 15%, w/w. 

Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία η ελαιογόνος ζύμη R.toruloides δύναται να συσσωρεύει λιπίδια σε 

ποσοστό μεγαλύτερο από 70% επί της ξηράς ουσίας. Ποικίλες μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί με τη 

συγκεκριμένη ζύμη σε υποστρώματα που περιείχαν ως πηγή άνθρακα είτε γλυκόζη είτε γλυκερόλη. 
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Σύμφωνα με βιβλιογραφικές μελέτες η ζύμη R.toruloides δύναται να μεταβολίζει τη γλυκόζη ακόμα και 

υψηλές συγκεντρώσεις, προς παραγωγή, βιομάζας και λιπιδίων (Li et al., 2007). Μάλιστα οι Garay et al. 

(2016) απέδειξαν ότι η συγκεκριμένη ζύμη όταν αναπτύσσεται σε γλυκόζη δύναται να συσσωρεύει λιπίδια 

σε ποσοστό μεγαλύτερο από 50-60%, w/w επί της ξηρής μάζας. Ωστόσο ελάχιστες είναι οι πληροφορίες 

που έχουμε για το μεταβολισμό του συγκεκριμένου μικροοργανισμού όταν αναπτύσσεται σε μίγμα 

γλυκόζης με γλυκερόλη. Σύμφωνα με τους Bommareddy et al. (2015, 2017) όταν η ζύμη R.toruloides 

DSMZ 4444 αναπτύχθηκε σε υπόστρωμα που περιείχε γλυκόζη και γλυκερόλη, η ύπαρξη γλυκόζης στο 

μέσο είχε σαν αποτέλεσμα την καταβολική καταστολή της γλυκερόλης. Συγκεκριμένα, αναφέρουν ότι ο 

ρυθμός ανάπτυξης της ζύμης ήταν 0,16 g/L/h στη γλυκόζη και 0,12 g/L/h στη γλυκερόλη. Επιπρόσθετα 

κατά την αφομοίωση της γλυκόζης η βιομάζα ήταν αυξημένη αλλά το ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας 

(L/X, % w/w) δεν ξεπέρασε το ~45%. Αντίθετα κατά την αφομοίωση γλυκερόλης η τιμή της ξηρής μάζας 

μειώθηκε αισθητά όμως το ποσοστό L/X αυξήθηκε σε ~57%, w/w. To φαινόμενο αυτό ονομάζεται 

καταστολή καταβολίτη και έχει παρατηρηθεί σε διάφορους μικροοργανισμούς όταν αναπτύσσονται σε 

μίγματα διαφόρων πηγών άνθρακα παρουσία γλυκόζης (Görke and Stülke, 2008; da Cruz et al., 2003; New 

et al., 2014; Simpson and Kupiek, 2019). Συνεπώς σε συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας μελετήθηκε 

η επίδραση της γλυκόζης στην αύξηση του στελέχους Rhodosporidium toruloides NRRL Y27012 και στη 

σύνθεση των μεταβολικών του προϊόντων. Για το σκοπό αυτό διενεργήθηκαν τρεις ζυμώσεις σε κωνικές 

φιάλες με τελική συγκέντρωση της πηγής άνθρακα 80 g/L σε αναλογίες Glc: Glol=1: 1 w/w; 3: 1 w/w και 

1: 3 w/w. Η παρουσία της γλυκόζης στο μέσο καλλιέργειας προκάλεσε καταστολή του καταβολισμού της 

γλυκερόλης επιβεβαιώνοντας τη σχετικά περιορισμένη στο αντίστοιχο θέμα βιβλιογραφία (Bommareddy 

et al., 2015; 2017). Η παραγωγή των λιπιδίων ήταν μειωμένη σε όλες τις συνζυμώσεις που 

πραγματοποιήθηκαν σε σχέση με του μάρτυρες που περιείχαν αμιγώς γλυκόζη ή γλυκερόλη σε 

συγκέντρωση 80 g/L. Συγκεκριμένα στις αναλογίες Glc: Glol=1: 1 w/w; 3: 1 w/w και 1: 3 w/w παρήχθησαν 

8,0 g/L, 7,8 g/L και 8,2 g/L λίπους αντίστοιχα. Αντίθετα η τιμή των λιπιδίων στους μάρτυρες ήταν ίση με 

7,7 g/L στο υπόστρωμα γλυκόζης και 8,9 g/L στο υπόστρωμα γλυκερόλης. Συνεπώς η προσθήκη γλυκόζης 

στο υπόστρωμα δεν ευνόησε την παραγωγή λίπους, αντιθέτως επέφερε μείωση στην απόλυτη τιμή του. 

Όσον αφορά τη μέγιστη τιμή της παραγόμενης βιομάζας, αυτή σημειώθηκε στο μάρτυρα με 80 g/L 

γλυκερόλη αλλά και στην αναλογία Glc: Glol=1: 3 w/w και ήταν ίση με 20,6 g/L. Αντίθετα παρατηρήθηκε 

ότι στο μάρτυρα με 80 g/L γλυκόζη αλλά και στο μίγμα με αναλογία Glc: Glol=3: 1 w/w, το οποίο περιείχε 

γλυκόζη σε μεγαλύτερη ποσότητα, η βιομάζα έφτασε μόλις τα 17,7 g/L και 18,8 g/L αντίστοιχα. Το μέγιστο 

ποσοστό παραγόμενου λίπους προς την παραγόμενη βιομάζα κυμάνθηκε και στις τρεις αναλογίες από 40 

έως 45%, w/w χωρίς να παρουσιάζει αισθητή μεταβολή σε σχέση με την τιμή που σημειώθηκε στις δύο 

ζυμώσεις-μάρτυρες. Η εκατοστιαία αναλογία των ενδοπολυσακχαριτών κυμάνθηκε στις παραπάνω 

ζυμώσεις μεταξύ των τιμών ~40-15%, w/w, παρουσιάζοντας τη μέγιστη τιμή στις αρχικές ώρες ενώ 

μειωνόταν σταδιακά κατά την πορεία της ζύμωσης. Οι Tchakouteau et al. (2015) και οι Papanikolaou et 
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al. (2017), μετά από πειράματα που διεξήγαγαν με διαφορετικά στελέχη του R. toruloides και άλλων ειδών 

ζυμομυκήτων, κατέληξαν ότι η ζύμη R. toruloides εμφανίζει το μεγαλύτερο ποσοστό λίπους, βιομάζας και 

ενδοπολυσακχαριτών σε υπόστρωμα γλυκερόλης έναντι άλλων υποστρωμάτων που δοκιμάστηκαν. 

Σύμφωνα με τους Patel et al. (2015a) η πηγή άνθρακα δύναται να επηρεάζει τη σύσταση του λίπους 

αναφορικά με την αναλογία των λιπαρών οξέων. Συγκεκριμένα παρατήρησαν ότι όταν η ζύμη R. toruloides 

HIMPA1 αναπτύχθηκε σε υπόστρωμα γλυκόζης-φρουκτόζης το παραγόμενο λίπος ήταν πλούσιο σε μονο-

ακόρεστα λιπαρά οξέα ενώ σε υπόστρωμα σουκρόζης, υψηλότερο ποσοστό κατείχαν τα πολυακόρεστα 

λιπαρά οξέα.  

Τέλος στην παρούσα μελέτη κατά τη διερεύνηση του προφίλ των κυτταρικών λιπιδίων σε 

διαφορετικές αναλογίες γλυκόζης-γλυκερόλης, διαπιστώθηκε ότι η προσθήκη γλυκόζης στην καλλιέργεια 

δεν επηρέασε σημαντικά το προφίλ των λιπαρών οξέων. Το κύριο λιπαρό οξύ που εντοπίστηκε σε όλες τις 

περιπτώσεις ήταν το ελαϊκό οξύ (Δ9C18: 1) το οποίο ήταν αυξημένο κατά τις πρώτες ώρες της εξέλιξης της 

ζύμωσης ενώ μειωνόταν στη στατική φάση με ποσοστό που κυμάνθηκε από 45,1% έως 52,4%, w/w. Το 

ποσοστό του παλμιτικού οξέος (C16: 0) κυμάνθηκε μεταξύ 25,4 έως 32,5%, w/w. Αναφορικά με τα 

υπόλοιπα λιπαρά οξέα, τα ποσοστά αυτών εμφάνισαν διακυμάνσεις ενώ σε κάθε περίπτωση καθένα από 

αυτά δεν ξεπέρασε το 15%, w/w. 

Τα αποτελέσματα αυτά έδειξαν ότι τη βιομηχανική γλυκερόλη αποτελεί καταλληλότερο 

υπόστρωμα σε σχέση με τη γλυκόζη ως προς την παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών από το στέλεχος 

R.toruloides NRRL Y-27012. Το συμπέρασμα αυτό είναι ελπιδοφόρο για την παραγωγή βιοντίζελ καθώς 

η βιομηχανική γλυκερόλη είναι ένα χαμηλού κόστους υπόστρωμα σε σχέση με την εμπορική γλυκόζη. 

Προκειμένου να μειωθεί το κόστος της διαδικασίας, διεξήχθησαν πειράματα με βιομηχανική 

γλυκερόλη υπό ασηπτικές (αποστείρωση) και υπό μη ασηπτικές (παστερίωση), ενώ ως φυσικός 

«ανασταλτικός» παράγοντας που παρεμποδίζει την ανάπτυξη μολυσματικών βακτηρίων προστέθηκε 

υδρογλυκερικό εκχύλισμα φλοιού κρεμμυδιού στο μέσο καλλιέργειας. Η προσθήκη του υδρογλυκερικού 

εκχυλίσματος αποβλήτων κρεμμυδιού είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση των λιπιδίων που συσσωρεύτηκαν 

στα κύτταρα ζύμης, τόσο σε απόλυτες (L σε g/L) όσο και σε σχετικές (L/X, σε %, w/w) τιμές. Εντούτοις, 

η παρουσία αυτών των ενώσεων δεν φάνηκε να ασκεί αρνητική επίδραση στην παραγωγή βιομάζας στο R. 

toruloides. Η προσθήκη «ξενοβιοτικών» ενώσεων που βρίσκονται σε διάφορα φυσικά προϊόντα ή 

απόβλητα (δηλαδή διαφορετικοί τύποι φαινολικών ενώσεων που βρίσκονται σε λύματα ελαιοτριβείων, 

αιθέρια έλαια, κυκλοπροπενικά λιπαρά οξέα κ.λπ.) έχει πραγματοποιηθεί σε διάφορες περιπτώσεις στις 

οποίες χρησιμοποιήθηκαν ελαογόνοι μικροοργανισμοί (δηλαδή στελέχη των ζυμομυκήτων R. toruloides, 

Cryptococcus curvatus, Yarrowia lipolytica, Lipomyces strakeyi, με στόχο τόσο την αύξηση της παραγωγής 

SCO σε αυτούς τους μικροοργανισμούς όσο και την αλλαγή της σύνθεσης των λιπαρών οξέων των 

κυτταρικών λιπιδίων που παράγονται. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν στη βιβλιογραφία ήταν μάλλον 

διφορούμενα και φαινόταν να εξαρτώνται από το «στέλεχος» και το «προστιθέμενο φυσικό προϊόν». Για 
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παράδειγμα, σύμφωνα με την τρέχουσα έρευνα, η προσθήκη λυμάτων ελαιοτριβείου που περιέχουν 

διάφορους τύπους φαινολικών ενώσεων και για το εύρος των αρχικών συγκεντρώσεων φαινολικών 

ενώσεων που εξετάστηκαν, μείωσε την ποσότητα των συσσωρευμένων λιπιδίων στα κύτταρα C. curvatus 

ATCC 20509 , ενώ από την άλλη οι συγκεντρώσεις βιομάζας αυξάνονταν με την ποσότητα των 

προστιθέμενων λυμάτων. Σε αντίθεση με το C. curvatus, για το στέλεχος L. starkeyi DSM 70296 και για 

το εύρος των αρχικών συγκεντρώσεων φαινολικών ενώσεων που δοκιμάστηκαν, τόσο η συσσώρευση 

λιπιδίων (L/X, σε % w/w) όσο και η παραγωγή ξηράς συνολικής κυτταρικής βιομάζας (σε g/L) ήταν σχεδόν 

ίδια με το πείραμα μάρτυρα (χωρίς προσθήκη φαινολικών ενώσεων) (Xenopoulos et al., 2020). Η 

εφαρμογή μη ασηπτικών συνθηκών (δηλαδή εφαρμογή παστερίωσης ή ακόμη και εμβολιασμός χωρίς 

προηγούμενη θερμική επεξεργασία) έχει πραγματοποιηθεί κυρίως για ζυμώσεις στις οποίες τα παραγώμενα 

μεταβολικά προϊόντα έχουν τη δυνατότητα να αναστέλλουν διάφορους τύπους μολυσματικών βακτηρίων. 

Αυτό αφορά κυρίως την παραγωγή μικροβιακών διαλυτών/αλκοολών, όπως αιθανόλη, 1,3-προπανοδιόλη, 

κ.λπ. (Chatzifragou et al., 2011; Sarris et al., 2013). Στις προαναφερθείσες περιπτώσεις, η κύρια 

μεταβολική ένωση που προβλεπόταν να παραχθεί σύντομα σε υψηλές συγκεντρώσεις και θα προκαλούσε 

αναστολή στους διάφορους ανεπιθύμητους μολυσματικούς μικροοργανισμούς. Αυτό το γεγονός δεν ισχύει 

κατά τη διάρκεια της ζύμωσης προς βιοσύνθεση μικροβιακών λιπιδίων. Εδώ, δεν παράγεται μεταβολίτης 

που θα ανέστειλε την ανάπτυξη μολυσματικών μικροοργανισμών. Επομένως, για να ολοκληρωθεί με 

επιτυχία μια βιοδιεργασία που παράγει μικροβιακό λίπος σε μη ασηπτική καλλιέργεια, θα πρέπει να 

προστεθεί ένα μέσο παρεμπόδισης, όπως το NaCl σε αυξημένες ποσότητες (Tchakouteu et al., 2017) 

αιθέρια έλαια ή αντιβιοτικά (Moustogianni et al., 2015) ή λύματα ελαιοτριβείων που περιέχουν σε υψηλές 

ποσότητες, φαινολικές ενώσεις (Sarris et al., 2017). Σε κάθε περίπτωση, η παρούσα μελέτη παρέχει επαρκή 

στοιχεία σχετικά με την παραγωγή μικροβιακού ελαίου ζύμης σε μη ασηπτικές συνθήκες, μειώνοντας το 

κόστος της διαδικασίας. 

Ακολούθως, διερευνήθηκε η επίδραση της προσθήκης άλατος στην παραγωγή μεταβολικών 

προϊόντων του στελέχους R.toruloides NRRL Y-27012 αλλά και στη σύσταση αυτών. Αρχικά προστέθηκε 

στο θρεπτικό μέσο με πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη 80 g/L, NaCl σε αναλογίες 0,2; 0,5 και 0,8%, w/v. Η 

προσθήκη άλατος φάνηκε να επηρεάζει την παραγωγή του ενδοκυτταρικού λίπους όχι όμως και της 

παραγόμενης βιομάζας. Συγκεκριμένα όσον αφορά στην ανάπτυξη του στελέχους σε παρουσία ΝaCl 0,2%, 

w/v η μέγιστη τιμή παραγόμενης βιομάζας ήταν ίση με 20,1 g/L και η μέγιστη παραγόμενη ποσότητα 

μικροβιακού λίπους ίση με 13,3 g/L με ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας L/X=66,5%, w/w o οποίος 

σημείωσε τη μέγιστη τιμή σε σχέση με όλα τα πειράματα που εκτελέστηκαν. Κατά την ανάπτυξη του ίδιου 

στελέχους με την υψηλότερη συγκέντρωση ΝaCl 0,8%, w/v, o λόγος L/X ήταν 55,4%, w/v.  

Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι σε σύγκριση με την καλλιέργεια μάρτυρα η παραγωγή του 

μικροβιακού λίπους αυξήθηκε με την προσθήκη άλατος κατά 2-4 g/L, ενώ η κυτταρική βιομάζα δεν 

παρουσίασε σημαντική διακύμανση. Στην αντοχή της συγκεκριμένης ζύμης σε συνθήκες αλατότητας 
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συνηγορούν και οι Butinar et al. (2005) οι οποίοι αναφέρουν ότι πολλά στελέχη του γένους 

Rhodosporidium sp. έχουν απομονωθεί από οικοσυστήματα με υψηλή αλατότητα. 

Σε συνέχεια του πειραματικού σχεδιασμού, εφόσον η προσθήκη άλατος έδειξε να επάγει την 

παραγωγή λίπους πραγματοποιήθηκαν τρείς επιπλέον ζυμώσεις με μεγαλύτερες συγκεντρώσεις άλατος 

1,0%, w/v, 2,0%, w/v και 3,0%, w/v προς περαιτέρω διερεύνηση του συγκεκριμένου φαινομένου. Η 

προσθήκη υψηλών συγκεντρώσεων άλατος στο θρεπτικό μέσο επέδρασε αρνητικά τόσο στην αύξηση της 

ζύμης όσο και στα παραγόμενα λιπίδια. Για παράδειγμα κατά την ανάπτυξη του ίδιου στελέχους στην 

υψηλότερη συγκέντρωση ΝaCl 3,0%, w/v, η τιμή της βιομάζας ήταν 12,2 g/L, ενώ του ενδοκυτταρικού 

λίπους ήταν 4,9 g/L και το ποσοστό λίπους L/X που σημειώθηκε ήταν 43,7%, w/w. 

Τα αποτελέσματα που παρατηρήθηκαν σε αυτή τη μελέτη επιβεβαιώνονται και από τους 

Tchakouteau et al. (2017), οι οποίοι πραγματοποιήσαν ζυμώσεις με το μικροοργανισμό R. toruloides DSM 

4444 προσθέτοντας σχετικά υψηλές αρχικές συγκεντρώσεις NaCl (παρόμοιες ή/και υψηλότερες σε σχέση 

με την παρούσα μελέτη) και σε υπόστρωμα γλυκόζης. Οι ερευνητές παρατήρησαν ότι η βιομάζα δεν 

παρεμποδίστηκε σε σημαντικά ποσοστά όσο αυξανόταν η συγκέντρωση του άλατος στην καλλιέργεια. Το 

λίπος από την άλλη πλευρά παράχθηκε σε αρκετά υψηλότερα ποσά όταν η τιμή της συγκέντρωσης του 

άλατος στο μέσο της αύξησης ήταν μεταξύ ~2-4%, w/v, υποδηλώνοντας «διέγερση» της παραγωγής ελαίων 

σε μέσα υψηλής αλατότητας (Tchakouteu et al., 2017). Από την άλλη πλευρά, και η σύσταση των λιπιδίων 

του ανωτέρω μικροοργανισμού του δεν διαφοροποιήθηκε ιδιαίτερα από καλλιέργεια σε καλλιέργεια. Η 

παρατήρηση αυτή οδηγεί στο συμπέρασμα ότι ο μικροοργανισμός μπορεί να προσαρμοστεί και να 

αποδώσει σε αρκετά καλό βαθμό, σε συνθήκες υψηλής αλατότητας.  

Κατά τη διερεύνηση της επίδρασης της προσθήκης άλατος στο προφίλ των κυτταρικών λιπιδίων 

που συλλέχθηκαν από τις έξι ζυμώσεις με διαφορετικές συγκεντρώσεις NaCl διαπιστώθηκε ότι το ποσοστό 

του ελαϊκού (Δ9C18: 1), του παλμιτικού (C16: 0), του στεατικού (C18: 0) και του λινελαϊκού οξέος 

(Δ9,12C18: 2) δεν επηρεάστηκε από την παρουσία άλατος στο υπόστρωμα. Τα κυριότερα οξέα ήταν το 

ελαϊκό (Δ9C18: 1) και το παλμιτικό οξύ (C16: 0) συμπέρασμα που επιβεβαιώνεται και από τη βιβλιογραφία 

(Easterling et al., 2009), οι οποίοι βρήκαν ότι τα δύο αυτά λιπαρά οξέα αντιπροσώπευαν περίπου το 70%, 

w/w της συνολικής σύνθεσης. Επιπρόσθετα. δε παρατηρήθηκε σημαντική μεταβολή στη ποσοστιαία 

κατανομή των λιπαρών οξέων κατά τη διάρκεια της κάθε ζύμωσης. Αντίθετα μόνο η συγκέντρωση άλατος 

3,0%, w/v στο μέσο καλλιέργειας ευνόησε τη σύνθεση του α-λινολενικού οξέος (Δ9,12,15C18: 3), το ποσοστό 

του οποίου σημείωσε αύξηση της τάξεως του 0-5% σε σύγκριση με τις υπόλοιπες συγκεντρώσεις. 

Αναφορικά με τα ποσοστά των κλασμάτων των λιπιδίων οι κατά μέσο όρο τιμές τους ήταν 79,8%, 

w/w, 16,1%, w/w και 3,3%, w/w για τα ουδέτερα, τα σφιγγογλυκολιπίδια και τα φωσφολιπίδια αντίστοιχα. 

Τα ανωτέρω αποτελέσματα επιβεβαιώνεται και από τη βιβλιογραφία καθώς οι Fakas et al. (2006) 

υπολόγισαν το κλάσμα των ουδέτερων λιπιδίων στη στάσιμη φάση με ποσοστό 74,0%, w/w, τα σφιγγο-

γλυκολιπίδια με 20,0%, w/w και τα φωσφολιπίδια με 6,0%, w/w. Ακόμα παρατηρήθηκε ότι κατά τη 
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διάρκεια της ζύμωσης τα ουδέτερα λιπίδια είχαν την τάση να μειώνονται, ενώ αντίθετα τα 

σφιγγογλυκολιπίδια και τα φωσφολιπίδια παρουσίαζαν κάποια αύξηση.  

Συνεπώς όσον αφορά τις ζυμώσεις όπου είχε προστεθεί στο υπόστρωμα χλωριούχο νάτριο 

διαπιστώνεται ότι τα ποσοστά του ελαϊκού οξέος αυξήθηκαν, ωστόσο, μειώθηκαν εκείνα του στεατικού. 

Σε κάθε περίπτωση, βέβαια, οι ποσοστιαίες διαφορές στη σύνθεση των λιπιδίων της καλλιέργειας μάρτυρα 

με εκείνες στις οποίες είχε προστεθεί χλωριούχο νάτριο δεν ξεπερνούν το ~4%, w/w, δείχνοντας ότι η 

προσθήκη άλατος στο μέσο ελάχιστα επηρέασε την αναλογία των λιπαρών οξέων.  

Το τελευταίο πρόκειται για ένα εύρημα ιδιαίτερα σημαντικό αφού οδηγεί στο συμπέρασμα ότι δεν 

είναι απαραίτητος ο πλήρης εξευγενισμός της γλυκερόλης προκειμένου να χρησιμοποιηθεί στη βιομηχανία 

του βιοντίζελ. Επομένως η χρήση της ακάθαρτης γλυκερόλης θα μπορούσε να μειώσει σημαντικά το 

κόστος παραγωγής στις βιομηχανίες βιοντίζελ, αυξάνοντας παράλληλα την αξία του ως εναλλακτικό 

καύσιμο. Τα εν λόγω αποτελέσματα ενισχύουν το βιομηχανικό ενδιαφέρον γύρω από τη βέλτιστη 

παραγωγή μικροβιακού λίπους, λόγω των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών του, αλλά και την καλύτερη 

αξιοποίηση της γλυκερόλης. Η έρευνα αυτή αποτελεί ένα έναυσμα για μια πιο ενδελεχή μελέτη 

προκειμένου να επιτευχθεί η μέγιστη δυνατή παραγωγή μικροβιακού λίπους από ελαιογόνες ζύμες 

χρησιμοποιώντας ως υπόστρωμα βιομηχανικά απόβλητα. 

Αξίζει να σημειωθεί ότι ακόμα και στις συγκεντρώσεις άλατος από 1 έως 3%, w/v παρόλο που ο 

μικροοργανισμός δυσκολεύτηκε να ανταπεξέλθει στο ωσμωτικό στρες και δεν παρήγαγε αρκετή βιομάζα, 

τα ποσοστά του ελαϊκού οξέος ήταν σχεδόν σταθερά σε όλες τις ζυμώσεις και αρκετά υψηλά, γεγονός που 

το καθιστά κατάλληλο για την παραγωγή βιοντίζελ.  

Με την τελευταία άνοδο της παραγωγής του βιοντίζελ, έχει γίνει σημαντική αύξηση των 

υποκατάστατων των βρώσιμων ελαίων που μπορούν να συμμετέχουν στην παραγωγή του. Ο 

μικροοργανισμός R. toruloides θεωρείται ένας μικροοργανισμός εξαιρετικής σημασίας για την παραγωγή 

βιοντίζελ, καθώς μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη μετατροπή υλικών χαμηλού κόστους σε μονοκυτταρικό 

λίπος. Επίσης η ανοχή του μικροοργανισμού σε αρκετά υψηλές συγκεντρώσεις NaCl δημιουργεί τη 

δυνατότητα να χρησιμοποιηθεί και σε καλλιέργειες χωρίς αποστείρωση, μειώνοντας έτσι ακόμα 

περισσότερο το κόστος της βιοεπεξεργασίας και ανοίγει μονοπάτια για περαιτέρω μελέτη (Tchakouteau et 

al., 2017).  

Είναι γνωστό ότι ο περιορισμός του αζώτου στο μέσο καλλιέργειας επάγει τη συσσώρευση λιπιδίων 

στους ελαιογόνους μικροοργανισμούς. Διάφορες πηγές αζώτου έχουν ερευνηθεί σε μελέτες αναφορικά με 

τη ζύμη R.toruloides (Zhou et al., 2013; Kiran et al., 2012, 2013). Ο λόγος C/N μπορεί να επηρεάσει το 

ενδοκυτταρικό λίπος (Papanikolaou and Aggelis, 2011). Σε πειράματα όπου διερευνήθηκαν διαφορετικοί 

λόγοι C/N με τη ζύμη Lipomyces starkeyi, διαπιστώθηκε ότι η συσσώρευση λιπιδίων συνήθως αυξάνεται 

καθώς αυξάνεται ο λόγος C/N (Calvey et al., 2016), δηλαδή όταν μειώνεται η περιεκτικότητα του 

θρεπτικού μέσου σε άζωτο. Στην παρούσα μελέτη, μελετήθηκε η επίδραση του λόγου C/N στην παραγωγή 
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μεταβολικών προϊόντων αλλά και στη σύνθεση αυτών. Για το σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν αρχικά 

καλλιέργειες με αρχικές συγκεντρώσεις γλυκερόλης (Glol0) ~50, 80 και 90 g/L, με την ίδια αρχική 

συγκέντρωση αζώτου (πεπτόνη 2,0 g/L και εκχύλισμα ζύμης 1,0 g/L). Η αύξηση της συγκέντρωσης του 

άνθρακα είχε ως συνέπεια την αύξηση της συγκέντρωσης των ολικών λιπιδίων από 6,9 g/L (Glol0 ~50) σε 

11,6 g/L (Glol0 ~90). Ακολούθησαν ζυμώσεις με πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη και αρχική συγκέντρωση 

(Glol0) ~90 g/L και τέσσερις διαφορετικές συγκεντρώσεις αζώτου και οι αναλογίες που προέκυψαν ήταν 

οι C/N=50 moles/moles, C/N=100 moles/moles, C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles. Η 

αύξηση του αζώτου στο θρεπτικό μέσο ευνόησε την παραγωγή κυτταρικής μάζας του μικροοργανισμού 

καθώς η μέγιστη τιμή βιομάζας σημειώθηκε στην αναλογία με τη μεγαλύτερη συγκέντρωση αζώτου 

(C/N=50 moles/moles) και ήταν ίση με 30,2 g/L με απόδοση 0,30 g/g. Η τιμή αυτή μπορεί να χαρακτηριστεί 

ως αρκετά ενδιαφέρουσα, συγκρινόμενη με αντίστοιχες τιμές παραγωγής ξηράς μικροβιακής μάζας κατά 

την αύξηση ετεροτρόφων μικροοργανισμών στη γλυκερόλη χρησιμοποιούμενη ως υλικό εκκίνησης της 

διεργασίας (Koukoumaki et al., 2024). Στις λοιπές αναλογίες η απόλυτη τιμή μειώθηκε, με τις αποδόσεις 

βιομάζας προς καταναλωθέν υπόστρωμα, όμως, να παραμένουν στα ίδια σχεδόν επίπεδα, 0,31 g/g και 0,28 

g/g, για τους λόγους C/N=100 moles/moles, C/N=160 moles/moles και C/N=240 moles/moles, αντίστοιχα. 

Αναφορικά με την επίδραση του λόγου C/N στο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας οι Wiebe et al. (2012) 

διαπίστωσαν ότι σε πειράματα που διενεργήθηκαν με τη ζύμη R.toruloides το ποσοστό λίπους σημείωσε 

αύξηση όταν ο λόγος C/N αυξήθηκε από 50 moles/moles σε 100 moles/moles. Οι Tchakouteu et al. (2015), 

χρησιμοποιώντας στέλεχος του R.toruloides σε θρεπτικό μέσο με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 30 g/L 

ανέφεραν ότι σε αναλογία C/N=100 moles/moles, η μέγιστη απόδοση λίπους επί ξηρής ουσίας ήταν 25,7%, 

w/w.  

Στη συγκεκριμένη μελέτη οι διαφορετικοί λόγοι C/N επηρέασαν το ποσοστό λίπους επί ξηράς 

ουσίας και την απόλυτη τιμή του παραγόμενου λίπους. Συγκεκριμένα στη ζύμωση με C/N=50 moles/moles 

το στέλεχος παρήγαγε ποσότητα ενδοκυτταρικού λίπους, της τάξης των 10,1 g/L με L/X να είναι ίσο με 

34,4%, w/w. Στη ζύμωση με C/N=100 moles/moles η τελική τιμή του λίπους έφτασε τα 12,0 g/L, ενώ 

σημειώθηκε το μέγιστο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας ανάμεσα στις τρεις αναλογίες και ήταν ίσο με 

49,0%, w/w στις 325 h ζύμωσης. Αντίθετα η μείωση του αζώτου, στο λόγο C/N=160 moles/moles, επέφερε 

μείωση στην τιμή των λιπιδίων που ήταν ίση με 9,5 g/L χωρίς να επηρεάσει σημαντικά το μέγιστο ποσοστό 

λίπους επί ξηράς ουσίας που ήταν ίσο με 46,0%, w/w. Έτσι, εντός του εύρους των αρχικών μοριακών 

αναλογιών C/N που δοκιμάστηκαν (50 έως 240 moles/moles) σημειώθηκε σημαντική παραγωγή SCO. 

Αυτό είναι σχετικά απροσδόκητο, καθώς σύμφωνα με τη θεωρία της διαδικασίας παραγωγής λιπιδίων από 

σάκχαρα και συναφείς ενώσεις (όπως η γλυκερίνη), όσο περισσότερη είναι η περίσσεια άνθρακα στο μέσο 

(άρα όσο υψηλότερος ο αρχικός λόγος C/N) τόσο περισσότερα λιπίδια αποθηκεύονται εντός των κυττάρων. 

Παρόλα αυτά, σε καλλιέργεια άλλου στελέχους του είδους R. toruloides (στέλεχος IFO 0559) στη γλυκόζη 

υπό συνθήκες περιορισμού σε άζωτο, εδείχθη ότι και εκεί, όπως στην παρούσα εργασία, υπήρξε 
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«βέλτιστος» («optimum») αρχικός λόγος C/N, και σε συνθήκες ακραίου περιορισμού σε άζωτο, η 

ελαιοσυσσώρευση μειωνόταν, τόσο σε απόλυτες όσο και σε σχετικές τιμές (Moreton, 1988). 

Η πηγή αζώτου έχει αποδειχτεί ότι μπορεί να επηρεάσει τη σύσταση των λιπαρών οξέων (Kiran et 

al., 2013). Όσον αφορά τον ποιοτικό προσδιορισμό του λίπους για τις ζυμώσεις με διαφορετικό C/N, τα 

ουδέτερα λίπη έδειξαν να καταλαμβάνουν το υψηλότερο ποσοστό σε όλες τις ζυμώσεις με αυτό να 

κυμαίνεται από 79,0-86,6%. Ακολούθησαν τα σφιγγογλυκολιπίδια με ποσοστά από 9,2 έως 15,8%, ενώ το 

ποσοστό των φωσφολιπιδίων κυμάνθηκε μεταξύ 2,4 έως 10,3%. Ωστόσο το προφίλ των λιπαρών οξέων 

τόσο στα ολικά λιπίδια όσο και στα κλάσματα αυτών δεν επηρεάστηκε από τη μεταβολή του λόγου C/N. 

To κυρίαρχο οξύ παρέμεινε, όπως και σε όλες τις προηγούμενες διεργασίες ζυμώσεων, το ελαϊκό με 

ποσοστά ~40-50%, w/w και ακολούθησε το παλμιτικό οξύ, το ποσοστό του οποίου κυμάνθηκε μεταξύ ~24-

37%, w/w ενώ το ποσοστό για τα υπόλοιπα λιπαρά οξέα δεν ξεπέρασε το 15,0%, w/w.  

Σύμφωνα με αρκετές μελέτες, υψηλά ποσοστά της πηγής άνθρακα στο μέσο καλλιέργειας (≥65 g/L) 

σε σχέση με την περιεκτικότητα σε άζωτο, επιτρέπουν μέγιστη απόδοση και ικανότητα αποθήκευσης 

λιπιδίων από την ελαιογόνο ζύμη. Αυτό αποδίδεται τόσο στο ωσμωτικό σοκ που προκαλεί η πηγή άνθρακα 

όταν είναι σε μεγάλη αναλογία στο μέσο καλλιέργειας, όσο και στις εν γένει βιοχημικές διαφοροποιήσεις 

οι οποίες επισυμβαίνουν λόγω του περιορισμού σε άζωτο, με απόρροια η δραστικότητα του κύκλου Krebs 

να μειώνεται λόγω της ενδοκυτταρικής αύξησης του κιτρικού οξέος, και συνακολούθως το κιτρικό οξύ να 

αποτελεί το υλικό εκκίνησης για τη βιοσύνθεση των ενδοκυτταρικών τριγλυκεριδίων (Moreton, 1988; 

Makri et al., 2010; Papanikolaou and Aggelis, 2011a; b; Osorio-Gonzalez, et al., 2019). Η συγκέντρωση, 

ωστόσο, της πηγής άνθρακα, και συγκεκριμένα της γλυκερόλης, δεν ενδείκνυται να υπερβαίνει τα 100 g/L, 

καθώς υπάρχει κίνδυνος η υψηλή ωσμωτική πίεση να παρεμποδίσει την κυτταρική ανάπτυξη σύμφωνα με 

τους Yang et al. (2014). Βεβαίως, υπάρχουν και εργασίες κατά τις οποίες έλαβε χώρα αύξηση στελεχών 

«κόκκινων» ζυμών (R. toruloides) σε μεγάλες αρχικές συγκεντρώσεις υποστρώματος (≥110 g/L) με πολύ 

καλή παραγωγή βιομάζας και λιπιδίων, και ελάχιστη (ή αμελητέα) παρεμπόδιση η οποία προκλήθηκε εκ 

μέρους του υποστρώματος (Papanikolaou et al., 2017b; Diamantis et al., 2023). Με γνώμονα την επίδραση 

στο ποσοστό λίπους επί ξηράς ουσίας και το κόστος της πηγής αζώτου ο λόγος C/N=100 moles/moles 

κρίθηκε ο καταλληλότερος ανάμεσα σε όσους δοκιμάστηκαν καθώς σημείωσε τα καλύτερα αποτελέσματα 

χωρίς να απαιτείται χρήση μεγάλης συγκέντρωσης αζώτου, γεγονός που μειώνει το τελικό κόστος της 

διεργασίας. 

Συγκεφαλαιώνοντας θα παρουσιάσουμε σύνθεση βιβλιογραφίας σε σχέση με την παραγωγή 

μικροβιακών ελαίων από μικροοργανισμούς του γένους Rhodosporidium καλλιεργούμενους σε ποικίλες 

πηγές άνθρακα και τη σύγκριση τους με την παρούσα εργασία στον πιο κάτω πίνακα:  

 

Πίνακας 4.1. Συγκριτικά αποτελέσματα της διεθνούς βιβλιογραφίας, ζυμώσεων του μικροοργανισμού Rhodosporidium toruloides σε διάφορα 

υποστρώματα. Παρουσιάζονται η παραγωγή βιομάζας (Χ, g/L) και το λίπος επί ξηράς ουσίας (L/X %, w/w) 
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Στέλεχος Υπόστρωμα 
Τύπος 

καλλιέργειας 

X 

(g/L) 

L/X 

(%, w/w) 
Αναφορά 

R. toruloides* Στεατικό οξύ Κωνικές φιάλες 11,7 35,0 Gierhart (1984) 

R. toruloides AS2.1389 Γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 19,2 47,7 Xu et al. (2012) 

R. toruloides AS2.1389 Γλυκερόλη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
26,7 69,5 ” 

R. toruloides AS2.1389 Γλυκόζη Κωνικές φιάλες 18,3 76,0 Li et al. (2006) 

R. toruloides CCT 

0783 
Εκχύλισμα σόργου Κωνικές φιάλες 41,7 33,1 

Matsakas et al. 

(2015) 

R. toruloides DSM 444 Γλυκερόλη/ηλιέλαιο Κωνικές φιάλες 27,9 29,0 
Leiva-Candia et 

al. (2015) 

R. toruloides DSM 444 Γλυκερόλη/ ηλιέλαιο 

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

37,4 51,3 ” 

R. toruloides NRRL Y-

27012 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 30,1 40,0 

Tchakouteu et al. 

(2015)  

R. toruloides Y4 Γλυκόζη 

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

106,5 67,5 Li et al. (2007) 

R. toruloides Y4 Γλυκόζη  Κωνικές φιάλες 20,6 51,4 Wu et al. (2011) 

R. toruloides Y4 Γλυκόζη  Κωνικές φιάλες 19,4 62,4 ” 

R. toruloides Y4 Γλυκόζη  Κωνικές φιάλες 23,0 20,8 Wu et al. (2011) 

R. toruloides Y4 Γλυκόζη  Κωνικές φιάλες 14,2 55,6 ” 

R. toruloides Y4 Γλυκόζη  Κωνικές φιάλες 17,8 55,7 ” 

R. toruloides* Γλυκόζη/στεατικό οξύ Κωνικές φιάλες 9,8 46,1 Gierhart (1984) 

R. toruloides CBS14 Γλυκόζη Κωνικές φιάλες 12,3 30,8 Moreton (1985) 

R. toruloides CBS14 Γλυκόζη Κωνικές φιάλες 8,0 42,5 Moreton (1988) 

R. toruloides CBS14 Φρουκτόζη Κωνικές φιάλες 7,9 25,3 ” 

R. toruloides CBS14 Γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 5,8 34,6 ” 

R. toruloides CBS14 Γλυκόζη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
12,5 42,9 ” 

R. toruloides CBS14 Φρουκτόζη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
8,7 39,8 ” 

R. toruloides CBS14 Ξυλόζη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
8,3 42,2 ” 

R. toruloides Y4 
Εκχύλισμα Jerusalem 

artichoke  
Κωνικές φιάλες 25,5 40,0 

Zhao et al. 

(2010) 

R. toruloides Y4 
Υδρόλυμα Jerusalem 

artichoke  

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

70,1 56,5 ” 
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R. toruloides CBS14 Γλυκόζη 

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

35,0 71,4 
Wiebe et al. 

(2012) 

R. toruloides CBS14 Γλυκόζη/ξυλόζη/αραβινόζη 

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

27,0 55,5 ” 

R. toruloides Y4 Ακάθαρτη γλυκερόλη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
35,3 46,0 

Kiran et al. 

(2013) 

R. toruloides 2F5 Ινουλίνη Κωνικές φιάλες 15,8 62,1 
Wang et al. 

(2014) 

R. toruloides 2F5 Ινουλίνη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
15,6 70,4 ” 

R. toruloides CCT 

0783 
Γλυκόζη/ξυλόζη 

Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
13,3 42,0 

Bonturi et al. 

(2015) 

R. toruloides DSM 444 Γλυκόζη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
~22 ~40 

Bommareddy et 

al. (2015) 

R. toruloides DSM 444 Γλυκερόλη 
Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
~15 ~57 ” 

R. toruloides AS2.1389 Γλυκόζη 
Συνεχής ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 
8,7 61,8 

Shen et al. 

(2013) 

R. toruloides AS2.1389 Γλυκόζη 
Συνεχής ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 
5,7 53,1 ” 

Rhodosporidium 

toruloides Y4 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 24,9 48,9 

Yang et al. 

(2014) 

R. toruloides DSM 

4444 
Γλυκόζη  

Ημι-συνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

37,2 64,5 
Tchakouteu et 

al., (2017) 

R. toruloides DSM 

4444 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 28,9 43,3 

Diamantopoulou 

et al., (2020) 

R. toruloides DSM 

4444 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 18,7 26,7 

Sarantou et al., 

(2021) 

R. toruloides NRRL Y-

27013 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες  29,3 43,0 

Diamantis et al., 

(2023) 

R. toruloides NRRL Y-

6985 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 29,1 43,2 

Diamantis et al., 

(2023) 

R. toruloides NRRL Y-

27012 
Ακάθαρτη γλυκερόλη Κωνικές φιάλες 25,1 46,5 

Παρούσα 

εργασία 

R. toruloides NRRL Y-

27012 
Ακάθαρτη γλυκερόλη 

Ασυνεχής ζύμωση 

σε βιοαντιδραστήρα 
26,8 50,3 

Παρούσα 

εργασία 

*: Μη ταυτοποίηση στελέχους 
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4.2. Καλλιέργειες του μικροοργανισμού Debaryomyces prosopidis 

 

Ο καθαρισμός της ακατέργαστης γλυκερόλης είναι μια πολύ δαπανηρή διαδικασία και ως εκ 

τούτου, αρκετές ερευνητικές μελέτες επικεντρώνονται στη βιομετατροπή της, σε προϊόντα προστιθέμενης 

αξίας, με απώτερο σκοπό τη βιωσιμότητα της βιομηχανίας βιοντίζελ. Ο μικροοργανισμός Debaryomyces 

prosopidis απέδειξε ότι δύναται να μεταβολίζει την ακατέργαστη γλυκερόλη προς παραγωγή αραβιτόλης, 

μια γλυκαντική αλκοόλη σπουδαίας σημασίας για τη βιομηχανία τροφίμων αλλά και τη βιοτεχνολογική 

έρευνα.  

Διάφορες ερευνητικές μελέτες έχουν στραφεί προς τη βιοτεχνολογική παραγωγή της αραβιτόλης 

χρησιμοποιώντας ωσμώφιλες ζύμες. Στην παρούσα διδακτορική διατριβή χρησιμοποιήθηκε η ζύμη D. 

prosopidis FMCC Y69 η οποία είναι ικανή να καταναλώνει τη γλυκερόλη παράγοντας αραβιτόλη με 

ικανοποιητική απόδοση. Για το λόγο αυτό η πειραματική διαδικασία σχεδιάστηκε με στόχο τη μελέτη και 

αξιολόγηση των διαφορετικών παραγόντων που επηρεάζουν τη σύνθεση της αραβιτόλης. Στους 

παράγοντες αυτούς συμπεριλαμβάνονται η θερμοκρασία επώασης, η πηγή άνθρακα και αζώτου, το pH και 

ο αερισμός (Kordowska et al., 2015). 

Αρχικά μελετήθηκε η ικανότητα του συγκεκριμένου στελέχους να αυξάνεται σε υψηλές 

συγκεντρώσεις γλυκερόλης κατά τη διάρκεια ασυνεχών ζυμώσεων τόσο σε κωνικές φιάλες όσο και σε 

βιοαντιδραστήρα. Από τα αποτελέσματα των ζυμώσεων προέκυψε ότι η ζύμη D. prosopidis FMCC Y69 

είναι ικανή να αυξάνεται σε ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις γλυκερόλης λόγω του ωσμώφιλου χαρακτήρα 

της. Μάλιστα τόσο στις ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες όσο και στο βιοαντιδραστήρα η απόδοση της 

αραβιτόλης αυξήθηκε με την αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης της γλυκερόλης. Πρόσφατες έρευνες 

επιβεβαιώνουν την ωσμωανθεκτικότητα της ζύμης καθώς φαίνεται ότι πράγματι η απόδοση του 

παραγόμενου προϊόντος ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος αυξάνεται λόγω του ωσμωτικού 

στρες που προκαλείται σε περιπτώσεις πολύ υψηλής συγκέντρωσης σακχάρου. Σε έρευνα από τους Koganti 

et al. (2013) φαίνεται ότι είδος D. hansenii όταν καλλιεργήθηκε σε γλυκερόλη με συγκέντρωση 90 g/L η 

απόδοση της παραγόμενης αραβιτόλης ήταν 20%, w/w και αυξήθηκε στο 50%, w/w όταν καλλιεργήθηκε 

σε θρεπτικό μέσο με αρχική συγκέντρωση γλυκερόλης 150 g/L. Επιπλέον, σύμφωνα με τους Kumar and 

Gummadi, (2011) σε συνθήκες πολύ υψηλού ωσμωτικού στρες το στέλεχος D. nepalensis παρήγαγε υψηλή 

συγκέντρωση αραβιτόλης από γλυκερόλη. Ακόμη ένα στέλεχος ζύμης, το Zygosaccharomyces rouxii, με 

αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώματος παρήγαγε υψηλότερη ποσότητα αραβιτόλης (Morant and 

Witter, 1979).  

Η γλυκερόλη αποτελεί ιδανικό υπόστρωμα για πολλά στελέχη ζυμών που τη μεταβολίζουν σε 

αραβιτόλη, όπως αναφέρεται σε διάφορες ερευνητικές μελέτες στη βιβλιογραφία. Οι Koganti et al. (2011) 

έπειτα από καλλιέργεια 214 στελεχών ζύμης σε γλυκερόλη απέδειξαν ότι αρκετά στελέχη των γενών 
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Debaryomyces και Metchnikowia ήταν ικανά να παράξουν ικανοποιητικές ποσότητες αραβιτόλης μετά από 

3 ημέρες ζύμωσης. Ακόμη, οι Yoshikawa et al. (2014) έπειτα από καλλιέργεια 10 στελεχών των γενών 

Candida, Debaryomyces, Metchnikowia και Hansenula κατέληξαν ότι η ζύμη Candida quercitrusa NBRC 

1022 μπορεί να παράξει 41,7 g/L αραβιτόλης από 300 g/L ακάθαρτης γλυκερόλης. 

Το pH μπορεί να επηρεάσει σημαντικά την αύξηση ενός μικροοργανισμού αλλά και τη μεταβολική 

του δραστηριότητα. Οι αναφορές στη βιβλιογραφία δείχνουν ότι οι χαμηλές τιμές pH έχουν αρνητική 

επίδραση στη μικροβιακή αύξηση. Πιο συγκεκριμένα, σύμφωνα με τους Koganti et al. (2013), η τιμή της 

παραγόμενης βιομάζας ήταν Χ=17 g/L σε pH 3, Χ=21 g/L σε pH 3,5, Χ=23 g/L σε pH 4, Χ= 25 g/L σε pH 

5 και Χ=30 g/L σε pH 6. Το pH μπορεί επίσης να επηρεάσει την παραγωγή της αραβιτόλης. Στην ίδια 

έρευνα, στο τέλος της ζύμωσης σε pH 3,5 η απόδοση του παραγόμενου προϊόντος και η παραγωγικότητα 

ήταν υψηλότερες σε σχέση με τις υπόλοιπες ζυμώσεις που έγιναν στις διαφορετικές τιμές pH. Επίσης η 

τελική συγκέντρωση προϊόντος ήταν 38 g/L σε 120 h ζύμωσης, ενώ στις υπόλοιπες τιμές pH η 

συγκέντρωση της αραβιτόλης ήταν 20 g/L σε ζύμωση 5 ημερών. Οι Al-qaysi et al. (2017) μελέτησαν την 

ικανότητα του είδους D. hansenii να αυξάνεται σε διαφορετικές τιμές pH (4,5; 5,5; 6,5 και 7) και από τα 

αποτελέσματα προέκυψε ότι στην τιμή pH 4,5 η αύξηση του μικροοργανισμού είναι η μέγιστη. Σε 

υψηλότερες τιμές pH η παραγωγή της βιομάζας ελαττώθηκε σημαντικά. Στην παρούσα μελέτη το στέλεχος 

Debaryomyces FMCC Y69 δοκιμάστηκε σε ζυμώσεις σε τρεις διαφορετικές τιμές pH (3,5; 5,5; 7,5) και από 

τα αποτελέσματα προέκυψε ότι η βέλτιστη τιμή pH για την αύξηση ήταν 5,5 όπου η παραγωγή της βιομάζας 

ήταν 15 g/L. Ωστόσο, σε αντίθεση με παρόμοιες μελέτες, η τιμή pH 3,5 δεν ευνόησε την παραγωγή 

αραβιτόλης αφού η τελική συγκέντρωση μειώθηκε σε 38,5 g/L από 70,9 g/L που σημειώθηκε σε pH 5,5. 

Το γεγονός αυτό μπορεί να αποδοθεί στο ότι το συγκεκριμένο στέλεχος απομονώθηκε από θαλάσσιο 

περιβάλλον και συνεπώς διαβιούσε σε pH με εύρος από 7,5-8,4. Τέλος, στη ζύμωση με pH 7,5 η τελική 

συγκέντρωση προϊόντος ήταν 56,7 g/L. 

Πέραν από την κατανάλωση βιομηχανικής γλυκερόλης, το στέλεχος D. prosopidis FMCC Y69 

παρουσίασε ικανοποιητική απόδοση στη παραγωγή αραβιτόλης από γλυκόζη αλλά και σε ζυμώσεις όπου 

χρησιμοποιήθηκε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης. Πολλές αναφορές στη βιβλιογραφία 

επιβεβαιώνουν την παραγωγή αραβιτόλης από γλυκόζη από διάφορα στελέχη ζυμών. Οι Nozaki et al. 

(2003) αναφέρουν την παραγωγή 81,4 g/L αραβιτόλης με απόδοση 0,40 g/g από το είδος Metschnikowia 

reukaufii σε θρεπτικό μέσο που περιείχε 200 g/L γλυκόζης. Ακόμη, οι Saha et al. (2007) ανέπτυξαν το 

στέλεχος Zygosaccharomyces rouxii NRRL 27264 σε 175 g/L γλυκόζης και η παραγωγή της αραβιτόλης 

ήταν ίση με 83,4 g/L ενώ η τιμή της απόδοσης ήταν 0,48 g/g. Σύμφωνα με τους Zhu et al. (2010) το 

στέλεχος Kodamae ohmeri NH-9 παρήγαγε 81,2 g/L αραβιτόλης με απόδοση 0,41 g/g όταν καλλιεργήθηκε 

σε θρεπτικό μέσο με αρχική συγκέντρωση γλυκόζης 200 g/L. Στην παρούσα μελέτη ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσίασε το γεγονός ότι η ζύμη D. prosopidis FMCC Y69 σε μικτό υπόστρωμα γλυκόζης-γλυκερόλης, 

όταν και οι δύο πηγές άνθρακα βρίσκονται σε υψηλή συγκέντρωση, ο μικροοργανισμός καταναλώνει 
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πρώτα τη γλυκόζη και μετά τη γλυκερόλη επιβεβαιώνοντας και σε αυτή την περίπτωση το μηχανισμό της 

καταβολικής καταστολής. Σύμφωνα με τη Gancendo, (1992) η διαδικασία της καταστολής ξεκινά ως 

«απόκκριση» σε ένα σήμα το οποίο ενεργοποιείται όταν η γλυκόζη ή συγγενικά σάκχαρα είναι παρόντα 

στο μέσο καλλιέργειας. Η δημιουργία αυτού του σήματος επάγει τη δραστηριότητα μιας ή περισσότερων 

πρωτεϊνών οι οποίες το μεταδίδουν ώστε να επιβραδυνθεί ή να σταματήσει η μεταγραφή των 

εμπλεκόμενων γονιδίων. Το εν λόγω σήμα δεν αλληλεπιδρά άμεσα με το DNA, αλλά αντίθετα δύναται να 

επηρεάσει τη δράση μιας ρυθμιστικής πρωτεΐνης, μέσω αλλοστερικής ή ομοιοπολικής τροποποίησης, η 

οποία μπορεί να αναστείλει τη μεταγραφή του εμπλεκόμενου γονιδίου.  

 Επίσης η παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό μέσο δεν οδήγησε σε υψηλότερη συγκέντρωση 

αραβιτόλης σε σχέση με τη γλυκερόλη όπου σημειώθηκε η υψηλότερη τιμή στην απόδοση του προϊόντος 

ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος. Συγκεκριμένα σε υπόστρωμα γλυκερόλης με αρχική 

συγκέντρωση 125 g/L η παραγωγή αραβιτόλης έφτασε τα 70,9 g/L με απόδοση YAra/Glol=0,57 g/g που είναι 

η υψηλότερη που έχει αναφερθεί βιβλιογραφικά ενώ ακολουθεί απόδοση προϊόντος YAra/Glol=0,55 g/g που 

παρουσιάστηκε σε πείραμα των Koganti et al. (2011) όταν η ζύμη D. hansenii καλλιεργήθηκε σε 

υπόστρωμα γλυκερόλης. Συμπερασματικά, η γλυκερόλη αποδείχθηκε καταλληλότερο υπόστρωμα για την 

ανάπτυξη της ζύμης D. prosopidis FMCC Y69 σε σχέση με τη γλυκόζη ή και μίγματα αυτών. Το εν λόγω 

αποτέλεσμα είναι ιδιαίτερα ενθαρρυντικό λαμβάνοντας υπόψιν το γεγονός ότι η γλυκερόλη αποτελεί ένα 

φθηνό παραπροϊόν χαμηλότερου κόστους συγκριτικά με την εμπορική γλυκόζη. 

Ποικίλες βιβλιογραφικές αναφορές τεκμηριώνουν την αντοχή που παρουσιάζει η ζύμη του γένους 

Debaryomyces σε υψηλές συγκεντρώσεις NaCl (Almagro et al., 2000; Nobre et al., 1999). Η επίδραση του 

ωσμωτικού στρες στο είδος D. hansenii όσον αφορά την αύξηση αλλά και την παραγωγή αραβιτόλης έχει 

αναφερθεί σε διάφορες επιστημονικές μελέτες. Πιο συγκεκριμένα οι Nobre et al. (1999) παρατήρησαν ότι 

η ζύμη D. hansenii είναι ικανή να παράγει γλυκερόλη και αραβιτόλη από την κατανάλωση γλυκόζης σε 

θρεπτικό μέσο που περιέχει KCl και NaCl. Τα κύτταρα παρήγαγαν μόνο αραβιτόλη κατά την αύξηση τους 

σε γλυκόζη αλλά παρατηρήθηκε ταυτόχρονη συσσώρευση γλυκερόλης και αραβιτόλης όταν στο θρεπτικό 

μέσο πέρα από τη γλυκόζη είχαν προστεθεί KCl και NaCl. Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκαν 

ασυνεχείς ζυμώσεις σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις NaCl (2%, w/v, 5%, w/v, 8%, w/v, 12%, w/v, 16%, 

w/v). Για τις συγκεντρώσεις 2-12%, w/v δεν παρατηρήθηκε σημαντική επίδραση στην παραγωγή βιομάζας 

οι τιμές της οποίας κυμαίνονταν μεταξύ 13-16 g/L. Η καλή αντοχή του στελέχους στην ωσμωτική πίεση 

θα ήταν δυνατόν να οφείλεται και στο γεγονός ότι ο συγκεκριμένος μικροοργανισμός έχει απομονωθεί από 

ψάρια και ως εκ τούτου ήταν προσαρμοσμένος σε περιβάλλον υψηλής ώσμωσης. Τα αποτελέσματα 

προηγούμενων ερευνών επιβεβαιώνουν ότι δεν παρατηρείται επίδραση της συγκέντρωσης NaCl στο 

σχηματισμό της βιομάζας (Burke and Jennings, 1990; Koganti et al., 2011). Στη ζύμωση με συγκέντρωση 

NaCl~16%, w/v, ωστόσο, παρατηρήθηκε σημαντική μείωση στην παραγωγή βιομάζας (Χ=4,3 g/L) και 

αραβιτόλης (Αra=1,9 g/L) ενώ και η αφομοίωση της γλυκερόλης ήταν περιορισμένη. Οι υψηλότερες τιμές 
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στην απόδοση αραβιτόλης σημειώθηκαν στις συγκεντρώσεις 2 και 5%, w/v NaCl, ωστόσο σε όλες τις 

δοκιμές η απόδοση εκτιμήθηκε σε YAra/Glol~0,37-0,47 g/g παρουσιάζοντας μικρή μείωση σε σχέση με τη 

ζύμωση-μάρτυρα (όχι παρουσία άλατος). Το ποσοστό των ενδοπολυσακχριτών δεν διαφοροποιήθηκε από 

το μάρτυρα και κυμάνθηκε μεταξύ 25-30%, w/w. Σε αυτό συνηγορούν οι Koganti et al. (2013), όπου σε 

καλλιέργειες με συγκέντρωση NaCl μεγαλύτερη από 100 g/L παρατήρησαν μείωση στην παραγωγή 

αραβιτόλης από τη ζύμη D. hansenii SBP-1. Ωστόσο το γεγονός ότι το στέλεχος της παρούσας διατριβής 

δύναται να αναπτυχθεί σε πολύ υψηλές συγκεντρώσεις άλατος επιτρέπει τη χρήση του σε υποστρώματα 

υψηλής αλατότητας που θα ανέστειλαν την ανάπτυξη άλλων μικροοργανισμών. 

Ένας σημαντικός παράγοντας που θα μείωνε το κόστος της βιοδιεργασίας για παραγωγή 

αραβιτόλης είναι η χρήση μη θερμικά επεξεργασμένου θρεπτικού μέσου. Η αποδεδειγμένη 

ωσμωανθεκτικότητα της ζύμης πρόσφερε τη δυνατότητα δοκιμής σε μη θερμικά επεξεργασμένο μέσο με 

υψηλή αλατότητα που δυσχεραίνει την ανάπτυξη μολυσματικών της διεργασίας βακτηρίων. Έτσι, 

πραγματοποιήθηκαν τρεις ζυμώσεις με στόχο να μελετηθεί η ικανότητα του στελέχους D. prosopidis 

FMCC Y69 να αυξάνεται σε μη θερμικά επεξεργασμένο θρεπτικό μέσο και η επίδραση της δεδομένης 

συνθήκης στη τελική συγκέντρωση του παραγόμενου προϊόντος. Μια ζύμωση με προηγουμένως 

αποστειρωμένο θρεπτικό μέσο χρησιμοποιήθηκε ως μάρτυρας και σε μία από τις δυο ζυμώσεις, σε μη 

θερμικά αποστειρωμένο υπόστρωμα, προστέθηκε NaCl~5%, w/v. Από τα αποτελέσματα προέκυψε ότι το 

στέλεχος μπορεί να παράγει αραβιτόλη παρουσία άλλων μικροοργανισμών στο θρεπτικό μέσο, ωστόσο 

καλύτερα αποτελέσματα σημειώθηκαν στο υπόστρωμα με παρουσία NaCl. Αυτό μπορεί να αποδοθεί στο 

γεγονός ότι πολλοί μικροοργανισμοί δεν μπορούν να αναπτυχθούν σε περιβάλλον υψηλής ώσμωσης. Ο 

περιορισμός της μόλυνσης από άλλους μικροοργανισμούς οδήγησε σε αύξηση της τελικής συγκέντρωσης 

του προϊόντος. Επίσης η προσθήκη NaCl είχε ως αποτέλεσμα και την αύξηση της απόδοση αραβιτόλης 

ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος καθώς και της παραγωγικότητας. Τα αποτελέσματα αυτά 

είναι ενθαρρυντικά καθώς καταδεικνύουν ότι το στέλεχος D. prosopidis FMCC Y69 μπορεί να 

χρησιμοποιηθεί σε πιο οικονομικές διαδικασίες για την παραγωγή της αραβιτόλης. 

Το επόμενο αντικείμενο της πειραματικής μελέτης αφορούσε την επίδραση του λόγου C/N στην 

παραγωγή αραβιτόλης του στελέχους D. prosopidis FMCC Y69. Οι Kundam et al. (2013) αναφέρουν ότι η 

αύξηση της συγκέντρωσης του αζώτου στο θρεπτικό μέσο είχε θετική επίδραση στη παραγωγή αιθανόλης 

και αραβιτόλης από το είδος D. nepalensis. Επιπλέον, η μείωση του λόγου C/N λόγω αύξησης της 

συγκέντρωσης αζώτου οδήγησε σε βελτίωση της απόδοσης των παραγόμενων προϊόντων. Σε μία άλλη 

μελέτη όπου ο λόγος C/N κυμάνθηκε μεταξύ των τιμών 23,8 moles/moles και 63,0 moles/moles, η μέγιστη 

παραγωγή βιομάζας ήταν 11,3 g/L και σημειώθηκε στη μεγαλύτερη συγκέντρωση της πηγής αζώτου, 0,9 

g/L. Στην ίδια μελέτη, η απόδοση του παραγόμενου προϊόντος αυξήθηκε από 0,34 g/g στα 0,47 g/g με 

αύξηση του λόγου C/N από 23,8 moles/moles σε 63 moles/moles (Loman et al., 2018). Στην παρούσα 

εργασία πεπτόνη και εκχύλισμα ζύμης χρησιμοποιήθηκαν ως πηγές αζώτου διαμορφώνοντας τρεις 
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διαφορετικούς λόγους C/N (79, 158, 246 moles/moles) για τις ζυμώσεις που πραγματοποιήθηκαν σε αρχική 

συγκέντρωση γλυκερόλης 135 g/L. Από τους τρεις λόγους που δοκιμάστηκαν, στο λόγο C/N=79 

moles/moles που περιείχε 6 g/L αζωτούχων συστατικών σημειώθηκαν τα καλύτερα αποτελέσματα όσον 

αφορά την παραγωγή βιομάζας καθώς η υψηλή συγκέντρωση αζώτου ευνόησε το σχηματισμό κυττάρων. 

Συγκεκριμένα, ~31 g/L βιομάζας παρήχθησαν στο λόγο 79 moles/moles, ~18 g/L στο λόγο 158 

moles/moles και ~13 g/L στο λόγο 246 moles/moles. Ωστόσο η παραγωγή της αραβιτόλης παρουσίασε τη 

μέγιστη τιμή της στο λόγο C/N=158 moles/moles (~70 g/L) ενώ, εμφάνισε παρόμοια τιμή τελικής 

συγκέντρωσης στις ζυμώσεις με λόγους C/N=79 moles/moles και C/N=246 moles/moles φτάνοντας τα ~43 

g/L και τα ~45 g/L αντίστοιχα. Η απόδοση παραγωγής αραβιτόλης παρουσίασε σημαντικές διαφορές στις 

τρεις δοκιμές και στο λόγο C/N=158 moles/moles, εμφάνισε τη μέγιστη τιμή της (YAra/Glol=0,52 g/g). 

Λαμβάνοντας υπόψη τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τη μελέτη των διαφορετικών 

παραγόντων σε ασυνεχείς ζυμώσεις, στη συνέχεια της πειραματικής διαδικασίας πραγματοποιήθηκε ημι-

συνεχής καλλιέργεια σε κωνικές φιάλες, χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκερόλη, με στόχο την 

αύξηση της τελικής συγκέντρωσης του προϊόντος. Η παραγωγή της αραβιτόλης μετά από 457 h ζύμωσης 

ήταν ~91 g/L με απόδοση ~0,53 g/g, όπου και πραγματοποιήθηκε προσθήκη θρεπτικού υποστρώματος με 

γλυκερόλη στο βιοαντιδραστήρα. Η τιμή της παραγωγικότητας ήταν ίση με 0,14 g/L/h καθόλη τη διάρκεια 

της ζύμωσης. Η τελική συγκέντρωση της αραβιτόλης ήταν 90,9 g/L και η μέγιστη απόδοση του προϊόντος 

ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος ήταν ~0,53 g/g. H παραγωγή αραβιτόλης σε ημι-συνεχείς 

καλλιέργειες έχει μελετηθεί εκτενώς όπως παρουσιάζεται στη βιβλιογραφία. Σε μία περίπτωση το στέλεχος 

Hansenula polymorpha DSM 70277 κατά τη διάρκεια ημι-συνεχούς ζύμωσης παρήγαγε 18,8 g/L 

αραβιτόλης σε 60 h ζύμωσης χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα τη γλυκόζη. Μάλιστα, η πηγή άνθρακα 

μετατράπηκε εξ’ ολοκλήρου σε αραβιτόλη αφού κανένα άλλο οργανικό οξύ δεν ανιχνεύθηκε στο θρεπτικό 

μέσο στο τέλος της ζύμωσης. Το στέλεχος Metschnikowia reukaufii AJ14787 σε ημι-συνεχείς καλλιέργειες 

μετά από 100 h ζύμωσης παρήγαγε 206 g/L αραβιτόλης σε υπόστρωμα γλυκόζης. 

Συγκεφαλαιώνοντας θα παρουσιάσουμε σύνθεση βιβλιογραφίας σε σχέση με την παραγωγή 

πολυολών από μικροοργανισμούς καλλιεργούμενους σε ποικίλες πηγές άνθρακα και τη σύγκριση τους με 

την παρούσα εργασία στον πιο κάτω Πίνακα:  

 

Πίνακας 4.2. Συγκριτικά αποτελέσματα της διεθνούς βιβλιογραφίας, ζυμώσεων μικροοργανισμών σε διάφορα υποστρώματα. Παρουσιάζονται 

οι παραγόμενες πολυόλες και η συγκέντρωση αυτών (g/L) 

Στέλεχος Πηγή άνθρακα Πολυόλες 
Τύπος 

καλλιέργειας 

Συγκέντρωση 

πολυολών 

(g/L) 
Αναφορές 

Hansenula polymorpha 

DSM 70277 
Γλυκόζη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

18,8 
Escalante et al. 

(1990) 

Candida succiphila Y-

11998 
Αραβινόζη Aραβιτόλη Κωνικές φιάλες 81,0 Dien et al. (1996) 
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Zygosaccharomyces 

rouxii NRRL B-27,624 
Γλυκόζη Aραβιτόλη Κωνικές φιάλες 83,4 Saha et al. (2007) 

Debaryomyces hansenii 

NRRL Y-7483 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη Κωνικές φιάλες 14,5 

Koganti et al. 

(2011) 

Debaryomyces hansenii 

NRRL Y-7483 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

40-43 
Koganti and Ju 

(2013) 

Candida quercitrusa 

NBRC 1022 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

85,1 
Yoshikawa et al. 

(2014) 

Debaryomyces hansenii 

NRRL Y-7483 
Αλεύρι σόγιας Aραβιτόλη Κωνικές φιάλες 11,8 Loman et al. (2018) 

Debaryomyces sp.  

FMCC Y69 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη Κωνικές φιάλες 47,5 Παρούσα εργασία 

Debaryomyces sp.  

FMCC Y69 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

29,4 Παρούσα εργασία 

Yarrowia lipolytica 

A-15 
Γλυκερόλη Ερυθριτόλη Κωνικές φιάλες 35,5 

Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A-15 
Γλυκερόλη Ερυθριτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

64,9 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A-15 
Γλυκερόλη Μαννιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

14,9 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A-15 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

2,2 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A UV’1 
Γλυκερόλη Ερυθριτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

58,9 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A UV’1 
Γλυκερόλη Μαννιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

13,7 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

A UV’1 
Γλυκερόλη Aραβιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

5,6 
Tomaszewska et al. 

(2012) 

Yarrowia lipolytica 

Wratislavia K1 
Γλυκερόλη Ερυθριτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 

65,1 
Rakicka et al. 

(2016) 

Yarrowia lipolytica 

Wratislavia K1 
Γλυκερόλη Ερυθριτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 
155,5 

Mirończuk et al. 

(2014) 

Yarrowia lipolytica 

Wratislavia K1 
Γλυκερόλη Μαννιτόλη 

Ασυνεχής 

ζύμωση σε 

βιοαντιδραστήρα 
8,1 

Mirończuk et al. 

(2014) 

D. prosopidis FMCC Y69 Γλυκερόλη Αραβιτόλη 

Ημί-συνεχής 

ζύμωση σε 

κωνικές φιάλες 

90,9 Παρούσα εργασία 
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5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  
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Η δραματική αύξηση της κατανάλωσης καυσίμων και συνάμα ο περιβαλλοντικός προβληματισμός 

που εγείρει η μείωση των αποθεμάτων αργού πετρελαίου, έχουν στρέψει το παγκόσμιο ενδιαφέρον στην 

εξεύρεση ανανεώσιμων πηγών ενέργειας. Το βιοντίζελ αποτελεί ένα από τα πολλά υποσχόμενα εναλλα-

κτικά και ανανεώσιμα καύσιμα. Ωστόσο, η αλματώδης αύξηση της χρήσης του βιοντίζελ έχει ως αποτέλε-

σμα την ραγδαία αύξηση της γλυκερόλης ως παραπροϊόντος της διεργασίας το οποίο χρήζει περαιτέρω 

επεξεργασίας και αξιοποίησης. Επιπλέον η οικολογική καταστροφή που οφείλεται στην καλλιέργεια της 

ζάχαρης αλλά και οι αδιαμφισβήτητες επιπτώσεις που προκαλεί στην υγεία έχουν οδηγήσει στην αναζή-

τηση εναλλακτικών υποκατάστατων της, στη βιομηχανία τροφίμων. Τέτοια υποκατάστατα αποτελούν οι 

πολυόλες οι οποίες παράγονται χημικά μέσω υδρογόνωσης σακχάρων, μια διαδικασία αρκετά κοστοβόρα. 

Ορισμένες επιστημονικές μελέτες έχουν εστιάσει στη διερεύνηση παραγωγής πολυολών μέσω βιοδιεργα-

σιών. Μία πολλά υποσχόμενη πολυόλη με ιδιαίτερα χαμηλό γλυκαιμικό δείκτη και υψηλό κόστος αποτελεί 

η αραβιτόλη. Η εν λόγω ουσία αποτελεί αντικείμενο σπουδαίου βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος που ελά-

χιστα έχει μελετηθεί προς το παρόν.  

Η συγκεκριμένη ερευνητική μελέτη απέδειξε ότι ανάμεσα στα μεταβολικά προϊόντα που μπορούν 

να παραχθούν χρησιμοποιώντας τη γλυκερόλη ως πηγή άνθρακα είναι το ενδοκυτταρικό λίπος και η 

αραβιτόλη. Η παραγωγή των δύο αυτών ουσιών επετεύχθη με τη χρήση στελεχών των ζυμών 

Rhodosporidium toruloides NRRL Y-27012 και Debaryomyces prosopidis FMCC Y69 για τη παραγωγή 

ενδοκυτταρικού λίπους και αραβιτόλης αντίστοιχα, χρησιμοποιώντας ως κύρια πηγή άνθρακα την 

ακάθαρτη γλυκερόλη προερχόμενη από τις βιομηχανικές διεργασίες παραγωγής βιοντίζελ.  

Τα εν λόγω στελέχη επέδειξαν ωσμωανθεκτικότητα τόσο σε υψηλές αρχικές συγκεντρώσεις του εν 

λόγω αποβλήτου όσο και σε υψηλές συγκεντρώσεις NaCl καθώς και ικανότητα να αφομοιώσουν 

υπόστρωμα μη θερμικώς επεξεργασμένο, με απώτερο σκοπό τη διεξαγωγή ζυμώσεων σε παρόμοια μέσα 

και ως εκ τούτου τη μείωση τους κόστους της διεργασίας. Γενικά, αξίζει να τονιστεί ότι τα στελέχη ζυμών 

που χρησιμοποιήθηκαν, αποδείχθηκαν ικανά να χρησιμοποιούν την ακάθαρτη γλυκερόλη ως πηγή 

άνθρακα και ενέργειας, στις περισσότερες συνθήκες στις οποίες δοκιμάστηκαν.  

Η ζύμη R. toruloides NRRL Y-27012 επέδειξε ικανότητα να μεταβολίζει την παραπάνω πηγή 

άνθρακα προς παραγωγή βιομάζας, ενδοπολυσακχαριτών και λιπιδίων. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι η 

ανάκτηση των λιπιδίων της ζύμης δύναται να γίνει με τη μέθοδο μίγματος διαλυτών χλωροφορμίου 

(CHCl3)–μεθανόλης (CH3OH) χωρίς την απαίτηση της όξινης υδρόλυσης με HCl. Επιπλέον προέκυψε ότι 

το pH επηρεάζει την παραγωγή βιομάζας και λιπιδίων χωρίς να μεταβάλει στη σύσταση των λιπαρών οξέων 

του συγκεκριμένου στελέχους. Το στέλεχος απέδωσε καλύτερα αναφορικά με τον σχηματισμό λιπιδίων 

όταν αναπτύχθηκε σε γλυκερόλη έναντι της εμπορικής γλυκόζης γεγονός που το καθιστά κατάλληλο για 

τη χρήση του στη βιοτεχνολογική αξιοποίηση της ακάθαρτης γλυκερόλης. Επιπλέον το εν λόγω στέλεχος 

απέδειξε ότι δύναται να αναπτυχθεί σε υποστρώματα υψηλής ώσμωσης και συνάμα παρουσία φαινολικών 

ουσιών (Onion Solid Wastes, OSWs). Συγκεκριμένα, παρατηρήθηκε ότι σε περιβάλλον υψηλής ώσμωσης, 
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είτε λόγω τη αύξησης της συγκέντρωσης του υποστρώματος είτε λόγω της προσθήκης χλωριούχου νατρίου 

(NaCl) εγείρεται η διαδικασία της λιποσυσσώρευσης. Το γεγονός αυτό είναι ιδιαιτέρα σημαντικό καθώς 

δεικνύει τη δυνατότητα χρήσης αποβλήτων με υψηλή αλατότητα ως υποστρώματα καλλιέργειας χωρίς 

περαιτέρω καθαρισμό. Συμπερασματικά, η σημαντική παραγωγή μικροβιακών λιπιδίων καθώς και η 

σύσταση των παραγομένων ελαίων που προσομοιάζει αυτής των φυτικών ελαίων που χρησιμοποιούνται 

για την παραγωγή βιοντίζελ, παρέχει τη δυνατότητα σύνθεσης 2ης γενιάς βιοντίζελ μέσω της ζύμης R. 

toruloides NRRL Y-27012, χρησιμοποιώντας το «απόβλητο» της εν λόγω διεργασίας ως υλικό εκκίνησης, 

σε ένα «κλειστό» σύστημα με απώτερο στόχο την εξάλειψη των παραγόμενων αποβλήτων.  

Η ζύμη D. prosopidis FMCC Y69 επέδειξε ομοίως εξαιρετική ικανότητα μετατροπής της 

γλυκερόλης σε βιομάζα, ενδοπολυσακχαρίτες και αραβιτόλη. Το εν λόγω στέλεχος δύναται να 

καταναλώνει ακάθαρτη γλυκερόλη μετατρέποντας την σε αραβιτόλη σε υψηλές συγκεντρώσεις τόσο σε 

ζυμώσεις σε κωνικές φιάλες (Ara=70,9 g/L) όσο και σε βιοαντιδραστήρα (Ara=65,5 g/L). Αξίζει να 

τονιστεί ότι καίτοι στη δεύτερη περίπτωση (χρήση βιοαντιδραστήρα) σημειώθηκε μικρότερη παραγωγή 

προϊόντος, η ζύμωση ολοκληρώθηκε πολύ ταχύτερα, ενώ παράχθηκε και σε υψηλή συγκέντρωση ξηρά 

κυτταρική βιομάζα περιέχουσα σε ικανοποιητικά ποσά ενδοπολυσακχαρίτες. Σε κάθε περίπτωση, η 

απόδοση προϊόντος ως προς το αναλωθέν υπόστρωμα σημείωσε μία από τις μέγιστες τιμές που έχει 

αναφερθεί βιβλιογραφικά μέχρι στιγμής (YAra/Glol=0,57 g/g). Επιπλέον και σε αυτή την περίπτωση η ζύμη 

απέδωσε καλύτερα σε υπόστρωμα γλυκερόλης σε σχέση με την εμπορική γλυκόζη καθώς επίσης 

αναπτύχθηκε ικανοποιητικά σε μέσα με πολύ υψηλή αλατότητα και ταυτόχρονα χωρίς καμία θερμική 

επεξεργασία. Η καλή ωσμωανθεκτικότητα της ζύμης επέτρεψε τη διενέργεια πειράματος σε μέσο με υψηλή 

αλατότητα υπό μη ασηπτικές συνθήκες που κατέστειλε την ανταγωνιστικότητα των στελεχών απέναντι σε 

έτερους μικροβιακούς πληθυσμούς. Συγκεκριμένα, η παρουσία του άλατος περιόρισε τη βακτηριακή 

επιμόλυνση και βοήθησε την επικράτηση της ζύμης και την παραγωγή πολυόλης (Ara=43,6 g/L). Το 

γεγονός αυτό θα επέτρεπε σημαντική μείωση στο κόστος της βιοτεχνολογικής αξιοποίησης της ακάθαρτης 

γλυκερόλης προς παραγωγή ενός ακριβού και υψηλής προστιθέμενης αξίας προϊόντος όπως είναι η 

αραβιτόλη. 

Ένα σπουδαίο εύρημα της παρούσας μελέτης διαπιστώθηκε σε ημι-συνεχή τροφοδοτούμενη 

καλλιέργεια σε κωνικές φιάλες όπου η παραγωγή αραβιτόλης έφτασε 90,9 g/L με απόδοση YAra/Glol~0,53 

g/g. Η ανωτέρω επιτευχθείσα τιμή της αραβιτόλης, ήταν από τις υψηλότερες που έχουν αναφερθεί ποτέ 

στη διεθνή βιβλιογραφία για άγρια (μη γενετικώς τροποποιημένα) στελέχη ζυμών κατά την αύξησή τους 

σε οποιαδήποτε πηγή άνθρακα η οποία να χρησιμοποιείται ως υλικό εκκίνησης της διεργασίας.  

Τα αποτελέσματα της εν λόγω διατριβής συνέβαλαν στην εξεύρεση βιοτεχνολογικών εφαρμογών 

της γλυκερόλης ως υλικού χρησιμοποιούμενου στη Βιομηχανική Μικροβιολογία καθώς απεδείχθη ότι τα 

στελέχη των ζυμών Rhodosporidium toruloides και Debaryomyces prosopidis μπορούν να μεταβολίζουν 

την ακάθαρτη γλυκερόλη προς παραγωγή μεταβολικών προϊόντων προστιθέμενης αξίας όπως λιπίδια και 
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αραβιτόλη συμβάλλοντας στην επίλυση προβλημάτων που σχετίζονται με την επισιτιστική και ενεργειακή 

κρίση και προωθώντας ταυτόχρονα την αειφορία, την κυκλική οικονομία και την πράσινη ανάπτυξη.  
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ΟΝΟΜΑΤΟΛΟΓΙΑ  

Glol: Γλυκερόλη (g/L) 

Glc: Γλυκόζη (g/L) 

X: Η παραγόμενη βιομάζα (g/L) 

L: Το παραγόμενο λίπος (g/L) 

Ara: Αραβιτόλη (g/L) 

IPS: Παραγόμενοι ενδοπολυσακχαρίτες (g/L) 

YAra/S: Απόδοση αραβιτόλης ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (g/g) 

YL/S: Απόδοση λίπους ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (g/g) 

YΧ/S: Απόδοση βιομάζας ανά μονάδα καταναλωθέντος υποστρώματος (g/g) 

L/X: Τιμή παραγόμενου μικροβιακού λίπους ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

IPS/X: Τιμή παραγόμενων ενδοπολυσακχαριτών ανά παραγόμενη βιομάζα (%, w/w) 

Glolcons: Καταναλωθείσα γλυκερόλη (g/L) 

TS: Ολικά σάκχαρα (g/L) 

TScons: Κατανάλωση υποστρώματος (g/L) 

Qp: Παραγωγικότητα αραβιτόλης ανά ώρα (g/L/h) 

OSWs: Στερεά απόβλητα Κρεμμυδιού (Onion Solid Wastes) 

DOP: Διαλυμένο οξυγόνο (Dissolved Oxygen Tension) 

qO2: Ο ειδικός ρυθμός κατανάλωσης οξυγόνου  

FAN: Free Amino Nitrogen 

NaCl: Χλωριούχο νάτριο  
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