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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε ο κλώνος ΗΒ8 του θερµόφιλου 

βακτηρίου Τ. thermophilus, το οποίο αναπτύχθηκε σε τροποποιηµένα µέσα ανάπτυξης 

και έγιναν πειράµατα µε σκοπό την συσσώρευση πολυµερούς ΡΗΑs στα κύτταρα του. 

Αρχικά έγινε αναβίωση των κυττάρων σε κανονικό µέσο ανάπτυξης και έπειτα έγινε 

εµβολιασµός  τεσσάρων κωνικών φιαλών µε τροποποιηµένο µέσο ανάπτυξης (ΤΜΑ).  Οι 

τέσσερις φιάλες περιείχαν τέσσερις διαφορετικές συγκεντρώσεις τυρογάλακτος 10, 20,50 

και 100%(v/v) τυρόγαλα. Ανά διαστήµατα 8, 10 και 12 ωρών γινόταν µετρήσεις   και 

µελετήθηκαν οι παράµετροι όπως η ανάπτυξη των κυττάρων, το ξηρό βάρος των 

κυττάρων (mg/l), Η συγκέντρωση ΡΗΑ ανά λίτρο καλλιέργειας (mg/l), η επί τοις εκατό 

κατά βάρος απόδοση της παραγωγή του ΡΗΑ (% κ.β) και έγιναν τα κατάλληλα 

γραφήµατα. Το ξηρό βάρος των κυττάρων σε όλες τις καλλιέργειες κυµαινόταν στα ίδια 

επίπεδα σε όλη τη διάρκεια του πειράµατος, εκτός από την καλλιέργεια µε µηδενική 

συγκέντρωση τυρογάλακτος. Η συσσώρευση του πολυµερούς στα βακτήρια ήταν 

µεγαλύτερη σε όλες τις χρονικές στιγµές στην καλλιέργεια µε την υψηλότερη αρχική 

συγκέντρωση τυρογάλακτος, 50%, όπως και η απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ µε µέγιστη 

τιµή περίπου 26%  µετά από 24 ώρες ανάπτυξης. Τόσο η συσσώρευση όσο και η 

απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ παρουσιάζουν µείωση µετά από 48 ώρες ανάπτυξης, όµως 

σε µεγαλύτερους χρόνους ανάπτυξης αυξήθηκε και πάλι. Η τιµή της απόδοσης 

παραγωγής ΡΗΑ  που έδωσε το άγριο στέλεχος του Τ. thermophilus είχε µέγιστη  τιµή, 

26% και  µπορεί να θεωρηθεί αρκετά ικανοποιητική. 

Στη συνέχεια έγινε ταυτοποίηση των µονοµερών του πολυµερούς µε τη µέθοδο 

της αέριας χρωµατογραφίας χρησιµοποιώντας πρότυπα διαλύµατα PHA. Τα δείγµατα 

που µελετήθηκαν µε την (GC) από τις καλλιέργειες σε συνδυασµό µε τα πρότυπα  

διαλύµατα έδειξαν ότι,  το πολυµερές που συντίθεται µέσα στο κύτταρο του Τ. 

thermophilus σε αυτές τις συνθήκες αποτελείται κυρίως από µονοµερή µε 6, 9, 10 και 11 

άτοµα άνθρακα. 
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ  

 
 

Τα πολυ(3-υδροξυαλκανοϊκά οξέα) PHAs είναι αποθηκευτικά υλικά ενέργειας 

και άνθρακα, τα οποία συντίθενται από πολλούς µικροοργανισµούς όταν βρεθούν σε 

κατάσταση ‘‘ τροφικού stress’’, όταν δηλ. οι µικροοργανισµοί υφίστανται έλλειψη από 

κάποιο από τα κύρια θρεπτικά συστατικά του µέσου ανάπτυξης όπως π.χ. οξυγόνο για 

τους αερόβιους οργανισµούς, άζωτο, ιχνοστοιχεία και ιόντα ‘εν διαλύσει’ (θειικά, 

φωσφορικά, αµµωνιακά κλπ) καθώς και διαφοροποίηση της κύριας πηγής του άνθρακα. 

Τα ΡΗΑs θεωρούνται πολύ καλοί υποψήφιοι για την παραγωγή βιοαποικοδοµήσιµων 

πλαστικών, αφού παρουσιάζουν παρόµοιες ιδιότητες µε τα πολυπροπυλένια. Τα πολύ (3-

υδροξυαλκανοϊκά οξέα)  µπορούν να χρησιµοποιηθούν επίσης σε πολλές βιοϊατρικές 

εφαρµογές όπως για παράδειγµα ως φορείς φαρµακευτικών υλικών (drug delivery), στην 

κατασκευή συνθετικών ιστών καθώς και στην κατασκευή βιο-υµενίων µε εξαιρετικές 

ιδιότητες. Παρόλο που τα ΡΗΑs παρουσιάζουν τις πολύ σπουδαίες ιδιότητες της 

βιοαποικοδοµησιµότας και βιοσυµβατότητας, το µειονέκτηµα του ψηλού κόστους 

παραγωγής τους εµποδίζει την ευρύτερη διάθεση τους στην αγορά.  

Σκοπός της παρούσας εργασίας είναι η ταυτοποίηση των πολυµερών ΡΗΑs τα 

οποία παράγονται µέσα στο κύτταρο  του θερµόφιλου βακτηρίου  T. Thermophilus  σε 

τέσσερις διαφορετικές συγκεντρώσεις τυρογάλακτος. Η ταυτοποίηση έγινε µε τον αέριο 

χρωµατογράφο του εργαστηρίου τεχνολογίας τροφίµων χρησιµοποιώντας πρότυπα 

διαλύµατα ΡΗΑ.  
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1.ΘΕΩΡΗΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ  

 
 
1.1 Γενικά για τα Τhermus thermophilus 
 
1.1.1. Μορφολογία των βακτηρίων 
 

Τα  βακτήρια Thermus thermophilus είναι θερµόφιλα βακτήρια τα οποία 

κατατάσσονται στην κατηγορία των ευβακτηρίων (σχήµα 1).  

Το στέλεχος ΗΒ8 που χρησιµοποιήθηκε στην παρούσα εργασία αποµονώθηκε για 

πρώτη φορά από θερµές πηγές στην Ιαπωνία (Oshima et al., 1974), ανήκει στα αερόβια 

gram -αρνητικά βακτήρια, έχει κίτρινο χρώµα και αναπτύσσεται σε θερµοκρασίες από 65 

µέχρι και 85 oC.  To T. thermophilus δεν παράγει σπόρια και δεν εµφανίζει κινητικότητα.  

 

Σχήµα 1: Φυλογενετικό δέντρο των οργανισµών όπου διακρίνονται τρεις κύριες οµάδες: 

Βακτήρια, Αρχαιοβακτήρια και Ευκαριωτικά. Η κατάταξη βασίζεται στην ανάλυση ακολουθιών 

ριβοσωµικών RNAs (Woese et al., 1990) 

 

Τα κύτταρα του T. thermophilus, εµφανίζονται µε τη µορφή ράβδων και 

νηµατίων. Η µορφή των κυττάρων εξαρτάται από τη θερµοκρασία και από το χρόνο 
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ανάπτυξης. Σε θερµοκρασίες άνω από 75 oC αλλά και στη στατική φάση επικρατεί ο 

σχηµατισµός νηµατίων, τα οποία έχουν διάµετρο από 0.5 µέχρι και 0.8 µm. Οι ράβδοι 

έχουν την ίδια διάµετρο και µήκος από 5 µέχρι 10 µm (σχήµα 2). 

 

 

Σχήµα 2. Αριστερά η νηµατική και δεξιά η ραβδοειδής περιοχή των Τ. thermophilus 

 

Σε παλαιότερες καλλιέργειες εµφανίζονταν και µεγάλες σφαίρες µε διαµέτρους 

από  10 εώς 20 µm. Οι σφαίρες αυτές σχηµατίζονται από ράβδους όταν ενώνονται τα 

εξωτερικά στρώµατα τους και αποµακρύνονται από τα εσωτερικά µε αποτέλεσµα οι 

ράβδοι να τοποθετούνται συνήθως παράλληλα, στην περιφέρεια µια σφαίρας µε 

σύνδεσµο το ενιαίο εξωτερικό στρώµα, όπως φαίνεται στο σχήµα που ακολουθεί.  

 

Σχήµα 3. Α: Εγκάρσια τοµή σφαίρας (x 40000) .Η µπάρα αντιστοιχεί σε 0.5 µm. B: Τµήµα της 

σφαίρας όπου φαίνεται η εγκάρσια τοµή µιας από τις ράβδους της σφαίρας. Το εξωτερικό  

τοίχωµα (ow) διαχωρίζεται µε µία λεπτή ζώνη από το εσωτερικό (iw) το οποίο παραµένει 
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ενωµένο µε τη µεµβράνη του κυτταροπλάσµατος (pm) (x 120000).Η µπάρα αντιστοιχεί σε 0.25 

µm.  

 

1.2. Πολυυδροξυαλκανοϊκά (PHAs) 
 

1.2.1. Γενικά για τα PHAs 

Τα πολυδροξυαλκανοϊκά είναι εστέρες των υδροξυαλκανοϊκών µε γενικό τύπο:  

 

                                                               

                                                                                             

                                                                                                 n = 100-30000 

                                                                                                                                   

όπου : 

R Πολυµερές  

m=1   

Η πολυ-3-υδρoξυπροπιονικό  (3HP) 

CH3- πολυ-3-υδρoξυβουτυρικό  (3HΒ) 

CH3CH2- πολυ-3-υδρoξυβαλερικό  (3HV) 

CH3CH2CH2- πολυ-3-υδρoξυεξανοϊκό (3HΕ ή 3ΗΗ) 

CH3(CH2)4- πολυ-3-υδρoξυοκτανοϊκό  (3HΟ) 

CH3(CH2)8- πολυ-3-υδρoξυδωδενανοϊκό  (3ΗDD) 

m=2   

Η πολυ-4-υδρoξυβουτυρικό  (4HB) 

m=3   

Η πολυ-5-υδρoξυβαλερικό (3HV) 

 

Έχουν αναφερθεί περιπτώσεις ΡΗΑs όπου η οµάδα R δεν είναι κορεσµένη, αλλά 

είναι ακόρεστη, αρωµατική ή διακλαδισµένη (Curley et al., 1996, Doi, 1990). 
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Τα ΡΗΑs συντίθενται από µεγάλο αριθµό βακτηρίων σαν ενδοκυτταρική 

αποθηκευτική πηγή άνθρακα και ενέργειας  όταν τα βακτήρια βρίσκονται σε κατάσταση 

‘‘ τροφικού stress’’, όταν δηλαδή οι µικροοργανισµοί υφίστανται έλλειψη από κάποιο 

από τα κύρια θρεπτικά συστατικά του µέσου ανάπτυξης όπως π.χ. οξυγόνο για τους 

αερόβιους οργανισµούς, άζωτο, ιχνοστοιχεία και ιόντα εν διαλύσει (θειικά, φωσφορικά, 

αµµωνιακά κλπ) καθώς και διαφοροποίηση της κύριας πηγής του άνθρακα (Lee et al., 

2000, Hazenberg and Witholt, 1997). Τα ΡΗΑs συσσωρεύονται µε τη µορφή σωµατιδίων 

εγκλεισµού (κόκκων) στο κυτταρόπλασµα των κυττάρων. Όταν η παροχή των τροφικών 

µέσων σταµατήσει, το παραγόµενο πολυµερές µπορεί να αρχίσει να αποικοδοµείται  µε 

ενδοκυτταρικές αποπολυµεράσες και να χρησιµοποιηθεί ως πηγή ενέργειας.  

Τα πλαστικά αποτελούν την κυριότερη πρώτη ύλη για την κατασκευή διαφόρων 

προϊόντων και συσκευών που χρησιµοποιούνται καθηµερινά, λόγω των ιδιοτήτων που 

παρουσιάζουν όπως ελαστικότητα, σταθερότητα και χαµηλό κόστος παραγωγής.  Το 

µοναδικό ίσως µειονέκτηµα των πλαστικών είναι ότι δεν αποικοδοµούνται µε 

αποτέλεσµα να συσσωρεύονται στο περιβάλλον σε ποσοστό που ανέρχεται τα 24 

εκατοµµύρια τόνους το χρόνο (Lee et al., 1996). Tα πολυυδροξυαλκανοϊκά (PHAs) είναι 

πολύ καλοί υποψήφιοι για την αντικατάσταση των κοινών πλαστικών λόγω της 

βιοαποικοδοµησιµότητας που παρουσιάζουν και λόγω του ότι έχουν ιδιότητες 

θερµοπλαστικών ή ελαστοµερών. Επιπλέον, µοιάζουν σε πολλές ιδιότητες µε τα 

πολυπροπυλένια. Η υψηλή τιµή τους όµως συγκρινόµενη µε τα συµβατικά πολυµερή έχει 

περιορίσει πολύ τη χρήση τους. 

Σήµερα το πιο ευρέως διαδεδοµένο και καλά χαρακτηρισµένο οµοπολυµερές 

είναι το πολυ(3-υδροξυβουτυρικό) PHB, που παράγεται χρησιµοποιώντας τον 

µικροοργανισµό Alkaligenes eutrophus. Πρόσφατα, έχουν βρεθεί βακτήρια που 

παράγουν PHAs συµπολυµερή που περιέχουν µονοµερείς µονάδες µικρής και µεγάλης 

αλυσίδας άνθρακα. Για παράδειγµα συµπολυµερή που συνίστανται από 3-

υδροξυβουτυρικό, και 3-υδροξυβαλερικό ή 3-υδροξυβουτυρικό και 3-υδροξυεξανοϊκό 

έχουν πολύ καλύτερες ιδιότητες υλικών (Doi, 1990).  Η προσθήκη ενός µικρού ποσοστού 

µονοµερών µονάδων µεγάλης αλυσίδας στο  πολύ(3-υδροξυβουτυρικό) προκαλεί αύξηση 

στην ευκαµπτότητα του συµπολυµερούς. Έτσι, το συµπολυµερές πολύ(3-

υδροξυβαλερικό-3-υδροξυβουτυρικό), P(HB-co-HV)  που παράγεται από τον 
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µικροοργανισµό  Alkaligenes eutrophus  παρουσιάζει ειδικό ενδιαφέρον εξ αιτίας του ότι 

είναι πιο εύκαµπτο απ’ότι το οµοπολυµερές πολυ-υδροξυβουτυρικό (PΗΒ) και 

επιτυγχάνεται σχετικά εύκολα προσθέτοντας προπιονικό στην καλλιέργεια ανάπτυξης 

του µικροοργανισµού. 

 Επί πλέον η περιεκτικότητα του 3-υδροξυβαλερικού (3-ΗV) µπορεί να ρυθµιστεί 

δια µέσου της µεταβολής των επιπέδων του προπιονικού στο µέσο ανάπτυξης 

καταλήγοντας σε µια σειρά διαφορετικών θερµοπλαστικών που έχουν διαφορετικό 

βαθµό ευκαµπτότητας. Σήµερα παράγεται βιοµηχανικά σε µεγάλη κλίµακα, από την 

ZENEKA (πρώην Imperial Chemical Industries, Billingham) στο Ηνωµένο Βασίλειο 

(Αnderson and Dawes, 1990, Holmes, 1985).  Αυτά τα πολυµερή είναι βιοµηχανικά 

διαθέσιµα µε το όνοµα Biopol. Ένα µεγάλο µειονέκτηµα στην εµπορευµατοποίηση των 

βακτηριακών PHAs είναι το υψηλό κόστος παραγωγής σε σύγκριση µε τα συνθετικά 

πλαστικά υλικά ή άλλα βιοαποικοδοµήσιµα πολυµερή όπως το πολυγαλακτικό οξύ (Lee, 

1996).  

Έχουν ανιχνευθεί περισσότερα από 81 ΗΑs ως συστατικά των PHAs και αυτό 

έχει σαν συνέπεια τα θερµοπλαστικά αυτά πολυµερή να έχουν διαφορετικές µηχανικές 

ιδιότητες. Ανάλογα µε τα µονοµερή από τα οποία αποτελούνται εµφανίζονται σαν 

κρυσταλλικά στερεά ή σαν ελαστικές ουσίες. Επίσης ανάλογα µε τις συνθήκες 

ανάπτυξης των βακτηρίων παράγονται ΡΗΑs, αλειφατικοί πολυεστέρες, πολυσακχαρίτες 

και άλλα συµπολυµερή µίγµατα αυτών.  

 Τα µονοµερή ΗΑs έχουν πάντα τη (D-) διαµόρφωση λόγω της στερεοειδικότητας 

των ενζύµων και το υποκατεστηµένο µε ΟΗ άτοµο άνθρακα έχει (R-) διαµόρφωση. Τα 

µοριακά βάρη των πολυµερών κυµαίνονται από 2·105 
µέχρι 3·106 Da, ανάλογα µε το 

βακτήριο στο οποίο παράγονται και από τις συνθήκες ανάπτυξης τους.  

 

1.2.2. Συσσώρευση ΡΗΑs στα βακτήρια 
 

Τα ΡΗΑs συσσωρεύονται στα κύτταρα των βακτηρίων µε τη µορφή σωµατιδίων 

εγκλεισµού (κόκκων). Ο αριθµός και το µέγεθος των κόκκων ανά κύτταρο διαφέρει 

ανάµεσα στα είδη των βακτηρίων. Στο βακτήριο Alcaligenes eutrophus συσσωρεύονται 8 
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-13 κόκκοι ανά κύτταρο µε διάµετρο 0.2-0.5 µm (Byrom, 1994).Oι κόκκοι διακρίνονται 

µε µικροσκόπιο αντίστροφης φάσης είτε µε µικροσκόπιο σάρωσης (σχήµα 4). 

 

 

  

 

Σχήµα 4: Φωτογραφίες από ηλεκτρονικό µικροσκόπιο του βακτηρίου Thermus thermophilus, 

αριστερά: Βακτήρια που δεν περιέχουν σωµατίδια εγκλεισµού και δεξιά: Βακτήρια που 

περιέχουν σωµατίδια εγκλεισµού µε πολυµερή  (Pantazaki et al., 2003). 

 

Έχει ήδη µελετηθεί µεγάλος αριθµός βακτηρίων για την δυνατότητα 

συσσώρευσης κόκκων πολυµερούς και έχει υπολογιστεί ότι περισσότερα από 300 είδη 

βακτηρίων έχουν την ικανότητα αυτή και ανήκουν τόσο στην κατηγορία των gram-

θετικών όσο και στην κατηγορία των gram-αρνητικών. Ανάµεσα σε αυτά είναι τα 

βακτήρια Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, µεθυλότροφα 

βακτήρια, ψευδοµονάδες και ανασυνδυασµένα βακτήρια Ε.coli. Η απόδοση αυτών των 

βακτηρίων βρέθηκε µεγαλύτερη των  2 g PHAs/l/h. Γίνονται επίσης πολλές µελέτες για 

την κατανόηση του µηχανισµού βιοσύνθεσης των πολυµερών, τον µεταβολισµό και την 

µοριακή βιολογία των γονιδίων των ενζύµων που συνθέτουν ΡΗΑs.  

Ως σήµερα έχουν αποµονωθεί και κλωνοποιηθεί 44 διαφορετικά γονίδια που 

συνθέτουν ΡΗΑs και έχουν δηµιουργηθεί πολλοί ανασυνδυασµένοι κλώνοι που 

επιτρέπουν την σύνθεση πολυεστέρων µε διαφορετικά µονοµερή, όπως και αύξηση της 

απόδοσης της σύνθεσης των πολυµερών. Τέλος µελετούνται γενετικά ανασυνδιασµένα 

φυτά για την ικανότητα παραγωγής ΡΗΑs. 
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Επίσης κρίνεται απαραίτητο να γίνει βελτιστοποίηση στις µεθόδους ανάπτυξης 

των βακτηρίων, στην αποµόνωση του πολυµερούς. Πρέπει ακόµη να αναπτυχθούν 

βακτηριακοί κλώνοι ή φυτά που θα επιτρέπουν την παραγωγή ΡΗΑs µε ανταγωνιστικό 

κόστος µε αυτό των συµβατών πλαστικών.  

 

1.2.3. ∆ιάκριση πολυυδροξυαλκανοϊκών (PHAs) 

 

Τα ΡΗΑs µπορούν να διακριθούν σε δύο κατηγορίες ανάλογα µε τον αριθµό των ατόµων 

άνθρακα στα µονοµερή τους:  

 

PHA µε µικρή πλευρική αλυσίδα άνθρακα. (S.C.L., short chain length). Αυτή η 

οµάδα περιλαµβάνει τα πολυµερή που έχουν µονοµερή µε µήκος αλυσίδας 3 µε 5 άτοµα 

άνθρακα, όπως π.χ. PHB και PHV όπου R=C2H5 και το συµπολυµερές P(HB-co-HV). Ο 

συµπολυεστέρας αποτελούµενος από 3-υδροξυβουτυρικό και 3-υδροξυβαλερικό 

παράγεται ήδη  σε βιοµηχανική κλίµακα για την παραγωγή φιαλών από βακτήρια 

Αlkaligenes eutrophus µε πρώτη ύλη γλυκόζη και προπιονικό µε το βιοµηχανικό όνοµα 

Βiopol και παρήχθη για πρώτη φορά από τον Holmes to 1981. Αυτό το πολυµερές δεν 

µπορεί να συναγωνιστεί τα διαθέσιµα πλαστικά από άποψη κόστους παραγωγής (10 

φορές υψηλότερο από αυτό του προπυλενίου). Τελευταία προτείνονται µεθυλότροφοι 

οργανισµοί που χρησιµοποιούν ως πρώτη ύλη µεθανόλη για την παραγωγή των PHA. 

(Από το 1980 έγιναν 51 πατέντες σ’ αυτό το πεδίο). 

PHA µε µέτρια πλευρική αλυσίδα: (Μ.C.L., medium chain length).Αυτή η 

οµάδα περιλαµβάνει πολυµερή PHA που συνίστανται από µονοµερή που περιέχουν 6 έως 

12 άτοµα άνθρακα. Η ποικιλία των PHA συντίθενται είναι πολύ µεγάλη ανάλογα µε το 

υπόστρωµα (την πηγή του άνθρακα που µπορεί να αξιοποιήσει το κάθε βακτήριο και 

µπορεί να ποικίλλει).  

 Πολυµερή που προέρχονται από S.C.L υποστρώµατα έχουν ιδιότητες 

θερµοπλαστικών ενώ πολυµερή που προέρχονται από Μ.C.L έχουν ιδιότητες 

ελαστοµερών.  
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 Ο διαχωρισµός αυτός οφείλεται στην εξειδίκευση του ενζύµου συνθάση η οποία 

µπορεί να δεχθεί και να πολυµερίσει µονοµερή ΗΑs µε συγκεκριµένο αριθµό ατόµων 

άνθρακα ανάλογα µε το βακτήριο από το οποίο προέρχεται. Για παράδειγµα η ΡΗΑ 

συνθάση των Alcaligenes eutrophus πολυµερίζει 3  ΗΑs που αποτελούνται από 3 εώς 5 

άτοµα άνθρακα και όχι µεγαλύτερα από 6 ενώ, η συνθάση των P. oleovorans πολυµερίζει 

3 ΗΑs µε 6 εώς 14 άτοµα άνθρακα.  

Για τα  S.C.L έχουν βρεθεί µονοµερή που οξειδώνονται στη θέση 14 όπως 4-ΗΒ, 

4ΗV, 5HV. Για τα Μ.C.L το µόνο µονοµερές που οξειδώνεται σε άλλη θέση εκτός της 3 

είναι το 4-ΗΟ. Έχουν βρεθεί όµως και Μ.C.L µονοµερή που περιέχουν άλλες οµάδες 

όπως ολεφίνες, διακλαδισµένα αλκύλια, αλογόνα, φαινύλιο και κυάνιο.  
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1.2.4. Μορφολογία και δοµή των ΡΗΑ κόκκων 

 

Γενικά τα ΡΗΑs συσσωρεύονται µε την µορφή διακριτών, µε ηλεκτρονικό 

µικροσκόπιο, κόκκων στο εσωτερικό των κυττάρων. Οι κόκκοι αυτοί µπορούν να 

βαφούν µε Sudan blank   ή µε Nile red και Nile blue. O αριθµός των κόκκων ανά 

κύτταρο ποικίλει ανάλογα µε τον µικροοργανισµό στον οποίο συσσωρεύονται.  Για 

παράδειγµα, στον Ralstonia eutropha (Algaligenes eutrophus) δηµιουργούνται 8 εώς 12 

κόκκοι ποικίλων µεγεθών,  ενώ αντίθετα στο Pseudomonas oleovorans εκτιµάται ότι 

συσσωρεύονται ένας ή δύο µεγάλοι κόκκοι.  

 

 

 

Σχήµα 5: Σχηµατική παράσταση κόκκου ΡΗΑ. Το εσωτερικό αποτελείται από πολυµερές (ΡΗΑ) 

το οποίο περιβάλλεται από ένα στρώµα φωσφολιπιδίων (Phospholipid monolayer) µε τις 

προσδεµένες πρωτεΐνες. Το υδροφοβικό µέρος του στρώµατος λιπιδίων κατευθύνεται προς το 

κέντρο του κόκκου. Οι πρωτεΐνες που περιβάλλουν το εξωτερικό του κόκκου είναι η ΡΗΑ 

πολυµεράση, η ΡΗΑ αποπολυµεράση, δοµικές πρωτεΐνες (phasisns) και πρωτεΐνες η λειτουργία 

των οποίων παραµένει άγνωστη. (Zinn et al., 2001) 

  

Ενδιαφέρον παρουσιάζει η πρόταση ότι οι κόκκοι που συγκροτούν τα sclPHA  

και mclPHA έχουν διαφορετική δοµή. Κόκκοι που περιέχουν sclPHA και αποµονώθηκαν 

από το B. megaterium, αποδείχθηκε ότι το εξωτερικό τους περιβάλλεται  από στρώµα 

λιπιδίων (0.5% w/w) και πρωτεΐνες (0.2 % w/w). Κανένα στοιχείο δεν βρέθηκε που να 

αποδεικνύει την ύπαρξη λιπιδίων ή πρωτεϊνών στο εσωτερικό του κόκκου. Αντίθετα 

κόκκοι που περιείχαν mclPHA βρέθηκαν να έχουν µεγαλύτερο µέγεθος και να έχουν 
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διαφορετική δοµή. Από εικόνες ηλεκτρονικού µικροσκοπίου προτάθηκε ότι η επιφάνεια 

τους περιβάλλεται από ένα στρώµα φωσφολιπιδίων το οποίο διαχωρίζει δυο πρωτεϊνικές 

περιοχές κρυσταλλικής δοµής. Οι πρωτείνες οι οποίες υπάρχουν και στους δύο τύπους 

κόκκων, χωρίζονται σε τέσσερις κατηγορίες: α) ΡΗΑ πολυµεράση, β) ΡΗΑ 

αποπολυµεράση, γ)  phasins (πρωτεΐνες που ο ρόλος τους είναι να σταθεροποιούν  τη 

δοµή των κόκκων) και δ) πρωτεΐνες η λειτουργία των οποίων παραµένει άγνωστη 

(πιθανόν πρόκειται για ένζυµα τα οποία καταλύουν τον αρχικό σχηµατισµό των κόκκων 

και ρυθµιστικές πρωτεΐνες) (Zinn et al., 2001). 

 

1.2.4.1. Μοντέλο για τη δηµιουργία των κόκκων ΡΗΑ στα βακτήρια 

 

 Η µελέτη για την εύρεση του µοντέλου δηµιουργίας των κόκκων πολυµερούς 

βοηθήθηκε από την οµοιότητα των ενεργών αλληλουχιών που παρουσιάζει η ΡΗΑ 

συνθάση µε τις λιπάσες. Και τα δύο ένζυµα ενεργούν σε εστερικούς δεσµούς στην 

επιφάνεια ενός υδρόφοβου µορίου σε υδατικό περιβάλλον. Η ΡΗΑ συνθάση δρα στην 

επιφάνεια των κόκκων ΡΗΑ όπου διαλυτά µόρια πολυµερίζονται αποθηκεύονται στο 

εσωτερικό του υδρόφοβου περιβάλλοντος του κόκκου, ενώ η λιπάση  διασπά εστερικούς 

δεσµούς στα τριγλυκερίδια, ελευθερώνοντας σε υδατικό περιβάλλον ελεύθερα οξέα. Η 

διαφορά τους είναι ότι η ΡΗΑ συνθάση είναι ένα ένζυµο που δηµιουργεί αντίδραση 

εστεροποίησης κάτω από µη ευνοϊκές συνθήκες (σχήµα 13 Α). 

 Σύµφωνα µε το µοντέλο των Gerngross και Martin (σχήµα 13 Β) η διαλυτή 

αρχικά ΡΗΑ συνθάση αλληλεπιδρά µε αυξανόµενες συγκεντρώσεις του 3-

υδρόξυβουτύρυλ-CoA στο κυτταρόπλασµα. Το γεγονός αυτό έχει σαν αποτέλεσµα την 

έναρξη µηχανισµού πολυµερισµού µε τρόπο που δεν είναι ακόµη γνωστός. Ακολουθεί 

µια λανθάνουσα φάση (lag phase) όπου µε αργό ρυθµό δηµιουργούνται ΗΒ ολιγοµερή τα 

οποία παραµένουν συνδεδεµένα µε το ένζυµο (στάδιο 1). Στη συνέχεια σε ένα κρίσιµο 

µήκος και συγκέντρωση ολιγοµερούς-ενζύµου τα ΗΒ ολιγοµερή δηµιουργούν µικκύλια, 

µε το ένζυµο να βρίσκεται στην επιφάνεια διαχωρίζοντας έτσι το πολυµερές από το 

κυτταρόπλασµα (στάδιο 2) ενώ τα ολιγοµερή αυξάνονται σε µέγεθος και 

υδροφοβικότητα. Η αντίδραση πολυµερισµού σ’ αυτό το στάδιο επιταχύνεται επειδή το 

υδρόφοβο πολυµερές εκτείνεται στο εσωτερικό του υδρόφοβου περιβάλλοντος του 
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µικκυλίου και όχι στο υδατικό περιβάλλον του κυτταροπλάσµατος. Τα µικκύλια σ’ αυτή 

τη φάση εµφανίζονται σαν ενδοκυττάριοι κόκκοι που είναι ορατοί σε µικροσκόπιο 

αντίθετης φάσης (στάδιο 3). Καθώς ο αριθµός των κόκκων µεγαλώνει, αυτοί 

συγχωνεύονται και συνασπίζονται σε µεγάλα συσσωµατώµατα (στάδιο 4). 

 

 

Σχήµα 6: Α. Οµοιότητες µεταξύ της ΡΗΑ συνθάσης και της λιπάσης. Η ΡΗΑ συνθάση (C) 

ενεργεί στην επιφάνεια των ΡΗΑ κόκκων όπου διαλυτά µονοµερή πολυµερίζονται και 

αποθηκεύονται στο υδρόφοβο περιβάλλον του κόκκου. Η ΡΗΑ αποπολυµεράση (Ζ) εντοπίζεται 

στην επιφάνεια του κόκκου και ελευθερώνει τα µονοµερή από το ΡΗΑ πολυµερές. Οι δύο 

ενζυµικές αντιδράσεις µοιάζουν µε αυτή της λιπάσης (L) όπου διασπώνται οι εστερικοί δεσµοί 

των τριγλυκεριδίων και ελευθερώνονται λιπαρά οξέα και αλκανοϊκά. Β. Προτεινόµενος 

µηχανισµός σχηµατισµού των κόκκων ΡΗΑ. Το διαλυτό ένζυµο µετατρέπει τα µονοµερή σε 

ολιγοµερή τα οποία παραµένουν δεσµευµένα µε το ένζυµο (στάδιο 1). Σε ένα κρίσιµο µήκος και 

συγκέντρωση, το σύµπλεγµα του ενζύµου-ολιγοµερούς δηµιουργεί µικκύλια, µε το ένζυµο να 

βρίσκεται στην ενδιάµεση επιφάνεια διαχωρίζοντας τον κόκκο από το κυτταρόπλασµα (στάδιο 

2). Η διαδικασία πολυµερισµού επιταχύνεται και τα µικκύλια εµφανίζονται σαν µεγαλύτερου 

µεγέθους κόκκοι (στάδιο 3). Καθώς το µέγεθος των κόκκων αυξάνει, συγχωνεύονται και 

δηµιουργούνται  µεγαλύτερου µεγέθους συσσωµατώµατα ΡΗΑs. (Madison and Huisman, 1999).  
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Η Ρ(3ΗΒ) πολυµεράση εµφανίζεται και στις δύο µορφές, δηλαδή διαλυτή στο 

κυτταρόπλασµα και δεσµευµένη στους κόκκους. Οι δύο αυτές µορφές διαχωρίζονται 

εύκολα µε φυγοκέντριση αλλά η συνύπαρξη των δύο µορφών έχει κάνει δύσκολη την 

διευκρίνηση βασικών κινητικών παραµέτρων. Η διαλυτή συνθάση εµφανίζει µικρότερη 

δραστικότητα από την δεσµευµένη στους κόκκους και άρα µεγαλύτερη συσσώρευση 

πολυµερούς παρουσιάζεται όταν το ένζυµο βρίσκεται σ’ αυτή την µορφή (Madison and 

Huisman, 1999). Με in vitro πειράµατα αποδείχθηκε ότι η λανθάνουσα φάση που 

παρατηρείται κατά την δηµιουργία ολιγοµερών (ΗΒ) προκαλείται από το γεγονός ότι η 

συνθάση που είναι ήδη δεσµευµένη στους κόκκους, είναι αυτή που µετατρέπει την 

διαλυτή σε πλήρως δραστική µορφή ένζυµου (Gerngross et al., 1995) και ότι ο χρόνος 

της λανθάνουσας φάσης εξαρτάται από το αρχικό στάδιο της αλκυλίωσης (Wodiska et 

al., 1996).  

 Επίσης οι Gerngross και Martin παρατήρησαν ότι η διατήρηση της ωφέλιµης 

επιφάνειας των κόκκων είναι κρίσιµη για την αποδοτική παραγωγή των Ρ(3ΗΒ) και ότι 

το µέγεθος των κόκκων που συνθέτονται (in vitro) επηρεάζεται από την ποσότητα της 

πρωτεΐνης που προστίθεται στο µίγµα ανεξάρτητα αν αυτή είναι ΡΗΑ συνθάση ή κάποια 

άσχετη πρωτεΐνη όπως η αλβουµίνη (Madison and Huisman, 1999). 

 Σε µελέτες που έγιναν στους κόκκους διαφόρων βακτηρίων που δηµιουργούνται 

ΡΗΑs παρατηρήθηκε η ύπαρξη µιας πρωτεΐνης που δεσµεύεται σ’ αυτούς και καθορίζει 

το µέγεθος τους. Το γονίδιο αυτής αποµονώθηκε στον R. eutropha και αποδείχθηκε ότι 

πρόκειται για µια πρωτεΐνη 24 kDa. H πρωτεΐνη αυτή ονοµάστηκε phasin ανάλογα µε τις 

oleosins πρωτεΐνες που βρίσκονται στην επιφάνεια των τρικυλογλυκεριδίων στα φυτά.  

 Πρωτεΐνες µε παρόµοια δράση εντοπίστηκαν και σε άλλα βακτήρια που 

µελετήθηκαν, όπως η GA 14 στον Rhodococcus ruber. Αν και το µέγεθος των δυο 

πρωτεϊνών διαφέρει, παρουσιάζονται δυο υδροφοβικές σχετικές αλληλουχίες που 

βρίσκονται στο καρβοξυ-τελικό άκρο τους. Αποδείχθηκε ότι οι αλληλουχίες αυτές είναι 

απαραίτητες για την δέσµευση της phaP στους κόκκους γιατί παράγωγα της phaP που 

τους έλειπε αυτή η περιοχή του γονιδίου δεν µπορούσαν να δεσµευτούν. Επίσης όταν 

αυτές οι υδρόφοβες καρβοξυ-τελικές περιοχές συγχωνεύτηκαν στην αφυδρογονάση της 

ακεταλδεϋδης ΙΙ, η πρωτεΐνη σύντηξης δεσµεύτηκε στην επιφάνεια των κόκκων in vivo 

και in vitro και όχι στο κυτταρόπλασµα (Madison and Huisman, 1999). 
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 Με ανοσολογικές µελέτες µε το αντί-phaP αντισώµατα αποδείχθηκε ότι βρίσκεται 

πάντοτε δεσµευµένη στους κόκκους και ποτέ στο κυτταρόπλασµα. Είναι το κύριο 

συστατικό των µεµβρανών και βρίσκεται σε ποσοστό πάνω από 5% της συνολικής 

πρωτεΐνης των κυττάρων που συσσωρεύουν πολυµερές. (Wieczorek, 1996). 

 Μελέτες γενετικής απέδειξαν ότι η συγκέντρωση της phasin είναι σχετική µε το 

µέγεθος των κόκκων, αφού υπερέκφραση της phaP είχε σαν αποτέλεσµα την δηµιουργία 

πολλών µικρών κόκκων, µικρότερων από το µέγεθος του wild type. Αντίθετα η έκφραση 

µίας µεταλλαγµένης phaP οδήγησε στην δηµιουργία ενός µεγάλου κόκκου. 

 Eπίσης όταν εκφράστηκε η µεταλλαγµένη phasins η ΡΗΑ συνθάση παρουσίασε 

µικρότερη ενζυµική δραστηριότητα από αυτή του wild type. Πως ακριβώς αλληλεπιδρά 

η phaP µε τις άλλες πρωτεΐνες που δεσµεύονται στους κόκκους όπως η συνθάση και η 

αποπολυµεράση δεν είναι γνωστό.  

 Η phasins θεωρείται ότι έχει σταθεροποιητικό ρόλο, εµποδίζοντας τη διάσπαση 

του σχηµατιζόµενου κόκκου σε υδατικό περιβάλλον. Επίσης η παρουσία της 

αποδείχθηκε ότι παρεµποδίζει τη δέσµευση άλλων πρωτεϊνών στην επιφάνεια του 

κόκκου, µια και η δέσµευση µη σχετικών πρωτεϊνών φαίνεται να είναι επιβλαβής.  

 

 

1.2.5. Παραγωγή ΡΗΑs από ανανεώσιµες πηγές ενέργειας  

 

Τα πολυυδροξυαλκανοϊκά, όπως έχει ήδη αναφερθεί είναι πολυµερή µε πολύ 

καλές ιδιότητες, παρόµοιες µε αυτές των πολυπροπυλενίων. Επιπλέον εµφανίζουν τις πού 

σηµαντικές ιδιότητες, της βιοαποικοδοµισηµότητας και  της βιοσυµβατότητας, που τα 

κάνουν ακόµα πιο ελκυστικά, δεδοµένου των δεκάδων τόνων πλαστικών αποβλήτων που 

παράγονται κάθε χρόνο, καθώς και του τεράστιου πεδίου εφαρµογών που θα µπορούσαν 

να έχουν στην ιατρική. Τα µοναδικά-ίσως- µειονέκτηµα που παρουσιάζουν τα ΡΗΑ είναι 

το ψηλό κόστος παραγωγής τους καθώς και το ψηλό ενεργειακό φορτίο που απαιτεί η 

διαδικασία παραγωγής τους. Για το λόγο αυτό οι έρευνες στρέφονται στη χρήση 

ανανεώσιµων πηγών ενέργειας, βιοµηχανικά δηλαδή παραπροϊόντα που θα µπορούσαν 

να µειώσουν σηµαντικά το κόστος των ΡΗΑs. 
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 Το 1997 η Gargill, µια γιγαντιαία αγροτική επιχείρηση και η Dow Chemical, µια 

επιφανής εταιρεία χηµικών, ένωσαν τις δυνάµεις τους για να υλοποιήσουν  την 

µετατροπή σακχάρων από καλαµπόκι και άλλα φυτά σε πλαστικό, το πολυλακτίδιο 

(PLA). Μικροοργανισµοί µετατρέπουν τα σάκχαρα του φυτού σε λακτικό οξύ και σε 

επόµενο στάδιο συνδέουν χηµικά τα µόρια µεταξύ τους κατά τέτοιο τρόπο ώστε να 

παράγεται πλαστικό µε ιδιότητες παρόµοιες µε αυτές του τερεφθαλικού πολυαιθυλενίου 

(ΡΕΤ).  

Πρόσφατα έρευνες έδειξαν ότι µε εισαγωγή γονιδίων, που αποµονώθηκαν από 

βακτήρια και έχουν την ικανότητα να παράγουν πλαστικό σε φυτά, τα ένζυµα που θα 

παραχθούν θα µετατρέψουν το ακέτυλο-CoA (προϊόν που σχηµατίζεται κατά τη 

φωτοσύνθεση) σε ένα τύπο πλαστικού. Έτσι ξεκίνησαν οι εργασίες για την παραγωγή 

ΡΗΑ µέσω του καλαµποκιού και για να µην υπάρχει ανταγωνισµός της παραγωγής 

πλαστικού και της παραγωγή τροφής οι έρευνες στόχευσαν στα φύλλα και στο κορµό του 

καλαµποκιού. Η καλλιέργεια καλαµποκιού θα επέτρεπε στους αγρότες να θερίζουν το 

καρπό και στη συνέχεια να θερίζουν για δεύτερη φορά τους ξηρούς κορµούς και να 

συλλέγουν το πλαστικό (Gerngross, 2000). 

Επίσης για την κάλυψη των υψηλών ενεργειακών αναγκών παραγωγής 

πλαστικού, προτάθηκε η χρήση των ξηρών παραπροϊόντων (βλαστός και φύλλα) για την 

παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας και ατµού. Αν και το κόστος της διεργασίας µειώνεται 

σηµαντικά και το περιβάλλον προστατεύεται από την έκλυση των µεγάλων ποσοτήτων 

CO2 που παράγεται κατά την παρασκευή συµβατικών πλαστικών από ορυκτέλαια και 

άλλα παραπροϊόντα της διύλισης του πετρελαίου, το κόστος παραµένει πολύ ψηλό έτσι 

ώστε η παραγωγή του πολυµερούς σε ευρεία κλίµακα να είναι αποτρεπτική.  
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1.2.5.1. Παραγωγή πολυ-υδρoξυαλκανοϊκών µε πηγή άνθρακα το                

τυρόγαλα 

Το τυρόγαλα είναι το κύριο παραπροϊόν της βιοµηχανίας γάλακτος και καζεΐνης 

αποτελώντας τον κύριο όγκο του τροποποιηµένου γάλακτος. ∆ιάθεση απόβλητων 

τυρογάλακτος προκαλεί σηµαντικά περιβαλλοντολογικά προβλήµατα που οφείλονται 

στον τεράστιο όγκο που παράγεται λόγω µεγάλης ζήτησης τυροκοµικών. 

Το τυρόγαλα µπορεί να είναι ένα ελκυστικό ακατέργαστο υλικό για την 

παραγωγή PHAs, εφ’όσον η λακτόζη που µπορεί να χρησιµεύσει σαν πηγή άνθρακα 

βρίσκεται σε υψηλή περιεκτικότητά (4.5-5.5 % w/v), καθιστά το τυρόγαλα πολύτιµο 

θρεπτικό υπόστρωµα για την ανάπτυξη µικροοργανισµών και την παραγωγή 

βιοτεχνολογικών προϊόντων (αν και η ανικανότητα κάποιων βακτηρίων να αξιοποιούν 

την λακτόζη έχει περιορίσει την χρήση τυρογάλακτος και λακτόζης). 

  Ως οικονοµική εκτίµηση της διαδικασίας παραγωγής PHAs θεωρείται ότι το 

κόστος του υποστρώµατος (κυρίως της πηγής του άνθρακα) συµβάλλει σηµαντικότατα 

(πάνω από το 50%) του συνολικού κόστους παραγωγής. Συνεπώς  η παραγωγή PHAs 

µπορεί να γίνει οικονοµικά περισσότερο συναγωνιστική εάν παραχθεί από φτηνά 

υποστρώµατα για την παραγωγή προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας.         

Ανασυνδιασµένα βακτήρια Escherichia coli δίνουν πολύ καλή παραγωγή πολυ-3-

υδροξυβουτυρικού Ρ(3ΗΒ), όταν χρησιµοποιηθεί το τυρόγαλα ως πηγή άνθρακα (Hong 

and Lee, 1998; Ahn et al., 2000) όπως φαίνεται στο παρακάτω πίνακα.  

Πίνακας 1. Παραγωγή PHA σε ανασυνδιασµένα βακτήρια Ε. coli µε πηγή άνθρακα το τυρόγαλα 

E.Coli strain  
Ξηρό βάρος 
κυττάρων 

(g/lt) 

PHB 
(g/lt) 

Απόδοση 
παραγωγής ΡΗB 

(% κ.β) 
Αναφορά 

CGSC 4401 6.6 5.0 76 Ahn et al, 2000 

CGSC 2507 6.8 3.4 50 Ahn et al, 2000 

CGSC 3121 3.0 1.3 43 Ahn et al, 2000 

DSM 499 6.1 2.7 45 Ahn et al, 2000 

KCTC 2223 6.2   0.57      9.2 Ahn et al, 2000 

GCSC6576 87 69 80 Wong and Lee, 1998 
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1.2.6. Παράγοντες που επηρεάζουν την παραγωγή των ΡΗΑs 

 

 Οι κυριότεροι παράγοντες που επηρεάζουν την βιοσύνθεση των ΡΗΑ στα 

βακτήρια είναι οι ακόλουθοι: 

• Η πηγή του άνθρακα 

• Η έλλειψη κάποιων θρεπτικών συστατικών (θειικά, φωσφορικά, αµµωνιακά κλπ) 

• Η χρονική διάρκεια της ανάπτυξης των βακτηρίων 

 

1.2.6.1. Ο ρόλος της πηγής του άνθρακα στην βιοσύνθεση των  ΡΗΑs 

 

Η πηγή του άνθρακα φαίνεται να επηρεάζει το είδος του παραγόµενου 

πολυµερούς και κυρίως το είδος των µονοµερών που απαρτίζουν το πολυµερές όπως έχει 

ήδη αναφερθεί σε προηγούµενη παράγραφο, αφού κάθε πηγή άνθρακα φαίνεται να 

ακολουθεί διαφορετικό µεταβολικό µονοπάτι. Σηµαντικός  φαίνεται να είναι ο ρόλος της 

πηγής του άνθρακα και στην απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ καθώς και στην ανάπτυξη 

των κυττάρων του βακτηρίου (Gross et al., 1989). 

 Σε πειράµατα που έγιναν στο P. oleovorans όταν αναπτύχθηκε σε διαφορετικά 

µέσα ανάπτυξης µε άλατα νατρίου αλκανοϊκών οξέων ως πηγή άνθρακα, προέκυψαν 

διαφορετικά αποτελέσµατα τόσο στην τιµή του ξηρού βάρους των κυττάρων (cell yield, 

g/lt) όσο και στην συσσώρευση (ΡΗΑ yield, g/lt) και στην απόδοση παραγωγής ΡΗΑ 

(PHA content, wt%), (Gross et al., 1989) όπως φαίνεται στον πίνακα 2. 

Σηµειώνεται ότι η  απόδοση παραγωγής ΡΗΑ (% κ.β) δίνεται από τον τύπο : 

 

%
( )
( )

PHAContent
PHA mg
CDW mg
= × 100  
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Πίνακας 2. Παραγωγή ΡΗΑ στο P. oleovorans σε διάφορα άλατα νατρίου αλκανοϊκών οξέων ως   

πηγή άνθρακα (Gross et al., 1989) 

Πηγή άνθρακα 
Ξηρό βάρος 
κυττάρων 

(g/lt) 

Απόδοση 
παραγωγής ΡΗΑ 

(% κ.β) 

Συσσώρευση ΡΗΑ 
(g/lt) 

Εξανοϊκό νάτριο 0.9 5 0.1 

Επτανοϊκό νάτριο 0.9 22 0.2 

Οκτανοϊκό νάτριο 1.5 41 0.6 

Εννιανοϊκό νάτριο 1.5 49 0.7 

∆εκανοϊκό νάτριο 1.2 37 0.4 

 

Η µικρή αλλαγή του αριθµού των ατόµων άνθρακα στην αλυσίδα του αλκανοϊκού 

οξέος που χρησιµοποιείται ως πηγή άνθρακα φαίνεται να έχει τεράστια επίδραση τόσο 

στην τιµή του ξηρού βάρους των κυττάρων όσο και στην συσσώρευση του πολυµερούς 

στο P. oleovorans. Όταν ο µικροοργανισµός αναπτύσσεται παρουσία εξανοϊκού νατρίου 

η τιµή του ξηρού βάρους των κύτταρων είναι 0.9 g/lt , η συσσώρευση ΡΗΑ είναι 0.1 g/lt  

και η απόδοση παραγωγής 5 % (w/w).  Καθώς η αλυσίδα της πηγής του άνθρακα 

µεγαλώνει κατά 3 άτοµα δηλαδή όταν  αναπτύσσεται παρουσία εννιανοϊκού νατρίου το 

ξηρό βάρος σχεδόν διπλασιάζεται φτάνοντας στα 1.5 g/lt ενώ η συσσώρευση του ΡΗΑ 

είναι 0.7 g/lt αυξάνεται δηλαδή  επτά φορές. Σηµαντική αύξηση παρατηρείται και στην 

απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ όπου δεκαπλασιάζεται φτάνοντας στο 49%. Αντίθετα, 

όταν η πηγή άνθρακα είναι το δεκανοϊκό νάτριο µειώνονται τόσο η τιµή του ξηρού 

βάρους όσο και η απόδοση παραγωγής ΡΗΑ.  

Σηµαντική διαφοροποίηση παρατηρείται και στην σύσταση του παραγόµενου 

πολυµερούς όπως φαίνεται στον πίνακα που ακολουθεί. 
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Πίνακας 3. Σύσταση (µονοµερή) πολυµερών που παράχθηκαν  στο P. oleovorans σε άλατα 

νατρίου αλκανοϊκών οξέων ως πηγή  άνθρακα. (Gross et al., 1989) 

Μονοµερές (mol %) 
Πηγή άνθρακα 

HB HV HC HH HO HN HD HUD HDD 

Εξανοϊκό νάτριο 3 <1 72  22  3   

Επτανοϊκό νάτριο  7 <1 86 <1 7    

Οκτανοϊκό νάτριο <1 1 6  75  17   

Εννιανοϊκό νάτριο  3 <1 20 5 72    

∆εκανοϊκό νάτριο <1 1 7  44  47  <1 

 

Σηµαντική διαφορά τόσο στην απόδοση της παραγωγή ΡΗΑ όσο και στην 

σύσταση του παραγόµενου πολυµερούς παρατηρήθηκε στη Pseudomonas putida 

(ΚΤ2442) όταν αναπτύχθηκε παρουσία διαφόρων πηγών άνθρακα (Huijberts et al., 1991) 

(πίνακας 3). 

 

Πίνακας 4. Απόδοση παραγωγής ΡΗΑ (% κ.β) και σύσταση ΡΗΑs  που παράχθηκαν  στη  P. 

putida σε διάφορες πηγές  άνθρακα (Huijberts et al., 1991) 

Μονοµερές (% w/w) 
Πηγή άνθρακα 

ΡΗΑ  

(% κ.β)  C6 C8 C10 C12:1 C12 C14:1 C14 

Γλυκόζη 16.9 <0.1 6.9 74.3 8.8 7.7 1.6 <0.1 

Φρουκτόζη 24.5 0.5   12.1 70.8 8.5 5.7 1.6 0.3 

Γλυκερόλη 22.0 1.7 21.4 63.6 8.6 3.8 0.8 0.1 

∆εκανοϊκό νάτριο 27.6 5.3 52.3 42.3 ∆.Α* ∆.Α ∆.Α ∆.Α 

*∆.Α= ∆εν ανιχνεύθηκε 

C6= 3-υδροξυεξανοϊκό, C8 = 3-υδροξυοκτανοϊκό,  C10=3-υδροξυδεκανοϊκό, C12:1 = 3-υδροξυ-5-

cis-δωδεκανοϊκό, C12=3-υδροξυδωδεκανοϊκό, C14:1=3-υδροξυ-7-cis-δεκατετραεκανοϊκό, 

 C14=3-υδροξυδεκατετραεκανοϊκό 
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H επίδραση της πηγής του άνθρακα και συγκεκριµένα το µήκος της ανθρακικής 

της αλυσίδας, τόσο στην τιµή του ξηρού βάρους όσο και στην απόδοση της παραγωγής 

ΡΗΑ, επιβεβαιώνεται και από πειράµατα που έγιναν στην P. oleovorans όταν 

αναπτύχθηκε σε διαφορετικές καλλιέργειες που περιείχαν άλατα κ-αλκανοϊκών οξέων ως 

πηγές άνθρακα, από το οξικό (2 άνθρακες) µέχρι και το δεκανοϊκό (10 άνθρακες) (Brandl 

et al., 1988). Τα αποτελέσµατα φαίνονται στα διαγράµµατα που ακολουθούν.  
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Σχήµα 7. Α. Η ανάπτυξη των βακτηρίων της P. oleovorans εκφρασµένη σε ξηρό βάρος κυττάρων 

και B. Απόδοση παραγωγής ΡΗΑ (% κ.β) στη P. oleovorans, σε καλλιέργειες µε κ-αλκανοϊκά 

οξέων ως πηγές άνθρακα, από το οξικό µέχρι και το δεκανοϊκό , µετά από 44 ώρες ανάπτυξης 

(Brandl et al., 1988). 

 

Μέγιστη ανάπτυξη βακτηρίων όσο και µέγιστη απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ 

παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες µε οκτανοϊκό και εννεανοϊκό ως πηγές άνθρακα. Επίσης 

παραγωγή ΡΗΑ παρατηρήθηκε στις καλλιέργειες που περιείχαν πηγή άνθρακα µε 6 ή 

περισσότερα άτοµα άνθρακα (σχήµα 14.Β). Σηµαντική υπήρξε και η διαφοροποίηση στη 

σύστασης (µονοµερή) καθώς και στα µοριακά βάρη  των παραγόµενων πολυµερών όπως 

φαίνεται στον πιο κάτω πίνακα. 
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Πίνακας 5. Σύσταση (µονοµερή) και µοριακά βάρη πολυµερών που παράχθηκαν  στο P. 

oleovorans σε άλατα κ-αλκανοϊκών οξέων ως πηγή  άνθρακα. 

Μονοµερές (mol %)  Μοριακό Βάρος 
Πηγή άνθρακα 

C6 C7 C8 C9 C10 C11 Μw Mn Mw/Mn 

Εξανοϊκό    81.5   0.7 17.5   -   0.3   - 330,000 150,00 2.2 

Επτανοϊκό     0.8 93.5  1.2    3.6    0.2    0.7 370,000 150,00 2.5 

Οκτανοϊκό     9.6 - 86.1    -    4.3    - 210,000 94,000 2.2 

Εννιανοϊκό    1.1 31.2           6.1    54.8     2.8     0.4 190,000 85,000 2.2 

∆εκανοϊκό  19.6 - 62.9    1.4    11.1    3.0 92,000 46,000 2.0 

Μw: µέσο µοριακό βάρος,  Mn: µέσο κατ’ αριθµό µοριακό βάρος, Mw/Mn:συντελεστής πολυδιασποράς  
 

∆ιαφοροποίηση στην απόδοση παραγωγής ΡΗΑ καθώς και στη σύσταση του 

παραγόµενου πολυµερούς παρατηρήθηκε στους µικροοργανισµούς  Α. eutrophus και 

συγκεκριµένα στο στέλεχος ΑΤCC 17699 (πίνακας 6) και στο P. oleovorans (πίνακας 7) 

όταν αναπτύχθηκαν παρουσία διαφορετικών πηγών άνθρακα (Anderson and Dawes, 1990). 

 

Πίνακας 6. Απόδοση παραγωγής ΡΗΑ (% κ.β) και σύσταση ΡΗΑs  που παράχθηκαν  στη  P. 

putida ΑΤCC 17699 σε διάφορες πηγές  άνθρακα (Anderson and Dawes, 1990) 
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1.2.6.2. Ο ρόλος της έλλειψης θρεπτικών συστατικών (nutrient 

limitation) στη βιοσύνθεση των ΡΗΑs 

 

Η παραγωγή του πολυµερούς επάγεται όταν τα βακτήρια βρίσκονται σε 

κατάσταση ‘‘ τροφικού stress’’, όταν δηλαδή οι µικροοργανισµοί υφίστανται έλλειψη από 

κάποιο από τα κύρια θρεπτικά συστατικά του µέσου ανάπτυξης όπως π.χ. οξυγόνο για 

τους αερόβιους οργανισµούς, άζωτο, ιχνοστοιχεία και ιόντα εν διαλύσει (θειικά, 

φωσφορικά, αµµωνιακά κλπ) (Lee et al., 2000, Hazenberg and Witholt, 1997). Ανάλογα 

µε τον µικροοργανισµό και τις συνθήκες ανάπτυξης η βέλτιστη συγκέντρωση καθώς και 

η παρουσία ή απουσία ενός από τα πιο πάνω συστατικά ποικίλουν.  

Σε συνθήκες έλλειψης φωσφορικών ( PO4
3− ) ή αµµωνιακών ( NH4

+  ) ιόντων η 

παραγωγή και η συσσώρευση πολυµερούς στα βακτήρια επάγεται σε µεγαλύτερο βαθµό 

από ότι σε συνθήκες έλλειψης άλλου συστατικού (Jung et al., 2001). Αυτό 

επιβεβαιώνεται και από πειράµατα που έγιναν στη P.oleovorans, όταν αναπτύχθηκε 

παρουσία οκτανοϊκού νατρίου ως πηγή άνθρακα, σε καλλιέργειες µε περιορισµό 

(limitation) αζώτου ( NH4
+ ), φωσφόρου ( PO4

3− ), µαγνησίου, σιδήρου και οξυγόνου 

αντίστοιχα προέκυψε ότι ο περιορισµός του αζώτου επάγει καλύτερα την παραγωγή ΡΗΑ 

στο βακτήριο αυτό, όπως φαίνεται και στον πίνακα που ακολουθεί. 

 

Πίνακα 8.  Απόδοση παραγωγής ΡΗΑ στη P.oleovorans, όταν αναπτύχθηκε σε 

 καλλιέργειες µε περιορισµό θρεπτικών συστατικών (Hazenberg and Witholt, 1997) 

Περιοριστικό 
συστατικό 

Απόδοση παραγωγής ΡΗΑ 
 (% κ.β) 

Ν 33 

Ρ 17 

Mg        5-10 

Fe      5-8 

O        5-10 
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α. Περιορισµός αζώτου (Nitrogen Limitation) 

 

Στο πιο πάνω  πείραµα παρατηρήθηκε επίσης ότι οι χαµηλές αρχικές 

συγκεντρώσεις αµµωνιακών ιόντων (16.7 και 33.4 mM) επάγουν την συσσώρευση ΡΗΑ 

στο βακτήριο καθώς η τιµή του ξηρού βάρους  των κυττάρων παραµένει σε σχετικά 

χαµηλές τιµές. Η τιµή της απόδοσης παραγωγής του πολυµερούς ήταν µέγιστη, 33 

%(w/w). Mε αύξηση της αρχική συγκέντρωσης των αµµωνιακών ιόντων στα 83 mM, 

παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στην τιµή του ξηρού βάρους (τριπλασιασµός), ενώ η 

τιµή της απόδοσης της παραγωγής ΡΗΑ µειώθηκε ελαφρά. Με περαιτέρω αύξηση της 

αρχικής συγκέντρωσης αµµωνιακών στα 167 mM η τιµή του ξηρού βάρους αυξήθηκε 

ακόµη περισσότερο, η απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ µειώθηκε µόλις στο 9%.  

Oι χαµηλές αρχικές συγκεντρώσεις αµµωνιακών ιόντων, 0.005 -0.05% w/v (0.3-3 

mM) φαίνεται να επάγουν την συσσώρευση ΡΗΑ και στο Α. eutrophus και Ε .coli 

(Liebergesell, and Steinbüchel, 1992).  

Σε πειράµατα που έγιναν από µια άλλη ερευνητική οµάδα (Brandl et al 1988) µε 

παραγωγή ΡΗΑ στη P. oleovorans προέκυψε ότι απουσία αµµωνιακών ιόντων τόσο το 

ξηρού βάρους των κυττάρων  όσο και η συσσώρευση και η απόδοση της παραγωγής 

ΡΗΑ παραµένουν σε πολύ χαµηλές τιµές. Αντίθετα οι µικρές αρχικές συγκεντρώσεις 

αµµωνιακών ιόντων (5-25 mM ή 0.008-0.043% w/v) έδειξαν να επάγουν την αύξηση της 

τιµής του ξηρού βάρους καθώς και την συσσώρευση και την απόδοση παραγωγής ΡΗΑ. 

Σε µεγαλύτερη αρχική συγκέντρωση αµµωνιακών ιόντων στα 50 mM (0.085% w/v), 

παρατηρήθηκε µείωση των τιµών των προαναφερόµενων παραµέτρων όπως φαίνεται 

στον πίνακα που ακολουθεί: 
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Πίνακας 9.  Αποτελέσµατα παραγωγής ΡΗΑ στο P.oleovorans, σε καλλιέργειες µε διαφορετική 

αρχική συγκέντρωση αµµωνιακών ιόντων (Brandl et al., 1988) 

NH 4
+  

 (mM) ή (% w/v) 

Ξηρό βάρος 
κυττάρων 

(mg /lt) 

Συσσώρευση  
ΡΗΑ 

(mg/lt) 

Απόδοση 
παραγωγής ΡΗΑ 

(% κ.β) 

0 47 18 37.2 

5 (0.0085) 680 240 35.6 

10 (0.017) 800 265 30.8 

25 (0.04) 865 260 30.1 

50 (0.085) 795 190 24.2 

 

Μετά από πειράµατα στη Pseudomonas oleovorans  προτάθηκε ότι υπάρχει µια 

κρίσιµη τιµή στο  λόγο συγκέντρωσης άνθρακα / αζώτου (C/N) που ευνοεί την παραγωγή 

του πολυµερούς. Ο λόγος αυτός φτάνει ή όχι στην κρίσιµη τιµή ανάλογα µε την αρχική 

συγκέντρωση τόσο της πηγής άνθρακα, όσο και των αµµωνιακών ιόντων και  γι’ αυτό 

παρατηρούνται διακυµάνσεις στην παραγωγή του πολυµερούς  (Ramsay et al., 1992). 

 

β. Περιορισµός φωσφόρου (Phosphate Limitation) 

 

Πολύ σηµαντικό ρόλο στην βιοσύνθεση των PHAs φαίνεται να έχει και η αρχική 

συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων. Ανάλογα µε τον µικροοργανισµό, την πηγή 

άνθρακα που χρησιµοποιείται και τις συνθήκες ανάπτυξης των βακτηρίων η παραγωγή 

του πολυµερούς επάγεται είτε από χαµηλή είτε από υψηλή αρχική συγκέντρωση 

φωσφορικών ιόντων. Σχεδόν όλα τα πειράµατα έδειξαν ότι υπάρχει µια περιοχή 

συγκεντρώσεων φωσφορικών  ιόντων από 30 µέχρι και 50 mM, που ευνοεί την 

συσσώρευση πολυµερούς στα βακτήρια.  

Συγκεκριµένα σε πειράµατα που έγιναν στo βακτήριο Algaligenes eutrophus, 

όταν αναπτύχθηκε σε καλλιέργειες µε πηγή άνθρακα γλυκόζη, παρατηρήθηκε ότι µε 

αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης των φωσφορικών ιόντων αυξάνεται η συσσώρευση 

και απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ. Η συσσώρευση ΡΗΑ ήταν  µέγιστη, 232 g/l, όταν η 

συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων ήταν η µεγαλύτερη που δοκιµάστηκε 5.5 g/l (40 
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mM). Η απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ ήταν περίπου 80% σε όλες τις συγκεντρώσεις 

φωσφορικών που δοκιµάστηκαν.  Η τιµή του ξηρού βάρους των κυττάρων αυξανόταν µε 

την αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης των φωσφορικών ιόντων. Ως πηγή PO4
3− , 

χρησιµοποιήθηκε ΚΗ2ΡΟ4. (Ryu et al. 1997).Τα αποτελέσµατα από αυτό το πείραµα 

αναγράφονται στον πίνακα που ακολουθεί. 

 

Πίνακας 10. Αποτελέσµατα παραγωγής ΡΗΑ στο Algaligenes eutrophus, σε καλλιέργειες µε 

διαφορετική αρχική συγκέντρωση φωσφορικών ιόντων (Ryu et al. 1997) 

 

PO4
3−  

(g/l) ή (mM) 

Ξηρό βάρος 
κυττάρων 

(g/l) 

Συσσώρευση  
ΡΗΑ 
(g/l) 

Απόδοση 
παραγωγής ΡΗΑ 

(% κ.β) 

2.2 (16) 125 101 81 

3.1 (23) 160 130 81 

4.3 (32) 221 180 81 

5.5(40) 281 232 82 

 

Στο πείραµα αυτό παρατηρήθηκε επίσης ότι η αύξηση της συσσώρευσης ΡΗΑ 

στα βακτήρια αρχίζει περίπου µετά από 35 ώρες ανάπτυξης, και την χρονική στιγµή οι 

µετρήσεις έδειξαν ότι η συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων µέσα στην καλλιέργεια 

µειώθηκαν από 5.5 g/l σε 0.4 g/l, εποµένως η αύξηση της παραγωγής του πολυµερούς 

σχετίζεται µε την κατανάλωση (την χρησιµοποίηση) των φωσφορικών ιόντων από τα 

βακτήρια.  

 Η αρχική συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων φαίνεται να επηρεάζει και την 

συσσώρευση του πολυµερούς και στη Pseudomonas pudita, όπου όταν αναπτύχθηκε σε 

καλλιέργειες µε ολεϊκό οξύ ως πηγή άνθρακα, παρατηρήθηκε ότι µε µείωση της αρχικής 

συγκέντρωσης των φωσφορικών ιόντων αυξάνεται τόσο η συσσώρευση όσο και η 

απόδοση παραγωγής ΡΗΑ. Αντίθετα η τιµή του ξηρού βάρους µειώνεται καθώς 

αυξάνεται η αρχική συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων. Επίσης στο πείραµα αυτό 

παρατηρήθηκε ότι η παραγωγή του ΡΗΑ αυξάνεται την χρονική στιγµή που µειώνεται η 
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συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων στο µέσο ανάπτυξης (Lee et al., 2000). Τα 

αποτελέσµατα του πειράµατος αυτού δίνονται στον πίνακα 11. 

 

Πίνακας 11. Αποτελέσµατα παραγωγής ΡΗΑ στη Pseudomonas pudita, σε καλλιέργειες µε 

διαφορετική αρχική συγκέντρωση φωσφορικών ιόντων (Lee et al., 2000) 

PO4
3−  

(g/l) ή (mM) 

Ξηρό βάρος 
κυττάρων 

(g/l) 

Συσσώρευση  
ΡΗΑ 
(g/l) 

Απόδοση 
παραγωγής ΡΗΑ 

(% κ.β) 

22 (167) 173 32.3 18.7 

7.5 (55) 168 60.7 36.1 

4 (30) 141 72.6 51.4 

 

Οι πολύ χαµηλές αρχικές συγκεντρώσεις φωσφορικών ιόντων (1-2 mM) φαίνεται 

να µην ευνοούν τόσο την ανάπτυξη (εκφρασµένη σε ξηρό βάρος κυττάρων, g/l) όσο και 

συσσώρευση πολυµερούς στο βακτήριο P. oleovorans όταν αναπτύσσεται παρουσία 

οκτανοϊκού ως πηγή άνθρακα. Αντίθετα µε αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης των 

φωσφορικών στα 4 και 6 mM παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση στην τιµή του ξηρού 

βάρους των κυττάρων καθώς και της συσσώρευσης του πολυµερούς  (Hazenberg and 

Witholt, 1997).  

 

 

1.2.6.3. Ο ρόλος της χρονικής διάρκειας ανάπτυξης των βακτηρίων στην 

παραγωγή των ΡΗΑs 

  

Η χρονική διάρκεια της ανάπτυξης των βακτηριών είναι µια  άλλη σηµαντική 

παράµετρος αύξησης της απόδοσης παραγωγής ΡΗΑ (Brandl et al., 1988). Ο βέλτιστος 

χρόνος παραγωγής ΡΗΑ εξαρτάται από το βακτήριο στο οποίο συντίθενται, την πηγή 

άνθρακα καθώς και από τις αρχικές συγκεντρώσεις των άλλων θρεπτικών συστατικών 

που είναι απαραίτητα για την βιοσύνθεση του πολυµερούς. Γενικά η χρονική διάρκεια 

της ανάπτυξης των βακτηρίων κυµαίνεται από 22 µέχρι και  160 ώρες.  
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Η σύσταση του µονοµερούς, δηλαδή τα µονοµερή που απαρτίζουν το πολυµερές 

καθώς και το ποσοστό τους, δεν παρουσιάζει αξιόλογη µεταβολή µε την πάροδο του 

χρόνου ανάπτυξης στο βακτήριο Pseudomonas putida όταν αναπτύχθηκε σε καλλιέργειες 

µε οκτανοϊκό νάτριο ως πηγή άνθρακα (Yoon et al., 1999) όπως φαίνεται στον πίνακα 

12. 

 

Πίνακας 12. Σύσταση  πολυµερούς που παράγεται στο βακτήριο P.putida  µε πηγή άνθρακα 

οκτανοϊκό νάτριο σε συνάρτηση µε το χρόνο ανάπτυξης. (Yoon et al., 1999) 

Σύσταση πολυµερούς (mol %) 
Χρόνος 
(ώρες) 

ΗC HO HD 

8 18.9 74.5 6.2 

12 15.8 80.6 3.6 

16 14.2 80.9 4.9 

22 14.2 81.5 4.3 

   24.5 14.5 81.1 4.4 

   28.5 14.0 80.4 5.6 

   32.5 14.1 81.1 4.8 

   36.5 13.7 81.6 4.6 

         40.5 14.1 81.1 4.8 
 

Από τον πιο πάνω πίνακα φαίνεται ότι σε όλη τη διάρκεια τα µονοµερή που 

απαρτίζουν το πολυµερές στο µικροοργανισµό αυτό είναι: 3-υδροξυοκτανοϊκό (3ΗΟ), 3-

υδροξυκαπροϊκό (3ΗC), και 3-υδροξυβουτυρικό (3ΗΒ) σε αναλογία mole 85: 13:2.  
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1.2.7. Ιδιότητες πολυ-υδρoξυαλκανοϊκών (ΡΗΑs) 

 

1.2.7.1. Γενικές ιδιότητες ΡΗΑs 

 

Το µοριακό βάρος των ΡΗΑs ποικίλει ανάλογα µε τις συνθήκες ανάπτυξης και το 

βακτήριο στο οποίο παράγονται, αλλά γενικά κυµαίνεται από 50,000 εώς 1,000,000 Da. 

Το πολυ-3-υδροξυβουτυρικό Ρ(3ΗΒ) και άλλα ΡΗΑs που παράγονται σε βακτήρια, 

έχουν αρκετά υψηλό µοριακό βάρος και ιδιότητες παρόµοιες µε αυτές των  συµβατικών 

πλαστικών όπως το πολυπροπυλένιο (πίνακας 10). 

 

Πίνακας 13. Ιδιότητες ΡΗΑs και πολυπροπυλενίου (Madison and Huisman, 1999) 

Πολυµερές*  

Ιδιότητα Ρ(3ΗΒ) Ρ(3ΗΒ-3ΗV) P(3HB-4HB) P(3HO-3HH) PP 

Tm (oC) 177 145 150   61 176 

Tg (
oC)  2   -1  -7  -36  -10 

Κρυσταλλικότητα (%) 70   56  45  30  60 

∆ιατµητική τάση (%)  5   50 444 300 400 

Tm : θερµοκρασία τήξης 

Tg : θερµοκρασία υαλώδους µεταπτώσεως  

* P(3HB) = πολυ(3-υδρόξυβουτυρικό), Ρ(3ΗΒ-3ΗV) = πολυ(3-υδρόξυβουτυρικό-co-υδροξυβαλερικό) το οποίο περιέχει 20% 3ΗV, 

P(3HB-4HB)= πολυ(3-υδρόξυβουτυρικό-co-4- υδρόξυβουτυρικό) το οποίο περιέχει 16% 4ΗΒ, P(3HO-3HH)= πολυ(3-

υδρόξυβουτυρικό-co-3-υδρόξυεξανοϊκό) το οποίο περιέχει 11% 3ΗΗ και ΡΡ= πολυπροπυλένιο.  

 

Μέσα στο κύτταρο το Ρ(3ΗΒ) βρίσκεται σε ρευστή άµορφη κατάσταση. Όµως 

µετά την εκχύλιση από το κύτταρο µε οργανικούς διαλύτες, το Ρ(3ΗΒ) γίνεται πολύ 

κρυσταλλικό (µε κρυσταλλικότητα 55-80), (Lee, 1996)  και σε αυτή τη φάση είναι 

σκληρό αλλά εύθραυστο υλικό. Λόγω της ευθραυστότητας του, το Ρ(3ΗΒ) δεν είναι 

πολύ ανθεκτικό. To ψηλό σηµείο τήξεως του (~170 oC ) το οποίο είναι πολύ κοντά στην 

θερµοκρασία θερµικής αποικοδόµησης του, εµποδίζει την περαιτέρω επεξεργασία του 

πολυµερούς. Επίσης µετά από αποθήκευση µερικών ηµερών γίνεται ιδιαίτερα 

εύθραυστο. Όµως, πρόσφατες βιοτεχνολογικές µελέτες εστιάστηκαν στην κατασκευή 

ΡΗΑs των οποίων ο χειρισµός θα ήταν πιο εύκολος. Με την ενσωµάτωση 3HV στο 
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Ρ(3ΗΒ) προέκυψε το συµπολυµερές πολυ(3-υδρόξυβουτυρικό-co-υδροξυβαλερικό) 

[Ρ(3ΗΒ-3ΗV)] το οποίο είναι λιγότερο σκληρό και εύθραυστο από το Ρ(3ΗΒ), και το 

οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην κατασκευή υµενίων (films) µε πολύ καλή 

αντίσταση στο νερό και σε διάφορα αέρια, παραπλήσια µε το πολυπροπυλένιο. Το 

συµπολυµερές αυτό µπορεί να κατεργάζεται σε  χαµηλότερες θερµοκρασίες αφού 

διατηρεί τις υπόλοιπες εξαιρετικές ιδιότητες του Ρ(3ΗΒ). Σε αντίθεση µε το Ρ(3ΗΒ) και 

Ρ(3ΗΒ-3ΗV) τα mclΡΗΑs παρουσιάζουν λιγότερη κρυσταλλικότητα και περισσότερη 

ελαστικότητα. Συνεπώς τα  mclΡΗΑs έχουν διαφορετικό πεδίο εφαρµογών από τα scl 

PHAs. (Madison and Huisman, 1999). 

 

1.2.7.2. Βιοαποικοδοµησιµότητα 
 

 Η βιοαποικοδοµησιµότητα είναι ίσως η πιο σηµαντική ιδιότητα των ΡΗΑs. Στη 

φύση υπάρχει ένας µεγάλος αριθµός µικροοργανισµών που µπορεί να αποικοδοµήσει τα 

πολυµερή αυτά µε τη χρήση υδρολασών και αποπολυµερασών. Ο χρόνος αποικοδόµησης 

ποικίλει αντίστοιχα από λίγους µήνες (σχήµα 15) όταν τοποθετηθούν σε απόβλητα έως 

λίγα χρόνια στην θάλασσα (Madison and Huisman, 1999). 

 

 

Σχήµα 9. Βιοαποικοδόµηση του Ρ(3ΗΒ-3ΗV) σε αερόβια απόβλητα. Τα µπουκάλια που 

αποτελούνται από βιοαποικοδοµήσιµο πλαστικό έχουν υποστεί επώαση σε µέση θερµοκρασία  

20 oC για 0. 2, 4, 6, 8 και 10 εβδοµάδες (από αριστερά προς τα δεξιά) (Madison and Huisman, 

1999). 

 

 



 31 

Η βιοαποκοδοµησιµότητα των πολυµερών αυτών παρουσιάζει όµως ένα 

σηµαντικό µειονέκτηµα. Κατά τη σχάση των δεσµών του πολυµερούς παράγεται CO2 και 

Η2Ο σε αερόβιες συνθήκες, αλλά CH4 σε αναερόβιες συνθήκες, ουσίες που ευθύνονται 

για το φαινόµενο του θερµοκηπίου. Με σκοπό την άρση αυτής της περιβαλλοντικής 

επιβάρυνσης προτάθηκε τα πολυµερή ΡΗΑs να θάβονται στο έδαφος ώστε ο άνθρακας 

που απελευθερώνεται να γίνεται συστατικό του εδάφους (Gerngross et al., 2000). 

 

 

1.2.8. Εφαρµογές πολυ-υδροξυαλκανοϊκών 

 

Τα πολυ(3-υδροξυαλκανοϊκά) PHAs εµφανίζουν δύο κύριες ενδιαφέρουσες 

ιδιότητες την βιοαποικοδοµησιµότητα και την βιοσυµβατότητα. ∆εδοµένου ότι το 

υδροξυβουτυρικό είναι κανονικό συστατικό του αίµατος, τα πολυ(3-υδροξυαλκανοϊκά) 

PHAs είναι βιοσυµβατά και ανεκτά από τον ανθρώπινο και αποικοδοµούνται σε 

ανθρώπινους και ζωικούς ιστούς (Hrabak, 1992). Αυτή η τελευταία ιδιότητα δίνει στα 

PHAs φαρµακευτική και κλινική σπουδαιότητα, συµπεριλαµβανοµένης της χρήσης σε 

ελεγχόµενη αργή απελευθέρωση φαρµάκων, αντικατάσταση οστών και κατασκευή 

χειρουργικών ραµµάτων (Lafferty et al., 1988) 

 
1.2.8.1. Τα ΡΗΑs ως φορείς φαρµακευτικών ουσιών (Drug delivery) 
 
 

Πολλά επιστηµονικά εργαστήρια ασχολούνται µε ερευνητικά προγράµµατα για 

την ανάπτυξη νέων µεθόδων µεταφοράς φαρµάκων (Drug Delivery) για την θεραπεία 

ανθρωπίνων ασθενειών. Οι διάφορες µέθοδοι χρησιµοποιούν την επιστήµη των υλικών 

και ιδιαίτερα την ανάπτυξη βιο-αποικοδοµήσιµων πολυµερών τα οποία θα µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για την χορηγία των φαρµάκων και την εστίαση της δράσης τους στα 

κύτταρα ή στους ιστούς που χρειάζονται θεραπεία. Με την εστιασµένη µεταφορά 

φαρµάκων το φάρµακο µεταφέρεται στην περιοχή της ασθένειας και όχι σε ολόκληρο το 

σώµα, ώστε η δράση/απόδοση του φαρµάκου µεγαλώνει και οι παρενέργειες 

ελαχιστοποιούνται ή και εξαφανίζονται. Η ερευνητική πρόκληση είναι να βρεθεί ο 
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συνδυασµός φαρµάκου-υλικού ο οποίος θα είναι αποτελεσµατικός και ασφαλής για κάθε 

ασθένεια.  

Για την επιτυχή “συνεργασία” µεταξύ των φαρµάκων  και των νέων συσκευών 

είναι απαραίτητη όχι µόνο  η γνώση της δοµής των υλικών αλλά και η φυσιολογική 

διεργασία που συσχετίζεται µε την µεταφορά, τον µεταβολισµό και  την δράση της 

φαρµακευτικής ουσίας. Τα περισσότερα ερευνητικά εργαστήρια δίνουν ιδιαίτερη έµφαση 

πρώτον στον σχεδιασµό µοριακών φαρµάκων και συστηµάτων µεταφοράς τους και 

δεύτερο στον βιολογικό µεταβολισµό των φαρµάκων και την κατανοµή τους στους 

ιστούς.  

  Η πρόσφατη τεχνολογία χρησιµοποιεί µικροσκοπικούς µεταφορείς φαρµάκων 

κατασκευασµένους κυρίως από πολυµερές. Τέτοιου είδους υλικά µπορούν να 

κατασκευαστούν σε σχήµα σφαίρας µε διαµέτρους µέχρι και 10-12 m.  Με τον τρόπο αυτό 

κατορθώνεται η µεταφορά φαρµάκων ακόµα και στα µικρότερα τριχοειδή αγγεία του 

σώµατος. Τα νανοσφαιρίδια αυτά σχεδιάζονται έτσι ώστε να ταξιδεύουν σε 

συγκεκριµένα µέρη του σώµατος, να ελευθερώνουν το φορτίο τους σε φάρµακο και στη 

συνέχεια να βιοαποικοδοµούνται.  Τα παραπροϊόντα τις αποικοδόµησης τους δεν είναι 

τοξικά και θα αποβάλλονται από το σώµα. Η ανάπτυξη στην επιστήµη των πολυµερών 

είχε µεγάλη επίδραση στην τεχνολογία του Drug Delivery. Είναι δυνατόν πλέον να 

κατασκευάζονται βιοσυµβατά και  βιοαποικοδοµήσιµα πολυµερή τα οποία θα 

ελευθερώνουν τη φαρµακευτική ουσία ακόµα και µε ελεγχόµενο τρόπο. Για ένα 

συγκεκριµένο πολυµερές, όσο χαµηλότερο το µοριακό βάρος τόσο γρηγορότερα αυτό θα 

διασπαστεί µέσα στο σώµα και έτσι τόσο γρηγορότερο το µεταφερόµενο φάρµακο 

απελευθερώνεται.  

 

Η κατασκευή τέτοιων νανοσφαιδίων είναι µια περίπλοκη διαδικασία και  

περιλαµβάνει τη χρήση των µορίων που αυτο-συγκεντρώνονται κατά τη διάρκεια µιας 

χηµικής διαδικασίας και τη χρήση των αυτο-συγκεντρωµένων (self-assemble) σφαιρών 

ως µοριακή "φόρµα" (mould)  στην οποία το αντιδραστικό µονοµερές διασκορπίζεται  

και πολυµερίζεται για να διαµορφώσει τις στερεές σφαίρες. 
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Σχήµα 10: Σχηµατική παράσταση επιφανειοδραστικού (surfactant) µορίου  
 

Τα επιφανειοδραστικά µόρια εκτελούν αυτήν την παράξενη σύζευξη λόγω  της 

ασυνήθιστης δοµής τους. Ο µηχανισµός που αναγκάζει τα επιφανειοδραστικά µόρια  να 

συσσωµατωθούν  είναι αποτέλεσµα της αµφίφυλης (amphiphillic) φύσης τους. Αυτό 

σηµαίνει ότι τα µόρια αποτελούνται από δύο ή περισσότερα µέρη µε κάθε µέρος που 

είναι διαλυτό σε ένα διαφορετικό µέσο. Γενικά, ένα επιφανειοδραστικό µόριο µπορεί να 

έχει ένα υδρόφιλο κεφάλι και µια υδροφοβική ουρά όπως φαίνεται σχήµα 16. 

 

Σχήµα 11: Μηχανισµός αυτο-οργάνωσης επιφανειοδρατικών µορίων καθώς αυξάνει η 
συγκέντρωση τους  

Μόλις η συγκέντρωση των µορίων αυτών  σε ένα διάλυµα ύδατος φτάσει  σε µια 

κρίσιµη τιµή θα διαταχθούν έτσι  ώστε να ελαχιστοποιηθεί η αλληλεπίδραση της 

υδροφοβικής ουράς µε το νερό. Προκειµένου επιτευχθεί  αυτό οι υδροφοβικές ουρές 

ευθυγραµµίζονται και σε  µερικές περιπτώσεις σχηµατίζεται  µια σφαιρική δοµή η οποία 

ονοµάζεται µικκύλιο (micelle)  όπως φαίνεται  στο σχήµα 17.  
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Το µέγεθος των µικκυλίων  εξαρτάται από το µήκος του επιφανειοδραστικού 

µορίου και έχουν διάµετρο  από 10 - 100 x 10-12 m. Όταν σχηµατιστούν εκατοµµύρια 

µικκυλίων που περιστρέφονται µέσα στο  υδατικό µέσο ένα δραστικό µονοµερές που 

είναι επίσης υδροφοβικό εισάγεται σε αυτά. Όπως µπορεί φαίνεται στο σχήµα 20 τα 

µόρια των µονοµερών θέλουν να ελαχιστοποιήσουν την αλληλεπίδρασή τους µε το νερό  

και για τον λόγο αυτόν  ταξιδεύουν στο εσωτερικό των µικκυλίων. Τα µικκύλια  θα 

διογκωθούν  για να προσαρµόσουν το µονοµερές. Το τελικό µέρος της προετοιµασίας 

των nanoparticles περιλαµβάνει την προσθήκη των µορίων-εκκινητών που προκαλούν 

µια αλυσιδωτή αντίδραση µέσα στο µικκύλιο- πυρήνα και οδηγεί σε  πολυµερισµό. 

Μόλις ο πυρήνας µικκυλίου µετατραπεί σε µια στερεά πολυµερή σφαίρα µε διάµετρο 

περίπου 200 - 1000 x 10-12 m, οι σφαίρες µπορούν να αφαιρεθούν από το γαλάκτωµα και 

είναι έτοιµες για τη χρήση. 

 

Σχήµα 12.  Εισαγωγή και πολυµερισµός της δραστικής ουσίας στο µικκύλιο 
 

Μόλις παραχθούν αυτά τα µικροσκοπικά µόρια  εµφανίζονται ως λεπτή σκόνη 

και  µπορεί να έχουν µόρια φαρµάκων είτε προσκολληµένα στην επιφάνεια τους είτε 

προσροφηµένα µέσα στον πυρήνα τους. Σε αυτή τη φάση τα νανοσφαιρίδια  είναι 

στερεές σφαίρες που αποτελούνται από  πολυµερείς αλυσίδες ενός σταθερού µήκους. Το 

µήκος της αλυσίδας εξαρτάται άµεσα από το µοριακό βάρος του πολυµερούς. Για ένα 

συγκεκριµένο πολυµερές , όσο χαµηλότερο το µοριακό βάρος τόσο γρηγορότερα αυτό θα 

διασπαστεί µέσα στο σώµα και έτσι τόσο γρηγορότερο το µεταφερόµενο φάρµακο 

απελευθερώνεται.  
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Η συγκεκριµένη περιοχή µέσα στο σώµα στην οποία τα νανοσωµατίδια θα 

ταξιδέψουν ελέγχεται από τη χηµεία επιφάνειας (surface chemistry)  των σωµατιδίων. Τα 

µόρια µπορούν να δεθούν στην επιφάνεια των σωµατιδίων, που θα προκαλέσουν την 

εκλεκτική λήψη, από τα διάφορα όργανα µέσα στο σώµα. 

 
 
1.2.8.2. Εµφυτεύσιµες ενδοπροσθέσεις (stents) επικαλυπτόµενες µε     
             φάρµακα προς ελεγχόµενη αποδέσµευση  
 

Stent ονοµάζεται το βιοσυµβατό εµφύτευµα σε σχήµα διάτρητου σωλήνα, που 

χρησιµοποιείται για τη διάνοιξη φραγµένων αιµοφόρων αγγείων και την αποκατάσταση 

της οµαλής ροής του αίµατος (σχήµα 19).  

 
 

  
 
Σχήµα 13: Αριστερά. µεταλλικό stent. ∆εξιά: Τοποθέτηση stent σε φραγµένο αιµοφόρο αγγείο.  

 
 

Τα stent  αρχικά έχουν πολύ µικρή διάµετρο  και εισέρχονται στο αιµοφόρο 

αγγείο και µε τη βοήθεια καθετήρα (balloon catheter) κινείται στο τµήµα όπου υπάρχει η 

παρεµπόδιση. Όταν το µπαλόνι του καθετήρα διογκωθεί, το stent διαστέλλεται και 

εφαρµόζει στο αγγείο  διαµορφώνοντας  ένα ικρίωµα. µε αποτέλεσµα να το κρατά 

ανοικτό (σχήµα 20). 
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Σχήµα 14. ∆ιαδικασία τοποθέτησης stent σε φραγµένο αιµοφόρο αγγείο 
 
 
 

Τα υλικά κατασκευής των stents είναι κυρίως µέταλλα (Τιτάνιο,  Λευκόχρυσος, 

Ανοξείδωτος Χάλυβας). Τα τελευταία χρόνια τα µεταλλικά υλικά κατασκευής των stents,  

τείνουν να αντικατασταθούν από πολυµερικά βιοσυµβατά υλικά. Τα πολυµερικά stents 

θα µπορούσαν να επικαλυφθούν από φαρµακευτικές ουσίες οι οποίες θα 

απελευθερώνονται µε πολύ βραδύ ρυθµό,  µε τη βοήθεια της ροής του αίµατος, και  

οποίες θα βοηθούν τη διάνοιξη και τη διατήρηση της καλής κατάστασης των αρτηριών.  

Στο ινστιτούτο ECRI-(Emergency Care Research Institute) (Plymouth Meeting, 

Pa., Sept. 10 /PR Newswire), µελετήθηκαν οι επιδράσεις επικαλυµµένων Stents µε 

Sirolimus (Sirolimus-eluting -SES) και Paclitaxe (Paclitaxel-eluting-PES) στην 

αντιµετώπιση της στεφανιαίας νόσου µε εκπληκτικά αποτελέσµατα. 

  Η αξιολόγηση των αποτελεσµάτων έδειξε ότι τα drug eluted stents µε βάση 

πολυµερή µειώνουν το ποσοστό επαναστένωσης (restenosis)  των αγγείων µέχρι και  64 

φορές σε σύγκριση µε τα µεταλλικά stents. Συγκεκριµένα οι µελέτες έδειξαν ότι οι  

πιθανότητες για επαναστένωση των αγγείων µε χρήση SES ήταν 4 εώς 64 φορές 

λιγότερες σε σύγκριση µε τα µεταλλικά Stents ενώ οι πιθανότητες από τη χρήση PES 

ήταν περίπου 8 φορές λιγότερες.    
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1.2.8.3. Άλλες εφαρµογές 

  

 Η βιοαποικοδοµησιµότητα των πολυµερών τα καθιστά πολύ καλούς υποψήφιους 

για την αντικατάσταση των συµβατικών πλαστικών σε πολλές βιοµηχανικές εφαρµογές.  

 Στον τοµέα του περιβάλλοντος µελετάται η χρήση των ΡΗΑs στη δηµιουργία 

καψυλλίων που θα επιτρέπουν την παρατεταµένη απελευθέρωση του περιεχοµένου 

(µυκητοκτόνα,  λιπάσµατα κλπ). 

Μελέτες γίνονται επίσης για την χρήση τους στον τοµέα των τροφίµων (σαν 

συστατικά που παράγουν γεύση και άρωµα ή σαν υλικά συσκευασίας) στον τοµέα των 

καλλυντικών (σαν υλικά για την παρασκευή κολλοειδών διαλυµάτων στα γαλακτώµατα), 

στον τοµέα των υφασµάτων (συνθετικές ίνες) ή ακόµα στον τοµέα της φωτογραφίας για 

την παραγωγή φιλµ.  Επίσης στον τοµέα της συσκευασίας για την παραγωγή ευρείας 

κατανάλωσης πλαστικών όπως σακούλες, µπουκάλια, στυλό, κλπ. Τέλος, στον τοµέα της 

βιοτεχνολογίας έχει προταθεί µεγάλη παραγωγή βιοπολυµερών και µε λογικό κόστος σε 

διαγονιδιακά φυτά., φυτά που φέρουν βιοσυνθετικά γονίδια, ή γενετικά ανασυνδυασµένα 

φυτά.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ  ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

2.1. Ανάπτυξη µικροοργανισµού  
 

Για την παραγωγή των πολυ-β-υδροξυαλκανοϊκών χρησιµοποιήθηκε  o κλώνος 

ΗΒ8 του θερµόφιλου βακτηρίου Thermus thermophilus (Oshima et al. , 1974). 

Ο µικροοργανισµός αναπτύσσεται στους 70oC  κάτω από αερόβιες συνθήκες 

ανάπτυξης σε κανονικό µέσο ανάπτυξης (Κ.Μ.Α), ενώ σε συνθήκες τροφικού stress όπου 

συσσωρεύεται το πολυµερές η ανάπτυξη έγινε σε τροποποιηµένο µέσο ανάπτυξης 

(Τ.Μ.Α). Η σύσταση των δύο µέσων ανάπτυξης δίνεται στη συνέχεια.  

Η ανάπτυξη του µικροοργανισµού στο Τ.Μ.Α έγινε µε την παρακάτω µεθόδο: 

� Γίνεται αναβίωση των κυττάρων σε κανονικό µέσο ανάπτυξης (100ml) και στη 

συνέχεια γίνεται εµβολισµός καλλιέργειας Κ.Μ.Α (1000 ml) και η αναβίωση συνεχίζεται 

για άλλες 24 ώρες.  Στη συνέχεια γίνεται εµβολιασµός των φιαλών που περιέχουν το 

Τ.Μ.Α µε 10-20% Κ.Μ.Α και τα βακτήρια επωάζονται στους 70oC. 

Ανάλογα µε τις συνθήκες του πειράµατος και τις προς βελτιστοποίηση 

παραµέτρους διαφέρει ο αριθµός των φιαλών µε το Τ.Μ.Α, καθώς και ο όγκος που φέρει 

η κάθε φιάλη,  όπως και η χρονική διάρκεια της ανάπτυξης  των βακτηρίων.  

Ως πηγές  άνθρακα στα Τ.Μ.Α χρησιµοποιήθηκαν  τέσσερις διαφορετικές 

συγκεντρώσεις τυρογάλακτος 10% -20%-50%  και 100%(v/v). Το υπόλοιπο ποσοστό 

µέχρι την πλήρωση των 100 ml γινόταν µε ΚΜΑ.  
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2.2 Μέσα ανάπτυξης µικροοργανισµού 

2.2.1 ΚΑΝΟΝΙΚΟ ΜΕΣΟ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ (K.M.A)  

Ουσία  Ποσότητα 

Εκχύλισµα ζύµης  0.3%(w/v) 

Τρυπτόνη  0.5%(w/v) 

NaCl  0.2 %(w/v) 

FeCl3 2µM 

CaCl2 0.2 mM 

MgCl2 1 mM 

Γλυκόζη  0.1 % (w/v) 

 
Το pH ρυθµίζεται στο 7.0 µε NaOH 5N  και το µέσο αποστειρώνεται. H γλυκόζη 
προστίθεται µετά την αποστείρωση του µέσου για αποφευχθεί η καραµελλοποίηση της . 
 
2.2.2 ΤΡΟΠΟΠΟΙΗΜΕΝΟ ΜΕΣΟ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ (T.M.A) 
 
∆ιάλυµα Ιχνοστοιχείων (Microelement Solution)  
 
Σε 1 lt 0.5 N HCl  διαλύµατος περιέχονται : 
 

Ουσία  Ποσότητα, g 

FeSO4 11.2 

CaCl2     8.23 

CuSO4.5H2O     0.03 

MnCl2.4H2O   0.2 

ZnSO4     0.15 

H3BO3     0.06 

Co(NO3)2.6H2O    0.67 

MgSO4.7H2O              80 
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Το διάλυµα φιλτράρεται σε αποστειρωµένο φίλτρο και προστίθεται στο τέλος για 

αποφυγή καθίζησης των µετάλλων.  

Σε υδατικό διάλυµα 1 l Τ.Μ.Α περιέχονται: 

•  10 g ΝaCl  

•   2.5 ml διαλύµατος ιχνοστοιχείων 

•   Πηγή άνθρακα  

•   ∆ιάλυµα φωσφορικών ΚΗ2ΡΟ4 / Κ2ΗΡΟ4 σε αναλογία 3.6 / 1 (He et al. 1998) 

•   (NH4)SO4 ή ΝΗ4Cl   

Oι ποσότητες του διαλύµατος των φωσφορικών ιόντων καθώς και του (NH4)SO4 ή 

ΝΗ4Cl διαφέρουν ανάλογα εάν εξετάζεται η συσσώρευση πολυµερούς σε συνθήκες 

έλλειψης φωσφόρου ή αζώτου. 

 

2.3 Επεξεργασία τυρογάλακτος (Whey) 

Το τυρόγαλα πριν χρησιµοποιηθεί ως πηγή άνθρακα για την παραγωγή PHA στο 

T. Thermophilus πρέπει να υποστεί ειδική επεξεργασία. Συγκεκριµένα, λαµβάνεται η 

απαιτούµενη ποσότητα τυρογάλακτος και ρυθµίζεται το pH στο 4.5 µε προσθήκη HCl 

0.1 N. Στη συνέχεια αποστειρώνεται στους 121 oC για 30 λεπτά. Μετά την αποµάκρυνση 

της φιάλης από την αποστείρωση παρατηρείται ότι οι πρωτεΐνες µετουσιώνονται και 

καθιζάνουν σε στερεή µορφή. Ακολουθεί διήθηση του υγρού ( τα στερεά παραµένουν 

στον πυθµένα) υπό κενό µε τη βοήθεια αποστειρωµένου φίλτρου laminar για την 

αποµάκρυνση αιωρούµενων στερεών. Το καθαρό και απαλλαγµένο από στερεά τυρόγαλα  

µεταφέρεται σε αποστειρωµένες κωνικές φιάλες οι οποίες τοποθετούνται στο ψυγείο. 

Σηµειώνεται ότι από 1l µη-επεξεργασµένου µε την πιο πάνω µέθοδο  τυρογάλακτος 

λαµβάνονται περίπου 850 ml καθαρού υγρού. 

 Το pH πρέπει να ρύθµιστεί στην τιµή 7.0 πριν γίνει προσθήκη του στο ΤΜΑ ως 

πηγή άνθρακα. Γ ια το λόγο αυτό και για την αποφυγή επιµολύνσεων λαµβάνονται 100 

ml του πιο πάνω υγρού και υπολογίζεται όγκος σε ml NaOH 5 N που απαιτούνται για να 

αυξηθεί η τιµή του pH από 4.5 στο 7.0. 
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2.4 Παραγωγή πολυµερούς στο τυρόγαλα. 

 

Σκοπός του συγκεκριµένου πειράµατος είναι η διερεύνηση του κατά πόσο το  

T. thermophilus παράγει ΡΗΑ όταν χρησιµοποιείται τυρόγαλα ως πηγή άνθρακα καθώς 

και η ταυτοποίηση των µονοµερών του πολυµερούς. όπως και ο καθορισµός του 

βέλτιστου χρόνου καλλιέργειας στην παραγωγή πολυυδροξυαλκανοϊκών στο T. 

thermophilus. Για την καθορισµό των πιο πάνω,  έγιναν πειράµατα όπου αναπτύχθηκαν 

καλλιέργειες µε διαφορετική συγκέντρωση τυρογάλακτος και προσδιορίστηκαν σε 

συνάρτηση µε το χρόνο καλλιέργειας οι ακόλουθες παράµετροι: 

α. Ανάπτυξη των κυττάρων 

β. Το ξηρό βάρος των κυττάρων (mg /l) 

Αρχικά γίνεται αναβίωση των βακτηρίων γίνεται σε διάλυµα ΚΜΑ 100 ml για 24 

ώρες και στη συνέχεια ακολουθεί εµβολιασµός (προσθήκη) µε το µέσο αυτό φιάλης που  

περιέχει 500 ml  ΚΜΑ µε την ίδια σύσταση και η ανάπτυξη συνεχίζεται για άλλες 24 

ώρες, όπου και µετρήθηκε η  απορρόφησης στα 600 nm και η λαµβανόµενη τιµή ήταν 

Α600=1.198. Η τιµή της απορρόφησης θεωρείται αρκετά ικανοποιητική και ακολουθεί 

εµβολιασµός των φιαλών µε το τροποποιηµένο µέσο ανάπτυξης (ΤΜΑ).  

Στο πείραµα αυτό   γίνεται εµβολιασµός 5 φιαλών που η κάθε µία περιέχει 1000 

ml (τελικός όγκος) TMA µε 10% (v/v) δηλαδή 100 ml KMA. Το κάθε διάλυµα έχει 

διαφορετική  συγκέντρωση σε τυρόγαλα 10, 20, 50. και 100%(v/v), η οποία αποτελεί την 

πηγή άνθρακα.Η συγκέντρωση του ΝΗ4Cl σε όλα τα διαλύµατα είναι επίσης σταθερή και 

ίση µε 0.1% (w/v). 

Ανά τακτά χρονικά διαστήµατα λαµβάνεται 1 ml από την κάθε καλλιέργεια και 

µετράται η απορρόφηση στα 600 nm για να διαπιστωθεί εάν η ανάπτυξη των βακτηρίων 

γίνεται κανονικά. 

Για τον υπολογισµό των βέλτιστων συνθηκών παραγωγής του πολυµερούς  

αφαιρούνται 200 ml κάθε  24 ώρες από κάθε καλλιέργεια, υπολογίζεται το ξηρό βάρος, 

όπως περιγράφεται στην προηγούµενη ενότητα. Πιο συγκεκριµένα ο υπολογισµός των 

πιο πάνω µεγεθών γίνεται µετά από 15,  24, 44, 72 και 96  ώρες ανάπτυξης . 
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2.4 Αποµόνωση του πολυµερούς 

Η συλλογή των κυττάρων γίνεται µε φυγοκέντρηση στις 4000 rpm στους 4oC και 

ακολουθεί έκπλυση µε NaCl 0.9%.  

Η αποµόνωση του πολυµερούς στηρίζεται στην εκχύλιση του πολυµερούς από τα 

κύτταρα, στην διαλυτοποίηση του σε πολικό διαλύτη (CHCl3) και στην κατακρήµνισή 

του στην συνέχεια µε µεθανόλη.   

∆οκιµάστηκαν οι ακόλουθες µέθοδοι λύσης των κυττάρων και αποµόνωσης του 

πολυµερούς:  

1. Λύση των κυττάρων µε λυοτρίβιση σε υγρό άζωτο 

Στη µέθοδο αυτή προστίθεται ποσότητα υγρού αζώτου στα συλλεγµένα κύτταρα 

και ακολουθεί κονιοποίηση τους σε γουδί. Το υγρό άζωτο πιθανόν να παγώνει τα 

κυτταρικά τοιχώµατα των βακτηρίων και µε την κονιοποίηση λύονται και ελευθερώνεται 

το πολυµερές. Όµως µε βαφή και έλεγχο στο οπτικό µικροσκόπιο παρατηρήθηκε ότι η 

λύση των κυττάρων δεν είναι επαρκής και έτσι η µέθοδος δεν εφαρµόσθηκε περαιτέρω.   

2. Αποµόνωση PHA µε SDS 

Σε λυοφυλιµένα κύτταρα προστίθενται 5 ml διαλύµατος SDS 10 g/l. Το διάλυµα 

τοποθετείται  στους 100oC για ένα λεπτό και στη συνέχεια “ψύχονται” ακαριαία στους 

55οC για 15 λεπτά και  ακολούθως φυλάσσεται στους -18 oC για τη διάρκεια µιας 

νύχτας. Τα κύτταρα αποµακρύνονται από την κατάψυξη και θερµαίνονται στους 55 oC 

για 30 λεπτά. Ακολουθεί προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορµίου (αναλογία όγκου 

χλωροφορµίου - SDS 1:1) και τοποθέτηση των δειγµάτων στους 62 oC για τη διάρκεια 

µιας νύχτας (Dong et al, 2000).  

  Μετά την αποµάκρυνση από την κατεργασία αυτή παρατηρείται ο σχηµατισµός 

τριών στιβάδων. Η ανώτερη περιέχει το SDS, η µεσαία η οποία έχει λευκό χρώµα και 

πιθανόν να περιέχει SDS και προϊόντα λύσης των κυττάρων όπως για παράδειγµα 

διάφορες πρωτεΐνες. Η κατώτερη στιβάδα περιλαµβάνει το χλωροφόρµιο µαζί µε το 

παραγόµενο πολυµερές. Ο διαχωρισµός των στιβάδών επιτυγχάνεται µε φυγοκέντρηση 
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στις 8000 rpm για 15 λεπτά έτσι ώστε να γίνουν πιο διακριτές και οι δύο ανώτερες 

στιβάδες αποµακρύνονται µε πιπέτα. Το πολυµερές ανακτάται από την χλωροφορµική 

στιβάδα µε κατακρήµνιση µε δεκαπλάσιο όγκο µεθανόλης όπως και στη προηγούµενη 

µέθοδο. Η µέθοδος αυτή δεν έδωσε ικανοποιητική ανάκτηση πολυµερούς και γι ‘αυτό 

δεν εφαρµόστηκε περαιτέρω.  

3. Μεθανόλυση  

Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται κατευθείαν πάνω στα λυοφιλυµένα κύτταρα. Κατά 

την οποία επιτυγχάνεται ποιοτική και ποσοτική ανάλυση των PHA πολυµερών. Σκοπός 

αυτής της µεθόδου είναι να σπάσει το πολυµερές που βρίσκετε µέσα στα κύτταρα στα 

µονοµερή του. Έτσι θα έχουµε µικρότερες ενώσεις οι οποίες είναι πιο εύκολο να 

ταυτοποιηθούν µε την αέρια χρωµατογραφία.   

 

 

2.5. Υπολογισµός ξηρού βάρους κυττάρων  

 

Για τον υπολογισµό του ξηρού βάρος των κυττάρων λαµβάνονται 10 ml από κάθε 

καλλιέργεια, σε καθορισµένες χρονικές στιγµές και διηθούνται υπό κενό σε 

προζυγισµένα και προξηραµένα για 24 ώρες στους 80oC χάρτινα φίλτρα Wattmann No 

5.,  έτσι ώστε να αποµακρυνθεί η υγρασία και να αποκτήσουν σταθερό βάρος, (Lemos et 

al., 1988; Lee et Chang 1994).   

Ακολουθεί ξέπλυµα των φίλτρων τα οποία έχουν συγκρατήσει τα παραγόµενα κύτταρα 

µε MgSO4.7H2O 10 mM (Hazenberg, and Witholt 1997) και τοποθέτηση τους στους 

80oC για 48 ώρες και στη συνέχεια επαναζυγίζονται και υπολογίζεται η ποσότητα του 

ξηρούς βάρους των κυττάρων (Cell Dry Weight – C.D.W). 
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2.6. Υπολογισµός απόδοσης παραγωγής πολυµερούς 

 

Η επί τοις εκατό απόδοση της  παραγωγής του πολυµερούς (% PHA Content) 

ορίζεται από τον λόγο της ποσότητας (mg)  του παραγόµενου πολυµερούς προς την 

ποσότητα (mg) του ξηρού βάρους των κυττάρων που παράγονται σε κάθε καλλιέργεια 

επί 100, και δίνεται από τον τύπο (Gross et. al, 1989). 

%
( )

( )
PHAContent

PHA mg

CDW mg
= ×100  

Μεγάλη απόδοση της παραγωγής του πολυµερούς σηµαίνει και µεγάλη   συσσώρευση 

του στα βακτήρια,  γίνεται δηλαδή καλύτερη αξιοποίηση της πηγής του άνθρακα καθώς 

όσο µικρότερη ποσότητα ΡΗΑ υπάρχει στα βακτήρια τόσο µεγαλύτερο είναι το ποσοστό 

της που αναλώνεται στην υπολειπόµενη βιοµάζα (residual   biomass). (Hazenberg and 

Witholt, 1997) 

 
2.7. Επίδραση της συγκέντρωσης των φωσφορικών ιόντων     
       στην παραγωγή ΡΗΑ στο Τ. thermophilus 
 
 

Τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά παράγονται,  όπως έχει ήδη αναφερθεί σε 

προηγούµενη παράγραφο,  από αρκετούς µικροοργανισµούς σαν αποθήκη ενέργειας και 

άνθρακα όταν βρεθούν σε κατάσταση τροφικού “stress” και κυρίως όταν βρεθούν σε 

συνθήκες έλλειψης αµµωνιακών και φωσφορικών ιόντων (Jung et al., 2000; Hazenberg 

and Witholt, 1997).  

Η αρχική συγκέντρωση των φωσφορικών ιόντων φαίνεται να σχετίζεται άµεσα µε 

την παραγωγή PHA στη Pseudomonas pudita και στο  Alcaligenes eutrophus. Από 

πειραµατικές µετρήσεις έχει βρεθεί ότι η συγκέντρωση του πολυµερούς στους 

µικροοργανισµούς αυτούς αυξάνεται καθώς µειώνεται η συγκέντρωση των φωσφορικών 

ιόντων µε τη πάροδο του χρόνου.  Επίσης από πειράµατα στους ίδιους µικροοργανισµούς 

προκύπτει ότι υπάρχει µία βέλτιστη περιοχή αρχικών συγκεντρώσεων φωσφορικών 

ιόντων που επάγουν καλύτερα την παραγωγή του πολυµερούς και κυµαίνεται από 30 εώς 
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και 50 mM, ανάλογα βέβαια µε τη πηγή άνθρακα που χρησιµοποιείται (Lee et al. 2000, 

Ryu et al. 2000) 

 

2.8. Ταυτοποίηση πολυ-υδρoξυαλκανοϊκών 

 

Για την ταυτοποίηση του παραγόµενου προϊόντος,  χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 

της αέριας χρωµατογραφίας (GC). Η χρωµατογραφία στήλης που πειραµατιστήκαµε, 

ήταν χρωµατογραφία αέριου-στερεού, όπου ο διαχωρισµός γίνεται µε προσρόφηση πάνω 

στην στερεά στατική φάση ενώ η κινητή φάση είναι αέριο. 

Ο χρωµατογράφος µε τον οποίο έγιναν οι αναλύσεις ήταν ο GC-17A της 

SHIMADZU ,ο οποίος είναι αέριος χρωµατογράφος για υψηλού βαθµού αναλύσεις 

τριχοειδούς στήλης. Η στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν η CP-SIL88 , µήκους 50 

µέτρων, εσωτερικής διαµέτρου 0.25mm, εξωτερικής διαµέτρου 0,39mm και είναι 

καλυµµένη µε φιλµ πάχους 0.20mm από silica gel. Η θερµοκρασία της βαλβίδας εισόδου 

του δείγµατος ήταν 240 oC  ενώ για τον ανιχνευτή (φλόγα ιονισµού) ήταν 250 oC . Η 

τελική θερµοκρασία στήλης ήταν 200 oC µε ρυθµό αύξησης 60 oC για 3 λεπτά , ως τους 

190 oC µε βήµα 20 oC /λεπτό. Η ποσότητα του ενέσιµου δείγµατος ήταν 2µl. Η κινητή 

φάση ήταν το ήλιο ενώ για τον ανιχνευτή χρησιµοποιήθηκε υδρογόνο και αέρας. Ο 

χρόνος ανάλυσης του κάθε δείγµατος ήταν 70 λεπτά. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 46 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ  
 
 
3.1 Παραγωγή πολυµερούς 
 
 

Το θερµόφιλο βακτήριο Thermus thermophilus αναπτύσσεται στους 70oC σε 

αερόβιες συνθήκες. Για την συσσώρευση του πολυµερούς χρησιµοποιήθηκε 

τροποποιηµένο µέσο ανάπτυξης Τ.Μ.Α που περιείχε µία από τις ακόλουθες πηγές 

άνθρακα. 

 Είναι γνωστό ότι η παραγωγή πολυµερούς επάγεται όταν τα βακτήρια βρίσκονται 

σε κατάσταση ‘‘ τροφικού stress’’, όταν δηλαδή οι µικροοργανισµοί υφίστανται έλλειψη 

από κάποιο από τα κύρια θρεπτικά συστατικά του µέσου ανάπτυξης όπως π.χ. οξυγόνο 

για τους αερόβιους οργανισµούς, άζωτο, ιχνοστοιχεία και ιόντα εν διαλύσει (θειικά, 

φωσφορικά, αµµωνιακά κλπ) καθώς και διαφοροποίηση της κύριας πηγής του άνθρακα 

(Lee et al., 2000; Hazenberg and Witholt, 1997). 

Στη παρούσα εργασία µελετήθηκε η παραγωγή πολυµερούς µε τέσσερις 

διαφορετικές συγκεντρώσεις τυρογάλακτος 10, 20, 50 και 100% . 

Μία άλλη σηµαντική παράµετρος που επηρεάζει  την αύξηση της συσσώρευσης 

πολυµερούς  καθώς και το είδος του,  δηλαδή το µήκος της πολυµερικής αλυσίδας, το 

µοριακό βάρος και τα µονοµερή που απαρτίζουν το πολυµερές είναι η χρονική διάρκεια 

της καλλιέργειας (Brandl et al., 1988; Kusaka et al., 1997). Η χρονική διάρκεια της 

ανάπτυξης των βακτηρίων αποτελεί σηµαντική παράµετρο κατά την παραγωγή του 

πολυµερούς στην παρούσα εργασία   
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Στο σχήµα 15  φαίνονται τα αποτελέσµατα της ανάπτυξης των βακτηρίων, του 

ξηρού βάρους των κυττάρων και της παραγωγής πολυµερούς στις πιο πάνω συνθήκες.   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Σχήµα 15 . α. Καµπύλη ανάπτυξης του  βακτηρίου Τ. thermophilus παρουσία διάφορων 
συγκεντρώσεων τυρογάλακτος, β.  Μεταβολή ξηρού βάρους κυττάρων (CDW, mg/l),  γ. 
Μεταβολή συγκέντρωσης του παραγόµενου  πολυµερούς (ΡΗΑ, mg/l) και  δ. Μεταβολή 
απόδοσης παραγωγής πολυµερούς (PHA content, wt %),  σε συνάρτηση  µε τον χρόνο 
ανάπτυξης της  καλλιέργειας. Οι συγκεντρώσεις τυρογάλακτος που χρησιµοποιήθηκαν 
στο συγκεκριµένο πείραµα είναι :   ■ ΚΜΑ ●  10%,   ▲ 20%,  ▼ 50%,  ♦ 100%. 

 

Οι καµπύλες ανάπτυξης έχουν σχεδόν ταυτόσηµες τιµές για όλες τις 

συγκεντρώσεις τυρογάλακτος που όπως φαίνεται στο σχήµα 25.α. Στο ίδιο σχήµα 
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φαίνεται ότι η ανάπτυξη των βακτηρίων σε όλες τις καλλιέργειες µετά από 48 ώρες 

ανάπτυξης βρίσκεται στα ίδια επίπεδα.  

Η µεταβολή του ξηρού βάρους σε συνάρτηση µε τον χρόνο ανάπτυξης (σχήµα 

25.β) ακολουθεί αυξητική πορεία σε όλες τις καλλιέργειες µέχρι τις 48 ώρες ανάπτυξης 

και στη συνέχεια, σε µεγαλύτερους χρόνους ανάπτυξης  παρατηρείται µικρή πτώση, όπου 

η καλλιέργεια έχει φτάσει σε πλατό. Οι τιµές του ξηρού βάρους είναι παραπλήσιες σε 

όλες τις καλλιέργειες σε όλη τη διάρκεια του πειράµατος µε  εξαίρεση την καλλιέργεια 

ΚΜΑ όπου το ξηρού βάρους παραµένει σε χαµηλότερες τιµές. Πιο συγκεκριµένα η 

καλλιέργεια µε αρχική συγκέντρωση τυρογάλακτος 20% δίνει µέγιστη τιµή ξηρού 

βάρους, 1440 mg/lt µετά από 48 ώρες ανάπτυξης. Την ίδια χρονική στιγµή, η τιµή του 

ξηρού βάρους για τις καλλιέργειες µε αρχικές συγκεντρώσεις τυρογάλακτος 10, 50 και 

100 % κυµαίνεται από 1290 µέχρι 1380 mg/lt,  ενώ η αντίστοιχη τιµή της καλλιέργεια µε 

µηδενική συγκέντρωση φωσφορικών είναι 860 mg/lt. Σε µεγαλύτερους χρόνους 

ανάπτυξης και συγκεκριµένα µετά από  72 ώρες, το ξηρό βάρος µειώνεται σε µικρό 

ποσοστό σε όλες τις καλλιέργειες και κυµαίνεται µεταξύ 1260-1330 mg/lt, εκτός βέβαια 

από την καλλιέργεια ΚΜΑ όπου η τιµή του ξηρού βάρους µειώνεται στα 800 mg/lt. Οι 

τιµές του ξηρούς βάρους παραµένουν περίπου αναλλοίωτες  για όλες τις καλλιέργειες 

µετά από 96 ώρες ανάπτυξης. Σε µικρότερους χρόνους ανάπτυξης και συγκεκριµένα µετά 

από 24 ώρες, η καλλιέργεια µε αρχική συγκέντρωση τυρογάλακτος 20% παρουσιάζει και 

πάλι τη µεγαλύτερη τιµή ξηρού βάρους, 1050 mg/lt, έναντι των υπολοίπων οι τιµές των 

οποίων κυµαίνονται από 700-870 mg/lt.  

 ∆ιαφορετική εικόνα παρουσιάζεται στην µεταβολή της συγκέντρωσης του 

πολυµερούς όπως φαίνεται στο σχήµα 25.γ., όπου η µέγιστη τιµή, 181 mg/lt 

παρατηρείται στην καλλιέργεια µε συγκέντρωση τυρογάλακτος 100% µετά από 24 ώρες 

ανάπτυξης, Η τιµή της συγκέντρωσης του πολυµερούς  στις υπόλοιπες καλλιέργειες 

κυµαίνεται στα 95-110 mg/lt. Μετά από 48 ώρες ανάπτυξης η συσσώρευση του 

πολυµερούς υποδιπλασιάζεται  περίπου,  σε όλες τις καλλιέργειες φτάνοντας τα 42 mg/lt 

στη καλλιέργεια ΚΜΑ, στα 72 mg/lt  στην καλλιέργεια µε τη µεγαλύτερη συγκέντρωση 

τυρογάλακτος (100%) και γύρω στα 55 mg/lt στις υπόλοιπες καλλιέργειες. Μετά από 72 

ώρες ανάπτυξης η συσσώρευση του πολυµερούς αυξάνεται κατά περίπου 2-3 φορές στις 

καλλιέργειες µε 10, 20 και 50% τυρόγαλα µε τιµές 129, 137.5 και 146.5 mg/lt 
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αντίστοιχα, ενώ στην καλλιέργεια µε ΚΜΑ παρατηρείται πολύ µικρότερη αύξηση 

φτάνοντας τα 58 mg/lt, ενώ στην 100% ανέρχεται στα 155 mg/lt. Η µεταβολή της 

συγκέντρωσης του πολυµερούς είναι αµελητέα σε όλες τις καλλιέργειες στην επόµενη 

µέτρηση, δηλαδή στις 96 ώρες ανάπτυξης, φτάνοντας στα 159 mg/lt στην καλλιέργεια µε 

100% τυρόγαλα, στα 133, 142 και 153 όταν οι αρχικές  συγκεντρώσεις τυρογάλακτος 

είναι  10, 20 και 50% αντίστοιχα και στα 65 mg/lt  στην καλλιέργεια ΚΜΑ. 

Παρόµοιες αυξοµειώσεις παρατηρούνται και στην απόδοση της παραγωγής του 

πολυµερούς όπως φαίνεται στο σχήµα 25.δ. Στις πρώτες ώρες ανάπτυξης και 

συγκεκριµένα στις 15 ώρες  η καλλιέργεια µε αρχική συγκέντρωση τυρογάλακτος 100% 

δίνει ψηλή τιµή απόδοση παραγωγής, 20%  και  µέγιστη τιµή, 26% µετά από 24 ώρες 

ανάπτυξης. Ψηλή τιµή απόδοσης παραγωγής ΡΗΑ, 17 % δίνει και η καλλιέργεια ΚΜΑ 

στις 15 ώρες ανάπτυξης, ενώ οι τιµές στις  υπόλοιπες καλλιέργειες  κυµαίνονται από 12-

15%. Μετά από 24 ώρες ανάπτυξης, παρατηρείται µικρή µείωση της απόδοσης 

παραγωγής ΡΗΑ σε όλες τις καλλιέργειες (εκτός από αυτή µε  συγκέντρωση 

τυρογάλακτος 100%) και οι τιµές της κυµαίνονται από 10-14.5%. Στις 48 ώρες 

ανάπτυξης παρατηρείται απότοµη µείωση στο 5.5% (περίπου 5 φορές), της απόδοσης 

παραγωγής ΡΗΑ στην καλλιέργεια µε 100%   συγκέντρωση τυρογάλακτος, ενώ µείωση 

κατά 2 εώς 3 φορές, φτάνοντας στο 3.5 -5 %, παρατηρείται στις υπόλοιπες καλλιέργειες. 

Μικρή άνοδος της απόδοσης  παραγωγής πολυµερούς παρουσιάζεται σε όλες τις 

καλλιέργειες στις 72 ώρες ανάπτυξης,  και ανέρχεται στο 7% περίπου για την 

καλλιέργεια ΚΜΑ και γύρω στο 10-12% για τις υπόλοιπες καλλιέργειες.   Παραπλήσιες 

τιµές προκύπτουν και στις 96 ώρες ανάπτυξης µε πολύ µικρή άνοδο, στο 8% για την 

καλλιέργεια  ΚΜΑ και στο 12.5 % για την καλλιέργεια µε την υψηλότερη αρχική 

συγκέντρωση (100%). Στο 10% περίπου παραµένει η τιµή της απόδοσης παραγωγής 

πολυµερούς για τις υπόλοιπες καλλιέργειες.  
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3.2 Ταυτοποίηση παραγόµενου πολυµερούς   

Η ταυτοποίηση του παραγόµενου προϊόντος,  έγινε µε τη µέθοδο της αέριας 

χρωµατογραφίας (GC). Τα δείγµατα που µελετήθηκαν µε την (GC) είναι από τις πέντε 

καλλιέργειες σε ΚΜΑ, 10,20,50 και 100% περιεκτικότητα σε τυρόγαλα. Έπειτα για να 

γίνει η ταυτοποίηση των µονοµερών του πολυµερούς χρησιµοποιήθηκαν οκτώ 

διαφορετικά πρότυπα διαλύµατα αλκανοϊκών οξέων. Τα οκτώ πρότυπα διαλύµατα   

περιείχαν ένα (3ύδροξυ αλκανοϊκό) οξύ το καθένα. Τα διαλύµατα ονοµάστηκαν  C  4, 5, 

6, 8, 9, 10, 11 και 12 σύµφωνα µε τα άτοµα άνθρακα που είχε το οξύ. Έπειτα από  

Τα χρωµατογραφήµατα του παραγόµενου πολυµερούς για την κάθε περίπτωση σε 

συνδυασµό µε αυτά των πρότυπων διαλυµάτων έδωσαν τα ακόλουθα αποτελέσµατα..  
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Σχήµα 16. Περιεκτικότητα % σε 3 ύδροξυ αλκανοϊκά στην καλλιέργεια  ΚΜΑ. 
 

Βλέπουµε ότι τα µονοµερή του πολυµερούς στην καλλιέργεια  ΚΜΑ 

αποτελούνται κυρίως από 9,10 και 11 άτοµα άνθρακα . Επίσης εµφανίζεται σε µικρό 

ποσοστό το 3 ύδροξυ βουτυρικό (C4) και το 3 ύδροξυ εξανοϊκό C6. Ενώ τα (C5), (C8) 

και (C12) δεν εµφανίζονται καθόλου.  
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Σχήµα 17. Περιεκτικότητα % σε 3 ύδροξυ αλκανοϊκά στην καλλιέργεια µε 10% 
συγκέντρωση σε τυρόγαλα.. 
 

Στο σχήµα 17 βλέπουµε ότι τα µονοµερή αποτελούνται κυρίως από το 3 ύδροξυ 

εξανοϊκό (C6) σε πολύ µεγάλο ποσοστό που φτάνει το 36%. Ενώ τα (C9), (C10) και 

(C11) περιορίζονται  σε µικρότερα ποσοστά έως 14 %. Τα αλκανοϊκά µε 4, 5, 8 και 12 

άτοµα άνθρακα δεν εµφανίζονται καθόλου. 
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Σχήµα 18. Περιεκτικότητα % σε 3 ύδροξυ αλκανοϊκά στην καλλιέργεια µε 20% 
συγκέντρωση σε τυρόγαλα.. 

Στην καλλιέργεια µε 20% τυρόγαλα βλέπουµε οµοίως να υπάρχουν µονοµερή µε 

6, 9, 10 και 11 άτοµα άνθρακα σε ποσοστό έως 16%. Ενώ τα αλκανοϊκά µε 4, 5, 8 και 12 

άτοµα άνθρακα δεν εµφανίζονται καθόλου. 
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Σχήµα 18. Περιεκτικότητα % σε 3 ύδροξυ αλκανοϊκά στην καλλιέργεια µε 50% 
συγκέντρωση σε τυρόγαλα.. 
 

Στην καλλιέργεια µε 50% βλέπουµε ότι έχουµε τα ίδια αλκανοϊκά στα µονοµερή 

όπως προηγούµενα αλλά µε λίγο διαφοροποιηµένα ποσοστά. 
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Σχήµα 19. Περιεκτικότητα % σε 3 ύδροξυ αλκανοϊκά στην καλλιέργεια µε 100% 
συγκέντρωση σε τυρόγαλα. 

Στην καλλιέργεια µε συγκέντρωση 100% σε τυρόγαλα βλέπουµε να εµφανίζεται 

ξανά το 3 ύδροξυ βουτυρικό (C4) µε ποσοστό 6%. Τα ύδροξυ αλκανοϊκά µε 9 και 11 

άτοµα άνθρακα υπάρχουν σε µεγαλύτερο ποσοστό ενώ τα (C6) και (C10) σε λιγότερο. 
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Τα συνολικά αποτελέσµατα που προκύπτουν από την ανάλυση µε την αέρια 

χρωµατογραφία φαίνονται παρακάτω. 

 
Πίνακας 14. Περιεκτικότητα ύδροξυ αλκανοϊκών οξέων στις πέντε καλλιέργειες. 
 

 
 
 
C4: Υπάρχει µόνο στο 100% και στο κανονικό µέσο ανάπτυξης .∆εν υπάρχει στο 10% 

και 20% 

C6: Αυξάνει όσο γίνεται πιο φτωχό το µέσο δηλαδή οσο µικραίνει η συγκέντρωση σε 

τυρόγαλα .Πολύ υψηλό στο 10%, 20%    πολύ χαµηλό στο 50 % ,100% και στο κανονικό 

µέσον. 

C9 :  Πολύ φτωχό στα 10%, 20% ,πολύ υψηλό στο  50% και 100% και στο κανονικό 

µέσον ανάπτυξης. 

C10:   ∆εν υπάρχει κάποια διαφορά . Βρίσκεται σε ίδια ποσά στο 10 % ,20% και στο 

κανονικό µέσο ανάπτυξης ενώ είναι µικρότερο στο 50% και 100% 

C11:  ∆εν παρουσιάζεται κάποια σηµαντική διαφορά στα ποσοστά. 

Τα C5, C8 και C12 δεν εµφανίζονται σε καµία από τις πέντε καλλιέργειες. 

 

 

 

Ύδροξυ 
αλκανοϊκα 
οξέα 

ΚΜΑ 
 

10% 
(WHEY) 

20% 
(WHEY) 

50% 
(WHEY) 

100% 
(WHEY) 

C4 0,9 0,0 0,0 0,0 6,0 
C5 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C6 3,1 36,4 13,4 4,4 3,8 
C8 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
C9 16,0 8,7 9,5 13,8 11,6 
C10 13 11,2 16,4 5,9 4,2 
C11 18,1 13,7 14,4 15,2 15,5 
C12 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ  
 
 

Στην παρούσα εργασία χρησιµοποιήθηκε ο κλώνος ΗΒ8 του θερµόφιλου 

βακτηρίου Τ. thermophilus, το οποίο αναπτύχθηκε σε ΤΜΑ και έγιναν πειράµατα µε 

σκοπό την συσσώρευση πολυµερούς ΡΗΑs στα κύτταρα και έπειτα να γίνει η 

ταυτοποίηση του . 

Το γεγονός ότι χρησιµοποιήθηκε θερµόφιλο βακτήριο για την παραγωγή ΡΗΑ 

αποτελεί και την καινοτοµία της εργασίας αυτής, δεδοµένου ότι το Τ. thermophilus 

αναπτύσσεται στους 70 oC, σε αντίθεση µε άλλους µικροοργανισµούς, που έχουν 

χρησιµοποιηθεί µέχρι τώρα για την παραγωγή ΡΗΑ και οι οποίοι αναπτύσσονται στους 

37 oC.  

Τα ΡΗΑs συντίθενται από µεγάλο αριθµό βακτηρίων σαν ενδοκυτταρική 

αποθηκευτική πηγή άνθρακα και ενέργειας  όταν τα βακτήρια βρίσκονται σε κατάσταση 

‘‘ τροφικού stress’’, όταν δηλαδή οι µικροοργανισµοί υφίστανται έλλειψη από κάποιο 

από τα κύρια θρεπτικά συστατικά του µέσου ανάπτυξης όπως π.χ. οξυγόνο για τους 

αερόβιους οργανισµούς, άζωτο, ιχνοστοιχεία και ιόντα εν διαλύσει (θειικά, φωσφορικά, 

αµµωνιακά κλπ) καθώς και διαφοροποίηση της κύριας πηγής του άνθρακα (Lee et al., 

2000, Hazenberg and Witholt, 1997). Η χρονική διάρκεια της ανάπτυξης των βακτηριών 

είναι µια  άλλη σηµαντική παράµετρος αύξησης της απόδοσης παραγωγής ΡΗΑ (Brandl 

et al., 1988) και αποτελεί  άλλη µια παράµετρο βελτιστοποίησης.  

Στην παρούσα εργασία έγινε προσπάθεια παραγωγής από µια ανανεώσιµη πηγή 

ενέργειας και συγκεκριµένα από το τυρόγαλα. Για το σκοπό αυτό έγινε πείραµα όπου 

αναπτύχθηκε το Τ. thermophilus σε καλλιέργειες µε πηγή άνθρακα το τυρόγαλα σε 

τέσσερις διαφορετικές αρχικές συγκεντρώσεις. Οι παράµετροι που µελετήθηκαν είναι οι 

εξής :  

α. Ανάπτυξη των κυττάρων 

β. Το ξηρό βάρος των κυττάρων (mg/l) 

γ. Η συγκέντρωση ΡΗΑ ανά λίτρο καλλιέργειας (mg/l),  και  

      δ. Η επί τοις εκατό κατά βάρος απόδοση της παραγωγή του ΡΗΑ (% κ.β) 
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Το ξηρό βάρος των κυττάρων σε όλες τις καλλιέργειες κυµαινόταν στα ίδια 

επίπεδα σε όλη τη διάρκεια του πειράµατος, εκτός από την καλλιέργεια µε µηδενική 

συγκέντρωση τυρογάλακτος. Η συσσώρευση του πολυµερούς στα βακτήρια ήταν 

µεγαλύτερη σε όλες τις χρονικές στιγµές στην καλλιέργεια µε την υψηλότερη αρχική 

συγκέντρωση τυρογάλακτος, 50%, όπως και η απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ µε µέγιστη 

τιµή περίπου 26%  µετά από 24 ώρες ανάπτυξης. Τόσο η συσσώρευση όσο και η 

απόδοση της παραγωγής ΡΗΑ παρουσιάζουν µείωση µετά από 48 ώρες ανάπτυξης, όµως 

σε µεγαλύτερους χρόνους ανάπτυξης αυξήθηκε και πάλι. Το γεγονός αυτό αποδίδεται 

στο γεγονός ότι η πηγή του άνθρακα ή κάποιο άλλο θρεπτικό συστατικό  τελειώνει σε 

σχετικά µικρό χρονικό διάστηµα και έτσι τα βακτήρια αναγκάζονται να 

χρησιµοποιήσουν το πολυµερές που έχουν παράγει για να επιβιώσουν (Ruiz et al., 2001, 

Zinn et al., 2001). Στη συνέχεια παράγουν νέα αποθέµατα πολυµερούς και γι’ αυτό 

παρατηρείται νέα αύξηση της απόδοσης της παραγωγής του πολυµερούς. Σε αντίστοιχα 

πειράµατα που έγιναν µε ανασυνδιασµένα στελέχη E. coli, η τιµή της απόδοσης της 

παραγωγής ΡΗΑ κυµαινόταν µεταξύ 9 και 80 %, συνεπώς η αντίστοιχη µέγιστη  τιµή, 

26%  που έδωσε το άγριο στέλεχος του Τ. thermophilus µπορεί να θεωρηθεί αρκετά 

ικανοποιητική.  

Η ταυτοποίηση του παραγόµενου προϊόντος,  έγινε µε τη µέθοδο της αέριας 

χρωµατογραφίας (GC). Τα δείγµατα που µελετήθηκαν µε την (GC) από τις καλλιέργειες 

σε συνδυασµό µε τα πρότυπα  διαλύµατα έδειξαν ότι,  το πολυµερές που συντίθεται µέσα 

στο κύτταρο του Τ. thermophilus σε αυτές τις συνθήκες αποτελείται κυρίως από 

µονοµερή µε 6, 9, 10 και 11 άτοµα άνθρακα. Το 3-ύδροξυ βουτυρικό (PHB) συναντάται 

µόνο στο κανονικό µέσο ανάπτυξης και στην καλλιέργεια µε 100% συγκέντρωση σε  

τυρόγαλα . Αυτό οφείλεται κυρίως στην χρονική διάρκεια της καλλιέργειας καθώς έχει 

άµεση σχέση ο χρόνος µε το µήκος της αλυσίδας του πολυµερούς και τα µονοµερή που 

την απαρτίζουν. Το υπόλοιπο ποσοστό του πολυµερούς είναι άλλες ενώσεις µε 

διαφορετική χηµική δοµή και ίσως περισσότερα άτοµα άνθρακα. 
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