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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 

 Η βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών έχει εκδηλώσει εδώ και 

χρόνια το ενδιαφέρον της για τη χρήση συστατικών που δίνουν υψηλή προστιθέµενη 

αξία στα προϊόντα τους. Η σύνθεση τέτοιων ουσιών είναι συνήθως ακριβή και 

ενεργειοβόρος, οπότε δύο από τα κύρια προβλήµατα που καλούνται να επιλύσουν οι 

βιοµηχανίες για να διευκολύνουν την παραγωγή τους είναι η επιλογή βελτιωµένου 

καταλύτη και η απλούστευση και καλύτερη απόδοση των διεργασιών που 

ακολουθούνται. 

 Η εργασία αυτή προτείνει τη χρήση ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής ο 

οποίος πληρώνεται µε βιοσυµβατό βιοκαταλύτη αποτελούµενο από ένζυµο 

ακινητοποιηµένο σε φυσικό πολυµερές. Εποµένως, προσφέρει τόσο τα 

πλεονεκτήµατα ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής όπως η υψηλή απόδοση και η 

µετατροπή υποστρωµάτων χαµηλής διαλυτότητας, όσο και τα πλεονεκτήµατα της 

βιοκατάλυσης όπως περιορισµένα παραπροϊόντα και ήπιες συνθήκες λειτουργίας, 

εποµένως χαµηλό κόστος. Επίσης, ο βιοκαταλύτης που προτείνεται παρουσιάζει ένα 

ακόµα πλεονέκτηµα. Αποτελείται από ένζυµο ακινητοποιηµένο σε φορέα φυσικού 

πολυµερούς, εποµένως είναι ένα σύστηµα φιλικό προς το περιβάλλον και κυρίως 

βιοσυµβατό, το οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε διεργασίες που έχουν ως τελικό 

σκοπό την παραγωγή ουσιών που θα χρησιµοποιηθούν σε σκευάσµατα όπως τρόφιµα, 

φάρµακα ή καλλυντικά. 

 Το σύστηµα συνεχούς ροής που προτείνεται αποτελείται από δύο όµοιες 

στήλες οι οποίες ενώνονται µε σωληνώσεις και τη µεσολάβηση αντλίας. Η κάθε 

στήλη πληρώνεται µε τον βιοκαταλύτη ο οποίος αποτελείται από πήκτωµα βασισµένο 

σε µικρογαλάκτωµα το οποίο περιέχει το ένζυµο. Το πήκτωµα αποτελείται από 

υδρόξυ-προπυλ-µεθυλο κυτταρίνη (HPMC). Το µικρογαλάκτωµα στο οποίο 

βασίζεται η παρασκευή του πηκτώµατος αποτελείται από ισοοκτάνιο, λεκιθίνη, 1-

προπανόλη και υδατική φάση (νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα) η οποία περιέχει το 

ένζυµο (λιπάση).   

 Στη συνέχεια για τη βελτιστοποίηση του σύστηµατος συνεχούς ροής  

παρατηρείται η µεταβολή στην απόδοση της αντίδρασης σύνθεσης του λαυρικού 

προπυλεστέρα (πρότυπη αντίδραση) και στη δραστικότητα του ένζυµου µετά από 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις του. Επίσης, προτείνεται µέθοδος για την διατήρηση της 
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αποδοτικότητας του συστήµατος συνεχούς ροής ακόµα και µετά από 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις.  

 Εκτός από την αντίδραση σύνθεσης του λαυρικού προπυλεστέρα, µελετώνται 

τρεις ακόµη αντιδράσεις που οδηγούν στην παραγωγή προϊόντων µε βιοτεχνολογικό 

ενδιαφέρον. Η αντίδραση εστεροποίησης της οκτανόλης µε το π-υδροξυ-φαινυλοξικό 

οξύ και οι αντιδράσεις εστεροποίησης της γερανιόλης και της νερόλης µε το λαυρικό 

οξύ. Τέλος, προς επιβεβαίωση της αποδοτικότητας του συστήµατος έγινε η 

αποµόνωση και ο διαχωρισµός των προϊόντων που παράχθηκαν από τις 

προηγούµενες αντιδράσεις, καθώς και  η ταυτοποίηση του λαυρικού προπυλέστερα 

που παράχθηκε από την πρότυπη αντίδραση. 
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ABSTRACT 

 

 A continuous flow system is developed and proposed for the continuous 

synthesis of various high value added products that interest food, cosmetics and 

pharmaceutical industry. Such compounds can be esters of fatty acids or natural 

phenolic acids or terpene alcohol esters. Four different continuous flow systems were 

studied. The system that seemed to be more efficient was the one that consisted of two 

columns filled with the enzyme-containing organogel and a pump. For this purpose, 

hydroxypropylmethyl cellulose (HPMC) microemulsion-based organogels (MBGs) 

containing lecithin microemulsion is used as a matrix for the enzyme immobilization.  

 Further studies were carried out in order to optimize the reaction conditions. A 

model reaction was used in order to optimize the system - the esterification of lauric 

acid with 1-propanol. The reusability and storage (non-operational) stability of the 

immobilized lipase were also studied. An alternative method is proposed in order to 

minimize the reduction of enzymatic activity after three uses of the same continuous 

flow system. 

After system optimization the possibility of producing high added value 

products in large scale using a continuous flow system has been investigated. Thus, 

three more reactions were studied. The esterification reaction of p-hydroxy phenyl 

acetic acid with 1-octanol, the esterification reaction of lauric acid with nerol and the 

esterification reaction of lauric acid with geraniol. Finally, the products of the 

reactions mentioned above were recovered from the reaction medium and propyl 

laurate has been identified by NMR spectroscopy. 
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1.1  Λιπάσες 

 

Η συστηµατική έρευνα των ενζύµων αρχίζει πριν µερικές δεκάδες χρόνια, 

παρόλο που οι ενζυµικές διεργασίες είναι γνωστές από τους αρχαίους χρόνους. Οι 

διάφορες εφαρµογές τους αποτελούν σήµερα ίσως το µεγαλύτερο ενδιαφέρον των 

βιοτεχνολόγων. Τα τελευταία χρόνια το ενδιαφέρον της βιοµηχανίας για τα ένζυµα 

και ιδιαίτερα για τις λιπάσες έχει αυξηθεί κατακόρυφα λόγω της εκτενούς εφαρµογής 

τους στην σύγχρονη βιοµηχανία. 

Οι λιπάσες είναι ευρέως διαδεδοµένα ένζυµα. Παράγονται από διάφορους 

µικροοργανισµούς - κυρίως βακτήρια, µύκητες, αρχαία, ευκάρυα  καθώς και από 

ανώτερα ζώα και φυτά. Καταλύουν τη διάσπαση λιπών και ελαίων ελευθερώνοντας 

λιπαρά οξέα, διακυλογλυκερόλες, µονο- ακυλογλυκερόλες και γλυκερόλη. Επιπλέον, 

είναι αποτελεσµατικά έναντι ποικίλων αντιδράσεων όπως εστεροποίηση, 

µετεστεροποίηση και αµινόλυση όταν βρίσκονται σε οργανικούς διαλύτες 

(Villeneuve et al. 2000). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι µικροβιακές λιπάσες (Πίνακας 1.1) 

επειδή δεν απαιτούν την παρουσία συνενζύµου, είναι σταθερές στους οργανικούς 

διαλύτες, εµφανίζουν ευρεία εξειδίκευση ως προς τα υποστρώµατα και έχουν υψηλή 

εναντιοεκλεκτικότητα. Οι εφαρµογές των λιπασών αυτών, στη βιοµηχανία τροφίµων, 

είναι πολλές και ποικίλες (Πίνακας 1.2). Άλλωστε η σηµερινή αγορά χρησιµοποιεί 

πληθώρα προϊόντων που προκύπτουν από βιοδιεργασίες ή υβριδικές 

χηµικές/βιοκαταλυτικές διαδικασίες.  

Η ολοένα αυξανόµενη εφαρµογή τους στη βιοµηχανία τροφίµων, ιδιαίτερα τα 

τελευταία 40 χρόνια, είναι πολύ σηµαντική και πολλά υποσχόµενη. Οι λιπάσες 

αξιοποιούνται επίσης σε ένα µεγάλο φάσµα εφαρµογών της βιοµηχανίας 

πετροχηµικών, απορρυπαντικών, βιολογικών προϊόντων, βυρσοδεψίας, διαχείρισης 

περιβάλλοντος, καλλυντικών και αρωµάτων, βιοϊατρικών εφαρµογών και 

βιοαισθητήρων (Aravindan et al. 2007). 

Ο λόγος που ανέδειξε και κατέστησε εµπορικά εκµεταλλεύσιµη την χρήση 

των λιπασών σχετίζεται κυρίως µε την ικανότητα αυτών των ενζύµων να λειτουργούν 

αποτελεσµατικά τόσο σε συµβατικά υδατικά διαλύµατα όσο και σε µέσα χαµηλής 

περιεκτικότητας σε νερό. Η δυνατότητα διατήρησης της καταλυτικής τους ικανότητας 

σε συστήµατα των οποίων η περιεκτικότητα σε νερό είναι περιορισµένη (µη                                                                   
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Πίνακας 1.1. Πηγές µικροβιακών λιπασών και οι εφαρµογές τους στην επεξεργασία 

τροφίµων (Aravindan et al. 2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*µε έντονη γραµµατοσειρά αναγράφονται οι λιπάσες που χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα  πειραµατική 

διαδικασία. 

 

Πίνακας 1.2 Εφαρµογές λιπασών στη βιοµηχανία τροφίµων (Sharma et al. 2001).  

Μικροοργανισµοί Εφαρµογές στη βιοµηχανία 

τροφίµων 

Aspergillusoryzae Σύνθεση κορεσµένων 

λιπαρών οξέων 

Bacillussubtilis Παρασκευή άρτου 

Candida rugosa Σύνθεση πρόσθετων 

γεύσης 

C. antarctica,* 

Pseudomonas sp. 

Σύνθεση λιπόφιλων 

αντιοξειδωτικών 

C. parapsilosis Πρόσθετα τροφίµων 

C. rugosa Παραγωγή τυριού 

M. miehei* Σύνθεση εστέρων 

γερανιόλης 

M. miehei* & 

C. antarctica* 

Σύνθεση θειοεστέρων 

µικρής αλυσίδας 

R. miehei* Επιφανειονεργά στη 

βιοµηχανία άρτου 

Βιοµηχανία τροφίµων Λειτουργία Προϊόν εφαρµογής 

Γαλακτοκοµικά Υδρόλυση λιπών του 

γάλακτος, ωρίµανση 

τυριού, τροποποίηση 

λιπών βουτύρου 

Ανάπτυξη αρωµατικών 

παραγόντων σε γάλα, τυρί, 

βούτυρο 

Αρτοποιεία  Ενίσχυση γεύσης Αύξηση διάρκειας ζωής  

Ποτά Ενίσχυση αρώµατος Αλκοολούχα ποτά 

Σάλτσες τροφίµων Βελτίωση ποιότητας Μαγιονέζα και σάλτσες 

Υγιεινές Τροφές Τrans - εστεροποίηση Υγιεινές Τροφές 

Λίπη και έλαια Τrans-εστεροποίηση, 

υδρόλυση 

Βούτυρο κακάο, 

µαργαρίνη, λιπαρά οξέα 
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 συµβατικα συστήµατα), επιτρέπει την κατάλυση αντιδράσεων προς τη κατεύθυνση 

της σύνθεσης και όχι της υδρόλυσης (Rees and Robinson 1995, Valivety et al. 1991). 

Τέλος, η χρήση των λιπασών προσδίδει σηµαντικά οφέλη όσον αφορά το 

χαµηλό κόστος παραγωγής και τη φθορά του εξοπλισµού. Στις περισσότερες 

εφαρµογές τους είναι αποτελεσµατικοί βιοκαταλύτες υπό ήπιες συνθήκες, µε 

αποτέλεσµα τη σηµαντική εξοικονόµηση ενέργειας και τη φιλικότητα προς το 

περιβάλλον σε σχέση µε τις πολύπλοκες χηµικές διεργασίες. Σε έναν κόσµο µε 

ραγδαία αυξανόµενο πληθυσµό και µε τον κίνδυνο της εξάντλησης φυσικών πόρων , 

η  τεχνολογία ενζύµων  προσφέρει µια µεγάλη ευκαιρία στη σύγχρονη βιοµηχανία να 

ανταποκριθεί στις προκλήσεις του µέλλοντος (Kirk et al. 2002). 

 

1.1.1  Ακινητοποίηση ενζύµων  

 Η ακινητοποίηση ενζύµου ορίζεται ως η µετατροπή ενός ενζύµου σε µία 

µορφή τεχνητά περιορισµένης κινητικότητας η οποία παρέχει σηµαντικά 

πλεονεκτήµατα, όπως την επαναχρησιµοποίηση του ενζύµου και τη διευκόλυνση στις 

διαδικασίες ανάκτησης και καθαρισµού. Επιπλέον, σε ορισµένες περιπτώσεις παρέχει 

ένα καλύτερο περιβάλλον για τη δράση του ενζύµου. Επειδή το κόστος των ενζύµων 

είναι υψηλό, η επαναχρησιµοποίηση τους είναι κρίσιµη σε ορισµένες διεργασίες. 

Τέλος, αξίζει να αναφερθεί ότι µε την ακινητοποίηση των ενζύµων συνήθως 

βελτιώνεται η καθαρότητα των προϊόντων και ελαχιστοποιούνται τα προβλήµατα 

χειρισµού του υγρού εκροής όταν οι αντιδράσεις πραγµατοποιούνται σε µεγάλη 

κλίµακα µέσα σε βιοαντιδραστήρες. Η καταλληλότητα του υλικού και της µεθόδου 

ακινητοποίησης εξαρτάται από το ένζυµο που χρησιµοποιείται και από τη 

συγκεκριµένη εφαρµογή.  

Η επιλογή του υλικού ακινητοποίησης γίνεται µε βάση τα εξής 2 κριτήρια: 

1. την ικανότητα πρόσδεσης του υλικού, που είναι συνάρτηση της πυκνότητας 

του φορτίου, των λειτουργικών οµάδων, του πορώδους και της 

υδροφοβικότητας της επιφάνειας του υλικού και 

2. τη σταθερότητα και τη διατήρηση της ενζυµικής δραστικότητας, που είναι 

συνάρτηση των λειτουργικών οµάδων του υλικού ακινητοποίησης και των 

µικροπεριβαλλοντικών συνθηκών. 

Αν η ακινητοποίηση προκαλεί αλλαγές στη διαµόρφωση του ενζύµου ή αν 

δραστικές οµάδες του ενεργού κέντρου παίρνουν µέρος στην πρόσδεση, µπορεί να 
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επέλθει µείωση της δραστικότητας του ενζύµου κατά την ακινητοποίηση. Συνήθως η 

ακινητοποίηση έχει ως αποτέλεσµα την ελάττωση της ενζυµικής δραστικότητας και 

σταθερότητας. Ωστόσο, σε ορισµένες περιπτώσεις, µπορεί να προκαλέσει αύξηση της 

σταθερότητας και δραστικότητας του ενζύµου που οφείλεται στη δηµιουργία 

περισσότερο ευνοϊκών µικροπεριβαλλοντικών συνθηκών. Επειδή τα ένζυµα έχουν 

συχνά περισσότερα από ένα λειτουργικά κέντρα που µπορούν να προσδεθούν στην 

επιφάνεια του υλικού στήριξης, ένα ακινητοποιηµένο ενζυµικό παρασκεύασµα συχνά 

είναι πολύ ετερογενές. Ακόµα και όταν η πρόσδεση δεν αλλάζει την ενζυµική δοµή, 

µερικά ένζυµα µπορούν να προσδεθούν µε τέτοιο τρόπο ώστε το ενεργό τους κέντρο 

να είναι προσανατολισµένο µακριά από το διάλυµα του υποστρώµατος και προς την 

επιφάνεια στήριξης, µε αποτέλεσµα να µειώνεται η δυνατότητα πρόσβασης του 

υποστρώµατος στο ένζυµο. Η διατήρηση της ενεργότητας διαφέρει ανάλογα µε τη 

µέθοδο ακινητοποίησης που χρησιµοποιείται (Shuler et al. 2005).  

Άλλοι περιορισµοί σχετίζονται µε το υψηλό κόστος του φορέα, το οποίο πολλές 

φορές µπορεί να ξεπεράσει και το κόστος του ίδιου του ενζύµου. Παρά τους 

περιορισµούς, όµως, είναι αδιαµφισβήτητη η επιτυχής εφαρµογή των 

ακινητοποιηµένων ενζύµων στα διαγνωστικά, στη φαρµακευτική, στα τρόφιµα και 

στις χηµικές βιοµηχανίες (Reis et al. 2008, Drauz and Waldmann 2002). 

 

1.1.2  Ακινητοποίηση σε µη συµβατικά µέσα 

Με τον όρο µη συµβατικά µέσα (non conventional media) αναφερόµαστε σε 

συστήµατα χαµηλής περιεκτικότητας σε νερό στα οποία έχει αποδειχτεί ότι τα ένζυµα 

διατηρούν τις καταλυτικές τους ιδιότητες. Με τη βοήθεια των συστηµάτων αυτών 

µπορούν να πραγµατοποιηθούν ενζυµικές αντιδράσεις τεχνολογικού ενδιαφέροντος. 

Αυτό συµβαίνει γιατί τα ένζυµα δεν αντιλαµβάνονται όλα τα µόρια του νερού στο 

διάλυµα, αλλά µόνο αυτά που είναι πολύ κοντά τους. Έτσι τα ένζυµα µπορούν να 

καταλύσουν αντιδράσεις που είναι αδύνατον να λάβουν µέρος σε υδατικό περιβάλλον 

ενώ παράλληλα να διατηρούν η δραστικότητά τους.  

Η παρουσία της οργανικής φάσης στο σύστηµα βιοκατάλυσης συνοδεύεται 

από µία σειρά σηµαντικών πλεονεκτηµάτων τα οποία σχετίζονται µε: 

1. Την αύξηση διαλυτότητας των υδρόφοβων υποστρωµάτων. 

2. Τη δυνατότητα µετατόπισης της χηµικής ισορροπίας της αντίδρασης προς 

την επιθυµητή κατεύθυνση. 
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3. Τη δυνατότητα περιορισµού παράπλευρων αντιδράσεων όπως και 

περιορισµού της αναστολής από το υπόστρωµα ή το προϊόν, γεγονός που 

συνοδεύεται από αύξηση της απόδοσης της βιοκαταλυτικής διαδικασίας. 

4. Την εύκολη ανάκτηση του βιοκαταλύτη από το µίγµα αντίδρασης και 

κατά συνέπεια τη δυνατότητα επαναχρησιµοποίησης του. 

5. Τη δυνατότητα ελέγχου της τόπο- και στερεοεκλεκτικότητας των 

βιοκαταλυτών. 

6. Την αυξηµένη διαλυτότητα αέριων υποστρωµάτων στους οργανικούς 

διαλύτες σε σχέση µε τα υδατικά διαλύµατα. 

 

Τα µη συµβατικά συστήµατα διακρίνονται στις ακόλουθες κατηγορίες: 

� Σε µονοφασικά οµογενή συστήµατα. 

� Σε διφασικά συστήµατα αποτελούµενα από δύο υγρές φάσεις. 

� Σε µικροετερογενή συστήµατα 

� Σε διφασικά συστήµατα αποτελούµενα από µία υγρή και µία 

     στερεή φάση 

� Μονοφασικά ετερογενή συστήµατα (Σταµάτης Χαράλαµπος, 2006) 

Τα µικρογαλακτώµατα νερού σε έλαιο ή αντίστροφα µικκύλια, στα οποία θα 

αναφερθούµε παρακάτω, είναι µη συµβατικά συστήµατα τα οποία ανήκουν στα 

µικροετερογενή συστήµατα. Αποτελούν µια ειδική περίπτωση των διφασικών 

συστηµάτων όπου η υδατική φάση που είναι διεσπαρµένη στην οργανική δεν είναι 

µακροσκοπικά διακριτή από την οργανική φάση του συστήµατος, γεγονός που 

καθιστά το σύστηµα οπτικά διαυγές (Σταµάτης και Καλογερής, 2006).  

 

 

1.2 Μικρογαλακτώµατα  

 

Μεγάλες ποσότητες διφασικών υγρών µπορούν να σχηµατίσουν µία φάση 

(µακροσκοπικά οµογενή αλλά µικροσκοπικά ετερογενή) µε την προσθήκη κάποιου 

επιφανειοενεργού ή µίγµα επιφανειοενεργών. Αυτό το οπτικά καθαρό,  

θερµοδυναµικά σταθερό και συνήθως σταθερού ιξώδους διάλυµα ονοµάζεται 

µικρογαλάκτωµα (Danielson and Lindman 1982). Τα µικρογαλακτώµατα, έχουν 

ονοµαστεί έτσι εξαιτίας του µικρού µεγέθους των διασπορών τους (5-100nm) 

Μπορούν να σχηµατιστούν µε  την ανάµειξη ενός αλειφατικού υδρογονάθρακα 
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(έλαιο) µε νερό ώστε να παράγουν διαυγή διαλύµατα σχηµατίζοντας διασπορές σε 

κλίµακα νανοµέτρων, είτε νερού σε έλαιο (w/o), είτε ελαίου σε νερό (o/w). 

Σηµαντικό ρόλο στη δηµιουργία της δοµής των µικρογαλακτωµάτων παίζει το 

επιφανειοενεργό. Τα επιφανειοενεργά είναι αµφίφιλα µόρια που έχουν υδρόφιλα και 

υδρόφοβα τµήµατα.Τα µόρια αυτά προσανατολίζονται κατάλληλα ώστε να έχουν τις 

υδρόφιλες κεφαλές στραµµένες προς το νερό και τις υδρόφοβες ουρές προς το έλαιο. 

Με τον τρόπο αυτό µειώνουν την επιφανειακή τάση µεταξύ ελαίου και νερού, ώστε 

να έχουµε τον αυθόρµητο σχηµατισµό των προαναφερθέντων µικροετερογενών 

συστηµάτων. Η αναµειξιµότητα του ελαίου, του νερού και των αµφίφιλων 

(επιφανειοενεργά και συνεπιφανειοενεργά) εξαρτάται απ’ την ολική σύσταση, η 

οποία είναι διαφορετική για κάθε σύστηµα (Paul and Moulik 2001).  

Όταν τα επιφανειοενεργά µόρια βρεθούν στο νερό σε συγκεντρώσεις 

µεγαλύτερες από µια συγκεκριµένη τιµή που ονοµάζεται κρίσιµη µικκυλιακή 

συγκέντρωση (critical micellar concentration – CMC), τότε δηµιουργούν τέτοιες 

δοµές ώστε να περιοριστούν οι υδρόφοβες περιοχές που έρχονται σε επαφή µε το 

νερό. Οι δοµές αυτές καλούνται µικκύλια. Οι υδρόφοβες ουρές συναθροίζονται στο 

εσωτερικό των µικκυλίων, ενώ οι υδρόφιλες κεφαλές παραµένουν στο εξωτερικό 

τους ώστε να αυξήσουν την επιφάνεια επαφής τους µε το νερό. Έτσι προκύπτουν τα 

µικρογαλακτώµατα ελαίου σε νερό ο/w. (Εικόνα 1.1A). Σε αντίθετη περίπτωση, 

δηλαδή όταν βρεθούν σε περίσσεια «ελαίου», οι υδρόφιλες κεφαλές του 

επιφανειοενεργού προσανατολίζονται προς την κοιλότητα που περιέχει το νερό, ενώ 

οι υδρόφοβες ουρές του έρχονται σε επαφή µε το διαλύτη (Εικόνα 1.1Β). Έτσι 

προκύπτουν τα µικρογαλακτώµατα νερού σε έλαιο (w/o) ή αντίστροφα µικκύλια 

(Stamatis et al. 1999β). 

Τα µικρογαλακτώµατα νερού σε έλαιο είναι ικανά να φιλοξενούν ένζυµα στην 

υδάτινη περιοχή (waterpool) που περικλείουν. Κατά συνέπεια, το παγιδευµένο ένζυµο 

δεν έρχεται σε άµεση επαφή µε τον οργανικό διαλύτη, περιορίζοντας έτσι την 

µετουσίωση του πρώτου. Η βιοκατάλυση µε τη χρήση αντίστροφων µικκυλίων, είναι 

µια από τις ευρέως µελετηµένες προσπάθειες διαλυτοποίησης ενζύµων σε µη 

πολικούς οργανικούς διαλύτες (Luisi et al. 1979,  Grandi et al. 1981, Fletcher et al. 

1986, Luisi and Magid 1986, Martinek et al. 1986, Luisi et al. 1988, Martinek et al. 

1989). 
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Εικόνα 1.1: Αναπαράσταση των συστηµάτων µικρογαλακτωµάτων (Α) ελαίου σε νερό και 

(Β) νερού σε έλαιο. 

 

 

Η διαλυτότητα των ενζύµων στα µικρογαλακτώµατα εξαρτάται από αρκετούς 

παράγοντες, συµπεριλαµβανοµένων του pH και της ιοντικής ισχύος της υδατικής 

φάσης, του µεγέθους του ενζύµου και των αντίστροφων µικκυλίων, καθώς και της 

φύσης του επιφανειοενεργού (Luisi and Magid 1986, Matzke et al. 1992, Stamatis et 

al. 1999α). Ο εγκλωβισµός του ενζύµου στην υδάτινη περιοχή είναι µια πολύπλοκη 

διαδικασία. Έχει προταθεί ότι η υδροφοβικότητα του επιφανειοενεργού παίζει 

καθοριστικό ρόλο στην θέση που καταλαµβάνει το ένζυµο µέσα στο σύστηµα. Με 

αυτόν τον τρόπο το υδρόφιλο ένζυµο αποφεύγει την άµεση επαφή µε την οργανική 

φάση και παραµένει ακινητοποιηµένο στην υδάτινη περιοχή (Εικόνα 1.2) (Martinek 

et al. 1986,  Martinek et al. 1989, Matzke et al. 1992). Έτσι, καθίσταται εφικτή η 

κατάλυση υδρόφοβων υποστρωµάτων λόγω της τεράστιας διεπιφάνειας που 

παρέχουν. Επιπλέον, η αύξηση της διεπιφάνειας οδηγεί και στην αύξηση των µορίων 

του υποστρώµατος που µπορούν να αντιδράσουν. 
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Εικόνα 1.2: Αναπαράσταση των θέσεων που καταλαµβάνει το ένζυµο στα αντίστροφα 

µικκύλια (Martinek et al. 1986). 

 

 

Τα w/o µικρογαλακτώµατα προσφέρουν πολλά πλεονεκτήµατα ως µέσo 

αντίδρασης για βιοκαταλυτικές µετατροπές. 

• Τόσο υδρόφιλα όσο και υδρόφοβα υποστρώµατα µπορούν να διαλυτοποιηθούν σε 

υψηλές συγκεντρώσεις (Stamatis et al. 1993γ & 1999β). 

• Η ρύθµιση της περιεκτικότητας του συστήµατος σε νερό µπορεί εύκολα να 

αλλάξει την θερµοδυναµική ισορροπία µεταξύ αντιδράσεων συµπύκνωσης και 

υδρόλυσης. 

• Η ενεργότητα, η σταθερότητα, και η στερεοεκλεκτικότητα των ενζύµων µπορεί 

να ενισχυθεί ελέγχοντας την σύσταση των µικρογαλακτωµάτων (Martinek et al. 

1989, Luisi and Magid 1986, Stamatis et al. 1999β, Carvalho and Cabral 2000, 

Orlich and Schomacker 2002, Garti 2003). 

Μέσω των αντίστροφων µικκυλίων είναι εφικτό να πραγµατοποιηθούν 

αντιδράσεις που απαιτούν τη χρήση πολλαπλών ενζύµων. (Pavlenko et al. 2002). 

Πέραν των βιοκαταλυτικών εφαρµογών, αξίζει να σηµειωθεί ότι, οι νανοδοµές 

εντός του µικρογαλακτώµατος αναγνωρίζονται ως πρότυπο σύστηµα βιολογικών 

δοµών που διευκολύνει την κατανόηση της σχέσης δοµής-δραστικότητας 

πρωτεΐνης/ενζύµου, υπό συνθήκες που µιµούνται βιολογικά περιβάλλοντα σε οπτικά 

διαυγή διαλύµατα. 
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1.2.1. Λιπάσες ακινητοποιηµένες σε αντίστροφα µικκύλια 

Οι λιπάσες, όπως αναφέρθηκε και παραπάνω, αντιπροσωπεύουν µια οµάδα 

ενζύµων που χρησιµοποιούνται ευρέως στη βιοµηχανία για την υδρόλυση λιπών και 

ελαιών, ενώ συµµετέχουν και στη σύνθεση χρήσιµων ουσιών. Η δραστικότητα αυτών 

των υδρολυτικών ενζύµων αυξάνεται σηµαντικά στη διεπιφάνεια ελαίου - νερού, ένα 

φαινόµενο γνωστό ως διεπιφανειακή ενεργοποίηση (Verger R. 1980, Derewenda and 

Sharp 1993). Ως εκ τούτου, τα αντίστροφα µικκύλια έχουν χρησιµοποιηθεί  ως µέσα 

για την επίτευξη τέτοιων αντιδράσεων, λόγω της µεγάλης τους διεπιφάνειας η οποία 

ενεργοποιεί τη λιπάση και διευκολύνει την επαφή µεταξύ ενζύµου και υποστρώµατος. 

(Carvalho et al. 1999, Stamatis et al. 1999α) 

Η βιοκαταλυτική συµπεριφορά και η σταθερότητα των λιπασών έχουν µελετηθεί 

σε αντίστροφα µικκύλια που έχουν σχηµατιστεί µε τη χρήση ιοντικών (όπως ΑΟΤ και 

CTAB), µη-ιοντικών (Tween®, TritonTM) ή φυσικών (λεκιθίνη) επιφανειοενεργών. Η 

καταλυτική δραστικότητα των εγκλωβισµένων λιπασών εξαρτάται από τη 

γραµµοµοριακή συγκέντρωση του νερού και άλλων ιόντων που συνυπάρχουν στην 

περιοχή του ενζύµου (Carvalho et al. 1999, Stamatis et al. 1999β, Mitra et al. 2005), 

καθώς και από τη φύση και τη συγκέντρωση του επιφανειοενεργού που 

χρησιµοποιείται (Marangoni A.G. 1993, Tsai et al. 1995, Brown et al. 1993). 

Υπάρχουν πολλές αναφορές στη βιβλιογραφία που µελετούν την κινητική 

ακινητοποιηµένων λιπασών σε µικρογαλακτώµατα, ειδικά όταν καταλύουν την 

υδρόλυση ή τη σύνθεση εστέρων. Συνήθως, η υδρόλυση των τριγλυκεριδίων 

ακολουθεί το απλό µοντέλο κινητικής Michaelis – Menten (Han and Rhee 1986, Han 

et al. 1987), ενώ η εστεροποίηση αλειφατικών αλκοολών µε λιπαρά οξέα ακολουθεί 

το µηχανισµό ping-pong bi–bi (Stamatis et al. 1993β). Σύµφωνα µε αυτό το 

µηχανισµό η λιπάση αντιδρά µε το λιπαρό οξύ για να σχηµατίσει ένα σύµπλοκο 

ενζύµου - λιπαρού οξέος το οποίο στη συνέχεια µετατρέπεται σε ένα ενδιάµεσο 

άκυλο-ενζύµο, ενώ απελευθερώνεται νερό· ακολουθεί αντίδραση µε την αλκοόλη για 

να σχηµατίσει ένα δεύτερο σύµπλοκο που παράγει τελικά τον εστέρα και το ελεύθερο 

ένζυµο. (Stamatis et al. 1993γ, 1993β, 1995α) 

Τα δοµικά χαρακτηριστικά των αντίστροφων µικκυλίων όπως είναι το 

µέγεθος, το σχήµα και η ικανότητα διαλυτοποίησης, επηρεάζουν σηµαντικά την 

δραστικότητα του ενζύµου. Στις περισσότερες περιπτώσεις, οι καταλυόµενες από 

λιπάση υδρολυτικές αντιδράσεις διεξάγονται σε αντιδραστήρες διαλλείποντος έργου. 

Ο βαθµός ενυδάτωσης των µικρογαλακτωµάτων φαίνεται να είναι ο βασικότερος 
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παράγοντας που καθορίζει την ταχύτητα της αντίδρασης. Ο Han και οι συνεργάτες 

του έδειξαν ότι η αρχική περιεκτικότητα σε νερό επηρεάζει σηµαντικά την ισορροπία 

των υδρολυτικών αντιδράσεων στα µικρογαλακτώµατα (Han et al. 1987). 

Οι µελέτες που σχετίζονται µε την εφαρµογή των λιπασών στην κατάλυση 

υδρολυτικών αντιδράσεων είναι σηµαντικές για να κατανοήσουµε τον τρόπο δράσης 

τους. Ωστόσο οι αντιδράσεις σύνθεσης είναι πιο σηµαντικές για τη βιοµηχανία. Τα 

αντίστροφα µικκύλια µπορούν να µετατοπίσουν τη θέση ισορροπίας των 

αντιδράσεων αυτών προς την κατεύθυνση της σύνθεσης. Επιπλέον, το 

µικρογαλάκτωµα ως µέσο, διευκολύνει την διαλυτοποίηση υλικών µε διαφορετικές 

πολικότητες. Το λιπόφιλο υπόστρωµα (π.χ. λιπαρό οξύ) και τα προϊόντα µπορούν να 

διαλυτοποιηθούν σε µια συνεχή οργανική φάση, ενώ το υδρόφιλο υπόστρωµα όπως η 

γλυκερόλη ή µια µικρής αλυσίδας αλκοόλη µπορεί να ενσωµατωθεί στα αντίστροφα 

µικκύλια (Εικόνα 1.3).  

 

Εικόνα 1.3: Μοντέλο αναπαράστασης µιας ενζυµικά καταλυόµενης αντίδρασης λιπόφιλων 

υποστρωµάτων σε w/o µικρογαλάκτωµα. Ε: λιπόφιλο ένζυµο,  S: λιπόφιλο υπόστρωµα και P: 

προϊόν (Xenakis et al. 2009). 

 

1.2.2 Τεχνικές και εµπορικές εφαρµογές  

Τόσο οι τεχνικές όσο και οι εµπορικές εφαρµογές των µικρογαλακτωµάτων 

σχετίζονται µε τις µοναδικές ιδιότητες τους, όπως η θερµοδυναµική σταθερότητα, η 

οπτική διαύγεια, και η υψηλή ικανότητα διαλυτοποίησης. Ωστόσο, το βασικότερο 

πρόβληµα σχετικά µε τη χρήση των µικρογαλακτωµάτων στα τρόφιµα, στα 

καλλυντικά και στα φάρµακα, είναι η τοξικότητα των επιµέρους συστατικών τους.  

Για σχεδόν δύο δεκαετίες η µορφοποίηση και ο χαρακτηρισµός ασφαλών 

µικρογαλακτωµάτων έχει µελετηθεί εκτενώς. Η πρώτη προσπάθεια για χρήση 

φυσικών βιοαποικοδοµήσιµων επιφανειοενεργών για το σχηµατισµό ασφαλών 
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µικρογαλακτωµάτων έγινε από τον Shinoda και τους συνεργάτες του (Shinoda and 

Kaneko 1988, Shinoda et al. 1991). Από τότε, παρουσιάστηκαν πολλές µελέτες από 

διάφορες ερευνητικές οµάδες σχετικά µε τον σχηµατισµό µικρογαλακτωµάτων απο 

ουσίες φιλικές προς το περιβάλλον (Peng and Luisi 1990, Kahlweit et al. 1995α, 

Kahlweit et al. 1995β, Avramiotis et al. 1996, Avramiotis et al. 1997).  

Στα περισσότερα µικρογαλακτώµατα που χρησιµοποιούνται για την 

πραγµατοποίηση ενζυµικών αντιδράσεων µε βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον, η συνεχής 

οργανική φάση αποτελείται συνήθως από κορεσµένους υδρογονάνθρακες όπως 

εξάνιο, οκτάνιο, ισοοκτάνιο, κυκλοεξάνιο και βενζόλιο. Το πιο σηµαντικό πρόβληµα 

σχετικά µε την εφαρµογή τους στη βιοµηχανία φαρµάκων και τροφίµων  είναι η 

δυσκολία αποδοχής των συστατικών τους. Για το λόγο αυτό, τα µικρογαλακτώµατα 

θα πρέπει να σχηµατίζονται από βιοσυµβατά συστατικά και εποµένως νέοι 

«πράσινοι» διαλύτες είναι αναγκαίο να εισαχθούν στο πεδίο αυτό. 

Το 2000 και το 2001 οι Ichikawa και συνεργάτες χρησιµοποίησαν 

φωσφολιπίδια ως γαλακτωµατοποιητές και µίγµα λιπαρών οξέων και αιθυλεστέρων 

ως οργανικό διαλύτη για το σχηµατισµό µικρογαλακτωµάτων (Ichikawa et al. 2000, 

Sugiura et al. 2001). Τα συστήµατα αντίστροφων µικκυλίων που προέκυψαν από 

αυτές τις µελέτες µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως µέσα διαλυτοποίησης διαφόρων 

υδρόφιλων λειτουργικών συστατικών στη βιοµηχανία τροφίµων και φαρµάκων. Παρα 

το γεγονός ότι τριγλυκερίδια (µακριάς και µεσαίας αλυσίδας) και εστέρες λιπαρών 

οξέων χρησιµοποιούνται συχνά ως ελαιώδης φάση για την παρασκευή 

µικρογαλακτωµάτων (Malcolmson and Lawrence 1995, Warisnoicharoen et al. 2000, 

Podlogar et al. 2004), το µεγάλο µέγεθος και ο ελαφρώς αµφίφιλος και ηµιπολικός 

χαρακτήρας τους καθιστά δύσκολο τον σχηµατισµό αντίστροφων µικκυλίων. 

Ωστόσο, η αντικατάσταση των τριγλυκεριδίων από φθηνά και εµπορικά διαθέσιµα 

έλαια όπως το σογιέλαιο, το ηλιέλαιο ή το έλαιο τζοτζόµπα (jojobaoil) 

(Constantinides and Scalart 1997, Shevachman et al. 2004), είναι µια ενδιαφέρουσα 

εναλλακτική λύση για την προετοιµασία νέων, σταθερών και βιοσυµβατών 

σκευασµάτων. Πρόσφατα και το ελαιόλαδο (παρθένο ή εξευγενισµένο)προτάθηκε ως 

ένα φυσικό, µη τοξικό και φθηνό προϊόν για τη σύσταση βιοσυµβατών 

µικρογαλακτωµάτων (Papadimitriou et al. 2005, Papadimitriou et al. 2007). Τέλος, το 

2008 έγινε εκτεταµένη µελέτη σχετικά µε τη δοµή w/oµικργαλακτωµάτωναπό 

λεκιθίνη τα οποία σχηµατίστηκαν µε R(+) λιµονένιο και αλκοόλες (Papadimitriou et 
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al. 2008). Τα συστήµατα αυτά χρησιµοποιήθηκαν επιτυχώς ως µικρο-αντιδραστήρες 

για τη διεξαγωγή εστεροποιήσεων καταλυόµενων από λιπάση. 

 

 

1.2.3 Ανάκτηση προϊόντος και επαναχρησιµοποίηση ενζύµου 

Όπως έχουµε προαναφέρει τα w/o µικρογαλακτώµατα σχηµατίζονται 

αυθόρµητα, είναι ισότροπα και θερµοδυναµικά σταθερά, υγρά µέσα, µε µεγάλη 

επιφανειακή τάση, στην οποία τα αντιδρώντα µπορούν να αλληλεπιδράσουν µε τα 

εγκλωβισµένα ένζυµα. Σε ένα τέτοιο σύστηµα τα ένζυµα διατηρούν τη δραστικότητά 

τους καθώς είναι ικανά να καταλύσουν µετατροπές τόσο υδρόφιλων όσο και 

υδρόφοβων υποστρωµάτων. Ωστόσο, η παρουσία επιφανειοενεργών παρεµποδίζει 

την ανάκτηση του προϊόντος µε συνήθεις µεθόδους όπως εκχύλιση και απόσταξη. Ως 

εκ τούτου, πρέπει να αναπτυχθούν εναλλακτικές µέθοδοι ακινητοποίησης και 

στρατηγικές διαχωρισµού του προϊόντος. 

Βέβαια έχουν γίνει προσπάθειες για το διαχωρισµού του ενζύµου και του 

προϊόντος από το µικρογαλάκτωµα. Συγκεκριµένα, ο Larsson και οι συνεργάτες του 

µελέτησαν αντιδράσεις σε δισυνεχή µικρογαλακτώµατα. Κατάφεραν µε µικρές 

αλλαγές στη θερµοκρασία να διαχωρίσουν το µικρογαλάκτωµα σε δύο φάσεις. Η µία 

φάση (οργανική) περιλάµβανε το προϊόν, ενώ η άλλη (υδατική) περιλάµβανε το 

ένζυµο µαζί µε το επιφανειοενεργό. Έτσι κατάφερε να αποµονώσει τη φάση που 

περιείχε το προϊόν και να την αντικαταστήσει µε µια άλλη οργανική φάση που θα 

περιείχε νέο υπόστρωµα (Larsson et al. 1990).  

 Επίσης, έχουν γίνει προσπάθειες διαχωρισµού ενζύµου και προϊόντος σε 

µικρογαλακτώµατα νερoύ σε έλαιο (w/o). Στη µελέτη αυτή, συνδυάστηκε η τέχνική 

του Larsson µε µια άλλη µέθοδο αποµόνωσης των πρωτεϊνών από το 

µικρογαλάκτωµα µέσω υγρής-υγρής εκχύλισης ανάµεσα στη φάση των µικκυλίων και 

υδατικό διάλυµα. Ο διαχωρισµός επιτεύχθηκε αλλά χάθηκε µεγάλο µέρος της 

δραστικότητας του ενζύµου (Stamatis et al. 1995β). 

Άλλες µέθοδοι προτείνουν τους αντιδραστήρες µεµβράνης για να καταστεί 

δυνατή η ανάκτηση των προϊόντων από τα µικρογαλακτώµατα και να επιτραπεί η 

επαναχρησιµοποίηση του βιοκαταλύτη σε διάφορες ενζυµικές διεργασίες, όπως η 

υδρόλυση των τριγλυκεριδίων (Nascimento et al. 1992, Backlund et al. 1995), η 

σύνθεση εστέρων (Rees et al. 1991, Rees et al. 1995) και  η σύνθεση πεπτιδίων (Luisi 

and Laane 1986, Serralheiro et al. 1994, Serralheiro et al. 1999). Αυτοί οι 
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αντιδραστήρες επωφελούνται από τις δυνατότητες των συνθετικών ηµιπερατών 

µεµβρανών να διατηρούν τα ένζυµα επί της µεµβράνης και να ανακτούν τα προϊόντα 

από την πλευρά του διηθήµατος. Η παραγωγικότητα αυτής της µεθόδου καθώς και η 

σταθερότητα του ενζύµου σε τέτοιους αντιδραστήρες είναι συνήθως υψηλή. Το 

πρόβληµα αυτής της µεθόδου εντοπίζεται στο γεγονός ότι οι µεµβράνες είναι πολύ 

ευαίσθητες και παρουσιάζουν µικρή αντοχή σε ενζυµικούς αντιδραστήρες. 

Οι Lüthi και Luisi χρησιµοποίησαν έναν µεµβρανικό αντιδραστήρα κοίλων 

ινών για τη σύνθεση πεπτιδίων καταλυόµενη από την α-χυµοτρυψίνη 

ακινητοποιηµένη σε µικρογαλάκτωµα (Lüthi and Luisi 1984). 

Μια άλλη προσέγγιση όµως, που απλοποιεί την ανάκτηση του προϊόντος και 

την ανακύκλωση του βιοκαταλύτη από το µικρογαλάκτωµα είναι α) είτε η χρήση 

συστηµάτων χωρίς επιφανειοενεργό (Smith et al. 1977, Borys et al. 1979, Lara et al. 

1981, Puig et al. 1987, Khmelnitsky et al. 1988, Zoumpanioti et al. 2006), β) είτε η 

πηκτωµατωποίηση των w/o µικρογαλακτωµάτων προσθέτοντας βιοπολυµερή όπως 

ζελατίνη, άγαρ ή παράγωγα κυτταρίνης, σχηµατίζοντας έτσι ένα φορέα κατάλληλο 

για την ακινητοποίηση ενζύµων (Rees et al. 1991, Backlund et al. 1995, Stamatis and 

Xenakis 1999, Delimitsou et al. 2002, Zoumpanioti et al. 2006, Blattner et al. 2006, 

Zoumpanioti et al. 2010β). Τα τελευταία ονοµάζονται πηκτώµατα 

µικρογαλακτωµάτων (οργανογέλες ή MBGs) και προσφέρουν αρκετά πλεονεκτήµατα 

έναντι των συστηµάτων µικρογαλακτωµάτων που περιέχουν ένζυµα, όπως η 

ικανότητά τους να ακινητοποιούντους βιοκαταλύτες σε µοριακό επίπεδο και να 

ενσωµατώνουν συµπαράγοντες ενζύµων. Επιπλέον, αυτές οι οργανογέλες, σε µεγάλη 

έκταση, ξεπερνούν µείζονα προβλήµατα,όπως η εύκολη ανάκτηση και 

επαναχρησιµοποίηση του βιοκαταλύτη, που πρέπει να αντιµετωπιστούν για τη χρήση 

τους σε βιοµηχανικές διαδικασίες (Zoumpanioti et al. 2006). 

 

 

1.3. Πηκτώµατα µικρoγαλακτωµάτων 

 

Βιοµετατροπές µε τη χρήση ενζύµων σε µέσα χαµηλής περιεκτικότητας σε 

νερό όπως τα µικρογαλακτώµατα νερού σε έλαιο (w/o) έχουν µελετηθεί εκτενώς και 

έχουν αξιολογηθεί από πολλούς επιστήµονες (Ballesteros et al. 1995, Carrea and 

Riva, 2000, Klibanov, 2001, Garti, 2003, Xenakis et al. 2009). Είναι αξιοσηµείωτο το 

γεγονός ότι πολλά w/o µικρογαλακτώµατα µπορούν να µετατραπούν σε πηκτώµατα 
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µε την προσθήκη ενός παράγοντα πηκτωµατοποίησης όπως π.χ. ζελατίνης, 

παραγώγων κυτταρίνης ή άγαρος, δηµιουργώντας µια µήτρα κατάλληλη για την 

ακινητοποίηση ενζύµων. Ο όρος «πήκτωµα ή γέλη» χρησιµοποιείται για να 

χαρακτηρίσει στερεά ή ηµι-στερεά συστήµατα που αποτελούνται από τουλάχιστον 

δύο συστατικά. Πρόκειται για συµπυκνωµένα συστήµατα που στο εσωτερικό τους 

µπορούν να µεταφερθούν οργανικά ή διαλυτά µόρια (π.χ. µέσω διάχυσης). Όταν το 

βασικό υγρό τους είναι νερό ονοµάζονται υδρογέλεςενώ όταν είναι έλαιο 

ονοµάζονται οργανογέλες. 

Οι πρώτες αναφορές σχετικά µε την παρασκευή πηκτωµάτων 

µικρογαλακτώµατος (MBGs), ήταν το 1986 (Haering and Luisi 1986,  Quellet and 

Eicke 1986). Οι γέλες που παρασκευάστηκαν ήταν µονοφασικά, οπτικά ισότροπα 

(εποµένως διαυγή), άκαµπτα συστήµατα, τα οποία προήλθαν από την 

πηκτωµατοποίηση µικρογαλάκτωµάτων νερού σε έλαιο µε επιφανειοενεργό ΑΟΤ 

µετά από ανάµιξή τους µε υδατικό διάλυµα ζελατίνης σε θερµοκρασία µεγαλύτερη 

της θερµοκρασίας πηκτωµατοποίησης. Η ψύξη σε θερµοκρασία δωµατίου που 

ακολουθεί οδηγεί στο σχηµατισµό ενός διαφανούς πηκτώµατος µε επαναλήψιµες 

φυσικές ιδιότητες.  

O Robinson και οι συνεργάτες του κατάφεραν να αποδείξουν ότι τα MBGs 

που βασίζονται σε ζελατίνη και περιέχουν ένζυµα εγκλωβισµένα σε 

µικρογαλακτώµατα ΑΟΤ µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως ένα καινούριο µέσο για 

την ακινητοποίηση ενζύµων (Rees et al. 1991, Jenta et al. 1997β). Συνεχείς µελέτες 

έδειξαν ότι τα MBGs που σχηµατίζονται µε ζελατίνη µπορούν να χρησιµοποιηθούν 

για τη σύνθεση διαφόρων εστέρων και παρατηρήθηκε ότι τα ένζυµα που 

ακινητοποιούνται σε αυτά εµφανίζουν τόπο- και στερεο-εκλεκτικότητα.  

Τα µικρογαλακτώµατα που βασίζονται σε φυσικά επιφανειοενεργά όπως η 

λεκιθίνη έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί επιτυχώς (Hedström et al. 1997). Αυτά, 

παρουσιάζουν υψηλή συγκέντρωση νερού (wο>40) και υψηλή συγκέντρωση 

πολυµερούς, περίπου 10-14 % w/v. Επιπλέον, κάτω από τις περισσότερες συνθήκες 

το πήκτωµα διατηρεί πλήρως τα συστατικά του (επιφανειοενεργό, ζελατίνη και 

ένζυµο) επιτρέποντας τη διάχυση µη πολικών υποστρωµάτων ή προϊόντων µεταξύ 

της µη πολικής φάσης και των τεµαχίων του πηκτώµατος. 

Εκτός από τη ζελατίνη, πολυµερή όπως το άγαρ, η καραγενάνη και η 

κυτταρίνη αναφέρθηκε ότι µπορούν να χρηιµοποιηθούν για το σχηµατισµό ΜBGsπου 
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θα χρησιµοποιηθούν ως µέσα ακινητοποίησης ενζύµων. Αυτού του είδους τα 

οργανοπηκτώµατα, ξεπερνούν περιορισµούς που προκύπτουν από οργανοπηκτώµατα 

που βασίζονται σε ζελατίνη, όπως η µη σταθερότητα σε υψηλές θερµοκρασίες και σε 

πολλούς διαλύτες. Επίσης εµφανίζουν πολλές βιοκαταλυτικές εφαρµογές, αφού 

παρέχουν καλή µηχανική και θερµική σταθερότητα, ενώ παράλληλα εµφανίζουν 

υψηλή σταθερότητα σε υδρόφιλα περιβάλλοντα (Delimitsou et al. 2002, Blattner 

2006, Zoumpanioti et al. 2006, Zoumpanioti et al. 2008). Έχει αποδειχτεί ότι 

ακινητοποιηµένα ένζυµα σε οργανοπηκτώµατα υδροξυ-προπυλο-µεθυλο-κυτταρίνης 

(HPMC) διατηρούν την καταλυτική τους δραστικότητα ακόµη και στους 50 οC, 

καθώς και ότι το οργανοπήκτωµα είναι σταθερό ακόµα και σε υψηλότερες 

θερµοκρασίες (Zoumpanioti et al. 2008). 

 Τα δοµικά και µορφολογικά χαρακτηριστικά των MBGs εξετάστηκαν 

διεξοδικά από διάφορους συγγραφείς (Atkinson et al. 1988, Buisson et al. 2003, 

Burova et al. 2007, Capitani et al. 1988, Haering and Luisi 1986, Quellet et al. 1991, 

John et al. 2006, Blattner et al. 2006) χρησιµοποιώντας διάφορες φασµατοσκοπικές 

τεχνικές όπως σκέδαση φωτός (Quellet and Eicke 1986), NMR (Capitani et al. 1988), 

µετρήσεις ηλεκτρικής αγωγιµότητας (Quellet και Eicke, 1986), ή διαφορική 

θερµιδοµετρία σάρωσης (DSC) (Blattner et al. 2006). Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα 

που προέκυψαν από τις παραπάνω µελέτες προτάθηκαν τρία διαφορετικά µοντέλα για 

τη µικροδοµή αυτών των συστηµάτων: 

1. Συσσωµατωµµένα µόρια ζελατίνης, που σχηµατίζουν ένα άκαµπτο δίκτυο 

το οποίο περιβάλλεται από κανάλια νερού που διαπλέκονται µε κανάλια ελαίου και 

διαχωρίζονται από τη ζώνη του επιφανειοενεργού  (Capitani et al. 1988). 

2. ∆ίκτυο ζελατίνης, όπως και στο πρώτο µοντέλο, που συνυπάρχει µε 

σταγόνες νερού σε έλαιο, σταθεροποιηµένες από το επιφανειοενεργό, για παράδειγµα 

ΑΟΤ (Atkinson et al. 1989). 

3. Αντίστροφα µικκύλια τα οποία περιέχουν νερό και ένα µέρος της συνολικής 

ζελατίνης. Τα µικκύλια συνδέονται µε το υπόλοιπο µέρος της ζελατίνης και είναι 

διατεταγµένα σε έλικες (Petit et al. 1991). 

 Στο σχήµα που ακολουθεί (Εικόνα 1.4) εµφανίζεται η προτεινόµενη δοµή 

ενός πηκτώµατος ζελατίνης από µικρογαλάκτωµα µε επιφανειοενεργό ΑΟΤ σε 

ισοοκτάνιο. 
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Εικόνα 1.4 Χαρακτηριστική προτεινόµενη δοµή οργανοπηκτώµατος που βασίζεται σε 

µικρογαλάκτωµα νερού σε έλαιο (Atkinson et al. 1988). 

 

 

1.3.1 Ακινητοποίηση σε πηκτώµατα µικρογαλακτωµάτων και ενζυµική κατάλυση 

Τα MBGs από φυσικά βιοπολυµερή και w/o µικρογαλακτώµατα 

χρησιµοποιήθηκαν ως φορείς για την ακινητοποίηση ενζύµων  µε σκοπό την επίτευξη 

βιοκατάλυσης σε µη συµβατικά µέσα, καθώς φαίνεται να είναι άκαµπτα και σταθερά 

για µεγάλο χρονικό διάστηµα, ακόµη και εντός του διαλύµατος αντίδρασης 

(Zoumpanioti et al. 2010β). Η χρήση τους ως φορείς για την ακινητοποιήση ενζύµων 

προσφέρει το πλεονέκτηµα της «διπλής» ακινητοποίησης, κατ’ αρχήν µέσω των 

µικκυλίων του µικρογαλακτώµατος και κατα δεύτερον µέσω του πλέγµατος του 

πολυµερούς (Εικόνα 1.5). 
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Εικόνα 1.5 Η εικόνα δεξιά απεικονίζει το πλέγµα πολυµερούς που περικλείει 

µικρογαλάκτωµα µε ακινητοποιηµένο ένζυµο, ενώ αριστερά φαίνεται το ένζυµο 

εγκλωβισµένο εντός της υδάτινης περιοχής  που έχει σχηµατιστεί από τα αντίστροφα 

µικκύλια (Xenakis et al. 2009).  

 

 

Μέχρι σήµερα έχουν δηµοσιευθεί πολλές µελέτες µε αντικείµενο τη χρήση 

ενζύµων ακινητοποιηµένων σε πηκτώµατα µικρογαλακτωµάτων για την 

πραγµατοποίηση βιοµετατροπών. Οι περισσότερες από αυτές αναφέρονται στην 

ακινητοποίηση λιπασών και ειδικότερα έχει µελετηθεί η αντίδραση εστεροποίησης. 

Στον παρακάτω πίνακα αναφέρονται τα περισσότερα ένζυµα που έχουν 

ακινητοποιηθεί σε οργανογέλες (Πίνακας 1.3). 

 

 

Πίνακας 1.3. Ένζυµα ακινητοποιηµένα σε οργανογέλες (Zoumpanioti et al. 2010β) 

Enzyme Polymer Microemulsion Reference 

cytochrom C Gelatin AOT Haering and Luisi, 1986 
Lecithin Backlund et al. 1995 Chromobacterium 

viscosum lipase 

Gelatin 
AOT 

Rees et al. 1991, Jenta et 

al. 1991, Jenta et al. 1996, 
Jenta et al. 1997a, Jenta et 

al. 1997b, Nascimento et 

al. 1992, Backlund et al. 
1995, de Jesus et al. 1995, 
Rees et al. 1995, Backlund 
et al. 1996, Schuleit and 
Luisi, 2001 

Pseudomonas sp 
lipase 

Gelatin AOT 
Rees et al. 1991, Jesus et 

al. 1995, Rees et al. 1995 

Microbial lipase Gelatin AOT 
Rees et al. 1991, Rees et al. 
1995 
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…συνέχεια του Πίνακα 1.3 

Enzyme Polymer Microemulsion Reference 

AOT Backlund et al. 1996 
Candida SP 525 

lipase 
Gelatin 

Lecithin 
Backlund et al. 1996, 
Hedström et al. 1997 

AOT 

Nagayamaet al. 1998, 
Fadnavis and Koteshwar 
1999, Soni and Madamwar 
2001 

Lecithin Nagayama et al. 2002 

Gelatin 

Triton-X100 Dave and Madamwar 2008 
Alginate beads CTAC Doumèche et al. 2002 

AOT de Maria et al. 2004a 

Candida rugosa 

lipase 

HPMC 
Lecithin 

de María et al. 2004a; de 
María et al. 2004b 

Lecithin 
Pastou et al. 2000, 
Zoumpanioti et al. 2008 Agar 

AOT Zoumpanioti et al. 2008 

Lecithin 
Pastou et al. 2000, Blattner 
et al. 2006, Zoumpanioti et 

al. 2008 

AOT 
Blattner et al. 2006, 
Zoumpanioti et al. 2008 

HPMC 

surfactantless Zoumpanioti et al. 2006 

AOT 
Hedström et al. 2001, 
Blattner et al. 2006 

Candida 

antarctica lipase 

Gelatin 
Lecithin Blattner et al. 2006 

Candida 

lypolytica lipase 
Gelatin AOT Zhou et al. 2001 

AOT Xenakis and Stamatis, 1999 
Gelatin 

Lecithin Stamatis and Xenakis, 1999 
AOT Xenakis and Stamatis, 1999 

Agar 
Lecithin Stamatis and Xenakis, 1999 

Pseudomonas 

cepacia lipase 

κ-carrageenan Lecithin Stamatis and Xenakis, 1999 
alcohol 

dehydrogenase 
Gelatin AOT 

Fadnavis and Koteshwar, 
1999 

Sorghum bicolor Gelatin AOT 
Fadnavis and Koteshwar, 
1999 

horseradish 

peroxidase 
Gelatin AOT 

Fadnavis and Koteshwar, 
1999 

Lecithin 
Pastou et al. 2000, 
Zoumpanioti et al. 2008 Agar 

AOT Zoumpanioti et al. 2008 

Lecithin 
Pastou et al. 2000, 
Zoumpanioti et al. 2008 

AOT Zoumpanioti et al. 2008 

Rhizomucor 

miehei lipase 
HPMC 

surfactantless Zoumpanioti et al. 2006 
Mucor miehei 
lipase 

HPMC Lecithin 
Delimitsou et al. 2002, 
Blattner et al. 2006 
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…συνέχεια του Πίνακα 1.3 

Enzyme Polymer Microemulsion Reference 

HPMC AOT 
Delimitsou et al. 2002, 
Blattner et al. 2006 

Lecithin Delimitsou et al. 2002 
Agar 

AOT Delimitsou et al. 2002 
AOT Blattner et al. 2006 

Mucor miehei 
lipase 

Gelatin 
Lecithin Blattner et al. 2006 
AOT Nagayama and Imai, 2005 Mucor javanicus 

lipase 
Gelatin 

Tween 85 Nagayama and Imai, 2005 
Rhizopus 

delemar lipase 
Gelatin AOT Nagayama et al. 2003 

 

 

Συγκεκριµένα, οι  µελέτες που έχουν γίνει µε θέµα τη βιοκατάλυση σε 

οργανοπηκτώµατα (Atkinson et al. 1989, Nascimento et al. 1992, Backlund et al. 

1995, Rees et al. 1995, Jenta et al. 1997α,β,  Stamatis and Xenakis 1999, Xenakis and 

Stamatis 1999, Pastou et al. 2000, Delimitsou et al. 2002, Blattner et al. 2006, 

Zoumpanioti et al. 2006, Zoumpanioti et al. 2008, Zoumpanioti et al. 2010β, 

Zoumpanioti et al. 2010α) συντελούν στα ακόλουθα συµπεράσµατα: 

1. Ο τεµαχισµός του πηκτώµατος οδηγεί σε µεγαλύτερη αποτελεσµατικότητα του 

καταλύτη (Jenta et al. 1997b, Stamatis and Xenakis 1999). 

2. Η δραστικότητα του καταλύτη επηρεάζεται από τη φύση του χρησιµοποιούµενου 

οργανικού διαλύτη (Backlund et al. 1996, Stamatis and Xenakis 1999, Delimitsou et 

al. 2002). Με µείωση της υδροφοβικότητας του διαλύτη παρατηρείται µείωση της 

απόδοσης (Nascimento et al. 1992, Jenta et al. 1997β, Delimitsou et al. 2002, Blattner 

et al. 2006, Zoumpanioti et al. 2006). 

3. Η απόδοση της αντίδρασης εξαρτάται από τη φύση του χρησιµοποιούµενου 

ενζύµου. Με λιπάσες από διαφορετικές πηγές επιτεύχθηκαν πολύ διαφορετικές 

µεταξύ τους αποδόσεις (από 90% - 0%) (Nascimento et al. 1992, Xenakis and 

Stamatis 1999, Pastou et al. 2000, Zoumpanioti et al. 2010β). 

4. Η χαµηλή τιµή που έχει η ενέργεια ενεργοποίησης της αντίδρασης εστεροποίησης 

οδηγεί στο συµπέρασµα πως η διάχυση των αντιδρώντων και των προϊόντων ανάµεσα 

στις φάσεις και µέσω του πηκτώµατος που περιέχει το ένζυµο δεν επηρεάζει τη 

διεργασία της αντίδρασης (Zoumpanioti et al. 2008). Στο συµπέρασµα αυτό συντείνει 

και το γεγονός πως η ενέργεια ενεργοποίησης και ο ρυθµός της αντίδρασης για την 
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εστεροποίηση παρουσιάζουν παρόµοιες τιµές τόσο στα µικρογαλακτώµατα όσο και 

στα πηκτώµατά τους (Jenta et al. 1997α). 

5. Η σύσταση των οργανοπηκτωµάτων και κυρίως η περιεκτικότητα σε νερό, 

επιδρούν ουσιαστικά στη δραστικότητα της λιπάσης, µε τις µεγαλύτερες αποδόσεις 

να παρατηρούνται για τις χαµηλότερες τιµές περιεκτικότητας νερού (Blattner et al. 

2006) καθώς και για υψηλότερες τιµές κλάσµατος µάζας του πολυµερούς (Delimitsou 

et al. 2002). Η µεγαλύτερη όµως φυσική σταθερότητα παρατηρείται για µεσαίες τιµές 

περιεκτικότητας νερού (Jenta et al. 1997β). 

6. Η λιπάση που ακινητοποιείται σε οργανοπηκτώµατα παρουσιάζει το φαινόµενο της 

εναντιοεκλεκτικότητας, το οποίο όµως φθίνει µετά από επαναχρησιµοποίηση του 

ενζύµου (Backlund et al. 1996). Η ιδιότητα αυτή ενισχύεται µε διεξαγωγή της 

αντίδρασης σε θερµοκρασίες υπό του µηδενός. Σε τέτοιες θερµοκρασίες η φαινόµενη 

ενέργεια ενεργοποίησης της αντίδρασης είναι ιδιαίτερα χαµηλή (Rees et al. 1995). 

7. Οι αποδόσεις και η εναντιοεκλεκτικότητα είναι ελαφρώς υψηλότερα όταν ως 

επιφανειοενεργό χρησιµοποιείται ΑΟΤ, αντίθετα µε ότι συµβαίνει όταν 

χρησιµοποιείται λεκιθίνη (Backlund et al. 1996). 

 

 

1.3.2. Αποθήκευση και επαναχρησιµοποίησητων MBGs 

Αποθήκευση των MBGs 

Η δυνατότητα αποθήκευσης και η λειτουργική σταθερότητα µιας 

ακινητοποιηµένης λιπάσης είναι οι σηµαντικότεροι παράγοντες από τους οποίους 

καθορίζεται η οικονοµική βιωσιµότητα  µιας βιοδιεργασίας (Buchholz and Klein 

1987). Η σταθερότητα που εµφανίζουν οι ακινητοποιηµένες σε MBGs λιπάσες είναι 

ιδιαίτερα υψηλή συγκριτικά µε εκείνη που παρατηρείται κατά την ακινητοποίησή 

τους σε άλλα συστήµατα ακινητοποίησης. Για παράδειγµα, λιπάσες από Humicola 

lanuginose and C. Viscosum παραµένουν σταθερές µόνο για µερικές µέρες όταν 

βρίσκονται ακινητοποιηµένες σε AOT ή CTAB µικρογαλακτώµατα, παρόλο που η 

λιπάση από C. Viscosum είναι πιο ανθεκτικήσε υψηλές θερµοκρασίες όταν βρίσκεται 

ακινητοποιηµένη σε µικρογαλάκτωµα παρά σε υδατικά συστήµατα. Ωστόσο, λιπάσες 

από C. rugosa, R. delemar, R. miehei και P. cepacia εµφανίζουν µικρότερη 

σταθερότητα σε µικρογαλακτώµατα απ’ ότι σε υδατικά συστήµατα (Stamatis et al. 

1999β). 
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Επιπροσθέτως, ακινητοποιηµένη λιπάση Β από C. antarctica σε πήκτωµα από 

HPMC και µικρογαλάκτωµα χωρίς επιφανειοενεργό δεν εµφανίζει σηµαντική 

απώλεια στη δραστικότητα της µετά από ένα διάστηµα αποθήκευσης 8 µηνών. Όµως, 

λιπάση από R. miehei στο ίδιο σύστηµα ακινητοποίησης, εµφάνισε 50% µείωση στη 

δραστικότητα της για την ίδια περίοδο αποθήκευσης (Zoumpanioti et al. 2006). Σε 

προηγούµενη µελέτη που είχε γίνει από τους Delimitsou και συνεργάτες είχε δειχθεί 

ότι µετά το πέρας 120 h στους 25 °C και σε διαλύτη ισοοκτάνιο, η λιπάση από R. 

miehei διατήρησε καλύτερα την δραστικότητα της όταν ήταν ακινητοποιηµένη σε 

πήκτωµα συγκριτικά µε την περίπτωση ακινητοποίησής της σε µικρογαλάκτωµα 

(Delimitsou et al. 2002). 

 

Επαναχρησιµοποίηση των MBGs 

 Όπως έχει ήδη αναφερθεί, η δυνατότητα αναγέννησης του βιοκαταλύτη και 

εποµένως η επαναχρησιµοποίηση του είναι ιδιαίτερα σηµαντική για την εφαρµογή 

του στη βιοµηχανία. Για το λόγο αυτό,  έχει µελετηθεί εκτενώς από πολλούς 

συγγραφείς, για λιπάσες προερχόµενες από διάφορους µικροοργανισµούς όπως: C. 

viscosum (Rees et al. 1991, Nascimento et al. 1992, Rees et al. 1995, Jenta et al. 

1997α, Schuleit and Luisi 2001), C. rugosa (Nagayama et al. 1998, Soni and 

Madamwar, 2001), C. antarctica (Blattner et al. 2006), C. lypolytica (Zhou et al. 

2001), R. miehei (Queiroz and Nascimento 1999, Delimitsou et al. 2002). Από τις 

µελέτες αυτές προέκυψε ότι ακόµα και µετά από ένα µεγάλο χρονικό διάστηµα (έως 7 

µήνες (Schuleit and Luisi 2001), η τελική απόδοση της αντίδρασης της 

εστεροποίησης, στην οποία συµµετείχαν, παρέµεινε κοντά στο 90%. Ωστόσο, η 

αρχική ταχύτητα της αντίδρασης µειώθηκε µετά από µερικές χρήσεις (Rees et al. 

1995, Jenta et al. 1997α, Nagayama et al. 1998, Soni and Madamwar 2001, Zhou et 

al. 2001). 

 Σε µια άλλη εργασία, οι Zoumpanioti και συνεργάτες (Zoumpanioti et al. 

2006) χρησιµοποίησαν πηκτώµατα HPMC βασισµένα σε µικρογάλακτωµα χωρίς 

επιφανειοενεργό ή µικρογαλάκτωµα ΑΟΤ, για την κατάλυση αντιδράσεων 

εστεροποίησης λιπαρών και φαινολικών οξέων. Σε αυτή την εργασία παρατηρήθηκε 

µία µικρή µόνο µείωση του ρυθµού εστεροποίησης της τάξης του 10%, µετά από 7 

χρήσεις του βιοκαταλύτη για πηκτώµατα µε µικρογαλάκτωµα χωρίς επιφανειοενεργό, 

ενώ στο πήκτωµα που περιείχε µικρογαλάκτωµα ΑΟΤ η µείωση ήταν της τάξης 30-

50%. Στην ίδια εργασία (Zoumpanioti et al. 2006) εξετάστηκαν δύο λιπάσες, από C. 
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antarctica και R. miehei, και διαπιστώθηκε ότι η ενζυµική δραστικότητα των λιπασών 

διατηρήθηκε σε µεγαλύτερο επίπεδο σε πηκτώµατα HPMC που περιείχαν 

µικρογαλάκτωµα χωρίς επιφανειοενεργό παρά σε πηκτώµατα HPMC µε 

µικρογαλάκτωµα ΑΟΤ. Και στις δύο περιπτώσεις υψηλότερη σταθερότητα 

παρατηρήθηκε για τη λιπάση από C. antarctica. Η χαµηλότερη σταθερότητα της 

λιπάσης από R. miehei αποδίδεται σε δυσµενείς αλληλεπιδράσεις των µορίων του 

ενζύµου µε την υδρόφοβη µεσεπιφάνεια (Turner and Vulfson 2000, Palomo et al. 

2003). 

Εκτός από την σταθερότητα και τη δυνατότητα επαναχρησιµοποίησης του 

βιοκαταλύτη που µελετήθηκε σε όλες τις προαναφερθείσες εργασίες, παρατηρήθηκε 

ότι τα προϊόντα και τα υπολείµµατα των υποστρωµάτων που δεν είχαν αντιδράσει 

µπορούσαν να διαχωριστούν επιτυχώς από το οργανοπήκτωµα. Αυτό σηµαίνει, ότι τα 

ίδια MBGs που χρησιµοποιήθηκαν για τη συγκεκριµένη εστεροποίηση µπορούν να 

πραγµατοποιήσουν περισσότερες από µια εστεροποιήσεις µε τη χρήση διαφορετικών 

υποστρωµάτων (Rees et al. 1991).  

Όλα τα παραπάνω συµβάλλουν στο χαρακτηρισµό των MBGs ως ένα 

απόλυτα βιώσιµο µέσο ακινητοποίησης των ενζύµων.Ωστόσο για την εµπορική 

αξιοποίηση αυτών των βιοσυνθετικών αντιδράσεων είναι σηµαντική η ανάπτυξη ενός 

αντιδραστήρα για να είναι εφικτή η παραγωγή σε βιοµηχανική κλίµακα.   

 

1.3.3 Φυσικά Βιοπολυµερή: 

Για την παρασκευή πηκτωµάτων σηµαντικό ρόλοέχει το βιοπολυµερές. Τα 

βιοπολυµερή είναι ουσίες που χρησιµοποιούνται ευρέως σε φαρµακευτικά 

σκευάσµατα και τρόφιµα καθώς χαρακτηρίζονται ως ασφαλείς, µη τοξικές, φιλικές 

προς το περιβάλλον και χαµηλού κόστους (Guo et al. 1998). Τα βιοπολυµερή αυτά 

µπορεί να είναι άγαρ, ζελατίνη, καραγενάνη ή παράγωγα κυτταρίνης και 

περιγράφονται πιο αναλυτικά  στις παραγράφους που ακολουθούν. 

 

Άγαρ 

Το άγαρ είναι πολυσακχαρίτης και αποτελείται από διάφορα συστατικά, όπως 

αγαροπηκτίνη και αγαρόζη. Εξάγεται από διάφορα είδη και γένη µωβ – κόκκινων 

φυκιών της τάξης Rhodophycae στα οποία βρίσκεται ως δοµικός υδατάνθρακας των 

τοιχωµάτων των κυττάρων τους. Είναι διαλυτό στο βραστό νερό, ελαφρώς διαλυτό 
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στην αιθανολαµίνη, ενώ στο κρύο νερό εµφανίζεται αδιάλυτο (Selby and Whistler 

1993). 

Τα πηκτώµατα που σχηµατίζει το άγαρ έχουν ευρύτατες βιοµηχανικές 

εφαρµογές, κυρίως στη βιοµηχανία τροφίµων και φαρµάκων, λόγω της σταθερότητάς 

του και της αντοχής του στη θέρµανση. Χρησιµοποιείται επίσης για την ανάπτυξη 

αποικιών βακτηρίων και το διαχωρισµό των πρωτεϊνών, λιποπρωτεϊνών, ενζύµων και 

άλλων µεγαλοµοριακών ουσιών.  

 

Ζελατίνη 

Η ζελατίνη είναι φυσική, διαλυτή πρωτεΐνη, η οποία παράγεται µε µερική 

υδρόλυση του κολλαγόνου που απαντά στα οστά, το δέρµα, τους τένοντες και τα 

νεύρα ζώων. Αποτελεί άοσµη, άγευστη και σχεδόν άχρωµη ένωση. Είναι επίσης 

γνωστή και ως προσθετική ουσία E441. Η ζελατίνη τήκεται όταν θερµαίνεται και 

στερεοποιείται όταν ψύχεται, ενώ ανάµειξη της µε νερό σχηµατίζει ένα ηµι-στερεό 

κολλοειδές ζελέ. Έχει σηµείο τήξης κοντά στους 37 ºC και αυτό συµβάλει στην 

αποµίµηση της αίσθησης που προκαλεί στο στόµα η τήξη του λίπους. Έχει αναφερθεί 

ότι µέσω ενσωµάτωσης ζελατίνης παρασκευάστηκε επαλειφόµενο προϊόν µε 5% 

λίπος.  

 

Παράγωγα κυτταρίνης 

 Τα παράγωγα της κυτταρίνης έχουν τη µορφή λευκής ή υπόλευκης σκόνης, η 

οποία είναι διαλυτή στους περισσότερους οργανικούς διαλύτες αλλά αδιάλυτη στο 

ζεστό νερό και την αιθανόλη. Αποσυντίθενται σε θερµοκρασίες κοντά στους 220 °C. 

Όταν διαλυθούν σε νερό διογκώνονται, δίνοντας ένα διάλυµα υψηλού ιξώδους. Η 

υδροξυ-προπυλ-µεθυλο κυτταρίνη (ανήκει στους αιθέρες κυτταρίνης) δεν εµφανίζει 

σηµαντικά προβλήµατα σταθερότητας όταν χρησιµοποιείται σε µορφή σκόνης, ενώ 

διαλύµατα της ουσίας είναι σταθερά σε ένα µεγάλο εύρος pH (από 3 έως 11). 

Επιπλέον, εµφανίζει ικανοποιητικές ρεολογικές ιδιότητες, οι οποίες της επιτρέπει να 

χρησιµοποιείται σε συνθέσεις για άµεση δισκιοποίηση. 

Επίσης οι εστέρες της κυτταρίνης µε λιπαρά οξέα θεωρούνται ως µια 

ενδιαφέρουσα κατηγορία θερµοπλαστικών. Οι λόγοι που τους κατατάσουν σε αυτή τη 

θέση είναι ότι οι εστέρες αυτοί είναι δυνατόν να βιοαποικοδοµηθούν και 

χρησιµοποιούνται για τη δηµιουργία ινών, µεµβρανών, πλαστικών, όπως επίσης 

βρίσκουν εφαρµογές στην ιατρική ως υλικά επικάλυψης φαρµάκων. 
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Τέλος, άλλες εφαρµογές των παραγώγων κυτταρίνης περιλαµβάνουν κόλλες 

και αυτοκόλλητα, γεωργικά προϊόντα, υλικά οικοδοµής, καλλυντικά, 

επιφανειοενεργά, χρώµατα, µελάνια εκτύπωσης, βερνίκια, φαρµακευτικά προϊόντα, 

τρόφιµα, προϊόντα πολυµερισµού και υφάσµατα (Selby & Whistler 1993). 

 

Καραγενάνη 

 Η καραγενάνη είναι ένας φυσικός υδατάνθρακας (πολυσακχαρίτης), που 

λαµβάνεται από ερυθροφύκη του είδους Chondrus crispus (της οικογένειας των 

Rhodophyceace). Υπάρχουν τρεις κύριες τύποι καραγενάνης η ι-, η κ- και λ- 

καραγενάνη.  Για πηκτωµατοποίηση προτιµάται η κ- καραγενάνη, καθώς η λ- και η ι- 

είναι περισσότερο υδρόφιλες και ως εκ τούτου δεν µπορούν να αποκτήσουν την 

κατάλληλη µορφή. Γενικότερα, η καραγενάνηχρησιµοποιείται ευρέως στον τοµέα 

τροφίµων (κυρίως γαλακτοκοµικά και κρεατικά) και φαρµάκων αλλά και σε τοµείς 

όπως η πειραµατική ιατρική, η σύνθεση φαρµάκων και η κοσµετολογία,εξαιτίας των 

ισχυρών δεσµών της µε τις πρωτεΐνες. Επίσης έχει δειχθεί ότι εµφανίζει 

ανοσορυθµιστική, αντιθροµβωτική, αντιική και αντικαρκινική δράση. (Prajati et al. 

2014). 

 Αξίζει να αναφερθεί ότι παρά τις ποικίλες εφαρµογές της, η χαµηλού 

µοριακού βάρους καραγενάνη (10-20 kDa) ή διεσπασµένη καραγενάνη, έχει 

κατηγορηθεί για καρκινογένεση (International Agency for Research on Cancer 

(IARC), 1983) και επαγωγή φλεγµονώδους αντίδρασης του πεπτικού σύστηµατος 

(Benford et al. 2008). Στην Ευρώπη έχει απαγορευτεί η χρήση της καραγενάνηςσε 

προϊόντα που απευθύνονται σε βρέφη για προληπτικούς λόγους.  Ωστόσο, λόγω 

έλλειψης επαρκών αποδείξεων η χρήση της σε προϊόντα που καταναλώνονται από 

µεγαλύτερες ηλικίες δεν έχει απαγορευτεί, έχει όµως περιοριστεί η χρήση 

καραγενάνης µε µοριακή µάζα κάτω των 50 kDa (EC SCF, 2003).  Τέλος, στις ΗΠΑ 

επιτρέπεται η χρήση της χωρίς κανένα περιορισµό, αφού θεωρείται ότι τα οφέλη που 

προσδίδει η χρήση της υπερνικούν το πιθανό ρίσκο για καρκινογένεση (Watson, 

2008). 

 

1.3.4 Επίδραση της χηµικής δοµής του πολυµερούς στο οργανοπήκτωµα. 

Έχουν πραγµατοποιηθεί αρκετές µελέτες που αφορούν στην επίδραση της 

φύσης του πολυµερούς που χρησιµοποιείται για την παρασκευή του 

οργανοπηκτώµατος στο ρυθµό της αντίδρασης που καταλύεται σε αυτό. Έχει 
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αποδειχθεί πως, κατά τη σύνθεση λαυρικού προπυλεστέρα καταλυόµενη από λιπάση 

είτε από Rhizomucor miehei είτε από Candida αntarctica, η αρχική ταχύτητα της 

αντίδρασης είναι υψηλότερη όταν χρησιµοποιούνται MBGs από HPMC από αυτή 

που παρατηρείται για τα MBGs από άγαρ (Pastou et al. 2000, Delimitsou et al. 2002). 

Για την ίδια αντίδραση, καταλυόµενη από λιπάση από Pseudomonas cepacia, για τις 

αντιδράσεις που πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση οργανοπηκτωµάτων από κ-

καραγενάνη ή άγαρ παρατηρήθηκε µεγαλύτερη ταχύτητα από αυτές που 

πραγµατοποιήθηκαν σε πηκτώµατα  ζελατίνης (Xenakis and Stamatis 1999, Pastou et 

al. 2000). 

Σύµφωνα µε την εργασία των Delimitsou et al. 2002, η συγκέντρωση του 

πολυµερούς επηρεάζει τη σταθερότητα των MBGs. Έτσι το άγαρ σχηµατίζει MBGs 

µε κλάσµα µάζας 0.07-0.14 ενώ το HPMC µε κλάσµα µάζας πολυµερούς 0.15-0.35, 

µε τα πηκτώµατα που περιέχουν µικρότερο ποσοστό πολυµερούς να είναι πιο 

συνεκτικά. Επιπλέον, όταν αυξάνεται η συγκέντρωση του πολυµερούς (HPMC και 

άγαρ) αυξάνεται και ο ρυθµός εστεροποίησης κατά τη σύνθεση του λαυρικού 

εξυλεστέρα που καταλύεται από λιπάση από Mucormiehei, σε ισοοκτάνιο ή σε 

σύστηµα χωρίς διαλύτη (Delimitsou et al.  2002, Blattner et al. 2006). 

 

1.3.5. Εφαρµογές: 

Τα οργανοπηκτώµατα παρουσιάζουν σηµαντικά πλεονεκτήµατα, τα οποία 

αξιοποιούνται σε διάφορες εφαρµογές. Μέχρι σήµερα, έχουν χρησιµοποιηθεί 

συστήµατα ζελατίνης βασισµένα σε µικρογαλάκτωµα ΑΟΤ, µε σκοπό τη σύνθεση, σε 

ερευνητική κλίµακα, µεγάλου αριθµού εστέρων. Οι συνθέσεις αυτές έχουν 

πραγµατοποιηθεί σε µικρούς αντιδραστήρες διαλείποντος έργου και σε αυλωτούς 

αντιδραστήρες, σε θερµοκρασίες της τάξης των 20 °C (Rees et al. 1991). Τα 

οργανοπηκτώµατα έχει δειχθεί ότι µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως βιοκαταλύτες σε 

στερεή φάση προσφέροντας συγκρίσιµα αποτελέσµατα, και καµιά φορά υψηλότερη 

ενζυµική δραστικότητα από τα αντίστοιχα υγρά συστήµατα 

µικρογαλακτώµατος/ενζύµου (Jenta et al. 1997β, Xenakis and Stamatis 1999, Pastou 

et al. 2000, Delimitsou et al. 2002, de Maria et al. 2004, Blattner et al. 2006, 

Zoumpanioti et al. 2006).  

Εκτός των παραπάνω πλεονεκτηµάτων, τα οργανοπηκτώµατα από 

βιοπολυµερή όπως το HPMC και το HPC (υδόξυ-πρόπυλο-κυτταρίνη) που 

βασίζονται σε µικρογαλακτώµατα λεκιθίνης µπορούν κάλλιστα να χρησιµεύσουν ως 
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υλικά διαδερµικής µεταφοράς φαρµάκων. Τα µικρογαλακτώµατα λεκιθίνης σ’ αυτή 

την περίπτωση δηµιουργούνται προσθέτοντας τη κατάλληλη ποσότητα νερού σε 

διάλυµα λεκιθίνης και αιθανόλης σε έναν µη πολικό οργανικό διαλύτη. Το ιξώδες 

αυτών των µικρογαλακτωµάτων είναι ιδιαίτερα χαµηλό και µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

στην παρασκευή οργανοπηκτωµάτων που αποτελούνται από βιοσυµβατά φυσικά 

πολυµερή και νερό ή αιθανόλη (Zoumpanioti et al. 2004). 

Επιπλέον, αξίζει να αναφερθεί ότι συστήµατα παραγώγων κυτταρίνης 

παρουσιάζουν τόσο µηχανική, όσο και θερµική σταθερότητα (Zoumpanioti et al. 

2010β). Συγκεκριµένα, έχει διαπιστωθεί ότι ακινητοποιηµένες λιπάσες σε πήκτωµα 

µε HPMC διατηρούν την δραστικότητα τους ακόµα και στους 50°C, ενώ οι 

οργανογέλες είναι σταθερέςακόµα και σε υψηλότερες θερµοκρασίες (Zoumpanioti et 

al. 2008). Τέλος, τα πηκτώµατα δίνουν λύση στο πρόβληµα ανάκτησης του προϊόντος 

αλλά και της αναγέννησης του βιοκαταλύτη (Delimitsou et al. 2002, Blattner et al. 

2006, Zoumpanioti et al. 2006, Zoumpanioti et al. 2010β), γεγονός που τα καθιστά 

ιδανικά για την χρήση τους στη βιοµηχανική παραγωγή. 

 

 

1.4. Εστεροποίηση 

 

 Η εστεροποίηση είναι µια χηµική αντίδραση κατά την οποία µια αλκοόλη και 

ένα οξύ σχηµατίζουν εστέρα και νερό. Είναι µια αντιστρεπτή αντίδραση και µια από 

τις πιο απλές και ευρέως διαδεδοµένες οργανικές µετατροπές. Οι εστέρες είναι κοινοί 

στην οργανική χηµεία και στα βιολογικά υλικά, και συνήθως έχουν µια 

χαρακτηριστική, ευχάριστη, φρουτώδη οσµή. Αυτό οδηγεί στην εκτεταµένη χρήση 

τους στην βιοµηχανία τροφίµων και αρωµατοποιίας.  

Οι λιπάσες παίζουν καταλυτικό ρόλο στην παραγωγή εστέρων από 

καρβοξυλικά οξέα και αλκοόλες. Τέτοιοι εστέρες εφαρµόζονται ευρέως στη 

βιοµηχανία τροφίµων ως συστατικά πoυ ενισχύουν το άρωµα και τη γεύση των 

τροφών. Η εστεροποίηση καταλυόµενη από λιπάσες, φαίνεται να είναι µια καλή 

εναλλακτική προσέγγιση για την επίτευξη χηµικών αντιδράσεων . Για την ακρίβεια, η 

σύνθεση εστέρων µε τη χρήση λιπασών µπορεί να πραγµατοποιηθεί σε θερµοκρασία 

δωµατίου και ατµοσφαιρικής πίεσης, αλλά και σε ουδέτερο pH, σε αντιδραστήρες 

διαλείποντος, ηµιδιαλείποντος ή συνεχούς έργου. Τα προϊόντα που προκύπτουν µε 
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αυτή τη µέθοδο έχουν λιγότερες προσµίξεις σε σύγκριση µε τα προϊόντα που 

προκύπτουν µε χηµικές µεθόδους. 

Η αξιοποίηση µη συµβατικών µέσων επέτρεψε την πραγµατοποίηση ενός 

µεγάλου αριθµού αντιδράσεων εστεροποίησης µεταξύ λιπαρών οξέων και αλκοολών, 

εκτός από την εστεροποίηση γλυκερόλης µε λιπαρά οξέα. Οι εστέρες, που αποτελούν 

τα προϊόντα των αντιδράσεων αυτών, έχουν µεγάλο βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον και 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν στη βιοµηχανία απορρυπαντικών, τροφίµων, στη 

σύνθεση χρήσιµων χηµικών και φαρµακευτικών προϊόντων, καθώς και στην 

παραγωγή χαρτιού και καλλυντικών. 

Από την άλλη πλευρά, τα φαινολικά οξέα έχουν προσελκύσει το επιστηµονικό 

ενδιαφέρον καθώς αποτελούν φυσικά αντιοξειδωτικά που προκαλούν µείωση των 

ελευθέρων ριζών στον οργανισµό. Συνεπώς, έχουν πραγµατοποιηθεί µελέτες για τις 

αντιδράσεις των φαινολικών οξέων, µε σκοπό την εφαρµογή τους σε τοµείς, όπως η 

ιατρική και η φαρµακευτική. Γενικά, έχει διαπιστωθεί ότι τα φαινολικά οξέα και οι 

εστέρες των φαινολικών οξέων παρουσιάζουν αντιοξειδωτική και αντικαρκινική 

δράση. Ωστόσο, η δυσκολία που έχουν τα φαινολικά οξέα ως προς τη διαλυτοποίησή 

τους σε διάφορα µέσα εµποδίζει την ευρεία χρήση των φαινολικών οξέων. Για το 

σκοπό αυτό, τα φαινολικά οξέα τροποποιούνται µέσω εστεροποίησης µε αλκοόλες, 

ώστε να είναι διαλυτά σε µέσα που βασίζονται σε έλαια. 

Τέλος, πρέπει να αναφερθεί ότι ιδιαίτερο τεχνολογικό ενδιαφέρον 

παρουσιάζουν και οι εστέρες των τερπενίων. Οι τερπενικοί εστέρες των λιπαρών 

οξέων είναι ευρέως διαδεδοµένοι στην βιοµηχανία τροφίµων, αρωµατοποιίας και 

φαρµάκων.Στο παρελθόν χρησιµοποιούνταν µέθοδοι όπως η εκχύλιση από φυτικά 

αιθέρια έλαια και η άµεση βιοσύνθεση µέσω της ζύµωσης, για την παραγωγή γεύσης 

και αρώµατος. Παρόλα αυτά, αυτές οι µέθοδοι παρουσίαζαν υψηλό κόστος 

επεξεργασίας και χαµηλή απόδοση παραγωγής του επιθυµητού προϊόντος. Τα 

τελευταία χρόνια, υπάρχει ένα µεγάλο ενδιαφέρον για την χρήση της ενζυµικής 

µετατροπής αντί αυτών των παραδοσιακών µεθόδων για την παραγωγή φυσικών 

προϊόντων και αρωµάτων. Τα προϊόντα της ενζυµικά καταλυόµενης αντίδρασης 

µπορούν να θεωρηθούν φυσικά και να προσδώσουν υψηλή προστιθέµενη αξία (Gilles 

et al. 1987, Armstrong et al. 1989). 
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1.5. Λιπαρά Οξέα 

 

Είναι αλειφατικά µονοκαρβοξυλικά οξέα που περιέχονται σε ένα ζωικό ή 

φυτικό λίπος, έλαιο ή κερί. Τα φυσικά λιπαρά οξέα συνήθως αποτελούνται από µια 

ευθεία ανθρακική αλυσίδα, µε ζυγό αριθµό ατόµων άνθρακα, τα οποία µπορεί να 

είναι κορεσµένα ή ακόρεστα. Τα διακρίνουµε στις παρακάτω κατηγορίες ανάλογα µε 

τους διπλούς δεσµούς (The Gold Book, 1997). 

• Κορεσµένα: Τα κορεσµένα λιπαρά οξέα δεν περιέχουν διπλούς δεσµούς ή 

άλλες χαρακτηριστικές οµάδες κατά µήκος της αλυσίδας. Ο όρος 

«κορεσµένα» αναφέρεται στο υδρογόνο που όλοι οι άνθρακες (εκτός από την 

καρβοξυλική οµάδα -COOH) περιέχουν σε όσο το δυνατόν µεγαλύτερο 

αριθµό. Σχηµατίζουν, επίσης, ευθύγραµµες αλυσίδες µε αποτέλεσµα να είναι 

ικανά να σχηµατίσουν ισχυρούς δεσµούς επιτρέποντας στους ζωντανούς 

οργανισµούς να αποθηκεύουν χηµική ενέργεια σε µεγάλη πυκνότητα. Τέλος 

οι ζωικοί λιπαροί ιστοί περιέχουν µεγάλες ποσότητες κορεσµένων λιπαρών 

οξέων µε µεγάλου µήκους αλυσίδα. 

 

• Ακόρεστα: Τα ακόρεστα λιπαρά οξέα είναι παρόµοιας µορφής µε τα 

κορεσµένα, εκτός από το γεγονός ότι κατά µήκος της αλυσίδας τους υπάρχουν 

µία ή περισσότερες χαρακτηριστικές οµάδες αλκενίων, µε κάθε αλκένιο να 

αντικαθιστά ένα τµήµα της αλυσίδας -CH2-CH2- µε ένα τµήµα -CH=CH-. Τα 

δύο γειτονικά άτοµα άνθρακα(C) στην αλυσίδα µπορούν να εµφανίσουν cis ή 

trans διαµόρφωση. 

 

• Βασικά λιπαρά οξέα: Το ανθρώπινο σώµα µπορεί να παράγει όλα τα λιπαρά 

οξέα που χρειάζεται, εκτός από δύο: το λινολεϊκό και το α-λινολενικό οξύ, τα 

οποία είναι ευρέως διαδεδοµένα στα φυτικά έλαια. Άρα, ο οργανισµός µας θα 

πρέπει να προµηθευτεί τα δύο προαναφερθέντα λιπαρά οξέα από την τροφή 

του, γι’ αυτό το λόγο ονοµάζονται βασικά. Τα βασικά λιπαρά οξέα είναι 

απαραίτητα για την λειτουργία πολλών συστηµάτων του ανθρώπινου 

σώµατος, συµπεριλαµβανοµένου του ανοσοποιητικού και του κυκλοφορικού, 

καθώς χρησιµοποιούνται για την σύνθεση ουσιών όπως οι προσταγλαδίνες. Ο 

εγκέφαλος έχει ανάγκη από αυξηµένες ποσότητες παραγώγων λινολεϊκών και 

α-λινολενικών οξέων. Αλλαγές στα επίπεδα και στην ισορροπία αυτών των 
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λιπαρών οξέων εξαιτίας µιας τυπικής δυτικής διατροφής, η οποία είναι 

πλούσια σε ω-6 και φτωχή σε ω-3 λιπαρά οξέα, πιστεύεται ότι σχετίζονται µε 

την αλλαγή της συµπεριφοράς συµπεριλαµβανοµένης της κατάθλιψης και της 

βίας. Βέβαια, η πραγµατική σχέση, αν υπάρχει, βρίσκεται υπό διερεύνηση. 

Μέχρι στιγµής, τουλάχιστον 4 µελέτες σε ανθρώπους έχουν δείξει ότι 

υποστηρίζεται η παραπάνω άποψη (Honoré et al. 1994, Herbaut et al. 2006, 

Landmark et al. 2006, Reiffel and McDonald 2006). 

 

• Εφαρµογές: Τα λιπαρά οξέα εµφανίζουν πληθώρα εφαρµογών σε: 

� ∆ιατροφή: Τα λιπαρά οξέα DHA (Docosahexanoic acid) και EPA 

(Eicosapentaeneoic acid) είναι βασικά πολυακόρεστα λιπαρά οξέα 

(PUFA) στην ανθρώπινη διατροφή. Αυτά τα PUFA µπορούν να 

µειώσουν τον κίνδυνο εµφάνισης της στεφανιαίας νόσου και να 

περιορίσουν φλεγµονώδεις ασθένειες. 

� Φάρµακα: Τα DHA και άλλα PUFA µπορούν να τροποποιηθούν 

χηµικά, προσθέτοντας ή αλλάζοντας χαρακτηριστικές οµάδες στα 

διάφορα τµήµατα του µορίου (συνδυαστική χηµεία), έτσι ώστε να 

βελτιώσουν/αλλάξουν την βιοενεργότητα και να ανοίξουν δρόµο για 

τη σύνθεση νέων φαρµακευτικών προϊόντων. 

� Άλλες εφαρµογές: Σχετίζονται µε αντιµικροβιακά, αγροχηµικά, 

καλλυντικά και αντιµηκυτιακά προϊόντα. 

 

Εστέρες λιπαρών οξέων 

Το βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον όµως στρέφεται κυρίως προς τους εστέρες των 

λιπαρών οξέων. Αυτοί οι εστέρες είναι χρήσιµες χηµικές ενώσεις που 

χρησιµοποιούνται στην κατασκευή καλλυντικών, απορρυπαντικών και 

επιφανειοενεργών. Παράγονται, συνήθως, σε αντιδραστήρες διαλείποντος έργου µε 

οµοιογενή κατάλυση. Αυτός ο τρόπος παραγωγής όµως εµφανίζει κάποιους 

σηµαντικούς περιορισµούς. Πρώτον, µια δαπανηρή διεργασία µέσω απόσταξης είναι 

απαραίτητη για την επαναχρησιµοποίηση της αλκοόλης και τον καθαρισµό του 

προϊόντος. ∆εύτερον, οι καταλύτες χάνονται, προάγουν δευτερογενείς αντιδράσεις 

και δηµιουργούν προβλήµατα µόλυνσης.  

Οργανικές όξινες ρητίνες ιοντο-ανταλλαγής µπορούν να εφαρµοστούν αλλά 

δεν είναι κατάλληλες σε θερµοκρασίες υψηλότερες των 140°C. Εναλλακτικά, στερεοί 
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όξινοι καταλύτες, µας παρέχουν µια ικανοποιητική θερµοδυναµική σταθερότητα 

(Omota et al. 2003). 

 

 

1.6 Φαινολικά Οξέα 

 
Τα φαινολικά οξέα είναι προϊόντα µεταβολισµού των φυτών, ευρέως 

διαδεδοµένα µέσα στο φυτικό βασίλειο. Συγκεκριµένα, ανήκουν στα φυσικά 

αντιοξειδωτικά που προκαλούν µείωση των ελευθέρων ριζών στον οργανισµό που 

προκύπτουν από το άγχος, την κακή διατροφή, την ρύπανση, το κάπνισµα και άλλους 

παράγοντες. Γίνεται λοιπόν προσπάθεια για την µείωση αυτών των ενώσεων στον 

οργανισµό και την αποφυγή των αρνητικών συνεπειών που έχουν στην υγεία του 

ανθρώπου. Έτσι, αρκετές ερευνητικές οµάδες µελετούν αντιδράσεις των φαινολικών 

οξέων, µε σκοπό την εφαρµογή τους στον ιατροφαρµακευτικό τοµέα. (Fry 1979). 

Το επιστηµονικό ενδιαφέρον για τα φαινολικά οξέα αφορά στον δυναµικό, 

προστατευτικό τους ρόλο µέσω της απορρόφησης τους από φρούτα και λαχανικα, 

εναντίον ασθενειών όπως η στεφανιαία νόσος, το έµφραγµα και διάφορες µορφές 

καρκίνου. Μείγµατα φαινολικών οξέων είναι απαραίτητα για την ανάπτυξη και την 

αναπαραγωγή των φυτών και είναι προϊόντα της άµυνας τραυµατισµένων φυτών 

ενάντια στα παθογόνα (Paul and Moulik 2001). Λόγω των αντιοξειδωτικών ιδιοτήτων 

των φαινολικών οξέων και ιδιαίτερα των παραγώγων του κινναµωµικού οξέος 

(Shahidi et al. 1992), έχει µεγάλη σηµασία η χρήση τους σε βιοµηχανική κλίµακα. 

(Paul and Moulik 2001). 

 Η απορρόφηση και η βιοδιαθεσιµότητα των φαινολικών οξέων στον άνθρωπο 

είναι αµφισβητήσιµη. Τα δεδοµένα στα παραπάνω θέµατα, που σχετίζονται µε τα 

φαινολικά οξέα, είναι ελάχιστα (Paul and Moulik 2001) και υφίσταται ανάγκη για 

εκτεταµένη έρευνα. 

• Εφαρµογές:  

� Τα φαινολικά οξέα και οι εστέρες των φαινολικών οξέων παρουσιάζουν 

αντιοξειδωτική και αντικαρκινική δράση (Chimi et al. 1991, Liu et al. 

1995).  

� Σακχαρικοί εστέρες ποικίλων φαινολικών οξέων, αποµονωµένοι από φυτά 

ως φαινολικοί γλυκοσιδιωµένοι εστέρες, είναι ενεργά φαρµακευτικά 

συστατικά και φαίνεται να έχουν αντιµικροβιακή δράση καθώς και δράση 

εναντίον των ιών (Tawata et al. 1996).  
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� Βοηθάνε στην αύξηση της αντίστασης της HDL χοληστερόλης στο 

παραγόµενο οξειδωτικό stress (Paul and Moulik 2001). 

� Τέλος, µέχρι σήµερα, πολλά υδροξυκινναµωµικά οξέα, όπως το φερουλικό 

και το κουµαρικό οξύ έχουν βρει ευρεία βιοµηχανική εφαρµογή.  

Τα πιο σηµαντικά φαινολικά οξέα είναι υδατοδιαλυτά, περιορίζοντας την 

χρησιµοποίησή τους σε ελαιώδη τρόφιµα, όπου προκύπτει πρόβληµα όταν 

συνυπάρχει µια υδατική φάση (Schuler 1990). Έτσι, η τροποποίηση των φυσικών 

φαινολικών οξέων (συµπεριλαµβανοµένων των παραγώγων του κινναµωµικού οξέος) 

µέσω της εστεροποιήσεώς τους µε αλειφατικές αλκοόλες µπορεί να χρησιµοποιηθεί 

ως µέσο για τη µεταβολή της διαλυτότητάς τους σε λίπη και έλαια διευρύνοντας τη 

χρησιµότητά τους ως αντιοξειδωτικά πρόσθετα των τροφίµων καθώς επίσης και την 

εφαρµογή τους στην κοσµητολογία  (Stamatis et al. 1999α, Stamatis et al. 2001, Priya 

and Chada 2003, Figueroa-Espinoza and Villeneuve 2005). 

∆ιάφοροι οργανικοί διαλύτες έχουν δοκιµαστεί ως µέσο αντίδρασης για την 

εστεροποίηση των φαινολικών οξέων (Priya and Chada 2003, Widjaja et al. 2008). Η 

εστεροποίηση των φαινολικών οξέων µε αλειφατικές αλκοόλες καταλυόµενη από 

λιπάσες σε άνυδρους διαλύτες (Compton et al. 2000, Stamatis et al. 2001) ή σε µέσα 

χωρίς διαλύτη (Stamatis et al. 1999α, Weitkamp et al. 2006), έχουν µελετηθεί 

εκτενώς και έχει αποδειχθεί ότι τόσο η ταχύτητα όσο και η απόδοση της 

εστεροποίησης ήταν σηµαντικά χαµηλοί. Σε w/o µικρογαλακτώµατα όµως, η 

εστεροποίηση έχει επιτευχθεί µε µεγάλη απόδοση (Giuliani et al. 2001). Παρόλα 

αυτά, τα φαινολικά οξέα λόγω της πολικότητάς τους παρουσιάζουν χαµηλή 

διαλυτότητα µέσα σε αυτά, ενώ η εφαρµογή των µικρογαλακτωµάτων στη 

βιοµηχανία παρεµποδίζεται από την παρουσία µεγάλης συγκέντρωσης 

επιφανειοενεργών. Ως εναλλακτική λύση έχουν προταθεί τα µικρογαλακτώµατα  

χωρίς επιφανειοενεργό (Topakas et al. 2003, Zoumpanioti et al. 2006) και ιοντικά 

υγρά (Katsoura et al. 2006,  Ambika et al. 2008). Ωστόσο, τα ακινητοποιηµένα 

ένζυµα παραµένουν µία καλή επιλογή για την πραγµατοποίηση της εστεροποίησης 

των φαινολικών οξέων, εξαιτίας της δυνατότητας ανάκτησης του ένζυµου και του 

προϊόντος από την αντίδραση (Zoumpanioti et al. 2010α). Επιπλέον, το κόστος της 

διαδικασίας µπορεί να είναι χαµηλό εξαιτίας της µικρής ποσότητας του ενζύµου που 

απαιτείται για την επίτευξη της κατάλυσης, σε σύγκριση µε τη χρήση ελεύθερου 

ενζύµου.  
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Το 2010, από τους Zoumpanioti και συνεργάτες (Zoumpanioti et al. 2010α) 

προτάθηκε η χρήση ακινητοποιηµένων λιπασών, σε οργανοπήκτωµα από κυτταρίνη 

(HPMC) µε µικρογαλάκτωµα χωρίς επιφανειοενεργό, ως µέσο για την ενζυµική 

εστεροποίηση σχετικά µεγάλων ποσοτήτων φαινολικών οξέων µε 1-οκτανόλη  µέσα 

σε ένα σύστηµα χωρίς διαλύτη. Λιπάσες από στελέχη R. miehei και C. antarctica 

ακινητοποιηµένες σε πήκτωµα από HPMC µπόρεσαν να καταλύσουν αποτελεσµατικά 

την εστεροποίηση των φαινολικών οξέων. Τα υδροξυλιωµένα οξέα µε µία κορεσµένη 

πλευρική αλυσίδα εστεροποιήθηκαν µε υψηλό ρυθµό και µεγάλη απόδοση (έως και 

94%). 

 

 

1.7 Τερπένια 
 

Τα φυτικά αιθέρα έλαια αποτελούνται κυρίως από τερπένια. Τα τερπένια είναι 

µικρά οργανικά µόρια που εµφανίζουν τεράστια ποικιλοµορφία ως προς τη δοµή 

τους. Σήµερα γνωρίζουµε τη δοµή χιλιάδων τερπενίων, µερικά από τα οποία είναι 

υδρογονάνθρακες, άλλα περιέχουν άτοµα οξυγόνου, άλλα είναι µόρια ανοιχτής 

αλυσίδας και άλλα περιέχουν δακτυλίους (Mc Murry John, 1999). 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσιάζουν οι εστέρες των τερπενικών αλκοολών µε 

λιπαρά οξέα µικρής αλυσίδας, καθώς είναι αιθέρια έλαια που χρησιµοποιούνται 

ευρέως στον τοµέα των τροφίµων, των καλλυντικών και των φαρµάκων, ως 

συστατικά για την ενίσχυση της γεύσης και του αρώµατος των προϊόντων. Μεταξύ 

αυτών, σηµαντικότεροι είναι οι οξικοί, οι προπιονικοί και οι βουτυρικοί εστέρες των 

άκυκλων τερπενικών αλκοολών,  όπως η γερανιόλη και η νερόλη. Η νερόλη και η 

γερανιόλη είναι cis και trans ισοµερή (Εικόνα 1.6) µε χηµική ονοµασία 3,7- 

διµέθυλο-οκτα-2,6-διεν-1-όλη, τα οποία έχουν γλυκιά οσµή. 

 
 
 

 

 

 

 

                         Εικόνα 1.6: Χηµικές δοµές γερανιόλης και νερόλης 

Γερανιόλη Νερόλη 
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Παραδοσιακά αυτοί οι εστέρες παράγονται µε διάφορες µεθόδους, όπως η 

χηµική σύνθεση, η ζύµωση και η εκχύλιση από φυσικά προϊόντα (Croeteau et al. 

1980, Welsh et al. 1989). Ωστόσο, οι παραπάνω µέθοδοι δεν εξασφαλίζουν υψηλές 

απδοδόσεις του επιθυµητού προϊόντος και το κόστος τους είναι απαγορευτικό για την 

εφαρµογή τους στην παραγωγική διαδικασία (Armstrong et al. 1989). Με το 

ενδιαφέρον να εστιάζει σε προϊόντα φυσικής προελεύσεως, η βιοµηχανία στρέφεται 

προς τη βιοτεχνολογία µε σκοπό την παραγωγή φυσικών αρωµάτων µε τη χρήση 

ενζυµικών µεθόδων (Armstrong et al. 1989, Welsh et al. 1989).  

Η σύνθεση τερπενικών εστέρων καταλυόµενη από λιπάσες, µέσω άµεσης 

εστεροποίησης (Langrand et al. 1988, Stamatis et al. 1993α, Claon and Akoh 1994α, 

Karra-Chaabouni et al. 1996) και µετεστεροποίησης (Langrand et al. 1988, 

Chulalaksananukul et al. 1992, Claon and Akoh 1994β, de Castro et al. 1997) σε µέσα 

χαµηλής περιεκτικότητας σε νερό έχει ήδη µελετηθεί. ∆υστυχώς όµως η απόδοση της 

αντίδρασης για τη σύνθεση τερπενικών εστέρων µικρής αλυσίδας, στηνπερίπτωση 

της άµεσης εστεροποίησης, ήταν ιδιαίτερα χαµηλή. Σύµφωνα µε τους επιστήµονες, 

αυτό οφειλόταν πιθανά στην παραγωγή του οξικού οξέος, το οποίο δρούσε ως 

αναστολέας του ενζύµου. Για το λόγο αυτό, προτιµάται η µέθοδος της 

µετεστεροποίησης κατα την οποία χρησιµοποιούνται διάφοροι ακυλο-δότες όπως ο 

οξικός προπυλεστέρας, ο οξικός ισοπροπυλεστέρας και οι ανυδρίτες των λιπαρών 

οξέων. 

 

 

1.8  Συστήµατα συνεχούς ροής 

 
Είναι ευρέως γνωστό ότι από τα αρχαία χρόνια, ο άνθρωπος εκµεταλλευόταν 

τις διεργασίες ζύµωσης για την παραγωγή διαφόρων προϊόντων, όπως κρασί, µπύρα 

και ψωµί.  Ωστόσο, µόνο τα τελευταία 200 χρόνια έχουν αναπτυχθεί µέθοδοι και 

εργαλεία που επιτρέπουν στους επιστήµονες τη χρήση των βιοκαταλυτών στο 

εργαστήριο. (Halling and Kvittingen 1999, Wandrey et al. 2000). Ειδικότερα, τα 

τελευταία χρόνια, µέσω των εργαλείων και των δυνατοτήτων που προσφέρει η 

µοριακή βιολογία είναι εφικτό ένας βιοκαταλύτης να τροποποιηθεί ώστε να φέρει 

µόνο επιθυµητά χαρακτηριστικά. Τέτοια χαρακτηριστικά αφορούν: α. τη βέλτιστη 

δυνατή καταλυτική δραστικότητα, καθώς σε πολλές περιπτώσεις οι συνθήκες 

αντίδρασης (pH και θερµοκρασία) δεν είναι ευνοϊκές για το ένζυµο, µε αποτέλεσµα 
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τη µείωση της δραστικότητας του ή ακόµα και στη µετουσίωση του, και β. την 

εξειδίκευση ως προς µια συγκεκριµένη αντίδραση (Nikolova and Ward 1993, Salter 

and Kelt 1995, Kragl et al. 1996, Ueda and Tanaka 2000, Chen R. 2007, Dambrosky 

and Brezovsky 2009), καθώς είναι γνωστό ότι υπάρχει σηµαντικός περιορισµός στην 

επιλεκτικότητα των ενζύµων ως προς το υπόστρωµα και τον τύπο της αντίδρασης που 

καταλύουν.  

 Παρ' όλα αυτά τα επιτεύγµατα, εξακολουθούν να υφίστανται ορισµένα 

προβλήµατα όσον αφορά τη χρήση των βιοκαταλυτών σε εργαστηριακή κλίµακα. Τα 

εν λόγω προβλήµατα σχετίζονται µε την σταθερότητα, την καθαρότητα, τη 

διαθεσιµότητα και την ανάγκη του ενζύµου για συµπαράγοντες. Επιπλέον, σε πολλές 

περιπτώσεις, τα προϊόντα της αντίδρασης δρούν και ως αναστολείς για το ένζυµο 

(Kragl et al. 1996, Chartrain et al. 2001). Κάποιες από αυτές τις δυσκολίες µπορούν 

να ξεπεραστούν µε τη χρήση ολόκληρων κυττάρων. Η βιωσιµότητα όµως των 

κυττάρων, η χαµηλή έκφραση του ενζύµου που µας ενδιαφέρει καθώς και η ύπαρξη 

παράπλευρων αντιδράσεων, είναι µερικά από τα προβλήµατα που πρέπει να 

αντιµετωπιστούν σε ένα τέτοιο σύστηµα βιοκατάλυσης (Ueda and Tanaka 2000, Chen 

R. 2007). 

Από την άλλη πλευρά, για τη σύνθεση των επιθυµητών ουσιών σε επίπεδο 

βιοµηχανίας, χρησιµοποιούνται ως καταλύτες ανόργανα οξέα, αλκαλικοί καταλύτες, 

ισχυρά οξέα και βάσεις. Ωστόσο, η χρήση τέτοιου τύπου καταλυτών συνοδεύεται από 

υψηλή κατανάλωση ενέργειας λόγω της απαίτησης για υψηλές θερµοκρασίες και/ή 

υψηλές πιέσεις, ενώ οι διαδικασίες που ακολουθούνται συνήθως µεταβάλουν τα 

οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των προϊόντων, οδηγούν σε χαµηλής ποιότητας 

προϊόντα, έχουν µικρές αποδόσεις, ενώ ευνοούν και την εµφάνιση πολλών 

παραπροϊόντων εµποδίζοντας την αποµόνωση του επιθυµητού προϊόντος. Οι ακραίες 

συνθήκες που απαιτούνται µπορούν επίσης να οδηγήσουν σε σοβαρή φθορά του 

χρησιµοποιούµενου εξοπλισµού. 

Προς επίλυση αυτών των προβληµάτων, η χρήση των ενζύµων ως 

βιοκαταλυτών ελκύει όλο και περισσότερο το ενδιαφέρον, αφού η βιοκατάλυση 

αποτελεί µη ενεργειοβόρο και φιλική προς το περιβάλλον διεργασία η οποία σε 

αντίθεση µε την παραδοσιακή µεταλλο- και οργανική κατάλυση στη χηµική σύνθεση 

είναι διαδικασία µε υψηλότερη απόδοση η οποία περιορίζει ή και εµποδίζει τελείως 

την εµφάνιση παραπροϊόντων και δίνει αποτελέσµατα υψηλής ποιότητας. Για το λόγο 

αυτό, δεν προκαλεί ιδιαίτερη εντύπωση το γεγονός ότι η χρήση των λιπασών για την 
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κατάλυση οργανικών αντιδράσεων κερδίζει συνεχώς έδαφος. Αυτό οφείλεται κυρίως 

στη σταθερότητα που εµφανίζουν οι λιπάσες µέσα σε οργανικούς διαλύτες όπως 

επίσης και στην υψηλή διαθεσιµότητα, το χαµηλό κόστος και τη µη απαίτηση για 

συµπαράγοντα. Ωστόσο, ακόµη και µε τη χρήση ενός τόσο «εύκολου» βιοκαταλύτη, 

υπάρχουν διεργασίες που εξακολουθούν να έχουν µεγαλούς χρόνους αντίδρασης και 

χαµηλές αποδόσεις.  

 Σε εργαστηριακή κλίµακα, η παραγωγή χηµικών ουσιών πραγµατοποείται 

ασυνεχώς σε διαλείποντος έργου αντιδραστήρες, µε τη χρήση εµπορικά διαθέσιµων 

ακινητοποιηµένων ενζύµων ή µε ένζυµα εγκλωβισµένα σε µικρογαλακτώµατα 

(Giuliani et al. 2001, Zoumpanioti et al. 2006). Η παρουσία ωστόσο, του 

επιφανειοενεργού είναι και το µειονέκτηµα αυτών των συστηµάτων αφού καθιστά 

την αποµόνωση των προϊόντων δύσκολη και δαπανηρή. Για βιοµηχανικούς σκοπούς, 

συνήθως προτείνεται η χρήση των ελεύθερων λιπασών σε αντιδραστήρες 

διαλείποντος έργου, λόγω του υψηλού κόστους των ακινητοποιηµένων ενζύµων και 

της ανάγκης για επαναχρησιµοποίηση  του βιοκαταλύτη (Wandrey et al. 2000, 

Chartrain et al. 2001). Όµως, η χρήση ελεύθερων ενζύµων καθιστά ιδιαίτερα 

δύσκολη τόσο την αποµόνωση του προϊόντος όσο και την αναγέννηση του 

βιοκαταλύτη από το διάλυµα αντίδρασης, µε σκοπό την επαναχρησιµοποίηση του. 

Για το λόγο αυτό, η χρήση των ακινητοποιηµένων ενζύµων σε στερεά µέσα 

(π.χ. οργανοπηκτώµατα) κερδίζει συνεχώς έδαφος. H ακινητοποίηση του 

βιοκαταλύτη όχι µόνο διευκολύνει την αποµόνωση του προϊόντος, αλλά και καθιστά 

ευκολότερη την πρόσβαση των αντιδρώντων στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου. 

Επιπλέον, ενισχύει την αντίστασή τους στην αδρανοποίηση από διάφορους 

µετουσιωτές (Chebil et al. 2006). Η χρήση, εποµένως, ακινητοποιηµένων ενζύµων 

προτείνεται ως λύση για ένα σηµαντικό πρόβληµα της παραγωγής των συστατικών 

που παρουσιάζουν ενδιαφέρον για πολλές βιοµηχανίες. 

Το δεύτερο πρόβληµα που καλείται να αντιµετωπίσει η βιοµηχανία είναι η 

τεχνική και οικονοµική βελτίωση των διεργασιών που ακολουθούνται για να 

επιτευχθούν οι επιθυµητές βιοµετατρπές. Τις τελευταίες δεκαετίες η επιστηµονική 

κοινότητα ενδιαφέρεται όλο και περισσότερο για την χρήση νέων τεχνολογιών µε 

σκοπό να επιτύχουν το καλύτερο δυνατό αποτέλεσµα. Υπάρχουν πολλές καινοτόµες 

ιδέες και τεχνολογίες που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία. Μερικές από αυτές 

αναφέρονται στη χρήση ακτινοβολίας µικροκυµάτων, ιοντικών υγρών και 

υπερκρίσιµων ρευστών (Nikolova and Ward 1993, Madeira Lau et al. 2000, Jain et al. 
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2005, Zhao et al. 2009, Zhao H. 2010). Επίσης, στο πεδίο των καινοτόµων 

τεχνολογιών έχουν εισέλθει και τα συστήµατα συνεχούς ροής, παρά το γεγονός ότι 

είναι µια µεθοδολογία που υπάρχει από το παρελθόν. Τα συστήµατα αυτά, 

θεωρούνται ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο για την επίτευξη νέων αντιδράσεων. 

Επιπλέον, πολλές µελέτες έχουν αναφερθεί στα συστήµατα συνεχούς ροής ως µία 

τεχνική που µπορεί να βελτιώσει της ενζυµικές αντιδράσεις (Rao et al. 2009). 

Οι αντιδραστήρες συνεχούς ροής είναι οικονοµικά πιο αποτελεσµατικοί από 

τους συµβατικούς αντιδραστήρες διαλείποντος έργου και οδηγούν σε αντιδράσεις 

υψηλότερης απόδοσης (Watanabe et al. 2001). Ιδιαίτερα στην περίπτωση των 

βιοαντιδραστήρων, σε έναν αντιδραστήρα διαλείποντος έργου τα ένζυµα που 

χρησιµοποιούνται µπορούν εύκολα να υποστούν µετουσίωση ή αποδέσµευση από το 

φορέα ακινητοποίησης λόγω της διατµητικής τάσης που προκαλείται από τη χρήση 

µηχανικής ανάδευσης. Ένα ακόµα πλεονέκτηµα των αντιδραστήρων συνεχούς ροής 

είναι ότι καθιστά εφικτή την βιοµετατροπή συστατικών µε χαµηλή διαλυτότητα 

(όπως είναι τα φαινολικά οξέα), αφού επιτρέπει τη χρήση µεγάλων όγκων 

διαλυµάτων χαµηλής περιεκτικότητας στο εν λόγω υπόστρωµα. Έτσι, στις 

περισσότερες περιπτώσεις η χρήση του αντιδραστήρα συνεχούς ροής προτιµάται από 

τον αντιδραστήρα διαλείποντος έργου (Nie et al. 2006, Royon et al. 2007). 

 

1.8.1 Κατηγορίες αντιδραστήρων συνεχούς ροής 

 Στη βιβλιογραφία αναφέρονται αρκετά είδη συστηµάτων συνεχούς ροής. Τα 

κυριότερα από αυτά είναι: 

� Οι αντιδραστήρες σταθερής κλίνης (Packed bed reactors ή Fixed bed 

reactors). Οι αντιδραστήρες αυτοί είναι είτε συνεχούς λειτουργίας (δηλ. 

ανοικτό σύστηµα µε συνεχή εισαγωγή και εκροή αντιδρώντων/ προϊόντων), 

είτε ασυνεχούς λειτουργίας (δηλ. κλειστό σύστηµα στο οποίο δεν υπάρχουν 

εισερχόµενες και εξερχόµενες ροές). Τα πρότυπα ανάµιξης και ροής στους 

αντιδραστήρες αυτούς είναι σύνθετα. Για το λόγο αυτό, ακόµα και η 

µαθηµατική ανάλυση είναι αρκετά περίπλοκη. Οι καταλυτικοί αντιδραστήρες 

σταθερής κλίνης έχουν υψηλό κόστος κατασκευής, πράγµα που περιορίζει τη 

χρησιµοποίησή τους σε µεγάλης κλίµακας διεργασίες. Τα κύρια 

πλεονεκτήµατα των αντιδραστήρων αυτού του τύπου είναι ότι: α. δεν 

υπάρχουν µεγάλες θερµοκρασιακές διαφορές στην κλίνη, δηλαδή 

επιτυγχάνουµε άριστο έλεγχο της θερµοκρασίας, και β. η αποµάκρυνση και 
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αναγέννηση του καταλύτη µπορεί να γίνει χωρίς να σταµατήσει η λειτουργία 

του αντιδραστήρα. 

� Οι αντιδραστήρες ροής πλήρους ανάµιξης (Continuous stirred tank 

reactor). Οι αντιδραστήρες του τύπου αυτού λειτουργούν συνήθως σε µόνιµη 

κατάσταση που σηµαίνει ότι η εισροή µάζας στον αντιδραστήρα είναι 

σταθερή και ίση µε την εκροή µάζας από αυτόν. Οι συγκεντρώσεις των 

αντιδρώντων και των προϊόντων, όπως επίσης η θερµοκρασία του 

αντιδρώντος µίγµατος, είναι ανεξάρτητες της θέσης τους στο χώρο του 

αντιδραστήρα. Το ιδανικό αυτό µοντέλο αντιδραστήρα είναι κατάλληλο για τη 

διεξαγωγή χηµικών αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα σε υγρή φάση.    

� Οι αντιδραστήρες εµβολικής ροής (Plug flow reactor). Οι αντιδραστήρες 

αυτοί ονοµάζονται και αυλωτοί αντιδραστήρες εµβολικής ροής, λόγω της 

φυσικής τους διαµόρφωσης (αυλοί) και των συνθηκών ροής (εµβολικής ροής). 

Στους αντιδραστήρες εµβολικής ροής οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων 

και η θερµοκρασία µεταβάλλονται κατά την αξονική κατεύθυνση, αλλά είναι 

ανεξάρτητες της ακτινικής θέσης τους στον αντιδραστήρα (επικρατούν 

οµοιόµορφες συνθήκες σε µια διατοµή του αντιδραστήρα). Το ιδανικό αυτό 

µοντέλο µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην ανάλυση της λειτουργίας ενός 

αυλωτού οµοιογενούς αντιδραστήρα (ύπαρξη µίας µόνο φάσης) ή ενός 

αυλωτού ετερογενούς αντιδραστήρα (ύπαρξη δύο φάσεων: ενός καταλύτη και 

µιας υγρής ή αέριας φάσης) (Κυπαρισσίδης Κων/νος, 2008). 

Στις περισσότερες περιπτώσεις χρησιµοποιούνται οι αντιδραστήρες σταθερής 

κλίνης, όταν πρόκειται για βιοκατάλυση σε σύστηµα συνεχούς ροής. Υπάρχουν 

πολλές αναφορές στη βιβλιογραφία σχετικά µε τη χρήση τέτοιου συστήµατος σε 

βιοδεργασίες καταλυόµενες από λιπάση. Λόγω της εύκολης ανάκτησης του 

βιοκαταλύτη και των υψηλών αποδόσεων που προκύπτουν, είναι εµφανές ότι 

πρόκειται για ένα πολύ σηµαντικό εργαλείο για την επίτευξη πολλών βιοδιεργασιών 

βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος (Itabaiana et al. 2013). 

Γενικότερα, ένα πρωτόκολλο που περιλαµβάνει τη χρήση ενός συστήµατος 

συνεχούς ροής, δίνει δυνατότητες που δύσκολα θα µπορούσαν να επιτευχθούν µε 

αντιδραστήρες διαλείποντος έργου. Για παράδειγµα, µια διεργασία σε µεγάλη 

κλίµακα µπορεί να διεξαχθεί µε τη χρήση παράλληλων αντιδραστήρων. ∆ηλαδή, 

συναρµολογώντας αντιδραστήρες σε σειρά, µπορούν να πραγµατοποιηθούν 

συνθέσεις πολλαπλών σταδίων µε ελάχιστη ή και καθόλου απαίτηση για καθαρισµό 
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των προϊόντων ανάµεσα σε δύο στάδια. Η ιδέα αυτή, µπορεί φυσικά να εµπλουτιστεί 

ενσωµατώνοντας και άλλα στάδια, όπως είναι οι µέθοδοι διαχωρισµού ή καθαρισµού 

του προϊόντος (Εικόνα 1.7). 

Επιπλέον, υπάρχουν περιπτώσεις αντιδράσεων για τις οποίες, ο χρόνος που 

απαιτείται για πλήρη µετατροπή των αντιδρώντων είναι αρκετά µεγάλος ώστε να 

επιτευχθεί µε ένα µόνο πέρασµα από το σύστηµα. Στις περιπτώσεις αυτές προτείνεται 

η κυκλική λειτουργία του συστήµατος. Εποµένως, είναι προφανές ότι για τη χρήση 

ενός συστήµατος συνεχούς ροής, ακόµα και σε εργαστηριακή κλίµακα, είναι 

απαραίτητο να ληφθούν υπόψη όχι µόνο χηµικοί αλλά και τεχνικοί παράγοντες για 

την βελτιστοποίηση της διαδικασίας (Jas and Kirschning 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 1.7. Πιθανοί τρόποι συναρµολόγησης αντιδραστήρων συνεχούς ροής για 

διαφορετικές βιοσυνθετικές διεργασίες (Jas and Kirschning 2003). 
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1.8.2. Προοπτικές για το µέλλον 

Η πληθώρα των χηµικών µεθόδων που είναι διαθέσιµες στους επιστήµονες 

δηµιουργεί την εντύπωση ότι µπορεί να παρασκευαστεί κάθε δυνατό µόριο 

ανεξαρτήτως από τη δοµική του πολυπλοκότητα. Αυτή η εντύπωση, ωστόσο, απέχει 

πολύ από την πραγµατικότητα, αφού δεν λαµβάνεται υπόψη το γεγονός ότι πολλές 

συνθετικές οδοί και χηµικές µέθοδοι δεν µπορούν να θεωρηθούν αποδοτικές και 

οικονοµικά βιώσιµες. 

∆υστυχώς, υπάρχουν αρκετές δυσκολίες ακόµα που πρέπει να 

αντιµετωπιστούν για την εφαρµογή των συστηµάτων συνεχούς ροής στη βιοµηχανική 

παραγωγή. Αυτές περιλαµβάνουν: 

i. Τον περιορισµό ως προς το µέγιστο αριθµό σταδίων µιας αντίδρασης.  

ii. Τον απώλεια δραστικότητας του βιοκαταλύτη µετά από 

επαναλαµβανόµενη χρήση του. 

iii. Την απαίτηση για διαφορετικό βιοκαταλύτη αναλόγως το είδος 

αντίδρασης. 

iv. Την ανάγκη για αλλαγή των οργανικών διαλυτών αναλόγως την αντίδραση. 

v. Την απαίτηση για εγκαταστάσεις που αφορούν τον καθαρισµό των 

προϊόντων. 

Παρ’ όλα αυτά, η ζήτηση που υπάρχει από τις χηµικές και φαρµακευτικές 

βιοµηχανίες για υψηλής καθαρότητας προϊόντα εξακολουθεί να παρεµποδίζεται από 

την ανάγκη για µια απλή διαδικασία που θα µπορούσε να αναβαθµιστεί ώστε να 

εφαρµοστεί σε µεγάλη κλίµακα. Άλλοι ανασταλτικοί παράγοντες θεωρούνται η 

σταθερότητα και η δυνατότητα για επαναχρησιµοποίηση του καταλύτη (Jas and 

Kirschning 2003). 

Το κλειδί της επιτυχίας για τα συστήµατα συνεχούς ροής βρίσκεται στην 

αποτελεσµατική ακινητοποίηση του βιοκαταλύτη, αφού ως γνωστόν οι 

ακινητοποιηµένοι βιοκαταλύτες προσφέρουν πολλά πλεονεκτήµατα όπως η εύκολη 

ανάκτησή τους από διάλυµα αντίδρασης, η αυξηµένη σταθερότητα που παρουσιάζουν 

και η δυνατότητα επαναχρησιµοποίησης τους (Liese et al. 2000). Για το λόγο αυτό, 

είναι απαραίτητο να γίνει µε ιδιαίτερη προσοχή η επιλογή του κατάλληλου µέσου 

ακινητοποίησης του ενζύµου µε σκοπό την µέγιστη αξιοποίηση του σε ένα σύστηµα 

συνεχούς ροής (Rosevear A. 1984, Malcata et al. 1990, Bornscheuer U.T. 2003). 
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1.9 Σκοπός της εργασίας 

 

Η βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών έχει εκδηλώσει εδώ και 

χρόνια το ενδιαφέρον της για τη χρήση συστατικών που δίνουν υψηλή προστιθέµενη 

αξία στα προϊόντα τους. Τέτοια συστατικά µπορούν (και είναι επιθυµητό) να έχουν 

φυσική προέλευση, ωστόσο, η µετατροπή τους σε διαφορετική µορφή είναι συνήθως 

απαραίτητη καθώς όταν βρίσκονται στη φυσική τους µορφή δεν είναι πάντα εφικτή η 

ενσωµάτωσή τους στα εκάστοτε προϊόντα. Η µετατροπή αυτή των συστατικών σε 

διαφορετική µορφή (π.χ. µετατροπή των περιορισµένης διαλυτότητας φαινολικών 

οξέων σε εστέρες τους οι οποίοι παρουσιάζουν αυξηµένη διαλυτότητα) είναι συνήθως 

ακριβή και ενεργειοβόρος. ∆ύο από τα κύρια προβλήµατα που καλούνται να 

επιλύσουν οι βιοµηχανίες για να διευκολύνουν την παραγωγή των προϊόντων αυτών 

είναι η επιλογή βελτιωµένου καταλύτη και η απλούστευση και καλύτερη απόδοση 

των διεργασιών που ακολουθούνται. 

Η παρούσα εργασία σχετίζεται µε την αντιµετώπιση και των δύο 

προβληµάτων που προαναφέρθηκαν. Προτείνει τη χρήση ενός αντιδραστήρα 

συνεχούς ροής ο οποίος πληρώνεται µε βιοσυµβατό βιοκαταλύτη αποτελούµενο από 

ένζυµο ακινητοποιηµένο σε φυσικό πολυµερές. Εποµένως, προσφέρει τόσο τα 

πλεονεκτήµατα ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής όπως η υψηλή απόδοση και η 

µετατροπή υποστρωµάτων χαµηλής διαλυτότητας, όσο και τα πλεονεκτήµατα της 

βιοκατάλυσης όπως περιορισµένα παραπροϊόντα και ήπιες συνθήκες λειτουργίας, 

εποµένως χαµηλό κόστος. Επίσης, ο βιοκαταλύτης που προτείνεται παρουσιάζει ένα 

ακόµα πλεονέκτηµα. Αποτελείται από ένζυµο ακινητοποιηµένο σε φορέα φυσικού 

πολυµερούς, εποµένως είναι ένα σύστηµα φιλικό προς το περιβάλλον και κυρίως 

βιοσυµβατό, το οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε διεργασίες που έχουν ως τελικό 

σκοπό την παραγωγή ουσιών που θα χρησιµοποιηθούν σε σκευάσµατα όπως τρόφιµα, 

φάρµακα ή καλλυντικά. 
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Υλικά και Μέθοδοι 
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2.1. Υλικά 

 

2.1.1. Λιπάσες: 

Χρησιµοποιήθηκαν δύο λιπάσες µικροβιακής προέλευσης: 

� Λιπάση από Rhizomucor miehei, της εταιρείας Fluka προµηθευµένη ως λιπάση 

από Mucormiehei. Η ειδική ενζυµική ενεργότητα ήταν 146,92 U/mg πρωτεΐνης (1 

U αντιστοιχεί στην ποσότητα του ενζύµου η οποία απελευθερώνει 1 µmol 

βουτυρικού οξέος ανά λεπτό σε pH 7,5 και θερµοκρασία 40 °C, χρησιµοποιώντας 

τριβουτυρίνη ως υπόστρωµα).  

� Λιπάση Β από Candida antarctica της εταιρείας Fluka. Η ειδική ενζυµική 

ενεργότητα ήταν 10,8 U/mg πρωτεΐνης (1 U αντιστοιχεί στην ποσότητα του 

ενζύµου η οποία απελευθερώνει 1 µmol βουτυρικού οξέος ανά λεπτό σε pH 8 και 

θερµοκρασία 50 °C, χρησιµοποιώντας τριβουτυρίνη ως υπόστρωµα).  

 

2.1.2. Υλικά µικρογαλακτώµατος, πηκτώµατος και υποστρωµάτων: 

 Η υδροξυ-προπυλ-µεθυλ-κυτταρίνη (HPMC) που χρησιµοποιήθηκε για την 

παρασκευή των πηκτωµάτων ήταν της εταιρείας Sigma (St.Louis, USA). Για τη 

παρασκευή του µικρογαλακτώµατος, η λεκιθίνη σόγιας (40% περιεκτικότητα σε 

φωσφατίδυλο χολίνη) που χρησιµοποιήθηκε ήταν προϊόν της εταιρείας Sigma, 

επίσης.  Η  1-προπανόλη και ο οργανικός διαλύτης ισοοκτάνιο ήταν της εταιρείας 

Merck (Frankfurt, Germany), ενώ η 1-οκτανόλη ήταν της εταιρείας FERAK. Το 

λαυρικό οξύ και το π-υδροξυ-φαινυλοξικό οξύ (p-HPA), που χρησιµοποιήθηκαν ως 

υποστρώµατα ήταν της εταιρείαςMerckκαι Sigma αντίστοιχα. Τέλος, οι τερπενικές 

αλκοόλες που χρησιµοποιηθήκαν ήταν της εταιρείας Αldrich–Chemie. Σηµειώνεται 

ότι όλες οι ενώσεις και οι διαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν ήταν υψίστου βαθµού 

καθαρότητας. 

 

2.1.3. Υλικά για τον διαχωρισµό και αποµόνωση των εστέρων 

� Για τη χρωµατογραφία στήλης χρησιµοποιήθηκε γυάλινη στήλη µήκους 25 cm και 

διαµέτρου 1 cm. Η στήλη πληρωθηκε µε γέλη πυριτίου silica 60 (0,2-0,5 mm, 35-

70 Mesh) της εταιρίας Merck.  

� Για τη χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) χρησιµοποιήθηκαν πλαστικές 

πλάκες 20×20 cm, Silicagel 60 χωρίς φθορίζον δείκτη, 0,2 mm της εταιρίας 

Merck. 
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� Για την ανάπτυξη των πλακών TLC χρησιµοποιήθηκαν διαλύτες (εξάνιο, οξικός 

αιθυλεστέρας, διχλωροµεθάνιο) αναλύτικής καθαρότητας της εταιρίας BDH. Η 

εµφάνιση των πλακών έγινε µε εµβάπτιση σε διάλυµα φωσφοµολυβδαινικού οξέος 

(10% σε αιθανόλη) και κατόπιν θέρµανση µε πιστολάκι. 

 

2.1.4. Όργανα: 

� Ο αεριοχρωµατογραφικός προσδιορισµός των ελεύθερων λιπαρώνοξέων και των 

εστέρων τους έγινε µε τον αέριο χρωµατογράφο HP 6890C της εταιρείας Hewlett 

Packard, ο οποίος ήταν εφοδιασµένος µε ανιχνευτή ιονισµού φλόγας (FID). Οι 

σύριγγες, µέσω των οποίων γινόταν η εισαγωγή του δείγµατος στον αέριο 

χρωµατογράφο ήταν της εταιρείας Hamilton και ήταν όγκου 10 µL. 

� Όλες οι ζυγίσεις πραγµατοποιήθηκαν στον ηλεκτρονικό ζυγό ORMAMODELbc 

υψηλής ακρίβειας. 

� Οι δύο στήλες που χρησιµοποιήθηκαν ως αντιδραστήρες ήταν µήκους 14cm και 

διαµέτρου 2cm, ενώ είχαν χωρητικότητα 30mL η κάθε µία. 

� Η αντλία για τη µεταφορά του διαλύµατος αντίδρασης στις στήλες ήταν η 

Minipuls 2 της εταιρίας Gilson. 

� Για τις µετρήσεις του pH χρησιµοποιήθηκε το pH- µετρο 691 της εταιρείας 

METROHM (Switzerland). 

� Οισωληνώσειςήταναπό υλικό TygonS3™ R-3603 της εταιρείας Saint-

GobainPerformancePlastics διαµέτρου8mm. 

� Ο κλασµατικός αποστακτήρας που χρησιµοποιήθηκε για την συµπύκνωση των 

διαλυµάτων αντίδρασης ήταν ο RotavaporR110 της εταιρείας BÜCHI. 

 

 

2.2. Μέθοδοι 

2.2.1. Παρασκευή ρυθµιστικού διαλύµατος 

Παρασκευάστηκε ρυθµιστικό διάλυµα Τris-HCl συγκέντρωσης 200 mM. Σε 

25 mL νερού προστέθηκε 0,6 gTris (2-άµινο-2-υδρόξυλο-προπανο-1,3-διόλη). Στην 

συνέχεια ρυθµίστηκε το pH του διαλύµατος στο 7,5 µε την στάγδην προσθήκη HCl. 
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2.2.2. Παρασκευή ενζυµικών διαλυµάτων 

α) Ενζυµικό διάλυµα λιπάσης από R. miehei: 10 mg λιπάσης από Rhizomucormiehei 

διαλυτοποιούνται σε 1 mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl συγκέντρωσης 200 

mM, pH 7,5. 

 

β) Ενζυµικό διάλυµα λιπάσης από C. antarctica: 30 mg λιπάσης από Candida 

andarctica διαλυτοποιούνται σε 1 mL ρυθµιστικού διαλύµατος Tris-HCl 

συγκέντρωσης 200 mM, pH 7,5. 

 

2.2.3. Παρασκευή µικρογαλακτώµατος 

Μικρογαλάκτωµα λεκιθίνης: Παρασκευάζεται διάλυµα λεκιθίνης σε ισοοκτάνιο µε 

περιεκτικότητα 3,5% κ.β. και το οποίο περιέχει 1-προπανόλη σε περιεκτικότητα 10% 

κ.ο.. Κατάλληλη ποσότητα υδατικού διαλύµατος λιπάσης προστίθεται στο παραπάνω 

διάλυµα λεκιθίνης. Την υδατική φάση αποτελεί το ρυθµιστικό διάλυµα Tris-HCl µε 

pH 7,5 και συγκέντρωση 200 mM το οποίο περιέχει το ένζυµο.                                                                    

 

2.2.4. Παρασκευή οργανοπηκτώµατος (HPMC) 

Για την παρασκευή του οργανοπηκτώµατος, 1 mL µικρογαλακτώµατος το 

οποίο περιέχει λιπάση αναµιγνύεται µε διάλυµα 1 g HPMC (παραγώγου κυτταρίνης) 

σε 2 mL νερού στους 25 ºC. Ταυτόχρονα παρασκευάζεται 1 mL µικρογαλακτώµατος 

που περιέχει το υδατικό διάλυµα ενζύµου. Το µικρογαλάκτωµα, µε το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο, προστίθεται στην ενυδατωµένη HPMC και ακολουθεί 

έντονη ανάδευση του µίγµατος. Οι οργανογέλες που προκύπτουν µε αυτή τη µέθοδο 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν άµεσα ή να διατηρηθούν υπό κατάψυξη (-20 ºC) έως τη 

χρησιµοποίηση τους. 

 

2.2.5. ∆ιεξαγωγή αντιδράσεων 

Πραγµατοποιήθηκαν τέσσερις διαφορετικές αντιδράσεις κατά τη διάρκεια των 

πειραµάτων. Η πρώτη χρησιµοποιήθηκε ως µία πρότυπη αντίδραση για την εύρεση 

της βέλτιστης συνδεσµολογίας που θα χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή του 

επιθυµητού εστέρα, σε προβιοµηχανική κλίµακα. Ενώ οι υπόλοιπες τρεις 

πραγµατοποιήθηκαν για να παράγουµε το επιθυµητό προϊόν και στη συνέχεια να το 

διαχωρίσουµε και να το αποµονώσουµε. 
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• 1η αντίδραση: Το λαυρικό οξύ αντιδράει µε 1-προπανόλη για το σχηµατισµό 

λαυρικού προπυλεστέρα και νερό (Εικόνα 2.1).  

 

CH3(CH2)10COOH + CH3CH2CH2OH ↔  CH3(CH2)10COOCH2CH2CH3  + H2O 

Εικόνα 2.1. Αντίδραση εστεροποίησης της 1-προπανόλης µε το λαυρικό οξύ. 

 

Σε διαλύτη ισοοκτάνιο προστέθηκαν κατάλληλες ποσότητες λαυρικού οξέος της 

εταιρείας Merck και 1-προπανόλης έτσι ώστε η τελική τους συγκέντρωση στο 

διάλυµα να είναι 150 mMέκαστη. Tο ένζυµο που καταλύει την αντίδραση αυτή 

είναι η λιπάση από R. miehei.Η εκκίνηση της αντίδρασης επιτυγχάνεται µε την 

προσθήκη του διαλύµατος των υποστρωµάτων στη στήλη ή στις στήλες, ανάλογα 

µε τη συνδεσµολογία που µελετάµε, που περιέχουν τα οργανοπηκτώµατα. Σε 

όλες τις συνδεσµολογίες που εξετάσαµε, η στήλη ή οι στήλες µε τα 

οργανοπηκτώµατα βρίσκονται σε θερµοκρασία δωµατίου. Λαµβάνονται δείγµατα 

ανά τακτά χρονικά διαστήµατα που στη συνέχεια αναλύονται µε τη µέθοδο της 

αέριας χρωµατογραφίας. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε γυάλινες στήλες 

των 30 mL επαρκώς σφραγισµένες για την αποφυγή, όσο είναι δυνατόν, 

εξάτµισης του οργανικού διαλύτη. 

 

• 2η αντίδραση: Το π-υδρόξυ-φαινυλοξικό οξύ αντιδράει µε οκτανόλη για το 

σχηµατισµό π-υδρόξυ-φαινυλοξικού εστέρα της οκτανόλης και νερό (Εικόνα 

2.2). 

 

 

   CH3(CH2)7OH + 

COOH

OH ↔ OH

COO
(CH

2
)
7

CH
3

 + H2O 

Εικόνα 2.2. Αντίδραση εστεροποίησης της οκτανόλης µε το π-υδροξυ-φαινυλοξικό οξύ. 

 

 

Σε διαλύτη οκτανόλη προστέθηκε συγκεκριµένη ποσότητα π-υδρόξυ-

φαινυλοξικού οξέος (pHPA) της εταιρείας Sigma έτσι ώστε η τελική 

συγκέντρωση να είναι 70 mM. Tο ένζυµο που καταλύει την αντίδραση αυτή είναι 
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η λιπάση από C. Antarctica. Η εκκίνηση γίνεται µε την εισαγωγή του διαλύµατος 

αντίδρασης και η διεξαγωγή της αντίδρασης πραγµατοποιείται µε τη βέλτιστη 

συνδεσµολογία που επιλέχθηκε και θα περιγραφεί λεπτοµερώς στην επόµενη 

ενότητα. 

 

• 3η αντίδραση: Το λαυρικό οξύ αντιδράει µε νερόλη για το σχηµατισµό λαυρικού 

εστέρα της νερόλης και νερό (Εικόνα 2.3).  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 2.3. Αντίδραση εστεροποίησης της νερόλης µε το λαυρικό οξύ. 

 

 

Σε διαλύτη ισοοκτάνιο προστέθηκαν κατάλληλες ποσότητες λαυρικού οξέος της 

εταιρείας Merck και νερόλης της εταιρείας Aldrich έτσι ώστε η τελική τους 

συγκέντρωση στο διάλυµα να είναι 100 mM έκαστη. Tο ένζυµο που καταλύει 

την αντίδραση αυτή είναι η λιπάση από R. miehei. Η εκκίνηση γίνεται µε την 

εισαγωγή του διαλύµατος αντίδρασης και η διεξαγωγή της αντίδρασης 

πραγµατοποιείται µε τη βέλτιστη συνδεσµολογία που επιλέχθηκε και θα 

περιγραφεί λεπτοµερώς στην επόµενη ενότητα. 

 

• 4η αντίδραση: Το λαυρικό οξύ αντιδράει µε γερανιόλη για το σχηµατισµό 

λαυρικού εστέρα της γερανιόλης και νερό (Εικόνα 2.4). 

 

Εικόνα 2.4. Αντίδραση εστεροποίησης της γερανιόλης µε το λαυρικό οξύ.  
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Σε διαλύτη ισοοκτάνιο προστέθηκαν κατάλληλες ποσότητες λαυρικού οξέος της 

εταιρείας Merck και γερανιόλης της εταιρείας Aldrich έτσι ώστε η τελική τους 

συγκέντρωση στο διάλυµα να είναι 100 mΜ έκαστη. Tο ένζυµο που καταλύει 

την αντίδραση αυτή είναι η λιπάση από R. miehei. Η εκκίνηση της αντίδρασης 

επιτυγχάνεται µε την προσθήκη του διαλύµατος αντίδρασης και η διεξαγωγή της 

αντίδρασης πραγµατοποιείται µε τη βέλτιστη συνδεσµολογία που επιλέχθηκε και 

θα περιγραφεί λεπτοµερώς στην επόµενη ενότητα. 

 

2.2.6. Αναλυτικές Μέθοδοι 

Η µέθοδος που εφαρµόστηκε για τηνανάλυση των δειγµάτων που 

συλλέχθηκαν κατα τη διεξαγωγή των αντιδράσεων ήταν η αέριος χρωµατογραφία.  Η 

τριχοειδής στήλη που χρησιµοποιήθηκε ήταν τύπου HP-5 (Agilent). Το φέρον αέριο 

ήταν άζωτο µε ταχύτητα ροής 1 mL/min ενώ η  θερµοκρασία του θαλάµου εισαγωγής 

ήταν 280 ºC όπως και αυτή του ανιχνευτή φλόγας. Η θερµοκρασία του φούρνου 

διατηρήθηκε σταθερή στους 200 ºC για 2 min και κατόπιν αυξανόταν γραµµικά  µε 

ρυθµό 10 ºC/min ως τους 260 ºC. 

 

Εικόνα 2.5. Χρωµατογράφηµα του διαλύµατος της αντίδρασης από τη στήλη HP-5 όπου 

διακρίνονται η κορυφή του οξέος σε χρόνο απόκρισης 3.2 min και του εστέρα στα 3.9 min.  
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Ο χρόνος απόκρισης της κάθε ουσίας εξαρτάται από το σηµείο ζέσης της και 

από τη χηµική της συγγένεια µε τη στήλη. Τέλος, η συγκέντρωση του προϊόντος της 

αντίδρασης, σε κάθε δείγµα που αναλύεται, υπολογίζεται βάσει του εµβαδού της 

επιφάνειας που περικλείεται από την αντίστοιχη κορυφή του χρωµατογραφήµατος, το 

οποίο υπολογίζεται και καταγράφεται από αυτόµατο ολοκληρωτή. 

 

2.2.7. ∆ιαχωρισµός  των προϊόντων ενζυµικής εστεροποίησης µε χρωµατογραφία 

λεπτής στοιβάδας: 

 Ο διαχωρισµός των προϊόντων της ενζυµικής εστεροποίησης 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο χρωµατογραφίας λεπτής στιβάδας. Για τη µέθοδο 

αυτή χρησιµοποιήθηκαν έτοιµες πλαστικές πλάκες µε επίστρωση γέλης πυριτίου 

(silicagel 60). Οι πλάκες τοποθετούνται όρθιες σε κλειστά γυάλινα δοχεία κορεσµένα 

µε τους ατµούς του συστήµατος ανάπτυξης (κατάλληλο µείγµα διαλυτών).  

 Το διάλυµα του δείγµατος τοποθετείται µε τη βοήθεια λεπτού γυάλινου 

τριχοειδούς υπό µορφή κηλίδας κοντά στη βάση της πλάκας, ενώ παράλληλα 

τοποθετούνται και πρότυπες ενώσεις αναφοράς για την ταυτοποίηση των προϊόντων 

της ενζυµικής αντίδρασης. Τα επίπεδα του διαλύτη στο δοχείο ανάπτυξης είναι σε 

ύψος κάτω από αυτό των κηλίδων στη χρωµατογραφικήπλάκα. Ο διαλύτης αφήνεται 

να ανέλθει µε τη βοήθεια τριχοειδών φαινοµένων και οι ουσίες του προς εξέταση 

δείγµατος ανεβαίνουν µε διαφορετικές ταχύτητες µε βάση την πολικότητά τους. Η 

πλάκα αποσύρεται όταν το µέτωπο του διαλύτη φτάσει κοντά στην κορυφή. Η 

εµφάνιση των ουσιών πάνω στις πλάκες έγινε µε στιγµιαία εµβάπτιση σε διάλυµα 

10% σε αιθανόλη του ειδικού αντιδραστηρίου φωσφοµολυβδαινικού οξέος και 

στέγνωµα µε θερµό αέρα (γενική µέθοδος εµφάνισης πλακών χρωµατογραφίας 

λεπτής στιβάδας).  

 

2.2.8.∆ιαχωρισµός των προϊόντων ενζυµικής εστεροποίησης µε χρωµατογραφία 

στήλης: 

Η εφαρµογή της µεθόδου έγινε µε τη χρήση µιας γυάλινης στήλης ύψους 25cm 

και διαµέτρου 1cm. Η στήλη αυτή πληρώθηκε µέχρι το µέσο µε γέλη πυριτίου 

(silicagel 60, 0,2-0,5 mm), (στατική φάση). Συγκεκριµένα έγινε αραίωση της γέλης 

πυριτίου (2,5 g) στο αρχικό σύστηµα διαλύτη (50 mL) καιτο µίγµα προστέθηκε στη 
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στήλη και αφέθηκε η γέλη να καθιζήσει και να διαµορφώσει τη στιβάδα της στατικής 

φασης. Ακολούθησε έκπλυση µε αρχικό σύστηµα διαλύτη (100 mL). O αρχικός 

διαλύτης ήταν εξάνιο στην περίπτωση του λαυρικού προπυλεστέρα και 

διχλωροµεθάνιο για τον εστέρα της νερόλης και τον εστέρα της γερανιόλης.  Στη 

συνέχεια όγκος 500 µL διαλύµατος 20% v/vτου προϊόντος της αντίδρασης στον 

αρχικό διαλύτητοποθετήθηκε στηναρχή της στήλης και έγινε έκλουση µε τον διαλύτη 

που είχε επιλεγεί σε κάθε περίπτωση.  

 Το µίγµα διαλυτών µε το οποίο γίνεται έκλουση αποτελεί την κινητή φάση της 

µεθόδου η οποία διέρχεται µέσω της στατικής φάσης, λόγω της βαρύτητας. Τα 

συστατικά του δείγµατος µετακινούνται κατά µήκος της στήλης µε διαφορετικές 

ταχύτητες εξαρτώµενες από τη συγγένεια των συστατικών ως προς τη στατική φάση. 

Χρησιµοποιούνται µίγµατα διαλυτών αυξανόµενης πολικότητας και συλλέγονται 

κλάσµατα. Στην προκειµένη περίπτωση το συστατικό που εξέρχεται πρώτα από τη 

στήλη είναι ο εστέρας δηλαδή το προϊόν της αντίδρασης που θέλουµε να 

αποµονώσουµε (λόγω µικρότερης πολικότητας, συνεπώς µικρότερης συγγένειας µε 

το πολικό υλικό πλήρωσης της στήλης). 

 Στην περίπτωση του λαυρικου προπυλεστέρα έγινε έκλουση της στήλης µε 

115 mL εξανίου και ακολούθως µε 100 mL εξανίου/οξικού αιθυλεστέρα 95:5. Για 

τους εστέρες της γερανιόλης και της νερόλης έγινε έκλουση µε 100 mL και 50 mL 

διχλωροµεθανίου αντίστοιχα. Συλλέγονταν κλάσµατα των 5 mL (κατά προσέγγιση).  

 Η ταυτοποίηση και συνένωση των κλασµάτων που περιείχαν τον επιθυµητό 

εστέρα έγινε κατοπίν χρωµατογραφίας λεπτής στιβάδας µικρής ποσότητας δείγµατος 

από κάθε κλάσµα. Η αποµόνωση του εστέρα εγίνε µε εξάτµιση του διαλύτη µε ρεύµα 

αζώτου. 

 

2.2.9. Ταυτοποίηση λαυρικού προπυλεστέρα µε φασµατοσκοπία πυρηνικού 

µαγνητικού συντονισµού (ΝΜR): 

Η µελέτη διαφόρων ουσιών µε τη χρήση τεχνικών πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού στηρίζεται στη λήψη φασµάτων από τις ουσίες ύστερα από διέγερση 

του δείγµατος. Η διέγερση γίνεται µε τη χρήση ηλεκτροµαγνητικού πεδίου σε ένα 

εύρος συχνοτήτων που εξαρτάται από τα στοιχεία που αποτελούν το υλικό καθώς και 

σε συγκεκριµένες θερµοκρασίες. Η µελέτη των φασµάτων πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού µε τη βοήθεια ειδικών προγραµµάτων οδηγεί στην αποκάλυψη της 

σύστασης και της δοµής του δείγµατος. 
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Τα φάσµατα πυρηνικού µαγνητικού συντονισµού οφείλονται σε διεγέρσεις 

µαγνητικών πυρήνων που βρίσκονται σε ισχυρό οµογενές µαγνητικό πεδίο Β0. Η 

συχνότητα της ηλεκτροµαγνητικής ακτινοβολίας που προκαλεί τις διεγέρσεις αυτές 

βρίσκεται στην περιοχή των βραχέων ραδιοκυµάτων και είναι της τάξης 1000 – 10 

ΜHz εξαρτώµενη από την ισχύ του πεδίου. 
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Αποτελέσµατα 
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Στους αντιδραστήρες συνεχούς ροής, ο όγκος της υγρής φάσης του 

συστήµατος παραµένει σταθερός δεδοµένου ότι το διάλυµα αντίδρασης διαρρέει τον 

αντιδραστήρα µε σταθερή ροή. Το ένζυµο που χρησιµοποιείται για την κατάλυση 

είναι ακινητοποιηµένο σε οργανοπήκτωµα το οποίο χρησιµοποιείται για να πληρωθεί 

ο αντιδραστήρας. Σε όλη τη διάρκεια της διαδικασίας η συγκέντρωση του ενζύµου 

θεωρείται αµετάβλητη. 

Στις παραγράφους που ακολουθούν περιγράφονται οι διαφορετικές 

συνδεσµολογίες που µελετήθηκαν µε σκοπό να βρεθεί η βέλτιστη δυνατή, δηλαδή η 

εύρεση του τρόπου σύνδεσης που θα δώσει υψηλή απόδοση µε το µικρότερο κόστος, 

µε σκοπό να εφαρµοστεί σε βιοµηχανική κλίµακα. Η βελτιστοποίηση του 

συστήµατος βιοκατάλυσης πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση της πρότυπης αντίδρασης 

σύνθεσης του λαυρικού προπυλεστέρα. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση 

οργανοπηκτωµάτων, των οποίων η µέθοδος παρασκευής αναφέρεται αναλυτικά στο 

2ο κεφάλαιο (Υλικά και Μέθοδοι). Tο ένζυµο που καταλύει την αντίδραση αυτή είναι 

η λιπάση από R. miehei. 

Στη συνέχεια, µελετήθηκαν τρεις ακόµη αντιδράσεις που οδηγούν στην 

παραγωγή προϊόντων µε βιοτεχνολογικό ενδιαφέρον. Αρχικά, η αντίδραση 

εστεροποίησης της οκτανόλης µε το π-υδροξυ-φαινυλοξικό οξύ καταλυόµενη από 

λιπάση από C. antarctica.  Έπειτα, µελετήθηκαν οι αντιδράσεις εστεροποίησης της 

γερανιόλης και της νερόλης µε το λαυρικό οξύ καλυόµενες από λιπάση από R. 

miehei.  

Σε όλες τις παραπάνω αντιδράσεις το ένζυµο ήταν ακινητοποιηµένο σε 

οργανοπήκτωµα από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Όλες  οι 

αντιδράσεις πραγµατοποιήθηκαν µε τη χρήση του συστήµατος συνεχούς ροής που 

επιλέχθηκε ως το περισσότερο αποδοτικό µέσω της πειραµατικής διαδικασίας. Τέλος, 

προς επιβεβαίωση της αποδοτικότητας του συστήµατος έγινε η αποµόνωση και ο 

διαχωρισµός των προϊόντων που παράχθηκαν από τις προηγούµενες αντιδράσεις, 

καθώς και η ταυτοποίηση του λαυρικού προπυλέστερα που παράχθηκε από την 

πρότυπη αντίδραση. 
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3.1 Βελτιστοποίηση Συστήµατος Συνεχούς ροής 

 

Συνοπτική περιγραφή του πειράµατος: 

Για τη βελτιστοποίηση του συστήµατος µελετώνται συνολικά τέσσερις 

διατάξεις µε µία ή δύο στήλες. Η κάθε στήλη πληρώνεται µε τον βιοκαταλύτη ο 

οποίος αποτελείται από πήκτωµα βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα το οποίο περιέχει το 

ένζυµο. Το πήκτωµα αποτελείται από υδροξυ-προπυλ-µεθυλο κυτταρίνη (HPMC). Το 

µικρογαλάκτωµα στο οποίο βασίζεται η παρασκευή του πηκτώµατος αποτελείται από 

ισοοκτάνιο, λεκιθίνη, 1-προπανόλη και υδατική φάση (νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα) η 

οποία περιέχει το ένζυµο (λιπάση από R. miehei). Η ποσότητα του ενζύµου που 

περιέχεται στο οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Για τη 

βελτιστοποίηση των συνδεσµολογιών που µελετήθηκαν, χρησιµοποιήθηκε η 

αντίδραση του λαυρικού οξέος µε 1- προπανόλη ως πρότυπη.  

Αρχικά, η διάταξη που µελετείται αποτελείται από µια γυάλινη στήλη. Η 

στήλη έχει και τα δύο άκρα της ελεύθερα και το διάλυµα αντίδρασης διέρχεται µέσα 

απ’αυτή µία φορά. Στη συνέχεια το σύστηµα τροποποιείται ώστε η στήλη να έχει 

ελεύθερο το άνω άκρο αλλά το κάτω άκρο της να συνδέεται απ’ ευθείας ή µέσω 

συνδέσµου µε σωληνώσεις. Οι σωληνώσεις ενώνουν το άνω µε το κάτω άκρο µέσω 

αντλίας ή οδηγούν σε δεύτερη στήλη όµοια. Η τελευταία ενώνεται εκ νέου µέσω 

συνδέσµου µε σωληνώσεις που καταλήγουν στο άνω άκρο της πρώτης στήλης. 

Στη συνέχεια παρατηρείται η µεταβολή της απόδοσης της πρότυπης 

αντίδρασης και της δραστικότητας του ένζυµου µετά από επαναλαµβανόµενες 

χρήσεις του συστήµατος συνεχούς ροής που επιλέχθηκε ως βέλτιστο. Τέλος, 

προτείνεται µέθοδος για την διατήρηση της αποδοτικότητας του συστήµατος 

συνεχούς ροής ακόµα και µετά από επαναλαµβανόµενες χρήσεις. Η διαδικασία 

περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. 

 

3.1.1 Εύρεση κατάλληλης συνδεσµολογίας 

Συνδεσµολογία Α:  

Αντιδραστήρας συνεχούς ροής µιας στήλης – ανοιχτό κύκλωµα: Η διάταξη αυτή 

αποτελείται από µία στήλη η οποία έχει τόσο το άνω όσο και το κάτω άκρο της 

ελεύθερα ή συνδεδεµένα το µεν άνω άκρο µε σύστηµα παροχής του διαλύµατος 

αντίδρασης, το δε κάτω άκρο µε σύστηµα συλλογής του διαλύµατος αντίδρασης, ή 

αντίστροφα. Το διάλυµα αντίδρασης διέρχεται µόνο µια φορά από το εσωτερικό της 
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στήλης για να έρθει σε επαφή µε τον βιοκαταλύτη. Η διάταξη φαίνεται στην 

παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.1). 

 

 

Εικόνα 3.1: Ανοιχτό κύκλωµα µιας στήλης όπου Α: η στήλη, Β: το σύστηµα παροχής 

διαλύµατος αντίδρασης και Γ: το σύστηµα συλλογής του διαλύµατος αντίδρασης. 

 

  

Αρχικά, η στήλη πληρώνεται µε 11 g οργανοπηκτώµατος από HPMC 

βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται 

ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που 

περιέχεται στο οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Στη 

συνέχεια, παρασκευάζονται 30 mL διαλύµατος αντίδρασης. Tο διάλυµα αντίδρασης 

αποτελείται από 30 mL ισοοκτάνιο το οποίο  περιέχει λαυρικό οξύ και 1-προπανόλη 

σε συγκέντρωση 150 mM, έκαστο. Η αντίδραση  αρχίζει µε την προσθήκη του 

διαλύµατος αυτού στο άνω άκρο της στήλης. Με ελεγχόµενη ροή 0,4 mL/min το 

διάλυµα διέτρεξε τη στήλη. Πραγµατοποιήθηκαν λήψεις δειγµάτων (20 µL) ανά 0,5 

h. Τα δείγµατα που λαµβάνονται αναλύονται µε τη µέθοδο της αέριας 

χρωµατογραφίας. Έτσι, υπολογίζεται η ποσότητα του εστέρα που έχει παραχθεί τη 
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δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης. Τα αποτελέσµατα 

φαίνονται στο παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 3.2). 

 

Εικόνα 3.2. Εξάρτηση από το χρόνο της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης του 

λαυρικού οξέος µε την 1-προπανόλη, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei 

ακινητοποιηµένη σε οργανοπήκτωµα από HPMC µε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Αρχική 

συγκέντρωση λαυρικού οξέος και 1-προπανόλης 150 mM, έκαστο, διαλύτης ισοοκτάνιο, 

θερµοκρασία δωµατίου. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε ανοιχτό σύστηµα συνεχούς ροής 

µιας στήλης. 

 

 

Η απόδοση της αντίδρασης που επιτεύχθηκε στη 1,5 h  ήταν 14,5%, η οποία 

αντιστοιχεί σε απόδοση 1,3% ανά g πηκτώµατος. Η απόδοση αυτή επιτεύχθηκε µε το 

διάλυµα αντίδρασης να έχει διέλθει µία φορά από τη στήλη. Στοχεύοντας στην 

επίτευξη µεγαλύτερης απόδοσης, προτάθηκε η αύξηση του χρόνου επαφής του 

διαλύµατος αντίδρασης µε τον βιοκαταλύτη. Για το λόγο αυτό, επαναλήφθηκε η ίδια 

διαδικασία µε τη διαφορά ότι το διάλυµα αντίδρασης διέτρεξε τη στήλη δύο φορές.  

Αρχικά µέσα στην ίδια στήλη τοποθετήθηκαν 29 g οργανοπηκτώµατος. Στη 

συνέχεια παρασκευάστηκαν 80 mL νέου διαλύµατος αντίδρασης λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη και συγκέντρωση 150 mM, έκαστο. Το διάλυµα διέτρεξε τη στήλη µε 

σταθερή ροή (0,5 mL/min) και διοχετεύτηκε και δεύτερη φορά στη στήλη. Η 

δειγµατοληψία πραγµατοποιήθηκε ανά 0,5 h και η ανάλυση έγινε µε τη µέθοδο της 
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αέριας χρµατογραφίας. Οµοίως µε πριν, υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που 

είχε παραχθεί τη δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης. 

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν φαίνονται στο παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 3.3). 

 

Εικόνα 3.3. Εξάρτηση από το χρόνο της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης του 

λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei 

ακινητοποιηµένη σε οργανοπήκτωµα από HPMC µε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Αρχική 

συγκέντρωση λαυρικού οξέος και 1-προπανόλης 150 mM έκαστο, διαλύτης ισοοκτάνιο, 

θερµοκρασία δωµατίου. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε ανοιχτό σύστηµα συνεχούς ροής 

µιας στήλης. 

 

 

Η απόδοση που επιτεύχθηκε στη 1,5 h ήταν 27% η οποία αντιστοιχεί σε 

απόδοση 1% ανά g οργανοπηκτώµατος, ενώ στις 3 h η απόδοση έφτασε το 43%. 

Συγκριτικά µε το προηγούµενο πείραµα, η απόδοση (%) ανά g πηκτώµατος που 

επιτεύχθηκε είναι σχεδόν ίδια. Όµως, η συνολική απόδοση σχεδόν διπλασιάζεται 

(27% συγκριτικά µε 14,5%) για το ίδιο χρονικό διάστηµα. Αυτό πιθανά οφείλεται στη 

διπλάσια ποσότητα του βιοκαταλύτη που προστέθηκε και στην παρατεταµένη επαφή 

του διαλύµατος αντίδρασης µε τον βιοκαταλύτη. 

Ωστόσο, σε βιοµηχανική κλίµακα η συλλογή του διαλύµατος αντίδρασης και 

επανατοποθέτησή του στη στήλη δεν είναι εύκολα εφαρµόσιµη. Για το λόγο αυτό 

προτάθηκε η προσθήκη µιας αντλίας η οποία θα δηµιουργεί µία συνεχόµενη κυκλική 
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ροή στην στήλη, µεταφέροντας το διάλυµα που εξέρχεται από το κάτω άκρο της 

στήλης και πάλι στο άνω άκρο της για να διέλθει εκ νέου από τη στήλη. Η διάταξη 

αυτή περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. 

 

Συνδεσµολογία Β: 

Αντιδραστήρας συνεχούς ροής µιας στήλης – κλειστό κύκλωµα: Στην περίπτωση 

αυτή η διάταξη αποτελείται από µια στήλη το ένα άκρο της οποίας συνδέεται µε το 

άλλο άκρο της µε σωληνώσεις οι οποίες διέρχονται µέσω αντλίας. Συγκεκριµένα, το 

διάλυµα που έχει αντιδράσει εξέρχεται από το κάτω άκρο της στήλης και στη 

συνέχεια µεταφέρεται εκ νέου στο άνω άκρο της στήλης. Με τον τρόπο αυτό 

δηµιουργείται µια κυκλική ροή στη στήλη, κατα την οποία το διάλυµα διέρχεται 

µέσω αυτής επαναλαµβανόµενα. Στο κλειστό κύκλωµα που δηµιουργείται 

παρεµβάλλεται σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και 

δειγµατοληψίας. Η διάταξη φαίνεται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.4).  

 

 

Εικόνα 3.4: Κλειστό κύκλωµα µιας στήλης, όπου Α: η στήλη, Β: οι σωληνώσεις, Γ: η αντλία 

και ∆: το σύστηµα παροχής διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 
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 Αρχικά τοποθετήθηκαν στη στήλη 29 g οργανοπηκτώµατος από HPMC 

βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που 

περιέχεται στο οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Στη 

συνέχεια σε 80 mL ισοοκτάνιο προστίθενται τα υποστρώµατα του λαυρικού οξέος 

και της 1- προπανόλης σε συγκέντρωση 150 mM έκαστο. Η αντίδραση εκκινεί µε την 

προσθήκη του διαλύµατος αυτού στη στήλη. Στη συνέχεια λαµβάνονται δείγµατα (20 

µL) ανά 1 h  τα οποία αναλύονται µέσω της µεθόδου της αέριας χρωµατογραφίας. 

Οµοίως µε πριν, υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε παραχθεί τη 

δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης. Τα αποτελέσµατα 

φαίνονται στο παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 3.5).  

 

 

Εικόνα 3.5. Εξάρτηση της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε κλειστό σύστηµα συνεχούς 

ροής µιας στήλης. 

 

 

Η απόδοση που επιτεύχθηκε στις 3 h ήταν 70,9 % και αντιστοιχεί σε 2,4% ανά 

g οργανοπηκτώµατος. Παρατηρείται ότι είναι σηµαντικά µεγαλύτερη από εκείνη που 

επιτεύχθηκε στην προηγούµενη συνδεσµολογία. Συγκεκριµένα, µε τη συνδεσµολογία 
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Α επιτεύχθηκε σε 3 h απόδοση 43% (ή 1,5% απόδοση / g πηκτώµατος) έναντι της 

συνδεσµολογίας Β µε την οποία επιτεύχθηκε απόδοση σχεδόν 71% (ή 2,4% / g 

πηκττώµατος).  Όµως, για να περιοριστεί η πιθανή φθορά που επέρχεται κατά την 

επαναχρησιµοποίηση µίας στήλης, ιδιαίτερα όταν στοχεύει στην εφαρµογή της σε 

βιοµηχανική κλίµακα, προτείνεται µία νέα διάταξη που περιλαµβάνει τη χρήση δύο 

στηλών. Η συνδεσµολογία αυτή περιγράφεται αναλυτικά παρακάτω. 

 

Γ Συνδεσµολογία: 

Αντιδραστήρας συνεχούς ροής δύο στηλών – ανοιχτό κύκλωµα: στην περίπτωση 

αυτή η διάταξη αποτελείται από δύο στήλες, οι οποίες είναι σε σειρά και συνδέονται 

µεταξύ τους µε σωληνώσεις και µία αντλία. Στην πρώτη στήλη το ελεύθερο άκρο 

συνδέεται µε σύστηµα διοχέτευσης του διαλύµατος αντίδρασης και στην τελευταία 

στήλη το ελεύθερο άκρο συνδέεται µε σύστηµα παραλαβής του τελικού διαλύµατος 

αντίδρασης. Η διάταξη φαίνεται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.6). 

 

 

Εικόνα 3.6. Ανοιχτό κύκλωµα στηλών, όπου Α: η στήλη, Β: οι σωληνώσεις, Γ: η αντλία, ∆: 

το σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και Ε: το σύστηµα συλλογής του 

τελικού διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 
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Στη διάταξη της Εικόνας 3.6 η µία στήλη πληρώνεται µε 29 g 

οργανοπηκτώµατος ενώ η άλλη µε 11 g οργανοπηκτώµατος από HPMC βασισµένο 

σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο 

λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που περιέχεται στο οργανοπήκτωµα 

αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Στη συνέχεια παρασκευάζονται 50 mL 

διαλύµατος αντίδρασης λαυρικού οξέος και 1- προπανόλης µε συγκέντρωση 150 mM 

έκαστο, σε διαλύτη ισοοκτάνιο. Το διάλυµα αυτό διατρέχει την πρώτη στήλη και στη 

συνέχεια µεταφέρεται µέσω της αντλίας  στη δεύτερη στήλη, από την οποία και 

εξέρχεται σε ένα δοχείο. Το διάλυµα που έχει ήδη αντιδράσει συλλέγεται κατά την 

έξοδο του από τη δεύτερη και επανατοποθετείται εκ νέου στην πρώτη στήλη. Η ροή 

ρυθµίζεται µέσω της αντλίας και λαµβάνεται δείγµα (20 µL) ανά 1,5 h. Οµοίως µε 

πριν, η ανάλυση των δειγµάτων έγινε µε τη µέθοδο της αέριας χρµατογραφίας και 

στη συνέχεια υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε παραχθεί τη δεδοµένη 

χρονική στιγµή άρα και η απόδοση της αντίδρασης. Τα σποτελέσµατα φαίνονται στο 

παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 3.7). 

 

 

Εικόνα 3.7. Εξάρτηση της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. Miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε ανοιχτό σύστηµα συνεχούς 

ροής δύο στηλών. 
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Με τη συνδεσµολογία αυτή παρατηρήθηκε ότι σε χρόνο 1,5 h είχε εξέλθει όλο 

το διάλυµα από τις στήλες για πρώτη φορά. Η απόδοση που επιτευχθηκε εκείνη τη 

χρονική στιγµή ήταν 15,1%.  ∆ηλαδή, σχεδόν ίση µε την απόδοση που προέκυψε 

αρχικά, κατά τη χρήση της συνδεσµολογίας Α για το ίδιο χρονικό διάστηµα (14,5%). 

Η απόδοση που προέκυψε µε τη συνδεσµολογία Γ δεν ήταν η αναµενόµενη, καθώς οι 

στήλες της συνδεσµολογίας αυτής περιείχαν µεγαλύτερη ποσότητα βιοκαταλύτη. 

Οπότε αναµενόταν στο ίδιο χρονικό διάστηµα να είχαµε αύξηση της απόδοσης της 

αντίδρασης. Αυτό καθίσταται πιο εµφανές αν συγκρίνουµε την απόδοση της 

αντίδρασης που επιτεύχθηκε σε κάθε συνδεσµολογία ανα g οργανοπηκτώµατος. 

Συγκεκριµένα, στη συνδεσµολογία Α επιτεύχθηκε 1,3% απόδοση ανα g πηκτώµατος 

ενω στη συνδεσµολογία Γ επιτεύχθηκε 0,7% απόδοση ανα g πηκτώµατος, δηλαδή, 

σχεδόν 50% µικρότερη. Επίσης, στη συνδεσµολογία Γ υπήρξε δυσκολία στη 

διατήρηση µιας σταθερής ροής καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράµατος.  

Τα προβλήµατα που αναφέρθηκαν παραπάνω, οφείλονται πιθανά στο ότι οι 

δύο στήλες και οι σωληνώσεις περιείχαν φυσαλίδες αέρα οι οποίες παρεµπόδιζαν την 

οµαλή ροή του διαλύµατος αντίδρασης διαµέσου της στήλης. Παράλληλα, η ύπαρξη 

του αέρα επηρέαζε και τη δοµή του οργανοπηκτώµατος το οποίο, µε το πέρας του 

χρόνου, αφυδατωνόταν µε αποτέλεσµα τη µείωση της καταλυτικής δραστικότητας 

του ενζύµου.  

Λαµβάνοντας υπόψη τις παραπάνω υποθέσεις καθώς και την υψηλή απόδοση 

που παρατηρήθηκε κατά τη χρήση του κλειστού σύστηµα συνεχούς ροής µιας στήλης 

(Συνδεσµολογία Β), προτάθηκε µια νέα συνδεσµολογία που περιλαµβάνει τη χρήση 

δύο στηλών σε κλειστό κύκλωµα. Η διάταξη αυτή περιγράφεται αναλυτικά 

παρακάτω. 

 

∆ Συνδεσµολογία: 

Αντιδραστήρας συνεχούς ροής δύο στηλών – κλειστό κύκλωµα: στην περίπτωση 

αυτή η διάταξη αποτελείται από 2 στήλες, οι οποίες συνδέονται µεταξύ τους µε 

σωληνώσεις και µία αντλία. Το κάτω άκρο της πρώτης στήλης συνδέεται µε το κάτω 

άκρο της δεύτερης στήλης, µε την παρεµβολή µιας αντλίας. Ενώ το άνω άκρο της 

δεύτερης στήλης ενώνεται µε το άνω άκρο της πρώτης στήλης µε σωληνώσεις χωρίς 

την µεσολάβηση αντλίας. Στη διάταξη παρεµβάλλεται ένα περιστρεφόµενο στόµιο το 

οποίο λειτουργεί ως σύστηµα διοχέτευσης του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και 
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λήψης του τελικού διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. Η διάταξη φαίνεται 

στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 3.8). 

 

Εικόνα 3.8. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής δύο στηλών – κλειστό κύκλωµα, όπου Α: η 

στήλη, Β: οι σωληνώσεις, Γ: η αντλία, ∆: το σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος 

αντίδρασης, συλλογής του τελικού διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 

 

 

Η κάθε στήλη πληρώνεται µε ίση ποσότητα οργανoπηκτώµατος, 18 g έκαστη, 

από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που 

περιέχεται στο οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Στη 

συνέχεια παρασκευάζονται 100 mL διαλύµατος αντίδρασης λαυρικού οξέος και 1-

προπανόλης µε συγκέντρωση 150 mM έκαστο, σε διαλύτη ισοοκτάνιο. Η αντίδραση 

εκκινεί µε την προσθήκη του διαλύµατος αυτού στην πρώτη στήλη µέσω του 

συστήµατος παροχής. Το διάλυµα µε τη βοήθεια της αντλίας εισέρχεται στή δεύτερη 

στήλη από το κάτω άκρο της. Τέλος, καθώς το διάλυµα εξέρχεται από το άνω άκρο 

της δεύτερης στήλης, επιστρέφει µέσω σωληνώσεων και πάλι στην πρώτη στήλη.  

Με τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται κυκλική σταθερή ροή (8 mL/min). 

Παράλληλα, επειδή πρόκειται για ένα κλειστό κύκλωµα, παρεµποδίζεται η 

δηµιουργία φυσαλίδων, καθώς οι στήλες είναι πληρωµένες από το οργανοπήκτωµα 
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και το διάλυµα της αντίδρασης. Στη συνέχεια λαµβάνονται δείγµατα (20 µL) ανά 1 h  

τα οποία αναλύονται µέσω της µεθόδου της αέριας χρωµατογραφίας. Οµοίως µε πριν, 

υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε παραχθεί τη δεδοµένη χρονική στιγµή 

και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης. Τα αποτελέσµατα φαίνονται στο παρακάτω 

διάγραµµα (Εικόνα 3.9).  

 

 

Εικόνα 3.9. Εξάρτηση της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται  στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε κλειστό σύστηµα συνεχούς 

ροής δύο στηλών. 

 

 

Από τις µετρήσεις που έγιναν και οι οποίες φαίνονται αναλυτικά στην εικόνα 

3.9, παρατηρήθηκε ότι η µέγιστη απόδοση που επιτεύχθηκε στις 3 h ήταν 82% ή 

2,3% ανά g πηκτώµατος. Η απόδοση αυτή είναι σηµαντικά υψηλότερη συγκριτικά µε 

τις αποδόσεις 1,5% και 0,7% ανά g πηκτώµατος που είχαν επιτευχθεί µε τις 

συνδεσµολογίες Α και Γ αντίστοιχα, για το ίδιο χρονικό διάστηµα. Συνολικά, οι 

υψηλότερες αποδόσεις επιτεύχθηκαν µε την χρήση των κλειστών συστηµάτων 

(συνδεσµολογίες Β και ∆). Συγκεκριµένα, η απόδοση ανα g πηκτώµατος που 

επιτεύχθηκε στη συνδεσµολογία Β (2,4%) είναι σχεδόν ίδια µε την απόδοση ανα g 

πηκτώµατος της συνδεσµολογίας ∆ για το ίδιο χρονικό διάστηµα (Πίνακας 3.1).  
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Πίνακας 3.1 Μέγιστη απόδοση (%) ανά  g  οργανοπηκτώµατος που επιτεύχθηκε σε χρονικό 

διάστηµα 3 h. Με γκρί σκιαγράφηση διακρίνονται οι συνδεσµολογίες (κλειστά συστήµατα) 

µε τις οποίες επιτεύχθηκε η µεγαλύτερη απόδοση. 

ΣΥΝ∆ΕΣΜΟΛΟΓΙΑ Μέγιστη απόδοση (%) σε 3h / g gel 

Α 1,5 % 

Β 2,4 % 

Γ 0,7 % 

∆ 2,3 % 

 

 

Ωστόσο, η συνδεσµολογία ∆ υπερτερεί στο ότι αποτελείται από δύο στήλες 

και περιέχει µεγαλύτερη ποσότητα βιοκαταλύτη. Αυτό εξυπηρετεί µε δύο τρόπους:  

α. αυξάνει το χρόνο επαφής του διαλύµατος µε τον βιοκαταλύτη, γεγονός που 

συντελεί στην αύξηση της συνολικής απόδοσης της αντίδρασης συγκριτικά µε τις 

υπόλοιπες συνδεσµολογίες,  και   

β. δίνει τη δυνατότητα αξιοποίησης µεγαλύτερης ποσότητας διαλύµατος 

αντίδρασης προς παραγωγή του επιθυµητού προϊόντος, το οποίο είναι επιθυµητό για 

την εφαρµογή της σε βιοµηχανική κλίµακα. 

Λαµβάνοντας υπόψη τα αποτελέσµατα που πρέκυψαν κατα τη µελέτη των 

τεσσάρων συνδεσµολογίων κρίνεται σκόπιµο να χαρακτηριστεί η συνδεσµολογία ∆ 

ως βέλτιστη συγκριτικά  µε τις υπόλοιπες τρεις.  Όµως για να χαρακτηριστεί ένα 

σύστηµα αποδοτικό και βιώσιµο ώστε να χρησιµοποιηθεί σε βιοµηχανική κλίµακα θα 

πρέπει να ελεγχθούν και άλλες παράµετροι. Αυτές αφορούν την ανθεκτικότητα του 

συστήµατος συνεχούς ροής και τη διατήρηση της δραστικότητας του 

ακινητοποιηµένου ενζύµου που περιέχεται µέσα σε αυτό, µετά από 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις. Τέλος, θα πρέπει να µελετηθούν εναλλακτικοί τρόποι 

που θα περιορίσουν τη φθορά που επέρχεται µετά από επαναλαµβανόµενες χρήσεις 

του ίδιου ενζύµου αλλά και του κόστους που αυτό συνεπάγεται. 
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3.1.2 Επαναχρησιµοποίηση στηλών 

Κατά την προηγούµενη πειραµατική διαδικασία, επιλέχτηκε η συνδεσµολογία 

∆ ως βέλτιστη, συγκριτικά µε τις υπόλοιπες τρεις. Στις παραγράφους που ακολουθούν 

γίνεται µελέτη της αποδοτικότητας της διάταξης αυτή µετά από τρεις 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις των στηλών που την αποτελούν. Οι στήλες έχουν 

πληρωθεί µε ίση ποσότητα οργανoπηκτώµατος, 18 g έκαστη, από HPMC βασισµένο 

σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο 

λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που περιέχεται στο οργανοπήκτωµα 

αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. 

 Η µελέτη της αποδοτικότητας του συνδεσµολογίας ∆ βασίζεται στη µεταβολή 

της απόδοσης της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε την 1-

προπανόλη, µετά από κάθε χρήση της συνδεµολογίας. Σε όλη τη διάρκεια του 

πειράµατος ο βιοκαταλύτης που περιέχεται στις στήλες δεν ανανεώνεται και 

παραµένει ίδιος και στις τρεις χρήσεις των στηλών. Αντιθέτως σε κάθε επανάληψη 

του πειράµατος χρησιµοποιείται νέο διάλυµα αντίδρασης το οποίο αποτελείται από 

100 mL ισοοκτάνιο στον οποίο έχουν προστεθεί τα υποστρώµατα της αντίδρασης, 

δηλαδή του λαυρικού οξέος και της 1- προπανόλης σε συγκέντρωση 150 mM έκαστο. 

Η αντίδραση εκκινεί µε την προσθήκη του διαλύµατος αυτού στην πρώτη στήλη και 

στη συνέχεια γίνεται δειγµατοληψία (20 µL) ανά 1 h.  

Μετά το πέρας τριών ωρών, το διάλυµα που έχει αντιδράσει αποµακρύνεται 

από τις στήλες και συλλέγεται σε ένα ξεχωριστό δοχείο. Οι στήλες, που περιέχουν 

πλέον µόνο το βιοκαταλύτη, φυλάσσονται για δύο ηµέρες στους 2- 6 °C πριν την 

επόµενη χρήση τους.  Τα δείγµατα που έχουν ληφθεί αναλύονται µέσω της µεθόδου 

της αέριας χρωµατογραφίας. Τέλος, υπολογίζεται η ποσότητα του εστέρα που είχε 

παραχθεί τη δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης. Τα 

αποτελέσµατα φαίνονται στα παρακάτω διάγραµµα (Εικόνα 3.10).  

Η απόδοση που επιτεύχθηκε σε 3 h κατά την πρώτη χρήση των στηλών ήταν 

72,4% ή 2,2% ανά g οργανοπηκτώµατος. Ο λόγος για τον οποίο οι µετρήσεις 

πραγµατοποιήθηκαν µέχρι τρεις ώρες, οφείλεται στο ότι το χρονικό διάστηµα αυτό 

είναι αρκετό ώστε η αντίδραση φτάνει σχεδόν στο µέγιστο της απόδοσης της.  
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Εικόνα 3.10. Εξάρτηση της απόδοσης της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται  στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε κλειστό σύστηµα συνεχούς 

ροής δύο στηλών. Ο βιοκαταλύτης µε τον οποίο έχουν πληρωθεί οι στήλες χρησιµοποιείται 

για 1
η
 φορά. 

Εικόνα 3.11. Εξάρτηση της απόδοσης της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται  στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε κλειστό σύστηµα συνεχούς 

ροής δύο στηλών.Ο βιοκαταλύτης µε τον οποίο έχουν πληρωθεί οι στήλες χρησιµοποιείται 

για 2
η
 φορά.  
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Η ίδια διαδικασία επαναλήφθηκε ακόµα δύο φορές (Εικόνα 3.11 και Εικόνα 

3.12), δηλαδή έως ότου οι στήλες να χρησιµοποιηθούν τρεις συνεχόµενες φορές. Με 

τον τρόπο αυτό επιτυγχάνεται η παρακολούθηση της µεταβολής τόσο της απόδοσης 

της αντίδρασης όσο και της δραστικοτητας του ενζύµου µετά από τρεις 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις των ίδιων στηλών. Τα αποτελέσµατα φαίνονται 

αναλυτικά στα διαγράµµατα που ακολουθούν. 

 

 

Εικόνα 3.12. Εξάρτηση της απόδοσης της αντίδρασης εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 

1-προπανόλη από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei. Συνθήκες όπως 

δίνονται  στην Εικόνα 3.3. Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε σε κλειστό σύστηµα συνεχούς 

ροής δύο στηλών. Ο βιοκαταλύτης µε τον οποίο έχουν πληρωθεί οι στήλες χρησιµοποιείται 

για 3
η
 φορά.  

 

 

Κατά τη δεύτερη και την τρίτη χρήση των στηλών παρατηρείται µια 

κατακόρυφη µείωση στην απόδοσης της αντίδρασης σύνθεσης του λαυρικού 

προπυλεστέρα. Συγκεκριµένα κατά τη δεύτερη χρήση των ίδιων στηλών η απόδοση 

µετά από τρεις ώρες µειώνεται στο 31%, η οποία αντιστοιχεί σε απόδοση 0,9% ανά g 

πηκτώµατος. ∆ηλαδή, η µείωση που υφίσταται η απόδοση της αντίδρασης ξεπερνάει 

το 50%. Κατά την τρίτη χρήση των στηλών, η κατακόρυφη πτώση στην απόδοση της 

αντίδρασης συνεχίζεται. Συγκεκριµένα η απόδοση δεν καταφέρνει να ξεπεράσει ούτε 
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το 20% µετά το πέρας τριών ωρών ενώ η µέγιστη απόδοση που επιτυχάνεται ανα g 

πηκτώµατος για το ίδιο χρονικό διάστηµα, αντιστοιχεί στο 0,5%. 

Στο παρακάτω ραβδόγραµµα παρουσιάζονται συγκεντρωτικά οι αποδόσεις 

της αντίδρασης που επιτεύχθηκαν ανά χρήση του συστήµατος συνεχούς ροής σε 

χρονικό διάστηµα τριών ωρών (Εικόνα 3.13).  

 

 

Εικόνα 3.13. Απεικόνιση της απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3h για την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη, για κάθε χρήση του ίδιου συστήµατος, 

όταν αυτό φυλάσσεται στους 2-6 °C. 

 

 

Ωστόσο, η µείωση της απόδοσης της αντίδρασης σχετίζεται κατά κύριο λόγο 

µε τη µείωση της δραστικότητας του ενζύµου λόγω των επαναλαµβανόµενων 

χρήσεων. Για το λόγο αυτό υπολογίστηκε η εναποµένουσα δραστικότητα του 

ενζύµου µετά από κάθε χρήση των στηλών του συστήµατος συνεχούς ροής (Εικόνα 

3.14). Όπως φαίνεται και στο ραβδόγραµµα που ακολουθεί, η δραστικότητα του 

ενζύµου έχει µειωθεί κάτω από το 50% µετά την πρώτη χρήση στηλών. Ενώ µετά τη 

δεύτερη χρήση τους, η εναποµένουσα δραστικότητα αντιστοιχεί στο 27% . 

Η µείωση που υφίσταται η δραστικότητα του ενζύµου οφείλεται πιθανά σε 

δύο παράγοντες. Ο πρώτος σχετίζεται µε την επαναλαµβανόµενη χρήση του ενζύµου 
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ενώ ο δεύτερος σχετίζεται µε τη συνεχή ψύξη και απόψυξη του βιοκαταλύτη που 

περιέχεται µέσα στις στήλες. Ως εκ τούτου, το ίδιο πείραµα επαναλήφθηκε µε τη 

διαφορά ότι οι επαναλαµβανόµενες χρήσεις των στηλών έγιναν την ίδια ηµέρα χωρίς 

ενδιάµεση αποθήκευση στο ψυγείο. 

 

Εικόνα 3.14. Απεικόνιση της εναποµένουσας δραστικότητα ενζύµου µετά από κάθε χρήση 

των ίδιων στηλών του συστήµατος συνεχούς ροής, όταν αυτό φυλάσσεται στους 2-6 °C. 

 

 

Συγκεκριµένα οι στήλες πληρώνονται µε νέα ποσότητα οργανοπηκτώµατος 

από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το 

ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που 

περιέχεται στο οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Η κάθε 

στήλη περιέχει 18 g οργανοπηκτώµατος. Σε όλη τη διάρκεια του πειράµατος ο 

βιοκαταλύτης που περιέχεται στις στήλες δεν ανανεώνεται και παραµένει ίδιος κατά 

τις τρεις χρήσεις των στηλών. Η αντίδραση εκκινεί µε την προσθήκη του διαλύµατος 

αντίδρασης το οποίο περιέχει 100 mL ισοοκτάνιο και τα υποστρώµατα της 

αντίδρασης, δηλαδή το λαυρικό οξύ και την 1-προπανόλη σε συγκέντρωση 150 mM 

έκαστο. Στη συνέχεια λαµβάνεται δείγµα (20 µL) ανά 1 h.  

Ανά 3h, το διάλυµα που έχει αντιδράσει αποµακρύνεται από τις στήλες και 

προστίθεται νέο διάλυµα αντίδρασης. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται  συνολικά 
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τρεις φορές. Τα δείγµατα που έχουν ληφθεί αναλύονται µέσω της µεθόδου της αέριας 

χρωµατογραφίας. Τέλος, υπολογίζεται η ποσότητα του εστέρα που είχε παραχθεί τη 

δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης.  

Στο ραβδόγραµµα που ακολουθεί φαίνονται συνολικά οι τελικές αποδόσεις 

της αντίδρασης, που επιτεύχθηκαν σε 3 h, µετά από κάθε χρήση των στηλών (Εικόνα 

3.15). Παρατηρείται και πάλι µείωση στην απόδοση της αντίδρασης κατά τη δεύτερη 

και τρίτη χρήση των στηλών. Συγκεκριµένα η απόδοση της αντίδρασης που 

επιτυγχάνεται κατά τη  πρώτη χρήση των στηλών αντιστοιχεί σε 82% ή 2,3% ανά g 

πηκτώµατος. Στη συνέχεια η απόδοση της αντίδρασης µειώνεται στο 47% (ή 1,3% / g 

πηκτώµατος) και στο 38% (ή 1% / g πηκτώµατος) κατά τη δεύτερη και τρίτη χρήση 

αντίστοιχα.  

 

Εικόνα 3.15. Απεικόνιση της απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3 h για την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη, για κάθε χρήση του ίδιου συστήµατος 

την ίδια ηµέρα.  

 

 

Η µείωση στην απόδοση της αντίδρασης οφείλεται στην επαναλαµβανόµενη 

χρήση του ίδιου βιοκαταλύτη µε τον οποίο έχουν πληρωθεί οι στήλες. Στο 

ραβδόγραµµα που ακολουθεί φαίνεται η εναποµένουσα δραστικότητα του ενζύµου 

µετά από κάθε χρήση των στηλών του συστήµατος συνεχούς ροής (Εικόνα 3.16). 
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Συγκεκριµένα, παρατηρείται ότι η δραστικότητα του ενζύµου έχει µειωθεί σχεδόν 

50% µετά την πρώτη χρήση στηλών. Ενώ µετά τη δεύτερη χρήση τους, η 

εναποµένουσα δραστικότητα του ενζύµου αντιστοιχεί στο 38% . 

 

 

Εικόνα 3.16. Απεικόνιση της εναποµένουσας δραστικότητα ενζύµου µετά από κάθε χρήση 

του ίδιου συστήµατος την ίδια ηµέρα. 

 

 

Από τα παραπάνω γίνεται αντιληπτό ότι όταν οι στήλες χρησιµοποιούνται 

επαναλαµβανόµενα επέρχεται σηµαντική µείωση στην καταλυτική δραστικότητα του 

ενζύµου είτε µεσολαβεί αποθήκευση στους 2-6 °C, είτε όχι. Ωστόσο στη δεύτερη 

περίπτωση η µείωση αυτή είναι σηµαντικά µικρότερη (Εικόνα 3.17). 

Σε βιοµηχανική κλίµακα, η µείωση της δραστικότητας του ενζύµου 

συνεπάγεται τη µείωση της παραγωγής του επιθυµητού προϊόντος. Το ιδανικό θα 

ήταν να παραµένει σταθερή η απόδοση της εκάστοτε αντίδρασης, καθ’ όλη τη 

διάρκεια λειτουργίας του συστήµατος συνεχούς ροής που χρησιµοποιείται. Αυτό θα 

ήταν εφικτό αν σε κάθε κύκλο λειτουργίας του συστήµατος αυτού µπορούσε να 

χρησιµοποιηθεί νέος βιοκαταλύτης. Όµως κάτι τέτοιο δεν θα ήταν οικονοµικά 

βιώσιµο. Ένας τρόπος µείωσης του κόστους είναι η αλλαγή µόνο της µίας εκ των δύο 

στηλών που αποτελούν το σύστηµα συνεχούς ροής, µετά από κάθε χρήση της. 
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Στο πείραµα που ακολουθεί, µελετήθηκαν οι διακυµάνσεις στην απόδοση της 

αντίδρασης σύνθεσης του λαυρικού προπυλεστέρα όταν στο σύστηµα συνεχούς ροής, 

η µία εκ των δύο στηλών αντικαθιστάται µε µία νέα στήλη που περιέχει νέο 

βιοκαταλύτη µετά από κάθε χρήση του.  

 

 

Εικόνα 3.17. Απεικόνιση της εναποµένουσας δραστικότητα ενζύµου µετά από κάθε 

χρήσητου ίδιου συστήµατος, όταν το σύστηµα χρησιµοποιείται την ίδια ηµέρα και όταν αυτό 

φυλάσσεται στους 2-6 °C µετά από κάθε χρήση. 

  

 

3.1.3 Αλλαγή µιας στήλης µετά από κάθε χρήση του ζεύγους στηλών 

Συνολικά µελετήθηκαν τρεις διαφορετικές περιπτώσεις: α. όταν γίνεται 

αλλαγή µόνο της 1ης στήλης, β. όταν γίνεται αλλαγή µόνο της 2ης στήλης, και γ. όταν 

γίνεται εναλλάξ αλλαγή στηλών, µετά από κάθε χρήση του ζεύγους στηλών που 

αποτελούν το σύστηµα συνεχούς ροής. Στόχος των πειραµάτων αυτών ήταν να 

επιλεγεί η καλύτερη µέθοδος µε την οποία το σύστηµα συνεχούς ροής θα διατηρεί 

καλύτερα την αποδότικότητα του.  



 
 

87 

Σε όλες τις περιπτώσεις, οι στήλες πληρώθηκαν εξ’ αρχής µε νέα ποσότητα 

οργανoπηκτώµατος, 18 g έκαστη, από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα 

λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. 

miehei. Πρέπει να σηµειωθεί ότι ο βιοκαταλύτης δεν παρέµεινε ο ίδιος και στις τρεις 

χρήσεις των στηλών, καθώς κατά τη δεύτερη και τρίτη χρήση τους η µία εκ των δύο 

στηλών αντικαταστάθηκε µε µία νέα που περιείχε νέα ποσότητα οργανοπηκτώµατος, 

18 g.  

Σε κάθε χρήση, προστέθηκε νέο διαλύµα αντίδρασης το οποίο περιείχε 100 

mL ισοοκτάνιο και τα υποστρώµατα της αντίδρασης, δηλαδή το λαυρικό οξύ και την 

1-προπανόλη σε συγκέντρωση 150 mM έκαστο. Στη συνέχεια, λήφθηκαν δείγµατα 

(20 µL) ανά 1 h, τα οποία αναλύθηκαν µε τη µέθοδο της αέριας χρωµατογραφίας και 

παρατηρήθηκε η µεταβολή στην απόδοση της αντίδρασης σύνθεσης του λαυρικού 

προπυλεστέρα. Η αντίδραση, ανά χρήση στηλών, διήρκησε συνολικά 3 h, καθώς έχει 

δειχθεί ότι το χρονικό διάστηµα αυτό θεωρείται επαρκές ώστε η αντίδραση να φτάσει 

σχεδόν στο µέγιστο της απόδοσης της. Τέλος, πρέπει να σηµειωθεί  ότι οι αλλαγές σε 

κάθε περίπτωση πραγµατοποιήθηκαν την ίδια ηµέρα χωρίς ενδιάµεση αποθήκευση 

των στηλών. Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν σε κάθε πρίπτωση παρουσιάζονται 

αναλυτικά παρακάτω.  

 

 

Α’ Περίπτωση: όταν γίνεται αλλαγή µόνο 1ης στήλης.  

Στην περίπτωση αυτή, µετά την πρώτη χρήση των στηλών το διάλυµα 

αντίδρασης αποµακρύνεται από τις στήλες και η πρώτη στήλη αντικαθίσταται µε µία 

άλλη που περιέχει νέο και ίσης ποσότητας βιοκαταλύτη, ενώ η δεύτερη στήλη 

παραµένει η ίδια. Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται και κατά την τρίτη χρήση. 

Έτσι, σε κάθε χρήση του ζεύγους στηλών η πρώτη στήλη χρησιµοποιείται µόνο µία 

φορά ενώ η δεύτερη παραµένει ίδια και στις τρεις επαναλήψεις. Με τον τρόπο αυτό, 

το διάλυµα αντίδρασης έρχεται πρώτα σε επαφή µε φρέσκο βιοκαταλύτη και στη 

συνέχεια διέρχεται από την ήδη χρησιµοποιηµένη στήλη.   

Στο ραβδόγραµα που ακολουθεί φαίνονται οι τελικές αποδόσεις της 

αντίδρασης, που επιτεύχθηκαν σε 3 h, ανά χρήση στηλών (Εικόνα 3.18). 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι η απόδοση της αντίδρασης κατά τη δεύτερη χρήση 

στηλών παρέµεινε σχετικά σταθερή ενώ κατα την τρίτη χρήση στηλών 

παρουσιάστηκε µία µείωση της τάξης του 13%.  
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Εικόνα 3.18. Απεικόνιση της απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3h για την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη. Σε κάθε χρήση του συστήµατος η 

πρώτη στήλη αντικάθίσταται µε µία νέα ενώ η δεύτερη παραµένει ίδια και στις τρεις χρήσεις.  

 

 

Β’ Περίπτωση: όταν γίνεται αλλαγή µόνο 2ης στήλης.  

Στην περίπτωση αυτή, µετά την πρώτη χρήση των στηλών το διάλυµα 

αντίδρασης αποµακρύνεται από τις στήλες και η δευτέρη στήλη αντικαθίσταται µε 

µία άλλη που περιέχει νέο και ίσης ποσότητας βιοκαταλύτη, ενώ η πρώτη στήλη 

παραµένει η ίδια. Η ίδια διαδικασία επαναλαµβάνεται και κατά την τρίτη χρήση. 

Έτσι, σε κάθε χρήση του ζεύγους στηλών, η πρώτη στήλη παραµένει ίδια και στις 

τρεις επαναλήψεις, ενώ η δεύτερη χρησιµοποιείται µόνο µία φορά. Με τον τρόπο 

αυτό το διάλυµα αντίδρασης έρχεται πρώτα σε επαφή µε την ήδη χρησιµοποιηµένη 

στήλη και στη συνέχεια διέρχεται από τη δεύτερη στήλη η οποία περιέχει νέο 

βιοκαταλύτη.   

Στο ραβδόγραµα που ακολουθεί φαίνονται οι τελικές αποδόσεις της 

αντίδρασης, που επιτεύχθηκαν σε 3 h, ανά χρήση στηλών (Εικόνα 3.19). 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι κατά τη δεύτερη και κατά τη τρίτη χρήση των 

στηλών η απόδοση της αντίδρασης παρέµεινε πάνω από το 70%. Συνολικά, η µείωση 

που παρατηρήθηκε στην απόδοση της αντίδρασης αντιστοιχούσε σε ποσοστό 8%.  
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Εικόνα 3.19. Απεικόνιση της απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3h για την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη. Σε κάθε χρήση του συστήµατος η 

δεύτερη στήλη αντικαθίσταται µε µία νέα ενώ η πρώτη παραµένει ίδια και στις τρεις χρήσεις. 

 

 

Γ’ Περίπτωση: όταν γίνεται εναλλάξ αλλαγή στηλών.  

Στην περίπτωση αυτή, µετά την πρώτη χρήση των στηλών το διάλυµα 

αντίδρασης αποµακρύνεται από τις στήλες και η πρώτη στήλη αντικαθίσταται µε µία 

νέα που περιέχει νέο και ίσης ποσότητας βιοκαταλύτη. Στη συνέχεια,  µετα τη 

δεύτερη χρήση του ζευγους στηλών, το διάλυµα αντίδρασης αποµακρύνεται και η 

δευτέρη στήλη αντικαθίσταται µε µία άλλη που περιέχει νέο και ίσης ποσότητας 

βιοκαταλύτη. Με τη µέθοδο αυτή η κάθε στήλη δεν χρησιµοποιείται πάνω από δύο 

φορές συνεχόµενα. 

Στο ραβδόγραµα που ακολουθεί φαίνονται οι τελικές αποδόσεις της 

αντίδρασης, που επιτεύχθηκαν σε 3 h, ανά χρήση στηλών (Εικόνα 3.20). 

Συγκεκριµένα, παρατηρήθηκε ότι κατά τη δεύτερη χρήση στηλών η απόδοση της 

αντίδρασης παρέµεινε σχεδόν σταθερή (76% συγκριτικά µε 78% που επιτεύχθηκε 

κατα την πρώτη χρήση). Ενώ κατά τη τρίτη χρήση των στηλών η απόδοση της 

αντίδρασης µειώθηκε στο 70%.  
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Εικόνα 3.20. Απεικόνιση της απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3 h για την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη. Σε κάθε χρήση του συστήµατος 

αντικαθίσταται η µία στήλη µε µία νέα, εναλλάξ.  

 

 

Συγκρίνοντας και τις τρεις περιπτώσεις που εξετάστηκαν, δεν παρατηρείται 

ιδιαίτερη διακύµανση στην απόδοση του συστήµατος, σε καµία από τις παραπάνω 

περιπτώσεις (Εικόνα 3.21). Ίσως θα µπορούσε να αναφερθεί η Α’ περίπτωση ως 

λιγότερο αποδοτική καθώς είναι η µοναδική που κατά τη 3η χρήση του συστήµατος 

έδωσε τελική απόδοση κάτω από 70%. 

Ακόµη κι αν συγκριθούν οι απόδοσεις που επιτεύχθηκαν ανα g πηκτώµατος 

(Πίνακας 3.3), παρατηρείται ότι σε όλες τις περιπτώσεις το σύστηµα συνεχούς ροής 

φαίνεται να παραµένει αποδοτικό ακόµα και µετά από τρεις επαναλαµβανόµενες 

χρήσεις. Αυτό φαίνεται και από τη εναποµένουσα δραστικότητα του ενζύµου µετά 

από κάθε χρήση (Πίνακας 3.3). Ιδιαίτερα στη Β και Γ περίπτωση η µείωση που που 

υφίσταται η δραστικότητα του ενζύµου (της τάξης του 9%) κατά την τρίτη χρήση του 

συστήµατος συνεχούς ροής, δεν θεωρείται τόσο σηµαντική ώστε να θεωρηθεί 

ανασταλτικός παράγων για την επαρκή παραγωγή του επιθυµητού προϊόντος.  
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Εικόνα 3.21. Απεικόνιση της τελικής απόδοσης που επιτεύχθηκε σε 3hγια την αντίδραση 

εστεροποίησης του λαυρικού οξέος µε 1-προπανόλη. Σε κάθε χρήση του συστήµατος 

αντιστοιχούν οι τρεις διαφορετικές περιπτώσεις που εξετάστηκαν, αλλάζοντας τη µία εκ των 

δύο στηλών ανά χρήση. 

 

 

Πίνακας 3.3. Απόδοση ανά g πηκτώµατος που επιτεύχθηκε σε 3 ώρες µετά από κάθε χρήση 

του συστήµατος συνεχούς ροής όταν γίνεται: (Α) αλλαγή µόνο της 1
ης

 στήλης, (Β)  αλλαγή 

µόνο της 2
ης

 στήλης, και (Γ) εναλλάξ αλλαγή στηλών. Σε παρένθεση αναφέρεται η 

εναποµένουσα δραστικότητα µετά από κάθε χρήση του ζεύγους στηλών σε κάθε περίπτωση. 

Απόδοση (%)/ g πηκτώµατος που επιτεύχθηκε σε 3h ανα 

χρήση σε κάθε περίπτωση (εναποµένουσα δραστικότητα 

ενζύµου) 

Χρήσεις 

Α Β Γ 

1
η
 Χρήση 2,2 (100%) 2,2 (100%) 2,2 (100%) 

2
η
 Χρήση 2,1 (95,5%) 2,1 (95,5%) 2,1 (95,5 %) 

3
η
 Χρήση 1,8 (82%) 2 (91%) 2 (91 %) 

 

 

Συνεπώς, καθίσταται σαφές ότι χρησιµοποιώντας µία τέτοια µεθοδολογία 

µειώνεται σηµαντικά η φθορά που υφίσταται ο βιοκαταλύτης µετά από 
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επαναλαµβανόµενες χρήσεις. Αξίζει να αναφερθεί ότι σε προηγούµενο πείραµα κατά 

την τρίτη χρήση του ίδιου συστήµατος συνεχούς ροής, στο οποίο δεν 

πραγµατοποιήθηκε αντικατάσταση σε καµία από τις δύο στήλες που το αποτελούσαν, 

η  απόδοση της αντίδρασης ανά g πηκτώµατος µειώθηκε περίπου στο µισό της 

αρχικής. ∆ηλαδή από το 2,3% µειώθηκε στο 1% (Πίνακας 3.4). Αντίθετα, όταν έγινε 

αντικατάσταση µιας στήλης µε µία άλλη που περιείχε νέα ποσότητα βιοκατλύτη, η 

απόδοση της αντίδρασης ανά g πηκτώµατος παρέµεινε σχετικά σταθερή (από το 2,3% 

έφτασε στο 2%) ακόµα και µετά από τρεις επαναλαµβανόµενες χρήσεις (Πίνακας 

3.4).  

Επιπλέον παρατηρήθηκε ότι η δραστικότητα του ενζύµου µειώθηκε κατά 53% 

µετά από τρεις επαναλαµβανόµενες χρήσεις του ίδιου συστήµατος συνεχούς ροής 

όταν δεν πραγµατοποιήθηκε αντικατάσταση σε καµία από τις δύο στήλες. Αντίθετα 

στην περίπτωση που έγινε αντικατάσταση της µιας εκ των δύο στηλών που 

αποτελούν το σύστηµα συνεχούς ροής µε µία άλλη που περιείχε νέα ποσότητα 

βιοκαταλύτη, η µείωση στη δραστικότητα του ενζύµου µετά από τρεις 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις αντιστοιχούσε σε ποσοστό µόλις 9%. 

 

 

Πίνακας 3.4. Απόδοση ανά g πηκτώµατος που επιτεύχθηκε σε 3 ώρες ανα χρήση στηλών, 

όταν σε κάθε χρήση χρησιµοποιείται το ίδιο σύστηµα και όταν µετά από κάθε χρήση 

αντικαθίσταται η µία εκ των δύο στηλών. 

Απόδοση (%)/ g πηκτώµατος που επιτεύχθηκε σε 3h ανα 

χρήση (εναποµένουσα δραστικότητα ενζύµου) 

Χρήσεις 

Χωρίς αλλαγή στηλών 

(Χρήσεις την ίδια ηµέρα) 

Με αλλαγή της µια στήλης 

(Β ή Γ περίπτωση) 

1
η
 Χρήση 2,3 (100%) 2,2 (100%) 

2
η
 Χρήση 1,3 (57,3 %) 2,1 (95,5%) 

3
η
 Χρήση 1 (46,6%) 2 (91%) 

 

 

3.2 Μελέτη αντιδράσεων βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος. 

 

Μετά τη βελτιστοποίηση του συστήµατος, είναι σηµαντικό να ελεγχθεί αν η 

συνδεσµολογία ∆ µπορεί να εφαρµοστεί επιτυχώς για την παραγωγή προϊόντων 
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υψηλής προστιθέµενης αξίας βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος. Στα πειράµατα που 

ακολουθούν έγινε µελέτη αντιδράσεων που αφορούν στην παραγωγή φαινολικών και 

τερπενικών εστέρων. Για την πρώτη κατηγορία αντιδράσεων µελετήθηκε η 

αντίδραση του π-υδρόξυ-φαινυλοξικού οξέος µε την οκτανόλη προς την παραγωγή 

του π-υδρόξυ-φαινυλοξικού εστέρα της οκτανόλης. Ενώ, για τη δεύτερη κατηγορία 

αντιδράσεων µελετήθηκε η αντίδραση του λαυρικού οξέος µε την νερόλη και του 

λαυρικού οξέος µε τη γερανιόλη για το σχηµατιµό του λαυρικού εστέρα της νερόλης 

και της γερανιόλης αντίστοιχα. 

 

3.2.1 Αντίδραση εστεροποίησης φαινολικών όξεων 

Για τη αντίδραση αυτή παρασκευάστηκαν 100 mL διαλύµατος π-υδροξυ-

φαινυλοξικού οξέος, συγκέντρωσης 70 mM σε οκτανόλη, η οποία συµµετέχει στην 

αντίδραση και ως αντιδρόν και ως διαλύτης (σύστηµα αντίδρασης χωρίς διαλύτη). 

Οι στήλες που αποτελούν τη συνδεσµολογία ∆ πληρώθηκαν µε νέα ποσότητα 

οργανοπηκτώµατος από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο 

οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από C. αntarctica. Στην κάθε 

στήλη προστέθηκαν 18 g οργανοπηκτώµατος. Η ποσότητα του ενζύµου που περιείχε 

το οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,25 mg ανά g πηκτώµατος. Σε όλη τη διάρκεια 

του πειράµατος ο βιοκαταλύτης µε τον οποίον είχαν πληρωθεί οι στήλες δεν 

ανανεώθηκε.  

Το διάλυµα αντίδρασης διέτρεξε τις στήλες συνολικά για 48 ώρες και στη 

συνέχεια έγινε δειγµατοληψία (20 µL) ανά 24h καθώς έχει δειχθεί σε προηγούµενες 

µελέτες (Zoumpanioti et al. 2010α) ότι πρόκειται για µία αντίδραση που απαιτείται 

χρόνος για την παραγωγή του προϊόντος. Τα δείγµατα αναλύθηκαν µε τη µέθοδο της 

αέριας χρωµατογραφίας. Τέλος, υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε 

παραχθεί τη δεδοµένη χρονική στιγµή και εποµένως η απόδοση της αντίδρασης.  

Από τα αποτελέσµατα που προέκυψαν (Εικόνα 3.22), παρατηρήθηκε ότι η 

απόδοση που επιτεύχθηκε σε 48 h ήταν 22,1% ή 0,6% ανά g πηκτώµατος. Ωστόσο, 

για την αξιοποίηση µιας τέτοιας αντίδρασης και την παραγωγή προϊόντος σε 

βιοµηχανική κλίµακα είναι απαραίτητο να επιτευχθεί η µέγιστη δυνατή απόδοση στο 

συντοµότερο δυνατό χρονικό διάστηµα. 
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Εικόνα 3.22. Εξάρτηση από το χρόνο της απόδοσης της αντίδρασης εστεροποίησης της 

οκτανόλης µε το π-υδροξυ-φαινυλοξικό οξύ, που καταλύεται από τη λιπάση από C.αntarctica 

ακινητοποιηµένη σε οργανοπήκτωµα από HPMC µε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Η κάθε 

στήλη περιέχει 18 g πηκτώµατος. Αρχική συγκέντρωση οξέος 70 mM, η οκτανόλη είναι σε 

περίσσεια, θερµοκρασία δωµατίου. 

 

 

Για τη επίτευξη της µεγαλύτερης δυνατής απόδοσης στο ίδιο χρονικό 

διάστηµα, το ίδιο πείραµα επαναλήφθηκε δεύτερη φορά µε τη διαφορά ότι οι στήλες 

είχαν πληρωθεί µε διπλάσια ποσότητα πηκτώµατος, δηλαδή µε 36 g πηκτώµατος 

έκαστη. Η ποσότητα του ενζύµου που περιείχε το οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 

0,25 mg ανά g πηκτώµατος. Η αύξηση του βιοκαταλύτη που περιέχεται στις στήλες 

στοχεύει στο να παρατείνει την επαφή του διαλύµατος αντίδρασης µε τον ένζυµο και 

εποµένως στην αύξηση της απόδoσης της αντίδρασης. Στο διάγραµµα  που ακολουθεί 

(Εικόνα 3.23) παρατηρείται ότι απόδοση της αντίδρασης που επιτεύχθηκε σε 48 h 

ήταν 48,4% ή 0,7% ανά g πηκτώµατος. Είναι σαφές λοιπόν, ότι διπλασιάζοντας την 

ποσότητα του βιοκαταλύτη, η απόδοση ανα g πηκτώµατος παρέµεινε σχεδόν σταθερή 

(0,6% συγκριτικά µε 0,7%). Ωστόσο, η απόδοση της αντίδρασης σχεδόν 

διπλασιάστηκε (22,1% συγκριτικά µε 48,4%).  
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Εικόνα 3.23. Εξάρτηση της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης της οκτανόλης µε το 

π-υδροξυ-φαινυλοξικό οξύ από το χρόνο, που καταλύεται από τη λιπάση από C. αntarctica. 

Η κάθε στήλη περιέχει 36 g πηκτώµατος. Υπόλοιπες συνθήκες όπως δίνονται στη εικόνα 

3.22. 

 

 

 

3.2.2 Αντιδράσεις εστεροποίησης τερπενικών αλκοολών 

 

Εστεροποίηση λαυρικού οξέος µε νερόλη 

Για τη αντίδραση αυτή παρασκευάστηκε διάλυµα αντίδρασης  µε 100 mL 

ισοοκτάνιο και τα υποστρώµατα της αντίδρασης, δηλαδή το λαυρικό οξύ και τη 

νερόλη σε συγκέντρωση 100 mM έκαστο. Στη συνέχεια, η κάθε στήλη πληρώθηκε µε 

18 g οργανοπηκτώµατος από HPMC βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα 

στο οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα 

του ενζύµου που περιείχε το οργανοπήκτωµα αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g 

πηκτώµατος. Τέλος, το διάλυµα διέτρεξε τις στήλες για 10 h και λήφθηκαν δείγµατα 

(20 µL) ανά 1 h. Τα δείγµατα αναλύθηκαν µε τη µέθοδο της αέριας χρωµατογραφίας 

και υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε παραχθεί τη δεδοµένη χρονική 

στιγµή, εποµένως και η απόδοση της αντίδρασης. Η απόδοση που επιτεύχθηκε µετά 

από 10 ώρες ήταν 80% και τα αποτελέσµατα που προέκυψαν φαίνονται στο 

διάγραµµα που ακολουθεί (Εικόνα 3.24).  



 
 

96 

Εικόνα 3.24. Εξάρτηση από το χρόνο της απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης της 

vερόλης µε το λαυρικό οξύ, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei ακινητοποιηµένη 

σε οργανοπήκτωµα από HPMC µε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Συγκέντρωση λαυρικού οξέος 

και νερόλης 100 mM έκαστο, διαλύτης ισοοκτάνιο και θερµοκρασία δωµατίου. 

 

 

 

Εστεροποίηση λαυρικού οξέος µε γερανιόλη 

Για τη αντίδραση αυτή παρασκευάστηκε διάλυµα αντίδρασης 100 mL 

ισοοκτανίου και λαυρικό οξύ και γερανιόλη σε συγκέντρωση 100 mM έκαστο. Η 

κάθε στήλη πληρώθηκε µε 18 g οργανοπηκτώµατος από HPMC βασισµένο σε 

µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης, µέσα στο οποίο βρίσκεται το ακινητοποιηµένο ένζυµο, 

λιπάση από R. miehei. Η ποσότητα του ενζύµου που περιείχε το οργανοπήκτωµα 

αντιστοιχεί σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Τέλος, το διάλυµα διέτρεξε τις στήλες για 

12 h και λήφθηκαν δείγµατα (20 µL) ανά 1 h. Τα δείγµατα αναλύθηκαν µε τη µέθοδο 

της αέριας χρωµατογραφίας και υπολογίστηκε η ποσότητα του εστέρα που είχε 

παραχθεί τη δεδοµένη χρονική στιγµή, εποµένως και η απόδοση της αντίδρασης. Στο 

διάγραµµα που ακολουθεί (Εικόνα 3.25) παρατηρείται ότι η απόδοση που 

επιτεύχθηκε µετά από 10 ώρες ήταν 45,6%. 
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Εικόνα 3.25. Εξάρτηση από το χρόνοτης απόδοσης  της αντίδρασης εστεροποίησης της 

γερανιόλης µε το λαυρικό οξύ, που καταλύεται από τη λιπάση από R. miehei 

ακινητοποιηµένη σε οργανοπήκτωµα από HPMC µε µικρογαλάκτωµα λεκιθίνης. Αρχική 

συγκέντρωση λαυρικού οξέος και γερανιόλης 100 mM έκαστο, διαλύτης ισοοκτάνιο και 

θερµοκρασία δωµατίου. 

 

 

3.3 Αποµόνωση, ∆ιαχωρισµός και Ταυτοποίηση προϊόντων: 

Το τελευταίο στάδιο των πειραµάτων αφορά τον διαχωρισµό και την 

αποµόνωση των προϊόντων που παράχθηκαν τόσο από τις παραπάνω αντιδράσεις, 

όσο και από την πρότυπη αντίδραση του λαυρικού οξέος µε την 1-προπανόλη.   

Αρχικά για την αποµόνωση των προϊόντων χρησιµοποιήθηκε περιστροφικός 

αποστακτήρας για την εξάτµιση του διαλύτη και τη συµπύκνωση του διαλύµατος. 

Στη συνέχεια, έγινε χρωµατογραφία λεπτής στιβάδας (TLC) µε στόχο να επιλεγεί 

κατάλληλο διάλυµα ανάπτυξης που θα χρησιµοποιηθεί στη χρωµατογραφία στήλης 

που θα ακολουθήσει, για το διαχωρισµό των εστέρων από το διάλυµα αντίδρασης. 

Για τον διαχωρισµό χρησιµοποιήθηκαν έτοιµες πλάκες γέλης πυριτίου (silica gel-60). 

Το δείγµα τοποθετήθηκε υπό µορφή κηλίδας κοντά στη βάση της πλάκας, ενώ 

παράλληλα τοποθετήθηκαν και πρότυπες ενώσεις αναφοράς για την ταυτοποίηση των 

προϊόντων της ενζυµικής αντίδρασης. Οι πλάκες αναπτύχθηκαν σε κλειστούς 

θαλάµους κορεσµένους µε το διάλυµα ανάπτυξης. Ύστερα από αρκετές δοκιµές τα 
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συστήµατα που επιλέχθηκαν ως καταλληλότερα για το διαχωρισµό των εστέρων 

φαίνονται στον Πίνακα 3.5. 

 

 

Πίνακας 3.5. ∆ιαλύτες που χρησιµοποιήθηκαν για το διαχωρισµό του κάθε εστέρα µε τη 

µέθοδο TLC. 

Προϊόν προς διαχωρισµό 
Καταλληλότερς  διαλύτης (έπειτα 

απόTLC) 

Λαυρικός Προπυλεστέρας Εξάνιο/οξικός αιθυλεστέρας 

Εστέρας  νερόλης ∆ιχλωροµεθάνιο 

Εστέρα  γερανιόλης ∆ιχλωροµεθάνιο 

Εστέρας φαινολικού οξέος Εξανιο/οξικός αιθυλεστέρας 

 

 

Έχοντας επιλέξει την κατάλληλη αναλογία διαλυτών µε την µέθοδο TLC, 

ακολούθησε ο διαχωρισµός του προϊόντος µε χρωµατογραφία στήλης. Για τη µέθοδο 

αυτή χρησιµoποιήθηκε µία γυάλινη στήλη. Στη στήλη αυτή τοποθετήθηκε µέχρι το 

µέσο πυριτική πηκτή, η οποία αποτελεί τη στατική φάση της µεθόδου. Το δείγµα 

τοποθετήθηκε στην αρχή της στήλης και στη συνέχεια έγινε έκλουση µε το διάλυµα 

που είχε επιλεγεί σε κάθε περίπτωση. Το διάλυµα µε το οποίο γίνεται έκλουση 

αποτελεί την κινητή φάση της µεθόδου η οποία διέρχεται µέσω στατικής φάσης, 

λόγω της βαρύτητας. Τα συστατικά του δείγµατος µετακινούνται κατά µήκος της 

στήλης µε διαφορετικές ταχύτητες εξαρτώµενες από τη συγγένεια των συστατικών ως 

προς τη στατική φάση. Στην προκειµένη περίπτωση το συστατικό που εξέρχεται 

πρώτα από τη στήλη είναι ο εστέρας, δηλαδή το προϊόν της αντίδρασης που 

επιθυµούµε να αποµονώσουµε. Συνολικά, διαχωρίστηκαν-αποµονώθηκαν 37,5 g 

λαυρικού προπυλεστέρα, 15,3 g λαυρικού εστέρα της γερανιόλης και 33,4 g λαυρικού 

εστέρα της νερόλης. Αποµόνωση του π-υδρόξυ φαινυλοξικού εστέρα της οκτανόλης 

δεν πραγµατοποιήθηκε γιατί η ποσότητα του διαλύµατος που συλλέχθηκε δεν 

θεωρήθηκε αρκετή συγκριτικά µε την απόδοση που επιτεύχθηκε για τον 

αποτελεσµατικό διαχωρισµό του. 

Τέλος, ο λαυρικός προπυλεστέρας που αποµονώθηκε µε τις παραπάνω 

µεθόδους ταυτοποιήθηκε µε τη φασµατοσκοπική µέθοδο πυρηνικού µαγνητικού 

συντονισµού (NMR). Στις εικόνες που ακολουθούν φαίνεται το αναµενόµενο φάσµα 
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για τη δοµή του λαυρικού προπυλεστέρα (Εικόνα 3.26) και το φάσµα που προέκυψε 

από την ταυτοποίηση του δείγµατος του λαυρικού προπυλεστέρα που αποµονώθηκε 

(Εικόνα 3.27).  

Οι φθαλικοί εστέρες που ανιχνεύτηκαν ως προσµίξεις στον λαυρικό 

προπυλεστέρα που αποµονώθηκε είναι µία κατηγορία χηµικών ενώσεων που 

χρησιµοποιούνται κυρίως ως  πλαστικοποιητές (ουσίες που προστίθενται 

στα πλαστικά για την αύξηση της ευλυγισίας τους). Στην παρούσα περίπτωση 

πιθανολογείται ότι προήλθαν από τις σωληνώσεις µέσω των οποίων µεταφερόταν το 

διάλυµα της αντίδρασης στο σύστηµα συνεχούς ροής, παρά το γεγονός ότι είχαν 

ελεγχθεί για την ανθεκτικότητα τους σε οργανικούς διαλύτες. 

 

 

 

 

Εικόνα 3.26 Αναµενόµενο φάσµα για τη δοµή του λαυρικού προπυλεστέρα. 
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Εικόνα 3.27. Πειραµατικό φάσµα του λαυρικού προπυλεστέρα. Με πράσινο περίγραµµα 

περικλείονται οι κορυφές που αντιστοιχούν στην ένωση του λαυρικού προπυλεστέρα και µε 

κόκκινο περίγραµµα περικλείονται κορυφές που αντιστοιχούν σε φθαλικούς εστέρες 
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Τα τελευταία χρόνια, η βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών 

έχει αυξήσει το ενδιαφέρον της για τη χρήση συστατικών που δίνουν υψηλή 

προστιθέµενη αξία στα προϊόντα της. Χαρακτηριστικό παράδειγµα αποτελούν τα 

φαινολικά οξέα τα οποία δρουν ως αντιοξειδωτικά πρόσθετα σε τρόφιµα, καθώς και 

οι εστέρες τερπενικών αλκοολών οι οποίοι χρησιµοποιούνται ευρέως στον τοµέα των 

τροφίµων, των καλλυντικών και των φαρµάκων, ως συστατικά για την ενίσχυση της 

γεύσης και του αρώµατος των προϊόντων. Τέτοια συστατικά είναι επιθυµητό να έχουν 

φυσική προέλευση. Σε πολλές περιπτώσεις όµως, η µετατροπή τους σε διαφορετική  

µορφή είναι συνήθως απαραίτητη καθώς όταν βρίσκονται στη φυσική τους µορφή, η 

ενσωµάτωσή τους στα εκάστοτε προϊόντα δεν είναι πάντα εφικτή.  

Παραδοσιακά, για τη σύνθεση αυτών των ουσιών στη βιοµηχανία 

χρησιµοποιούνται ως καταλύτες ανόργανα οξέα, αλκαλικοί καταλύτες, ισχυρά οξέα 

και βάσεις. Ωστόσο, η χρήση τέτοιου τύπου καταλυτών συνοδεύεται από υψηλή 

κατανάλωση ενέργειας λόγω της απαίτησης για υψηλές θερµοκρασίες και/ή υψηλές 

πιέσεις, ενώ ευνοούν και την εµφάνιση πολλών παραπροϊόντων εµποδίζοντας την 

αποµόνωση του επιθυµητού προϊόντος. Οι ακραίες συνθήκες που απαιτούνται 

µπορούν επίσης να οδηγήσουν σε σοβαρή φθορά του χρησιµοποιούµενου εξοπλισµού 

και αρα σε αύξηση του κόστους παραγωγής. Για το λόγο αυτό, η χρήση των ενζύµων 

ως βιοκαταλυτών ελκύει όλο και περισσότερο το ενδιαφέρον, αφού η βιοκατάλυση 

αποτελεί µη ενεργειοβόρο και φιλική προς το περιβάλλον διεργασία. Επιπλέον, η 

µέθοδος της βιοκατάλυσης είναι διαδικασία, η οποία περιορίζει ή και εµποδίζει 

τελείως την εµφάνιση παραπροϊόντων ενώ παράλληλα επιτυγχάνονται υψηλές 

αποδόσεις. 

Σε εργαστηριακή κλίµακα, η διαλείποντος έργου παραγωγή των παραπάνω 

αναφερόµενων συστατικών έχει ήδη επιτευχθεί ενζυµικά, µε τη χρήση εµπορικά 

διαθέσιµων ακινητοποιηµένων ενζύµων ή µε ένζυµα εγκλωβισµένα σε 

µικρογαλακτώµατα (Giuliani et al. 2001, Zoumpanioti et al. 2006). Η παρουσία 

ωστόσο, του επιφανειοενεργού καθιστά την αποµόνωση των προϊόντων δύσκολη και 

δαπανηρή. Για το λόγο αυτό η ακινητοποίηση των ενζύµων σε στερεά µέσα (π.χ. 

οργανοπήκτωµα) κερδίζει συνεχώς έδαφος (Meher et al. 2006, Šabeder et al. 2006, 

Schneider et al. 2009). Αυτή η µέθοδος  ακινητοποίησης όχι µόνο διευκολύνει την 

αποµόνωση του προϊόντος, αλλά και καθιστά ευκολότερη την πρόσβαση των 

αντιδρώντων στο καταλυτικό κέντρο του ενζύµου.  
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Ένα άλλο πρόβληµα που καλείται να αντιµετωπίσει η βιοµηχανία είναι η 

τεχνική και οικονοµική βελτίωση των διεργασιών που ακολουθούνται. Αυτό, 

συνεπάγεται την απλούστευση και βελτίωση της απόδοσης των διεργασιών η οποία 

ανάµεσα σε άλλα σχετίζεται και µε την επιλογή του τύπου του αντιδραστήρα που θα 

χρησιµοποιηθεί. Έτσι, στις περισσότερες περιπτώσεις η χρήση του αντιδραστήρα 

συνεχούς ροής προτιµάται από τον αντιδραστήρα διαλείποντος έργου (Nie et al. 

2006, Royon et al. 2007).  

Οι αντιδραστήρες συνεχούς ροής είναι οικονοµικά πιο αποτελεσµατικοί από 

τους συµβατικούς αντιδραστήρες διαλείποντος έργου και οδηγούν σε αντιδράσεις 

υψηλότερης απόδοσης (Watanabe et al. 2001, Itabaiana et al. 2013). Ένα ακόµα 

πλεονέκτηµα των αντιδραστήρων συνεχούς ροής είναι ότι καθιστά εφικτή την 

βιοµετατροπή συστατικών µε χαµηλή διαλυτότητα (όπως είναι τα φαινολικά οξέα), 

αφού επιτρέπει τη χρήση µεγάλων όγκων διαλυµάτων χαµηλής περιεκτικότητας στο 

εν λόγω υπόστρωµα. 

 

 

4.1 Ακινητοποιηµένος βιοκαταλύτης σε σύστηµα συνεχούς ροής 

Για έναν αντιδραστήρα συνεχούς ροής είναι καθοριστικής σηµασίας η 

µέθοδος που θα επιλεγεί για την ακινητοποίηση του ενζύµου. Στην παρούσα εργασία 

ο βιοκαταλύτης που χρησιµοποιήθηκε αποτελείται από ένζυµο ακινητοποιηµένο σε 

φορέα φυσικού πολυµερούς, γεγονός που το καθιστά φιλικό προς το περιβάλλον και 

κυρίως βιοσυµβατό. Εποµένως µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε διεργασίες που έχουν ως 

τελικό σκοπό την παραγωγή ουσιών που θα χρησιµοποιηθούν σε σκευάσµατα όπως 

τρόφιµα, φάρµακα ή καλλυντικά. Τέλος, η µέθοδος ακινητοποίησης που επιλέχθηκε 

επιτρέπει την αποτελεσµατική χρήση του ενζύµου κάτω από ήπιες συνθήκες, ενώ 

παράληλα δίνει τη δυνατότητα ανάκτησης και επαναχρησιµοποίησης του 

βιοκαταλύτη (Delimitsou et al. 2002, Zoumpanioti et al. 2006, Zoumpanioti et al. 

2010β).  

Ο αντιδραστήρας συνεχούς ροής που προτείνεται έχει πληρωθεί µε 

βιοσυµβατό βιοκαταλύτη (οργανοπήκτωµα) αποτελούµενο από ένζυµο 

ακινητοποιηµένο σε φυσικό πολυµερές. Εποµένως, προσφέρει τόσο τα 

πλεονεκτήµατα ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής (υψηλή απόδοση και  µετατροπή 

υποστρωµάτων χαµηλής διαλυτότητας), όσο και τα πλεονεκτήµατα της βιοκατάλυσης  

(περιορισµένα παραπροϊόντα, ήπιες συνθήκες λειτουργίας, χαµηλό κόστος). Αξίζει να 
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σηµειωθεί ότι είναι η πρώτη φορά που µελετάται σύστηµα συνεχούς ροής µέσα στο 

οποίο βρίσκεται ένζυµο ακινητοποιηµένο σε οργανοπήκτωµα. Για το λόγο αυτό 

κατοχυρώθηκε µε δίπλωµα ευρεσιτεχνίας (Φιλίππου και συνεργάτες, 2013). 

Ένας άλλος παράγοντας που έπρεπε να ληφθεί υπόψη για την αξιοποίηση του 

προτεινόµενου συστήµατος είναι η µεταβολή της αποδοτικότητας του συστήµατος 

µετά από επαναλαµβανόµενες χρήσεις. Απο τα πειράµατα που έγιναν, παρατηρήθηκε 

ότι η απόδοση του συστήµατος µειώνεται κατά 50% µετά από τρεις 

επαναλαµβανόµενες χρήσεις, γεγονός που οφείλεται στη µείωση της καταλυτικής 

δραστικότητας του ενζύµου. Ωστόσο, σε βιοµηχανική κλίµακα η µείωση στην 

απόδοση του συστήµατος συνεπάγεται και µείωση της παραγωγής του επιθυµητού 

προϊόντος. Για το λόγο αυτό προτάθηκε η αντικατάσταση της µιας εκ των δύο 

στηλών µε µια άλλη που θα περιέχει νέα ποσότητα βιοκαταλύτη, µετά από κάθε 

χρήση του συστήµατος. Στην περίπτωση αυτή η απόδοση του συστήµατος 

διατηρείται σε υψηλά επίπεδα ακόµα και µετά από τρείς παναλαµβανόµενες χρήσεις. 

Τέλος, θα πρέπει να αναφερθεί ότι ο αντιδραστήρας συνεχούς ροής που 

προτείνεται συνδέεται µε την ενζυµική σύνθεση οργανικών ενώσεων σε βιοµηχανική 

κλίµακα. Εποµένως το σύστηµα αυτό µπορεί να απαρτίζεται από πολλαπλές στήλες 

ίδιου ή διαφορετικού όγκου για τη µεγαλύτερη παραγωγή του επιθυµητού προϊόντος. 

Επίσης, οι στήλες αυτές µπορούν να συνδέονται µεταξύ τους µε σωληνώσεις και τη 

µεσολάβηση ή µη αντλίας.  

 

 

4.2 Παραγωγή προϊόντων βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος 

Για να ελεγχθεί αν η προτεινόµενη συνδεσµολογία µπορεί να αξιοποιηθεί από 

τη βιοµηχανία για τη παραγωγή προϊόντων βιοτεχνολογικού ενδιαφέροντος έγινε 

µελέτη αντιδράσεων που αφορούν στην παραγωγή εστέρων των φαινολικών οξέων 

και εστέρων των τερπενικών αλκοολών.  

 

Εστεροποίηση Φαινολικών Οξέων 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί τα φαινολικά οξέα έχουν προσελκύσει το 

επιστηµονικό ενδιαφέρον καθώς αποτελούν φυσικά αντιοξειδωτικά που προκαλούν 

µείωση των ελευθέρων ριζών στον οργανισµό. Όµως, η µειοµένη  διαλυτότητά τους 

τόσο σε υδατικά όσο και σε οργανικά µέσα, εµποδίζει την ευρεία χρήση τους. Η 

µετάτροπή τους µέσω της εστεροποίησης του καρβοξυλικού τους οξέος µε µεσαίου 
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και µεγάλου µήκους ανθρακικής αλυσίδας αλκοόλες προς µόρια πιο αµφίφιλου 

χαρακτήρα µπορεί να βελτιώσει τη διαλυτότητά τους σε λίπη και έλαια (Figueroa-

Espinoza & Villeneuve 2005) διευρύνοντας τη χρήση τους ως αντιοξειδωτικά 

πρόσθετα τροφίµων αλλά και την εφαρµογή τους στην κοσµητολογία.  

Η µετατροπή αυτή έχει ήδη επιτευχθεί ενζυµικά σε διάφορους οργανικούς 

διαλύτες (Priya & Chada 2003, Widjaja et al. 2008), όπως και η απ’ ευθείας 

µετατροπή τους µε αλειφατικές αλκοόλες καταλυόµενη από λιπάσες σε άνυδρους 

διαλύτες (Compton et al. 2000, Stamatis et al. 2001) ή ακόµα και σε συστήµατα 

χωρίς διαλύτη (Stamatis et al. 1999α, Weitkamp et al. 2006). Σε όλες όµως αυτές τις 

περιπτώσεις τόσο η ταχύτητα των αντιδράσεων όσο και το ποσοστό µετατροπής ήταν 

εξαιρετικά χαµηλά. Η εστεροποίηση των φαινολικών οξέων σε µικρογαλακτώµατα 

νερού σε έλαιο έχει επίσης επιτευχθεί µε υψηλότερη απόδοση (Giuliani et al. 2001), 

ωστόσο, η διαλυτότητα των φαινολικών οξέων στα συστήµατα αυτά είναι πολύ 

περιορισµένη και η εφαρµογή τους στη βιοµηχανία περιορίζεται σηµαντικά από την 

παρουσία µεγάλων ποσοτήτων επιφανειοενεργών ουσιών. 

 Σε εργαστηριακή κλίµακα, σε αντιδραστήρες διαλείποντος έργου, έχουν ήδη 

επιτευχθεί εστεροποιήσεις φαινολικών οξέων µε υψηλές αποδόσεις όµως απαιτούν 

πολύ χρόνο και αφορούν την παραγωγή τους σε πολύ µικρότερες ποσότητες 

(Zoumpanioti et al. 2010α). Στην παρούσα εργασία, είναι η πρώτη φορά που 

µελετάται η σύνθεση εστέρων των φαινολικών οξέων σε µεγάλη κλίµακα, µε τη 

χρήση ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής που περιέχει ένζυµο ακινητοποιηµένο σε 

οργανοπήκτωµα. 

Στην περίπτωση των φαινολικών οξέων µελετήθηκε η αντίδραση του π-

υδρόξυ-φαινυλοξικού οξέος µε την οκτανόλη προς την παραγωγή του π-υδρόξυ-

φαινυλοξικού εστέρα της οκτανόλης. Το ένζυµο που επιλέχθηκε για την κατάλυση 

της αντίδρασης αυτής είναι η λιπάση από C. antarctica µε το οποίο έχει δειχθεί ότι 

επιτυγχάνονται υψηλότερες αποδόσεις (Zoumpanioti et al. 2010α), ενώ η ποσότητα 

του ενζύµου που περιείχε το οργανοπήκτωµα αντιστοιχούσε σε 0,08 mg ανά g 

πηκτώµατος. Το πείραµα επαναλήφθηκε 2 φορές και αξίζει να σηµειωθεί ότι και στις 

δύο περιπτώσεις επιτεύχθηκαν αρκετά υψηλές αποδόσεις. 

Κατά την πρώτη εκτέλεση του πειράµατος επιτεύχθηκε απόδοση 22,1% σε 

χρονικό δίαστηµα 48 h. Η απόδοση αυτή θεωρείται αρκετά υψηλή, καθώς σε 

πορηγούµενη µελέτη η ίδια αντίδραση είχε πραγµατοποιηθεί σε αντιδραστήρα 

διαλείποντος έργου και είχε επιτευχθεί απόδοση 5% για το ίδιο χρονικό διάστηµα 
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(Zoumpanioti et al. 2010α). Ωστόσο, για τη παραγωγή του επιθυµητού προϊόντος σε 

βιοµηχανική κλίµακα είναι απαραίτητο να επιτευχθεί όσο το δυνατόν µεγαλύτερη 

απόδοση στο µικρότερο δυνατό χρονικό διάστηµα. Για το λόγο αυτό το ίδιο πείραµα 

επαναλήφθηκε χρησιµοποιώντας διπλάσια ποσότητα βιοκαταλύτη.  

Κατά τη δεύτερη επανάληψη του πειράµατος η απόδοση που επιτεύχθηκε ήταν 

48,4% για το ίδιο χρονικό διάστηµα (48 h). Παρ’όλα αυτά θα πρέπει να ληφθεί 

υπόψη ότι στη δεύτερη περίπτωση η χρήση διπλάσιας ποσότητας καταλύτη 

συνεπάγεται και αύξηση του κόστους παραγωγής.  

 

Εστεροποίηση Τερπενικών αλκοολών 

Μια άλλη κατηγορία προϊόντων που εµφανίζουν ιδιαίτερο βιοτεχνολογικό 

ενδιαφέρον είναι οι εστέρες των τερπενίων. Οι τερπενικοί εστέρες των λιπαρών 

οξέων είναι ευρέως διαδεδοµένοι στην βιοµηχανία τροφίµων, αρωµατοποιίας και 

φαρµάκων. Στο παρελθόν είχαν χρησιµοποιηθεί µέθοδοι όπως η εκχύλιση από φυτικά 

αιθέρια έλαια και η άµεση βιοσύνθεση µέσω της ζύµωσης, για την παραγωγή γεύσης 

και αρώµατος. Παρόλα αυτά, αυτές οι µέθοδοι παρουσίαζαν υψηλό κόστος 

επεξεργασίας και χαµηλή απόδοση παραγωγής του επιθυµητού προϊόντος. Επιπλέον, 

είχε  µελετηθεί και η παραγωγή τερπενικών εστέρων µέσω χηµικής σύνθεσης η οποία 

στις περισσότερες περιπτώσεις οδηγούσε στην παραγωγή παραπροϊόντων τα οποία 

αλλοίωναν τη φυσική, χαρακτηριστική οσµή των τερπενίων. 

Τα τελευταία χρόνια, υπάρχει ένα µεγάλο ενδιαφέρον για την χρήση της 

ενζυµικής µετατροπής αντί αυτών των παραδοσιακών µεθόδων για την παραγωγή 

φυσικών προϊόντων και αρωµάτων χρησιµοποιώντας τερπενικές αλκοόλες. Αλκοόλες 

όπως η γερανιόλη, η νερόλη και η κιτρονελλόλη είναι χαµηλού κόστους αιθέρια 

έλαια, τα οποία µπορούν εύκολα να µετατραπούν σε εστέρες (Gatfield 1995). Η 

µετατροπή αυτή µπορεί να γίνει µέσω άµεσης εστεροποίησης ή µετεστεροποίησης 

και τη χρήση λιπασών ως βιοκαταλύτες (Akoh and Yee 1998, Gandhi and Mukherjee 

2000, Athawale et al. 2003, Olsen et al. 2006, Serri et al. 2006, You et al. 2011).  

Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν οι αντιδράσεις εστεροποίησης της 

γερανιόλης και της νερόλης µε το λαυρικό οξύ καλυόµενες από λιπάση από R. miehei 

και η ποσότητα του ενζύµου που περιείχε το οργανοπήκτωµα και στις δύο 

αντιδράσεις αντιστοιχούσε σε 0,08 mg ανά g πηκτώµατος. Η απόδοση που 

επιτεύχθηκε κατά την αντίδραση του λαυρικού οξέος µε τη νερόλη ήταν 80% µετά 

από χρονικό διάστηµα 10 h. Σε προηγούµενη µελέτη που είχε γίνει από de María και 
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συνεργάτες, η ίδια αντίδραση είχε πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση λιπάσης UAB-II από 

C. Rugosa (0,25 mg/g πηκτώµατος) σε διαλείποντος έργου αντιδραστήρα και είχε 

επιτευχθεί απόδοση 68% για το ίδιο χρονικό διάστηµα (de María et al. 2004). 

Εποµένως, µπορεί να θεωρηθεί ότι η απόδοση που επιτεύχθηκε µε το παρόν σύστηµα 

συνεχούς ροής είναι αρκετά υψηλότερη. 

Όσον αφορά την αντίδραση του λαυρικού οξέος µε τη νερόλη, η απόδοση που 

επιτεύχθηκε ήταν 45,6 % σε χρονικό διάστηµα 12 h. Σε προηγούµενη µελέτη η ίδια 

αντίδραση είχε πραγµατοποιηθεί µε τη χρήση λιπάσης UAB-II από C. Rugosa (0,25 

mg/g πηκτώµατος) σε διαλείποντος έργου αντιδραστήρα και είχε επιτευχθεί απόδοση 

75% για το ίδιο χρονικό διάστηµα (de María et al. 2004). Η απόδοση που επιτεύχθηκε 

µε το παρόν σύστηµα συνεχούς ροής είναι αρκετά µικρότερη σε σχέση µε εκείνη που 

αναφέρθηκε από de María και συνεργάτες. Αυτή η διαφορά µπρεί να οφείλεται σε 

διάφορους παράγοντες. Μία εξ αυτών σχετίζεται πιθανά και µε το διαφορετικό 

ένζυµο που χρησιµοποιήθηκε στις δύο αυτές περιπτώσεις.  

 

 

4.3. Αποµόνωση, ∆ιαχωρισµός και Ταυτοποίηση  

Η εύκολη αποµόνωση και ο διαχωρισµός των επιθυµητών προϊόντων είναι 

καθοριστικής σηµασίας για τη βιοµηχανία. Στις περισσότερες περιπτώσεις τα υψηλό 

κόστος παραγωγής οφείλεται στις πολύπλοκες και χρονοβόρες διεργασίες που 

ακολουθούνται για τον καθαρισµό του προϊόντος (Gerhart 1992). Στην παρούσα 

εργασία, η χρήση στερεού βιοκαταλύτη διευκόλυνε την ανάκτηση του καταλύτη από 

το διάλυµα αντίδρασης ενώ παράλληλα ο διαχωρισµός και η αποµόνωση των 

παραγόµενων εστέρων πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήση απλών µεθόδων 

(χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας και υγρη χρωµατογραφία στήλης). Τέλος, προς 

επιβεβαίωση των αποτελεσµάτων µας έγινε και ταυτοποίηση στον εστέρα που 

παράχθηκε κατά τη διεξαγωγή της πρότυπης αντίδρασης.  

 

 

4.4 Γενικά Συµπεράσµατα 

 

� Σε όλες τις συνδεσµολογίες που χρησιµοποιήθηκαν επιτεύχθηκε η παραγωγή 

προϊόντος στο ίδιο χρονικό διάστηµα.  
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� Ως βέλτιστο σύστηµα χαρακτηρίστηκε ο αντιδραστήρας συνεχούς ροής κλειστού 

τύπου, ο οποίος αποτελείται από δύο στήλες. Στο σύστηµα αυτό παρατηρήθηκε η 

µέγιστη απόδοση στο ίδιο χρονικό διάστηµα σε σχέση µε τις υπόλοιπες 

συνδεσµολογίες.  

 

�  Κατά την επαναχρησιµοποίηση του κλειστου συστήµατος συνεχούς ροής δύο 

στηλών έως και τρεις φορές, παρατηρήθηκε ότι µειώνεται µερικώς η απόδοση 

της αντίδρασης αλλά δεν µηδενίζεται. 

 
� Το ένζυµο που είναι ακινητοποιηµένο στο οργανοπήκτωµα διατηρεί µερικώς την 

καταλυτική του δραστικότητα ακόµα και µετά από αρκετές επαναλήψεις. 

 

� Η µείωση στη καταλυτική δραστικότητα του ενζύµου που βρίσκεται 

ακινητοποιηµένο στο οργανοπήκτωµα είναι µικρότερη όταν η 

επαναχρησιµοποίηση γίνεται επαναλαµβανόµενα χωρίς ενδιάµεση αποθήκευση 

στους 2-6 °C. 

 

� Κατά την αλλαγή της µιας εκ των δύο στηλών µετά από κάθε χρήση του 

συστήµατος συνεχούς ροής, παρατηρήθηκε ότι το σύστηµα διατηρούσε την 

αποδοτικότητά του σε υψηλά επίπεδα ακόµα και µετά από τρεις χρήσεις. 

 

� Το προτεινόµενο σύστηµα συνεχούς ροής µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την 

παραγωγή εστέρων τόσο των φαινολικών οξέων όσο και των λιπαρών οξέων µε  

τερπενικές αλκοόλες, 

 

� Το προτεινόµενο σύστηµα συνεχούς ροής, αποδείχτηκε ότι ήταν περισσότερο 

αποδοτικό σε σύγκριση µε έναν αντιδραστήρα διαλείποντος έργου για τις 

αντιδράσεις εστεροποίησης του του π-υδρόξυ-φαινυλοξικού οξέος µε την 

οκτανόλη και του λαυρικού οξέος µε την νερόλη. 

   

� Επιτεύχθηκε ο διαχωρισµός και η αποµόνωση όλων των προϊόντων. Ενώ έγινε 

και ταυτοποίηση του λαυρικού προπυλεστέρα µε NMR. 
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6.1 Πατέντα (ΟΒΙ: 20130100305) 

Καταθέτες: Φιλίππου Κωνσταντίνα, Ζουµπανιώτη Μαρία, Ξενάκης Άρης  

  
Ακινητοποιηµένος βιοκαταλύτης σε σύστηµα συνεχούς ροής για τη σύνθεση  

προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας 

 
Εισαγωγή 

Η παρούσα εφεύρεση αφορά στην κατασκευή ενός συστήµατος συνεχούς ροής που 
στοχεύει στη σύνθεση προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας µε ενδιαφέρον για τη 
βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών. Ο προτεινόµενος αντιδραστήρας 
αποτελείται από µία ή περισσότερες στήλες που πληρώνονται µε βιοκαταλύτη και 
από τις οποίες διέρχεται µε τη βοήθεια αντλίας το διάλυµα αντίδρασης. Ο 
βιοκαταλύτης αποτελείται από πήκτωµα βιοπολυµερούς που περιέχει 
µικρογαλάκτωµα και στο οποίο έχει εγκλωβιστεί ένζυµο. 
 

Πεδίο εφεύρεσης 

Η παρούσα εφεύρεση συνδέεται µε την ενζυµική σύνθεση οργανικών ενώσεων που 
µπορούν να χρησιµοποιηθούν από τη βιοµηχανία ως κύρια συστατικά αλλά και ως 
προσθετικά στα προϊόντα της. Αφορά κυρίως στη βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων 
και καλλυντικών. Πιο συγκεκριµένα, η παρούσα εφεύρεση είναι ένα σύστηµα που 
αποτελείται από µία ή περισσότερες στήλες µε υλικό πλήρωσης τον βιοκαταλύτη, που 
συνδέονται µε αντλία η οποία διασφαλίζει τη συνεχή ροή του διαλύµατος 
αντίδρασης. Κατά την ροή του µέσα από την/τις στήλη/ες επιτρέπει την επαφή των 
αντιδρώντων µε το βιοκαταλύτη και κατά συνέπεια την βιοµετατροπή τους. 
 
Υπόβαθρο της εφεύρεσης 

Η βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών έχει εκδηλώσει εδώ και χρόνια 
το ενδιαφέρον της για τη χρήση συστατικών που δίνουν υψηλή προστιθέµενη αξία 
στα προϊόντα τους. Σαν παράδειγµα θα µπορούσαν να αναφερθούν τα φαινολικά οξέα 
τα οποία δρουν ως αντιοξειδωτικά πρόσθετα σε τρόφιµα, οι εστέρες σακχάρων οι 
οποίοι χρησιµοποιούνται ως µη ιοντικά επιφανειοενεργά σε τρόφιµα και προϊόντα 
προσωπικής υγιεινής και άλλα. Τέτοια συστατικά µπορούν (και είναι επιθυµητό) να 
έχουν φυσική προέλευση, ωστόσο, η µετατροπή τους σε διαφορετική  µορφή είναι 
συνήθως απαραίτητη καθώς όταν βρίσκονται στη φυσική τους µορφή δεν είναι πάντα 
εφικτή η ενσωµάτωσή τους στα εκάστοτε προϊόντα. Η µετατροπή αυτή των 
συστατικών σε διαφορετική µορφή (π.χ. µετατροπή των περιορισµένης διαλυτότητας 
φαινολικών οξέων σε εστέρες τους οι οποίοι παρουσιάζουν αυξηµένη διαλυτότητα) 
είναι συνήθως ακριβή και ενεργειοβόρος. ∆ύο από τα κύρια προβλήµατα που 
καλούνται να επιλύσουν οι βιοµηχανίες για να διευκολύνουν την παραγωγή των 
προϊόντων αυτών είναι η επιλογή βελτιωµένου καταλύτη και η απλούστευση και 
καλύτερη απόδοση των διεργασιών που ακολουθούνται. 
Παραδοσιακά, για τη σύνθεση αυτών των ουσιών στη βιοµηχανία χρησιµοποιούνται 
ως καταλύτες ανόργανα οξέα, αλκαλικοί καταλύτες, ισχυρά οξέα και βάσεις. Ωστόσο, 
η χρήση τέτοιου τύπου καταλυτών συνοδεύεται από υψηλή κατανάλωση ενέργειας 
λόγω της απαίτησης για υψηλές θερµοκρασίες και/ή υψηλές πιέσεις, ενώ οι 
διαδικασίες που ακολουθούνται συνήθως µεταβάλουν τα οργανοληπτικά 
χαρακτηριστικά των προϊόντων, οδηγούν σε χαµηλής ποιότητας προϊόντα, έχουν 
µικρές αποδόσεις, ενώ ευνοούν και την εµφάνιση πολλών παραπροϊόντων 
εµποδίζοντας την αποµόνωση του επιθυµητού προϊόντος. Οι ακραίες συνθήκες που 
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απαιτούνται µπορούν επίσης να οδηγήσουν σε σοβαρή φθορά του 
χρησιµοποιούµενου εξοπλισµού. 
Προς επίλυση αυτών των προβληµάτων, η χρήση των ενζύµων ως βιοκαταλυτών 
ελκύει όλο και περισσότερο το ενδιαφέρον, αφού η βιοκατάλυση αποτελεί µη 
ενεργειοβόρο και φιλική προς το περιβάλλον διεργασία η οποία σε αντίθεση µε την 
παραδοσιακή µεταλλο- και οργανική κατάλυση στη χηµική σύνθεση είναι διαδικασία 
µε υψηλότερη απόδοση η οποία περιορίζει ή και εµποδίζει τελείως την εµφάνιση 
παραπροϊόντων και δίνει αποτελέσµατα υψηλής ποιότητας. 
Σε εργαστηριακή κλίµακα, η διαλείποντος έργου παραγωγή των παραπάνω 
αναφερόµενων συστατικών έχει ήδη επιτευχθεί ενζυµικά, µε τη χρήση εµπορικά 
διαθέσιµων ακινητοποιηµένων ενζύµων ή µε ένζυµα εγκλωβισµένα σε 
µικρογαλακτώµατα [Giuliani et al. 2001, Zoumpanioti et al. 2006]. Στην περίπτωση 
των µικρογαλακτωµάτων, τα ένζυµα βρίσκονται εγκλωβισµένα σε ένα µακροσκοπικά 
οµοιογενές σύστηµα το οποίο αποτελείται από µια υδατική και µια ελαιώδη φάση οι 
οποίες σταθεροποιούνται από επιφανειοενεργό. Η παρουσία ωστόσο, του 
επιφανειοενεργού είναι και το µειονέκτηµα αυτών των συστηµάτων αφού καθιστά 
την αποµόνωση των προϊόντων δύσκολη και δαπανηρή. Για το λόγο αυτό, η χρήση 
των ακινητοποιηµένων ενζύµων για τέτοιου είδους µετατροπές κερδίζει συνεχώς 
έδαφος [Schneider et al. 2009, Šabeder et al. 2006, Meher et al. 2006]. H 
ακινητοποίηση του βιοκαταλύτη όχι µόνο διευκολύνει την αποµόνωση του προϊόντος, 
αλλά και καθιστά ευκολότερη την πρόσβαση των αντιδρώντων στο καταλυτικό 
κέντρο του ενζύµου. Επιπλέον, η ακινητοποίηση των ενζύµων ενισχύει την αντίστασή 
τους στην αδρανοποίηση από διάφορους µετουσιωτές [Chebil et al. 2006]. Η χρήση, 
εποµένως, ακινητοποιηµένων ενζύµων προτείνεται ως λύση για ένα σηµαντικό 
πρόβληµα της παραγωγής των συστατικών που παρουσιάζουν ενδιαφέρον για πολλές 
βιοµηχανίες. 
Τα φαινολικά οξέα, φυσικά αντιοξειδωτικά, έχουν πολύ µικρή διαλυτότητα τόσο στο 
νερό όσο και στα έλαια µε αποτέλεσµα µεγάλους περιορισµούς στη χρήση τους ως 
πρόσθετα σε πολλά µέσα. Η µετάτροπή τους µέσω της εστεροποίησης του 
καρβοξυλικού τους οξέος µε µεσαίου και µεγάλου µήκους ανθρακικής αλυσίδας 
αλκοόλες προς µόρια πιο αµφίφιλου χαρακτήρα µπορεί να βελτιώσει τη διαλυτότητά 
τους σε λίπη και έλαια [Figueroa-Espinoza & Villeneuve 2005] διευρύνοντας τη 
χρήση τους ως αντιοξειδωτικά πρόσθετα τροφίµων αλλά και την εφαρµογή τους στην 
κοσµητολογία. Η µετατροπή αυτή έχει ήδη επιτευχθεί ενζυµικά σε διάφορους 
οργανικούς διαλύτες [Priya & Chada 2003, Widjaja et. al. 2008], όπως και η απ’ 
ευθείας µετατροπή τους µε αλειφατικές αλκοόλες καταλυόµενη από λιπάσες σε 
άνυδρους διαλύτες [Compton et. al. 2000, Stamatis et. al. 2001] ή ακόµα και σε 
συστήµατα χωρίς διαλύτη [Stamatis et. al. 1999, Weitkamp et. al. 2006]. Σε όλες 
όµως αυτές τις περιπτώσεις τόσο η ταχύτητα των αντιδράσεων όσο και το ποσοστό 
µετατροπής ήταν εξαιρετικά χαµηλά. Η εστεροποίηση των φαινολικών οξέων σε 
µικρογαλακτώµατα νερού-σε-έλαιο έχει επίσης επιτευχθεί µε υψηλότερη απόδοση 
[Giuliani et. al. 2001], ωστόσο, η διαλυτότητα των φαινολικών οξέων στα συστήµατα 
αυτά είναι πολύ περιορισµένη και η εφαρµογή τους στη βιοµηχανία περιορίζεται 
σηµαντικά από την παρουσία µεγάλων ποσοτήτων επιφανειοενεργών ουσιών. Σε 
εργαστηριακή κλίµακα, σε αντιδραστήρες διαλείποντος έργου, έχουν ήδη επιτευχθεί 
εστεροποιήσεις φαινολικών οξέων µε υψηλές αποδόσεις που σε κάποιες περιπτώσεις 
έφτασαν και το 94% [Zoumpanioti et. al. 2010]. Στα συστήµατα αυτά 
χρησιµοποιήθηκε λιπάση ακινητοποιηµένη σε φυσικό πολυµερές, την υδρόξυ 
πρόπυλο µέθυλο κυτταρίνη, που όχι µόνο οδηγεί σε υψηλά ποσοστά µετατροπής 
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αλλά και διευκολύνει τον διαχωρισµό των προϊόντων, ενώ µπορεί να χρησιµοποιηθεί 
σαν υλικό πλήρωσης αντιδραστήρα συνεχούς ροής. 
Το δεύτερο πρόβληµα που καλείται να αντιµετωπίσει η βιοµηχανία, η τεχνική και 
οικονοµική βελτίωση των διεργασιών που ακολουθούνται για να επιτευχθεί η 
µετατροπή των συστατικών, συνεπάγεται την απλούστευση και τη βελτιωµένη 
απόδοσή των διεργασιών η οποία ανάµεσα σε άλλα σχετίζεται και µε την επιλογή του 
τύπου του αντιδραστήρα που θα χρησιµοποιηθεί. Έτσι, στις περισσότερες 
περιπτώσεις η χρήση του αντιδραστήρα συνεχούς ροής προτιµάται από τον 
αντιδραστήρα διαλείποντος έργου [Nie et al. 2006, Royon et al. 2007]. Γενικά, οι 
αντιδραστήρες συνεχούς ροής είναι οικονοµικά πιο αποτελεσµατικοί από τους 
συµβατικούς αντιδραστήρες διαλείποντος έργου και οδηγούν σε αντιδράσεις 
υψηλότερης απόδοσης [Watanabe et al. 2001]. Ιδιαίτερα στην περίπτωση των 
βιοαντιδραστήρων, σε έναν αντιδραστήρα διαλείποντος έργου τα ένζυµα που 
χρησιµοποιούνται µπορούν εύκολα να υποστούν µετουσίωση ή αποδέσµευση από το 
φορέα ακινητοποίησης λόγω της διατµητικής τάσης που προκαλείται από τη χρήση 
µηχανικής ανάδευσης. Ένα ακόµα πλεονέκτηµα των αντιδραστήρων συνεχούς ροής 
είναι ότι καθιστά εφικτή την βιοµετατροπή συστατικών µε χαµηλή διαλυτότητα 
(όπως είναι τα φαινολικά οξέα), αφού επιτρέπει τη χρήση µεγάλων όγκων 
διαλυµάτων χαµηλής περιεκτικότητας στο εν λόγω υπόστρωµα. 
 

Πλεονεκτήµατα της εφεύρεσης 

Η παρούσα εφεύρεση σχετίζεται µε την αντιµετώπιση και των δύο προβληµάτων που 
καλούνται να επιλύσουν οι βιοµηχανίες για να διευκολύνουν την παραγωγή 
προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας: η επιλογή βελτιωµένου καταλύτη και η 
απλούστευση και καλύτερη απόδοση των διεργασιών που ακολουθούνται. Προτείνει 
τη χρήση ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής ο οποίος πληρώνεται µε βιοσυµβατό 
βιοκαταλύτη αποτελούµενο από ένζυµο ακινητοποιηµένο σε φυσικό πολυµερές. 
Εποµένως, προσφέρει τόσο τα πλεονεκτήµατα ενός αντιδραστήρα συνεχούς ροής 
όπως η υψηλή απόδοση και η µετατροπή υποστρωµάτων χαµηλής διαλυτότητας, όσο 
και τα πλεονεκτήµατα της βιοκατάλυσης όπως περιορισµένα παραπροϊόντα και ήπιες 
συνθήκες λειτουργίας, εποµένως χαµηλό κόστος. Επίσης, ο βιοκαταλύτης που 
προτείνεται παρουσιάζει ένα ακόµα πλεονέκτηµα. Αποτελείται από ένζυµο 
ακινητοποιηµένο σε φορέα φυσικού πολυµερούς, εποµένως είναι ένα σύστηµα φιλικό 
προς το περιβάλλον και κυρίως βιοσυµβατό, το οποίο µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε 
διεργασίες που έχουν ως τελικό σκοπό την παραγωγή ουσιών που θα 
χρησιµοποιηθούν σε σκευάσµατα όπως τρόφιµα, φάρµακα ή καλλυντικά. 
 
Συνοπτική περιγραφή της εφεύρεσης 
Η εφεύρεση αποτελείται σε πρώτη βάση από στήλη γυάλινη ή µεταλλική. Η στήλη 
µπορεί να έχει και τα δύο άκρα της ελεύθερα για ένα µόνο πέρασµα του διαλύµατος 
αντίδρασης. Μπορεί επίσης να έχει ελεύθερο το άνω άκρο αλλά το κάτω άκρο της να 
συνδέεται απ’ ευθείας ή µέσω συνδέσµου µε σωλήνα. Ο σωλήνας µπορεί να ενώνει 
το άνω µε το κάτω άκρο απ’ ευθείας ή µέσω αντλίας. Επίσης µπορεί να οδηγεί σε 
δεύτερη στήλη όµοια ή διαφορετική η οποία µπορεί επίσης να ακολουθεί 
οποιαδήποτε απ’ τις προαναφερθείσες διατάξεις. Ο αριθµός των στηλών µπορεί να 
είναι µεγαλύτερος του δύο. Οι στήλες αυτές µπορεί να συνδέονται µέσω αντλίας ή 
και χωρίς τη µεσολάβηση αντλίας. 
Η κάθε στήλη πληρώνεται µε τον βιοκαταλύτη ο οποίος αποτελείται από πήκτωµα 
βασισµένο σε µικρογαλάκτωµα το οποίο περιέχει το ένζυµο. Το πήκτωµα αποτελείται 
από υδροξυ-προπυλ-µεθυλο κυτταρίνη ή άλλο παράγωγο της κυτταρίνης ή άλλο 
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φυσικό πολυµερές (π.χ. άγαρ, ζελατίνη, καραγενάνη). Το µικρογαλάκτωµα στο οποίο 
βασίζεται η παρασκευή του πηκτώµατος αποτελείται από ισοοκτάνιο λεκιθίνη, 
µικρού µήκους αλκοόλη και υδατική φάση (νερό ή ρυθµιστικό διάλυµα) η οποία 
περιέχει το ένζυµο (λιπάση ή άλλο ένζυµο). 
Το σχήµα 1 δείχνει µια παράσταση της διάταξης. 
 

 
 
Τα βέλη δείχνουν τη φορά της ροής του διαλύµατος αντίδρασης. Η ροή θα µπορούσε 
να είναι και αντίστροφη. Η συνδεσµολογία µπορεί να επεκταθεί για n αριθµό στηλών 
όπου n ≥ 1 . 
 
Λεπτοµερής περιγραφή της εφεύρεσης 
Αντιδραστήρας συνεχούς ροής µιας στήλης – ανοιχτό κύκλωµα: Στην περίπτωση 
αυτή η διάταξη αποτελείται από µία στήλη η οποία έχει τόσο το άνω όσο και το κάτω 
άκρο της ελεύθερα ή συνδεδεµένα το µεν άνω άκρο µε σύστηµα παροχής του 
διαλύµατος αντίδρασης το δε κάτω άκρο µε σύστηµα συλλογής του διαλύµατος 
αντίδρασης, ή αντίστροφα. Το διάλυµα αντίδρασης περνάει µόνο µια φορά από το 
εσωτερικό της στήλης για να έρθει σε επαφή µε τον βιοκαταλύτη. Η διάταξη φαίνεται 
στο σχήµα 2, όπου Α η στήλη, Β το σύστηµα παροχής διαλύµατος αντίδρασης και Γ 
το σύστηµα συλλογής του διαλύµατος αντίδρασης. 

Σχήµα 2. Ανοιχτό κύκλωµα µίας στήλης 
 
Αντιδραστήρας συνεχούς ροής µιας στήλης – κλειστό κύκλωµα: Στην περίπτωση 
αυτή η διάταξη αποτελείται από µια στήλη ένα άκρο της οποίας συνδέεται µε το άλλο 
άκρο της µε σωλήνα που περνάει από αντλία. Στο κλειστό κύκλωµα που 
δηµιουργείται µπορεί να παρεµβάλλεται σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος 
αντίδρασης και δειγµατοληψίας. Η διάταξη φαίνεται στο σχήµα 3, όπου Α η στήλη µε 

Β ή Γ 

Α 

Αντλία 

Στήλη µε 

οργανοπήκτωµα 
(n-στήλες) 
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το βιοκαταλύτη, Β σωληνώσεις, Γ αντλία και ∆ σύστηµα παροχής διαλύµατος 
αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 
 

Σχήµα 3. Κλειστό κύκλωµα µίας στήλης. 
 
Αντιδραστήρας συνεχούς ροής πολλαπλών στηλών – ανοιχτό κύκλωµα: στην 
περίπτωση αυτή η διάταξη αποτελείται από n στήλες, όπου n ≥ 2, οι οποίες 
συνδέονται µεταξύ τους µε σωληνώσεις και µία ή περισσότερες αντλίες. Στην πρώτη 
στήλη το ελεύθερο άκρο συνδέεται µε σύστηµα διοχέτευσης του διαλύµατος 
αντίδρασης και στην τελευταία στήλη το ελεύθερο άκρο συνδέεται µε σύστηµα 
παραλαβής του τελικού διαλύµατος αντίδρασης. Η διάταξη φαίνεται στο σχήµα 4, 
όπου Α στήλη η οποία έχει πληρωθεί µε τον βιοκαταλύτη, Β σωληνώσεις, Γ. αντλία, 
∆ σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και Ε σύστηµα συλλογής 
του τελικού διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 
 

Σχήµα 4. Ανοιχτό κύκλωµα n στηλών 
 
Αντιδραστήρας συνεχούς ροής πολλαπλών στηλών – κλειστό κύκλωµα: στην 
περίπτωση αυτή η διάταξη αποτελείται από n στήλες, όπου n ≥ 2, οι οποίες 
συνδέονται µεταξύ τους µε σωληνώσεις και µία ή περισσότερες αντλίες. Το ελεύθερο 
άκρο της πρώτης στήλης συνδέεται µε το ελεύθερο άκρο της τελευταίας στήλης, µε ή 
χωρίς την παρεµβολή αντλίας. Στη διάταξη παρεµβάλλεται σύστηµα διοχέτευσης του 
αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και λήψης του τελικού διαλύµατος αντίδρασης. Η 
διάταξη φαίνεται στο σχήµα 5, όπου Α στήλη η οποία έχει πληρωθεί µε τον 
βιοκαταλύτη, Β σωληνώσεις, Γ αντλία, ∆ σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος 
αντίδρασης και συλλογής του τελικού διαλύµατος αντίδρασης και δειγµατοληψίας. 
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Σχήµα 5. Κλειστό κύκλωµα n στηλών. 
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ΑΞΙΩΣΕΙΣ 
 

1. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής ως φορέας βιοκαταλύτη που αποτελείται από 
πήκτωµα βιοπολυµερούς και περιέχει µικρογαλάκτωµα στο οποίο έχει 
εγκλωβιστεί ένζυµο. Το σύστηµα στοχεύει στην συνεχή σύνθεση προϊόντων 
υψηλής προστιθέµενης αξίας µε ενδιαφέρον για τη βιοµηχανία τροφίµων, 
φαρµάκων και καλλυντικών.  

 
2. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής σύµφωνα µε την αξίωση 1, πoυ χαρα-

κτηρίζεται από τo ότι λειτουργεί σε ανοικτό κύκλωµα και αποτελείται από µία 
στήλη, η οποία έχει τόσο το άνω όσο και το κάτω άκρο της ελεύθερα ή 
συνδεδεµένα το µεν άνω άκρο µε σύστηµα παροχής του διαλύµατος 
αντίδρασης το δε κάτω άκρο µε σύστηµα συλλογής του διαλύµατος 
αντίδρασης, ή αντίστροφα. Το διάλυµα αντίδρασης περνάει µόνο µια φορά 
από το εσωτερικό της στήλης για να έρθει σε επαφή µε τον βιοκαταλύτη. 

 
3. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής σύµφωνα µε την αξίωση 1, πoυ χαρα-

κτηρίζεται από το ότι λειτουργεί σε κλειστό κύκλωµα και αποτελείται από µια 
στήλη ένα άκρο της οποίας συνδέεται µε το άλλο άκρο της µε σωλήνα που 
περνάει από αντλία. Στο κλειστό κύκλωµα που δηµιουργείται µπορεί να 
παρεµβάλλεται σύστηµα παροχής του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και 
δειγµατοληψίας. 
 

4. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής ανοικτού κυκλώµατος σύµφωνα µε την αξίωση 
2, που χαρακτηρίζεται από το ότι αποτελείται από n στήλες, όπου n ≥ 2, οι 
οποίες συνδέονται µεταξύ τους µε σωληνώσεις και µία ή περισσότερες 
αντλίες. Στην πρώτη στήλη το ελεύθερο άκρο συνδέεται µε σύστηµα 
διοχέτευσης του διαλύµατος αντίδρασης και στην τελευταία στήλη το 
ελεύθερο άκρο συνδέεται µε σύστηµα παραλαβής του τελικού διαλύµατος 
αντίδρασης. 
 

5. Αντιδραστήρας συνεχούς ροής κλειστού κυκλώµατος σύµφωνα µε την αξίωση 
3, που χαρακτηρίζεται από τo ότι αποτελείται από n στήλες, όπου n ≥ 2, οι 
οποίες συνδέονται µεταξύ τους µε σωληνώσεις και µία ή περισσότερες 
αντλίες. Το ελεύθερο άκρο της πρώτης στήλης συνδέεται µε το ελεύθερο άκρο 
της τελευταίας στήλης, µε ή χωρίς την παρεµβολή αντλίας. Στη διάταξη 
παρεµβάλλεται σύστηµα διοχέτευσης του αρχικού διαλύµατος αντίδρασης και 
λήψης του τελικού διαλύµατος αντίδρασης. 
 

6. Μέθοδος παρασκευής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας µε ενδιαφέρον 
για τη βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών, όπως ειδικότερα 
εστέρες λιπαρών οξέων, µε χρήση αντιδραστήρων συνεχούς ροής όπως οι των 
αξιώσεων 2-5. 
 

7. Μέθοδος παρασκευής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας µε ενδιαφέρον 
για τη βιοµηχανία τροφίµων, φαρµάκων και καλλυντικών, όπως ειδικότερα 
εστέρες φαινολικών οξέων, µε χρήση αντιδραστήρων συνεχούς ροής όπως οι 
των αξιώσεων 2-5. 
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8. Μέθοδος παρασκευής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας, όπως οι των 
αξιώσεων 6-7, µε χρήση αντιδραστήρων συνεχούς ροής όπως οι των 
αξιώσεων 2-5, που ειδικότερα φέρουν βιοκαταλύτη αποτελούµενο από λιπάση 
εγκλωβισµένη σε µικρογαλάκτωµα αποτελούµενο από µη πολικό διαλύτη, 
λεκιθίνη, µικρού µήκους αλκοόλη και υδατική φάση (νερό ή ρυθµιστικό 
διάλυµα), το οποίο έχει µετατραπεί σε πήκτωµα µε την προσθήκη υδροξυ-
προπυλ-µεθυλο κυτταρίνης. 
 

9. Μέθοδος παρασκευής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας, όπως η της 
αξιώσεως 8, όπου η υδροξυ-προπυλ-µεθυλο κυτταρίνη έχει αντικατασταθεί µε 
άγαρ, ή ζελατίνη, ή καραγενάνη.  
 

10. Μέθοδος παρασκευής προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας, όπως οι των 
αξιώσεων 6-7, µε χρήση αντιδραστήρων συνεχούς ροής όπως οι των 
αξιώσεων 2-5, που ειδικότερα φέρουν βιοκαταλύτη αποτελούµενο από λιπάση 
εγκλωβισµένη σε µικρογαλάκτωµα αποτελούµενο από µη πολικό διαλύτη, 
ΑΟΤ (2-οκτυλ-αιθυλ-σουλφοηλεκτρικό νάτριο) και υδατική φάση (νερό ή 
ρυθµιστικό διάλυµα), το οποίο έχει µετατραπεί σε πήκτωµα µε την προσθήκη 
βιοπολυµερών όπως των αξιώσεων 8-9. 
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Claims 
 

1. Continuous flow reactor packed with a biocatalyst consisting of a biopolymer 
gel which is based on an enzyme-containing microemulsion. The system aims 
in continuous synthesis of high added value products which is of interest to 
food, pharmaceutical and cosmetics industry. 

 
2. Continuous flow reactor according to claim 1, which constitutes an open 

circuit  consisting of a single column which may have both upper and lower 
ends free, or connected to a reaction solution injector and reaction solution 
collector. Reaction solution runs once through the column to get in contact 
with the biocatalyst. 
 

3. Continuous flow reactor according to claim 1, which constitutes a closed 
circuit consisting of a single column which has its both ends connected via 
tubing through a pump. To this closed circuit a reaction solution injector and 
reaction solution collector may interfere. 
 

4. Continuous flow reactor according to claim 2, which constitutes an open 
circuit, consisted of n columns, with n ≥ 2, connected to each other via tubing 
and one or more pumps. The free end of the first column is connected to a 
reaction solution injector and the free end of the last column is connected to a 
reaction solution collector. 
 

5. Continuous flow reactor according to claim 3, which constitutes a closed 
circuit, consisted of n columns, with n ≥ 2, connected to each other via tubing 
and one or more pumps. The free end of the first column is connected to the 
free end of the last column with or without a pump. A reaction solution 
injector and a reaction solution collector are attached to the circuit. 
 

6. A method to produce high added value products which interest food, 
pharmaceutical and cosmetics industry, especially fatty acid esters, by using 
continuous flow bioreactors as described in claims 2-5. 
 

7. A method to produce high added value products which interest food, 
pharmaceutical and cosmetics industry, especially phenolic acid esters, by 
using continuous flow bioreactors as described in claims 2-5. 
 

8. A method to produce high added value products as described in claims 6-7, 
using bioreactors as described in claims 2-5, which are packed with a 
biocatalyst consisting of lipase immobilized in a microemulsion which 
consists of a non polar solvent, lecithin, a short chain length alcohol and an 
aqueous phase (water or buffer), which has been gelled by the addition of 
hydroxyl-propyl-methyl cellulose. 
 

9. A method to produce high added value products as described in claim 8, where 
hydroxyl-propyl-methyl cellulose is replaced by agar, or gelatin, or 
carrageenan.  
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10. A method to produce high added value products as described in claims 6-7, 
using bioreactors as described in claims 2-5, which are packed with a 
biocatalyst consisting of lipase immobilized in microemulsion which consists 
of a non polar solvent, AOT (sodium bis(2-ethylhexyl) sulfosuccinate) and an 
aqueous phase (water or buffer), which has been gelled by the addition of 
biopolymers as described in claims 8-9. 
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Περίληψη 

 

Ακινητοποιηµένος βιοκαταλύτης σε σύστηµα συνεχούς ροής για τη σύνθεση  

προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας 

 

Η εφεύρεση αφορά σε αντιδραστήρα συνεχούς ροής που περιέχει βιοκαταλύτη από 
ένζυµο ακινητοποιηµένο σε φυσικό πολυµερές και χρησιµοποιείται για τη σύνθεση 
προϊόντων υψηλής προστιθέµενης αξίας. 
Η εφεύρεση προσφέρει τα πλεονεκτήµατα αντιδραστήρα συνεχούς ροής (υψηλή 
απόδοση και µετατροπή υποστρωµάτων χαµηλής διαλυτότητας) και τα 
πλεονεκτήµατα της βιοκατάλυσης (περιορισµένα παραπροϊόντα, ήπιες συνθήκες 
λειτουργίας, χαµηλό κόστος). O βιοκαταλύτης αποτελείται από ένζυµο 
ακινητοποιηµένο σε φορέα φυσικού πολυµερούς, είναι σύστηµα φιλικό προς το 
περιβάλλον και βιοσυµβατό που µπορεί να χρησιµοποιηθεί στην παραγωγή ουσιών 
που προορίζονται για τρόφιµα, φάρµακα, καλλυντικά. 
Η εφεύρεση αποτελείται είτε από µια στήλη που µπορεί να έχει τα δύο άκρα της 
ελεύθερα είτε από περισσότερες στήλες που µέσω σωληνώσεων ενώνονται µε ή και 
χωρίς τη µεσολάβηση αντλίας. Η κάθε στήλη πληρώνεται µε βιοκαταλύτη ο οποίος 
αποτελείται από πήκτωµα µικρογαλακτώµατος που περιέχει ένζυµο. Το πήκτωµα 
αποτελείται από φυσικό πολυµερές (π.χ. παράγωγο κυτταρίνης, άγαρ, ζελατίνη, 
καραγενάνη). Το µικρογαλάκτωµα αποτελείται από άπολο διαλύτη, επιφανειοενεργό, 
µικρού µήκους αλκοόλη και υδατική φάση η οποία περιέχει το ένζυµο (λιπάση ή 
άλλο ένζυµο). 
The patent concerns a continuous flow packed bed reactor packed with a biocatalyst 
consisted of enzyme immobilized on a natural polymer to be used for the synthesis of 
high added value products is usually costly.  
This patent offers the advantages of a continuous flow reactor (high conversions and 
use of reactants of low solubility) and the advantages of the use of biocatalysts (low 
production of byproducts, low cost due to mild operation conditions). The biocatalyst 
is an enzyme immobilized on a natural polymer matrix; it is a system environmentally 
friendly and biocompatible which can be used in procedures dealing with food, 
cosmetics and pharmaceuticals. 
This patent consists of either one column having both ends free, or many connected 
columns, with or without the use of pumps. Each column is packed with the 
biocatalyst consisted of a microemulsion-based gel that contains the enzyme. The gel 
is made of a natural polymer (e.g. cellulose derivatives, agar, gelatin or carrageenan). 
The microemulsion is consisted of a non polar solvent, surfactant, a short chain length 
alcohol and aqueous phase which contains the enzyme. 
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Abstract 

 

Immobilized catalyst in a continuous flow system for the synthesis of high added 

value products 

 

The patent concerns synthesis of high added value products is usually costly. The 
solution can be the use of enzyme as biocatalysts and the use of a continuous flow 
reactor which is economically more feasible than the conventional batch reactors. 
This patent suggests the use of a continuous flow packed bed reactor, packed with a 
biocompatible biocatalyst consisted of enzyme immobilized on a natural polymer. Ιt 
offers the advantages of a continuous flow reactor (high conversions and the use of 
reactants of low solubility) and the advantages of the use of biocatalysts (low 
production of byproducts, low cost due to mild operation conditions). The biocatalyst 
is an enzyme immobilized on a natural polymer matrix, therefore, is a system 
environmentally friendly and biocompatible which can be used in procedures dealing 
with food, cosmetics and pharmaceuticals. 
This patent consists of a column which can have both its ends free or connected via 
tubing to more columns, with or without the use of pumps. Each column is packed 
with the biocatalyst which consists of a microemulsion-based gel that contains the 
enzyme. The gel is made of a natural polymer (e.g. cellulose derivatives, agar, gelatin 
or carrageenan). The microemulsion is consisted of a non polar solvent, surfactant, a 
short chain length alcohol and aqueous phase (water or buffer) which contains the 
enzyme. 
 
 


