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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση των συνθηκών 

ανάπτυξης στην παραγωγή τριών φυσικών προϊόντων, το υδρογόνο, τα 

πολυυδροξυαλκανοϊκα και οι εξωπολυσακχαρίτες, που προέρχονται από 

φωτοσυνθετικούς μικροοργανισμούς. 

 Η παρούσα διατριβή είναι χωρισμένη σε δύο τμήματα. Στο πρώτο 

τμήμα μελετήθηκε η επίδραση τριών οργανικών οξέων, του οξικού, του 

ηλεκτρικού και του μηλικού οξέως, στην παραγωγή υδρογόνο και πολυ-β-

υδροξυβουτυρικών.  Για την επίτευξη του στόχου αυτού χρησιμοποιήθηκε ο 

μικροοργανισμός  Rhodopseudomonas palustris sp. σε δύο συνθήκες 

ανάπτυξης, παρουσία θείου που ευνοεί την παραγωγή υδρογόνου και σε 

έλλειψη θείου που ευνοεί την παραγωγή πολυ-β-υδροξυβουτυρικού. 

 Στο δεύτερο μέρος της διατριβής πραγματοποιήθηκε η μελέτη της 

επίδρασης της πηγής άνθρακα στην παραγωγή εξωπολυσακχαριτών από το 

κυανοβακτήριο Nostoc calcicola. Οι πηγές άνθρακα  που εξετάστηκαν ήταν 

μια οργανική πηγή, η γλυκόζη, και δύο ανόργανες πηγές, το ανθρακικό νάτριο 

και το διοξείδιο του άνθρακα. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε συνθήκες 

στρες για τα κύτταρα που αυτό επετεύτηκε με την έλλειψη αζώτου στο 

θρεπτικό μέσο. Επιπλέον έγινε περεταίρω μελέτη της παραγωγής των  EPS σε 

τέσσερις διαφορετικές συνθήκες, παρουσία όλων των συστατικών, σε έλλειψη 

αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα και σε έλλειψη θείου. Όλα τα 

πειράματα διεξήχθηκαν παρουσία συνεχής ροής αέρα. Τέλος 

πραγματοποιήθηκε παρατήρηση των κυττάρων με οπτική και ηλεκτρονική 

μικροσκοπία στις παραπάνω τέσσερις συνθήκες 

Λέξεις κλειδιά: φωτοσυνθετικοί μικροοργανισμοί, PNSB, Rhodopseudomonas 

palustris sp. υδρογόνο, πολυυδροξυαλκονοϊκά (PHB), κυανοβακτήρια, Nostoc 

calcicola, εξωπολυσακχαρίτες (EPS) . 
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ABSTRACT 

In the present work, the effect of growth conditions on the productions of three 

natural products, hydrogen, polyhydroxyalkanoate and exopolysaccharides, by 

photosynthetic microorganisms were investigated. 

This thesis is divided into two sections. In the first section, the effects of three 

organic acids, acetate, succinate, and malate, on the production of hydrogen 

and poly-β-hydroxybutyrates was thoroughly studied. Growth of the 

microorganism Rhodopseudomonas palustris sp. under two growth conditions, 

demonstrated that the presence of sulfur favors the production of hydrogen,   

while its absence boosts the production of poly-β-hydroxybutyrate. 

In the second part of the thesis, the effect of a carbon source on the production 

of exopolysaccharides by the cyanobacterium Nostoc calcicola was 

investigated. The examined carbon sources were either an organic source, 

glucose, or two inorganic sources, sodium carbonate and carbon dioxide. 

Experiments were performed under stress conditions for the cells, which was 

achieved by removing nitrogen from the growth medium. Furthermore, EPS 

production was studied in four different growth conditions. Specifically, in the 

presence of all components, in the absence of nitrogen, in the absence of both 

nitrogen and carbon, and in the absence of sulfur. All experiments were 

conducted in the presence of a continuous flow of air. Finally, the cells were 

studied by optical and electron microscopy in the aforementioned conditions. 

Keywords: photosynthetic microorganisms, PNSB, Rhodopseudomonas 

palustris sp.,  hydrogen, polyhydroxyalkanoates (PHB), cyanobacteria, Nostoc 

calcicola, exopolysaccharides (EPS). 
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1.1 Φωτοσύνθεση 

Μια από τις σημαντικότερες βιολογικές διεργασίες στον πλανήτη είναι η 

φωτοσύνθεση. Στη φωτοσύνθεση πραγματοποιείται η μετατροπή της ενέργειας 

του φωτός σε χημική ενέργεια. Οι οργανισμοί που έχουν την ικανότητα να 

φωτοσυνθέτουν ονομάζονται φωτοτροφικοί ή φωτότροφοι [2]. Οι 

φωτοτροφικοί οργανισμοί χωρίζονται σε δύο επιπλέον κατηγορίες: τους 

φωτοαυτότροφους και τους φωτοετερότροφους οργανισμούς. Οι 

φωτοαυτότροφοι οργανισμοί αξιοποιούν μόνο το CO2 ως πηγή άνθρακα για να 

παράξουν οργανικές ενώσεις χρησιμοποιώντας την ενέργεια του φωτός. 

Αντίθετα οι φωτοετερότροφοι οργανισμοί χρησιμοποιούν οργανικό άνθρακα 

ως πηγή άνθρακα. 

Η φωτοσυνθετική ικανότητα των φωτοτροφικών οργανισμών εξαρτάται 

από την παρουσία φωτοευαίσθητων χρωστικών, των χλωροφυλλών, που τις 

συναντάμε σε φυτά, φύκη και ορισμένα βακτήρια.  

 

Εικόνα 1. Δομή της χλωροφύλλης a και χλωροφύλλης b αριθμημένη κατά IUPAC [3]. 

Η μεταβολική διαδικασία της φωτοσύνθεσης, χαρακτηρίζεται από δύο 

διακριτές ομάδες αντιδράσεων: τις φωτεινές αντιδράσεις και τις σκοτεινές 

αντιδράσεις. Στις φωτεινές αντιδράσεις η ενέργεια του φωτός αποταμιεύεται 

ως χημική ενέργεια, η οποία, στην συνέχεια κατά τις σκοτεινές αντιδράσεις, 

αξιοποιείται για την αναγωγή του CO2 προς οργανικές ενώσεις. 

Για την προώθηση των αυτοτροφικών μεταβολικών αντιδράσεων, 

ορισμένα φωτοτροφικά βακτήρια αποκτούν αναγωγική ισχύ από 

ηλεκτρονιοδότες που υπάρχουν στο περιβάλλον τους, όπως πηγές θείου σε 

ανηγμένη μορφή (Η2S) (μη οξυγονοπαραγωγική φωτοσύνθεση) [4]. Αντιθέτως, 

τα πράσινα φυτά, τα φύκη και τα κυανοβακτήρια χρησιμοποιούν ως πηγή 

ηλεκτρονίων το H2Ο, παράγοντας μοριακό οξυγόνο, Ο2, ως παραπροϊόν 

(οξυγονοπαραγωγική φωτοσύνθεση) [5]. 
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1.2 Υδρογόνο 

 Τα περισσότερα καύσιμα και χημικά στην σύγχρονη καθημερινή ζωή 

προέρχονται από παράγωγα πετρελαίου. Ωστόσο πέρα από την εξάντληση των 

ορυκτών πόρων, διάφορα περιβαλλοντικά προβλήματα, όπως το φαινόμενο του 

θερμοκηπίου και η επιμόλυνση του περιβάλλοντος με ρύπους, λόγω της 

αλόγιστης χρήσης του πετρελαίου και των παραγόντων έχουν επιφέρει την 

ανάγκη για την άμεση αντικατάσταση τους [6, 7]. Στον τομέα της ενέργειας, το 

υδρογόνο (Η2) λόγω του υψηλού του ενεργειακού του περιεχομένου           

(122 ΜJ/kg) έχει μελετηθεί εκτενώς ως εναλλακτική πηγή ενέργειας για να 

αντικαταστήσει το πετρέλαιο και τα παράγωγα του. Επιπλέον τα μόνα 

προϊόντα καύσης του είναι το νερό και η ενέργεια καθιστώντας το μια φιλική 

προς το περιβάλλον πηγή ενέργειας [8].        

Ωστόσο, ένα μεγάλο μειονέκτημα της χρήσης του υδρογόνου ως 

καύσιμο είναι ο τρόπος παραγωγής του. Σχεδόν το 96% του παραγόμενου 

υδρογόνου προέρχεται από διαδικασίες που στηρίζονται στα ορυκτά καύσιμα 

[9]. Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία [10], το 48% του παραγόμενου υδρογόνου 

προέρχεται από το φυσικό αέριο, το 30% από πετρέλαιο και το 18% από 

γαιάνθρακα. Το 4% μόνο παράγεται από ηλεκτρόλυση του νερού [11]. 
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1.3 Βιολογική παραγωγή υδρογόνου 

 Από τα μέσα του 1970 και έπειτα, άρχισε να αυξάνεται όλο και 

περισσότερο το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για την παραγωγή 

του υδρογόνου από μικροοργανισμούς (βιολογική παραγωγή υδρογόνου) [9].   

 Τη  βιολογική παραγωγή  υδρογόνου  μπορούν να πραγματοποιήσουν 

τέσσερις κατηγορίες μικροοργανισμών: τα πράσινα μικροφύκη, τα 

κυανοβακτήρια, τα χημειοτροφικά βακτήρια και τα αναερόβια φωτοσυνθετικά 

βακτήρια [12-14].  

 Τα μεταβολικά μονοπάτια της βιολογικής παραγωγής υδρογόνου 

κατηγοριοποιούνται σε φωτο-εξαρτώμενες και φωτο-ανεξάρτητες  διαδικασίες, 

βάσει εάν οι βιοχημικές τους αντιδράσεις εξαρτώνται από το φως ως πηγή 

ενέργειας [12, 15]. Η φωτο-εξαρτώμενη διαδικασία παραγωγής υδρογόνου 

μπορεί να κατηγοριοποιηθεί περεταίρω σε: 

1) Άμεση φωτόλυση, όπου το νερό διασπάται σε αέρια Η2 και Ο2 από 

μικροφύκη και κυανοβακτήρια. 

2) Έμμεση φωτόλυση, στην οποία κυανοβακτήρια ή κυανόφυτα συνθέτουν 

Η2 παρουσία φωτός και ανόργανου άνθρακα. 

3) Φωτο-ζύμωση (photofermentation - PF) η οποία πραγματοποιείται από 

φωτοσυνθετικά βακτήρια όπου επέρχεται φωτο-αποσύνθεση οργανικών 

ενώσεων.  

Οι φωτο-ανεξάρτητες διαδικασίες περιλαμβάνουν: 

1) Την σκοτεινή ζύμωση (dark fermentation – DF) που συμπεριλαμβάνει 

διαδικασίες παραγωγής υδρογόνου με ζύμωση από πλούσια οργανική 

βιομάζα με υδατάνθρακες. 

2) Η2 από βιοηλεκτροχημικά συστήματα ή κύτταρα ηλεκτρόλυσης 

μικροοργανισμών. [14] 

 

 

Εικόνα 2. Μέθοδοι παραγωγής υδρογόνου [14]. 
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 Μεγάλο ενδιαφέρον έχει εμφανίσει ο συνδυασμός παραγωγής 

υδρογόνου με τη διαχείριση εργοστασιακών αποβλήτων. Έχουν 

πραγματοποιηθεί αρκετές μελέτες όπου χρησιμοποιούν απόβλητα, όπως 

απόβλητα ελαιοτριβείων, τα οποία είναι πλούσια σε οργανικές ενώσεις έτσι 

ώστε να αξιοποιηθούν από τους μικροοργανισμούς για την παραγωγή 

υδρογόνου [16, 17]. 
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1.4 Μοβ μη-θειούχα βακτήρια (Purple Nonsulfur Bacteria - PNSB) 

Μια χαρακτηριστική ομάδα μικροοργανισμών που παράγουν υδρογόνο 

από φωτο-ζύμωση, μια φωτο-εξαρτώμενη διαδικασία, είναι τα μοβ μη-θειούχα 

βακτήρια (PNSB). Χρησιμοποιώντας το φως ως πηγή ενέργειας, τα  PNSB 

συνθέτουν Η2 μέσω φωτοσύνθεσης. Στα PNSB η σύνθεση λαμβάνει χώρα 

παρουσία του ενζύμου της νιτρογενάσσης και του φωτός λαμβάνοντας 

ηλεκτρόνια από οργανικές ενώσεις, όπως οργανικά οξέα [14]. 

Τα PNSB είναι gram-αρνητικά φωτοετερότροφα βακτήρια, τα οποία 

υπό φυσιολογικές συνθήκες επιτελούν αναερόβια φωτοσύνθεση. Ωστόσο τα 

PNSB είναι προαιρετικά αναερόβιοι μικροοργανισμοί, καθώς μπορούν επίσης 

να αναπτυχθούν χημειοτροφικά παρουσία οξυγόνου, χρησιμοποιόντας το 

οξυγόνο ως δέκτη ηλεκτρονίων [18]. 

Τα PNSB μπορούν να χρησιμοποιήσουν διάφορους τύπους οργανικών 

ενώσεων, όπως οργανικά οξέα με λίγα άτομα άνθρακα και γλυκόζη, ως δότες 

ηλεκτρονίων και πηγή άνθρακα μέσω της φωτοσύνθεσης. Η θεωρητική 

μετατροπή ορισμένων οργανικών ενώσεων σε υδρογόνο μέσω της διαδικασίας 

της φωτο-ζύμωσης παρουσιάζεται στις παρακάτω αντιδράσεις [19, 20]:   

Γαλακτικό: C3H6O3 + 3H2O → 6H2 + 3CO2 

Οξικό: CH3COOH + 2H2O → 4H2 + 2CO2 

Προπιονικό: C3H6O2 + 4H2O → 7H2 + 3CO2 

Βουτυρικό: C4H8O2 + 6H2O → 10H2 + 4CO2 

Ωστόσο η ικανότητα μετατροπής διαφορετικών ενώσεων διαφέρει από 

μικροοργανισμό σε μικροοργανισμό της κατηγορίας PNSB  [20, 21]. Οι 

διαφορές στην παραγωγή μεταξύ των διαφόρων πηγών άνθρακα μπορεί να 

εξηγηθεί από το γεγονός ότι κάθε ένωση έχει διαφορετικό αριθμό μεταβολικών 

σταδίων και μπορεί να σχετίζεται με τον μεταβολισμό σε άλλο σημείο του [19, 

22, 23]. 

Η φωτοσύνθεση στα PNSB είναι πιο απλή σε σχέση με αυτή των 

φυτών, των μικροφυκών και των κυανοβακτηρίων, καθώς επιτελείται από ένα 

μόνο φωτοσύστημα έναντι των δύο που έχουν οι προαναφερόμενοι 

οργανισμοί. Τα PNSB κύτταρα περιέχουν βακτηριοχλωροφύλλη a ή b η οποία 

βρίσκεται στην κυτταροπλασματική μεμβράνη. Το φωτοσύστημα των PNSB 

αποτελείται από το σύστημα απορρόφησης φωτός όπως φαίνεται στην Eικόνα 

3.  



30 
 

 

Εικόνα 3. Σχηματική αναπαράσταση του μηχανισμού της φωτο-ζύμωσης για παραγωγή 

υδρογόνου μέσω της φωτοσύνθεσης στα μοβ μη-θειούχα βακτήρια (PNSB) [9]. 

 Πέρα από το φως, για την παραγωγή υδρογόνου η καλλιέργεια θα 

πρέπει να βρίσκεται σε θρεπτικό μέσο με έλλειψη αζώτου. Οι παρακάτω 

εξισώσεις εξηγούν την επίδραση που έχει το Ν2 στον μεταβολισμό των PNSB 

μέσω της δράσης της νιτρογεννάσης [12]:  

Παρουσία αζώτου: Ν2 + 8Η
+
 + 8e

-
 + 16ATP → 2NH3 + H2 + 16ADP + 16Pi 

Απουσία αζώτου: 8Η
+
 + 8e

-
 + 16ATP → 4H2 + 16ADP + 16Pi 

Επιπλέον, για την παραγωγή υδρογόνου τα PNSB κύτταρα πρέπει να 

βρίσκονται σε περιβάλλον υπό απουσία οξυγόνου, καθώς το οξυγόνο 

αναστέλλει τη λειτουργία της νιτρογεννάσης [22, 24]. Η δραστικότητα του 

ενζύμου της νιτρογεννάσης έχει ύψιστη σημασία για την απόδοση της 

παραγωγής υδρογόνου. 
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1.5   Πολυ-β-υδροξυβουτυρικό ( Poly-β-hydroxybutyrate – PHB)  

 Ως αποθήκη άνθρακα και ενέργειας στο εσωτερικό του κυττάρου, τα 

PNSB συσσωρεύουν πολυ-β-υδροξυβουτυρικό (Poly-β-hydroxybutyrate – 

PHB). Το  PHB σχηματίζεται σε συνθήκες φυσιολογικής καταπόνησης (stress) 

για τα κύτταρα, όπως παρουσία των κυττάρων σε θρεπτικά μέσα με υψηλό 

λόγο C/N, υψηλές συγκεντρώσεις αμμωνίας ή σε συνθήκες στέρησης θείου 

[25, 26]. Το βιοσυνθετικό μονοπάτι των PHB είναι ανταγωνιστικό με το 

μονοπάτι παραγωγής υδρογόνου καθώς και τα δύο μονοπάτια αντλούν 

ηλεκτρόνια από το φωτοσύστημα. Έτσι ανάλογα τις κυτταρικές ανάγκες, και 

κατ’επέκταση τις συνθήκες ανάπτυξης της καλλιέργειας, η περίσσεια 

αναγωγική ισχύς του φωτοσυστήματος μπορεί να κατευθυνθεί  σε ένα από τα 

δύο μονοπάτια ή και στα δύο με διαφορετικό ρυθμό. 

 

 

 Εικόνα 4. Βιοσυνθετικό μονοπάτι του πολύ-β-υδροξυβουτυρικού (PHB) [27].  
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1.6 Πολυσακχαρίτες 

 Οι πολυσακχαρίτες είναι ένα από τα απαραίτητα πολυμερή για τους 

ζωντανούς οργανισμούς έχοντας πάρα πολλούς βιολογικούς ρόλους σε αυτούς. 

Παρουσιάζουν μια πληθώρα διαφορετικών δομών, καθώς αποτελούνται από 

συνδυασμό 40-50 διαφορετικών μονοσακχαριτών (εξόζες και πεντόζες), 

συνδεδεμένων ποικιλότροπα με γλυκοζιτικούς δεσμούς. Επιπλέον κάθε 

μονοσακχαρίτης μπορεί να φέρει μια επιπλέον χημική ομάδα, όπως μεθυλο-

ομάδες, αμινοξέα, θειούχες ομάδες, κ.τ.λ.. Ποικιλία στη διάταξη στο χώρο 

μπορεί επιπλέον να φέρει ο τρόπος διασύνδεσης των μονομερών μεταξύ τους 

με αποτέλεσμα τη δημιουργία επίπεδων φύλλων, σπιράλ και μονών/τριπλών 

ελίκων [28]. 

 Αρχικά οι πολυσακχαρίτες αξιοποιήθηκαν από τη βιομηχανία ως 

παράγοντες πηκτωματοποίησης λόγω των ρεολογικών τους ιδιοτήτων [29, 30]. 

Το ενδιαφέρον της επιστημονικής κοινότητας για αυτούς αυξήθηκε, λόγω 

κάποιων πολυσακχαριτών που βρέθηκαν να έχουν επιπρόσθετες βιολογικές 

δραστικότητες. Οι βιολογικές του δραστικότητες είναι οι εξής: 

ανοσορρυθμιστική, αντιβακτηριδιακή, αντιπηκτική, αντιμυκητιακή, 

ακτινοπροστατευτική, αντιοξειδωτική, αντιμολυσματική, αντικαρκινική και 

αντιφλεγμονώδες [31-33]. 

 Οι πολυσακχαρίτες των μικροοργανισμών έχουν πολλές φυσικές 

λειτουργίες που εξαρτώνται από την σύσταση και την τρισδιάστατη δομή τους 

στο χώρο. Έχουν κεντρικό ρόλο στη διαμόρφωση των αποικιών και των 

βιολογικών υμενίων (biofilms). Αποτελούν για τα κύτταρα αποθήκες ενέργειας 

και άνθρακα. Επίσης συχνά απελευθερώνονται έξω από το κύτταρο για να 

δημιουργήσουν ένα προστατευτικό στρώμα γύρω από αυτά σε συνθήκες 

καταπόνησης ώστε να προστατέψουν το κύτταρο [34, 35].   



33 
 

1.7  Εξωπολυσακχαρίτες 

 Τα κυανοβακτήρια και τα μικροφύκη είναι μικροοργανισμοί που 

μπορούν να εκκρίνουν σημαντικές ποσότητες πολυσακχαριτών [36]. Ο κύριος 

λόγος έκκρισης είναι για να παράξουν μια βλέννα πολυσακχαρίτη γύρω από το 

κύτταρο, η οποία έχει ως ρόλο να προστατεύει τα κύτταρα από δυσμενείς 

περιβαντολλογικές συνθήκες και από άλλους οργανισμούς [34, 35, 37].  

 Σύμφωνα με τη βιβλιογραφία [38], οι εξωπολυσακχαρίτες 

διαχωρίζονται σε  δύο κατηγορίες: σε αυτούς που απελευθερώνονται πλήρως 

στο περιβάλλον γύρω από το κύτταρο και σε αυτούς που διασυνδέονται με την 

κυτταρική επιφάνεια και κατατάσσονται σε τρεις υποκατηγορίες: θήκες 

(sheaths),  κάψουλες (capsule) και γλοιώδες υγρό (slime). Ο διαχωρισμός τους 

σε υποομάδες στηρίζετε στην διαλυτότητα τους με το νερό [39].   

 Στα μικροφύκη η σύνθεση των πολυσακχαριτών λαμβάνει χώρα στο 

σύμπλεγμα Golgi [40, 41], ενώ στα κυανοβακτήρια στην κυτταροπλασματική 

μεμβράνη. Το κύριο στάδιο σύνθεσης EPS στα μικροφύκη και στα 

κυανοβακτήρια είναι η παραγωγή ενεργοποιημένων σακχάρων (πρόδρομα 

μόρια). Στη συνέχεια οι γλυκοζυλοτρανσφεράσες συνεισφέρουν στη 

συναρμολόγηση μεταξύ τους. Οι γλυκοζυλοτρανσφεράσες αποτελούν το 

ένζυμο κλειδί στη βιοσύνθεση των EPS. Τέλος, οι πολυσακχαρίτες  

τροποποιούνται και εξάγονται ως πολυμερή στο εξωκυττάριο διαμέρισμα ή ως 

συστατικά ενδομεβράνης [42]. 

 

Εικόνα 5.  Προτεινόμενο μονοπάτι σύνθεσης EPS και διαμερισματοποίηση. MNS 

monosaccharides, SNCs sugar nucleotides, GTs glycosyltransferases, LLOUs lipid-linked 

oligosaccharide units, LLPPS lipid-linked polymerized polysaccharide units [42].   
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1.8 Εφαρμογές εξωπολυσακχαριτών 

 Οι εξωπολυσακχαρίτες που παράγονται από τα μικροφύκη και τα 

κυανοβακτήρια έχουν μελετηθεί στη βιβλιογραφία λόγω των πολλών τους 

βιολογικών δράσεων (Πίνακας 1). Επιπλέον έχουν μελετηθεί για τις 

ρεολογικές και λειτουργικές τους ιδιότητες ως παράγοντες πηκτωματοποίησης 

στη βιομηχανία τροφίμων. Παρά την ποικιλία στις εφαρμογές τους [32, 33, 43-

45], πέρα από τη βιομηχανία καλλυντικών η αξιοποίησή τους είναι 

περιορισμένη σε άλλους τομείς, όπως στη θεραπεία, στα τρόφιμα και στις 

ζωοτροφές. Το γεγονός αυτό οφείλεται κυρίως στο υψηλό κόστος απομόνωσης 

και στην έλλειψη γνώσης της επακριβής τους δομής και των δράσεων τους.   

 

Μια άλλη εφαρμογή τους είναι στον τομέα της διαχείρισης αποβλήτων, 

καθώς οι EPS μπορούν να αλληλεπιδράσουν με πολλές εξωγενείς οργανικές 

και ανόργανες ενώσεις λόγω των άφθονων λειτουργικών τους ομάδων (-

COOH, -OH, -CHO, κ.τ.λ.) [46]. Παραδείγματος χάριν, EPS από μικροφύκη 

και κυανοβακτήρια μπορούν να επάγουν την απομάκρυνση βαρέων μετάλλων 

(όπως Cu
2+

 και Cd
2+

) [47-49]. 

 

 

Πίνακας 1. Κύριες βιολογικές δράσεις εξωπολυσακχαριτών από μικροφύκη και κυανοβακτήρια [1] . 
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1.9 Κυανοβακτήρια 

 Τα κυανοβακτήρια είναι φωτοσυνθετικοί προκαρυώτες που 

χρησιμοποιούν ως φωτοσυνθετική χρωστική την χλωροφύλλη a. Ως δότη 

ηλεκτρονίων κατά την φωτοσύνθεση χρησιμοποιούν το νερό, παράγοντας 

οξυγόνο ως παραπροϊόν. Επιπλέον, τα κυανοβακτήρια έχουν την ικανότητα να 

συνθέτουν μια χρωστική των φυκοβιλιπρωτεϊνών, τη φυκοκυανίνη. Η ύπαρξη 

αυτής της χρωστικής τους προσδίδει το χαρακτηριστικό τους μπλε-πράσινο 

χρώμα και γι’ αυτό τα κυανοβακτήρια ονομάζονται μπλε-πράσινα φύκη (blue-

green algae) [50]. 
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1.10 Σκοπός της διατριβής 

 Σκοπός της παρούσας διατριβής ήταν η μελέτη της επίδρασης των 

συνθηκών ανάπτυξης στην παραγωγή χρήσιμων βιολογικών προϊόντων, όπως 

υδρογόνο, πολυ-β-υδροξυβουτυρικό και εξωπολυσακχαρίτες από 

φωτοσυνθετικούς μικροοργανισμούς. Για να επιτευχθεί αυτός ο στόχος η 

εργασία χωρίστηκε σε δύο μέρη. 

 Στο πρώτο μέρος της διατριβής ο σκοπός ήταν η μελέτη της παραγωγής 

υδρογόνου και πολυ-β-υδροξυβουτυρικού παρουσία τριών διαφορετικών 

πηγών άνθρακα σε δυο διαφορετικές συνθήκες, παρουσία ή έλλειψη θείου. Για 

να επιτευχτεί ο στόχος αυτός χρησιμοποιήθηκε ο μικροοργανισμός  

Rhodopseudomonas palustri. 

 Το δεύτερο μέρος της διατριβής σκοπεύει στην μελέτης της παραγωγής 

εξωπολυσακχαριτών από το μικροοργανισμό Nostoc calcicola. Η σύσταση του 

συγκεκριμένου εξωπολυσακχαρίτη είναι ήδη μελετημένη στη βιβλιογραφία. 

Επίσης σκοπός αυτής της εργασίας είναι και η παρατήρηση του 

μικροοργανισμού με μεθόδους μικροσκοπίας σε τέσσερις συνθήκες: χωρίς 

καμία έλλειψη, σε έλλειψη αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα και σε 

έλλειψη θείου.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ 

ΠΗΓΗΣ ΑΝΘΡΑΚΑ ΣΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ 

ΥΔΡΟΓΟΝΟΥ ΚΑΙ ΠΟΛΥΥΔΡΟΞΥΒΟΥΤΥΡΙΚΟY 

(PHB) ΑΠΟ ΤΟ ΦΩΤΟΣΥΝΘΕΤΙΚΟ ΒΑΚΤΗΡΙΟ 

RHODOPSEUDOMONAS PALUSTRIS SP. 
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2.1 Εισαγωγή 

 Όπως αναφέρθηκε στο Κεφάλαιο 1, το παγκόσμιο ενδιαφέρον έχει 

στραφεί στις ανανεώσιμες και καθαρές μορφές ενέργειας, όπως το υδρογόνο, 

λόγω της συνεχόμενης επιβάρυνσης του περιβάλλοντος με ρύπους, της 

εξάντλησης των φυσικών πόρων, της αύξησης της αξίας των προϊόντων 

πετρελαίου και της κλιμάκωσης των προβλημάτων που προέρχονται από την 

κλιματική αλλαγή. Ωστόσο, επί του παρόντος, η παραγωγή του υδρογόνου 

είναι πιο ακριβή από της συμβατές πηγές ενέργειας [51] και μη φιλική προς το 

περιβάλλον. Η παραγωγή υδρογόνου μέσω της διαδικασίας της φωτοσύνθεσης 

έχει αναδειχθεί ως μια διαδικασία με προοπτική τόσο στο οικονομικό κομμάτι 

όσο και μείωση της εκπομπής CO2 στο περιβάλλον για την παραγωγή του [8]. 

Επιπλέον, η παραγωγή μέσω φωτοσύνθεσης καθιστά αυτήν την πηγή ενέργειας 

φιλική προς το περιβάλλον καθώς οι μικροοργανισμοί, παρουσία φωτός, 

μετατρέπουν της οργανικές ενώσεις σε βιομάζα και υδρογόνο.  
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2.2 Σκοπός 

 Η συγκεκριμένη πειραματική σειρά έχει σκοπό την μελέτη παραγωγής 

κυρίως του υδρογόνου και μετέπειτα των  PHB και της βιομάζας υπό διάφορες 

πηγές ενέργειας στο θρεπτικό μέσο. Χρησιμοποιώντας το Rhodopseudomonas 

palustris ως ένα κύτταρο-εργοστάσιο, μελετήθηκε το μεταβολικό ισοζύγιο 

μεταξύ της παραγωγής υδρογόνου, PHB (ανταγωνισικό μεταβολικο μονοπάτι 

με το υδρογόνο) και βιομάζας. Για το σκοπό αυτό, εξετάστηκε ο 

μικροοργανισμός σε δύο διαφορετικές συνθήκες καταπόνησης για το κύτταρο 

και με τρεις διαφορετικές πηγές άνθρακα (οξικό, ηλεκτρικό και μηλικό οξύ) σε 

κάθε συνθήκη ξεχωριστά. 
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2.3 Πειραματικό μέρος 

2.3.1. Οργανισμοί και συνθήκες ανάπτυξης 

 Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το φωτοσυνθετικό βακτήριο 

Rhodopseudomonas palustris sp. Τα κύτταρα του Rhodopseudomonas 

αναπτύχθηκαν αυτότροφα σε υγρό τροποποιημένο θρεπτικό μέσο Van Niel 

[52, 53] σε μπουκάλια με βιδωτό πώμα χωρίς ανάδευση  για 5-7 μέρες. Κάθε 

φορά που πραγματοποιούταν ανανέωση της καλλιέργειας, η νέα καλλιέργεια 

τοποθετούταν στο σκοτάδι το πρώτο εικοσιτετράωρο για να καταναλωθεί 

πλήρως το οξυγόνο του θρεπτικού μέσου (το οξυγόνο αναστέλλει την δράση 

της νιτρογεννάσης). Όλα τα πειράματα εκτελέστηκαν σε δωμάτιο σταθερής 

θερμοκρασίας στους 24
ο
C. Η ανάπτυξη πραγματοποιήθηκε υπό συνεχή  

φωτονιακή ακτινοβολία στα 480 W m
-2

  με χρήση λάμπα αλογόνου (205-W 

OSRAM power-star HQI-TS) σε αναερόβιες συνθήκες. Οι υγρές καλλιέργειες 

αυτές αποτέλεσαν μητρικές καλλιέργειες για τη διεξαγωγή των πειραμάτων. 

Κάθε μητρική καλλιέργεια είχε ως πηγή άνθρακα την ίδια με αυτήν της 

πειραματικής σειράς που θα ακολουθούσε. Η σύσταση του θρεπτικού μέσου 

Van Niel παρουσιάζεται στους ακόλουθους πίνακες. 

 

Εικόνα 6. Μητρικές υγρές καλλιέργειες του Rhodopseudomonas palustris sp. στο θρεπτικό 

μέσο Van Niel   

 

Πίνακας 2. Σύσταση τροποποιημένου υγρου θρεπτικού μέσου Van –Niel (pH 7,1). 

Συστατικά  Συγκέντρωση στο διάλυμα 

NH4Cl 0,50 g/L 

KH2PO4 1,00 g/L 

NaCl 0,40 g/L 

Na-acetate 2,00 g/L 

CaCl2·2H2O 0,05 g/L 

MgSO4·7H2O 0,40 g/L 

Διάλυμα Ιχνοστοιχείων (Trace 

Elements) 

10,00 mL/L 
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Πριν την αποστείρωση το pH ρυθμιζόταν στο 7,1. Μετά την 

αποστείρωση  του θρεπτικού μέσου προστέθηκαν 1,00 mL/L φιλτραρισμένου 

διαλύματος P-aminobenzoic acid με συγκέντρωση 100mg/L.  

 

Πίνακας 3. Συστατικά διαλύματος ιχνοστοιχείων (Trace Elements) 

Συστατικά  Συγκέντρωση στο διάλυμα  

FeSO4·7H2O 200 mg/L 

ZnSO4·7H2O 10 mg/L 

MnCl2·4H2O 3 mg/L 

H3BO3 30 mg/L 

CoCl2·6H2O 20 mg/L 

CuCl2·2H2O 1 mg/L 

NiCl·6H2O 2 mg/L 

Na2MoO4·2H2O 500 mg/L 

 

Ανάλογα την πηγή άνθρακα που ήταν να μελετηθεί, στο θρεπτικό μέσο 

είχαν προστεθεί οι εξής ουσίες που αναγράφονται στον παρακάτω πίνακα: 

Πίνακας 4. Συγκεντρώσεις πηγής άνθρακα ανάλογα το είδος και την καλλιέργεια. 

Μελετώμενη πηγή 

άνθρακα  

Μητρική καλλιέργεια Πειραματική 

καλλιέργεια 

Οξικό νάτριο 

(CH3COONa) 

2,732 g/L 5,464 g/L 

Ηλεκτρικό νάτριο 

(C4H4Na2O4·6H2O) 
4,575 g/L 9,15 g/L 

Μηλικό οξύ (C4H6O5) 2,0 g/L 4,0 g/L 

 

 Το μηλικό οξύ πρώτα εξουδετερώθηκε με NaOH πριν την προσθήκη 

του στο θρεπτικό μέσο. Επιπλέον στις πειραματικές σειρές χρησιμοποιήθηκε 

στο θρεπτικό μέσο ως πηγή αζώτου γλουταμινικό σε συγκέντρωση 1 g/L αντί 

NH4Cl. Επιπρόσθετα, οι πειραματικές σειρές που μελετούσαν την παραγωγή 

PHB περιείχαν θρεπτικό με έλλειψη θείου. 

 Όλα τα θρεπτικά μέσα και τα σκεύη που χρησιμοποιήθηκαν είχαν 

προηγουμένως αποστειρωθεί σε αυτόκαυστο σε θερμοκρασία 120
ο
C, πίεση 2,0 

atm για 20 min για την αποφυγή μολύνσεων από μικροοργανισμούς. Όλα τα 

πειράματα παρασκευής καλλιεργειών διεξήχθησαν σε θάλαμο νηματικής ροής 

(laminar flow hood), ο οποίος είχε προηγουμένως αποστειρωθεί με αιθανόλη. 
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Τα πειράματα έλαβαν χώρα παρουσία φλόγας. Οι καλλιέργειες στον 

φωτοβιοαντιδραστήρα ήταν υπό συνεχή ανάδευση με μαγνητικό αναδευτήρα. 

Το pH και το δυναμικό οξειδοαναγωγής (Ε0’) παρακολουθήθηκαν συνεχώς 

καθ’ όλη τη διάρκεια του πειράματος. 

 

2.3.2. Πειραματική Διάταξη 

Στις πειραματικές σειρές χρησιμοποιήθηκαν κυλινδρικοί γυάλινοι 

φωτοβιοαντιδραστήρες με εσωτερική διάμετρο στα 4 cm και όγκο 

καλλιέργειας 220 mL (εικόνα 7). Οι φωτοβιοαντιδραστήρες τοποθετήθηκαν σε 

υδατόλουτρο από πλεξιγκλάς με σταθερή θερμοκρασία στους 30 ± 0,2
ο
C. Η 

καλλιέργεια αναδευόταν με μαγνητικό αναδευτήρα.  

 

 

Εικόνα 7. Φωτοβιοαντιδραστήρας που χρησιμοποιήθηκε για την μελέτη του 

Rhodopseudomonas palustris sp. σε τρεις διαφορετικές πηγές άνθρακα (οξικό, ηλεκτρικό και 

μηλικό οξύ). (Α) Σχηματική αναπαράσταση του φωτοβιοαντιδραστήρα. Το σύστημα 

αποτελείται από τα εξής μέρη: (1) μαγνητικός αναδευτήρας, (2) υδατόλουτρο πλεξιγκλάς, (3) 

μαγνήτης, (4) θερμοστάτης, (5) ηλεκτρόδιο μέτρησης pH, (6) βελόνα με φίλτρο 0,22μm για 

την εισαγωγή νερού, (7) βελόνα με φίλτρο 0,22μm για την εισαγωγή διαλύματος HCl, (8) 

ηλεκτρόδιο μέτρησης δυναμικού οξειδοαναγωγής, (9) έξοδος για δειγματοληψία, (10) λάμπα, 

(11) βαθμονομημένος γυάλινος κύλινδρος, (12) βασικό αλατούχο διάλυμα. (Β) εικόνα του 

φωτοβιοαντιδραστήρα. 

Το pH και το Ε0’ παρακολουθήθηκαν με ηλεκτρόδια που ήταν 

συνδεδεμένα με μια μονάδα ελέγχου (Chemitec srl, Florence, Italy). Δύο 

βελόνες διαπερνούσαν το πώμα σιλικόνης κάθε φωτοβιοαντιδραστήρα: η μία 

χρησιμοποιήθηκε για την προσθήκη νερού και η άλλη για την προσθήκη 

διαλύματος HCl μέσα στον αντιδραστήρα. Επιπλέον, το πώμα σιλικόνης είχε 

και μια έξοδο αερίου. Το αέριο, που παραγόταν από τα βακτήρια, διοχετευόταν 

πρώτα σε ένα βασικό διάλυμα με 40 g/L NaOH και 200 g/L NaCl για την 



44 
 

απορρόφηση του CO2 από το παραγόμενο αέριο. Στην συνέχεια το υδρογόνο, 

καθαρό από CO2, παγιδευόταν σε ένα βαθμονομημένο ογκομετρικό σωλήνα 

όπου ο όγκος του καταγραφόταν για τον προσδιορισμό της παραγωγής 

υδρογόνου. 

 

2.3.3. Μέτρηση της κυτταρικής συγκέντρωσης  

 Η κυτταρική συγκέντρωση προσδιορίστηκε με δύο τρόπους. Ο πρώτος 

τρόπος ήταν με τον προσδιορισμό της ξηρής μάζας. 5 mL καλλιέργειας 

αραιώθηκαν σε 20 mL απιονισμένου νερού και ύστερα φιλτραρίστηκαν με μία 

προζυγισμένη μεμβράνη κυτταρίνης με μέγεθος πόρων 0,45 μm (Sartorius 

Stedim Biotech GmbH, 37070 Goettingen, Germany). Στη συνέχεια τα 

κύτταρα ξεπλύθηκαν με 50 mL απιονισμένου νερού. Η μεμβράνη με τα 

κύτταρα τοποθετήθηκε σε φούρνο στους 105
ο
C ώστε να ξηρανθεί μέχρι να 

φτάσει σε ένα σταθερό βάρος [54]. 

Λόγω της μεγάλης ποσότητας δείγματος που χρειάζεται ο 

προσδιορισμός της κυτταρικής συγκέντρωσης με ξηρή μάζα, η μέθοδος αυτή 

χρησιμοποιήθηκε στην πρώτη και τελευταία μέρα του πειράματος κάθε 

πειραματικής σειράς.  Στις ενδιάμεσες μέρες ο προσδιορισμός της κυτταρικής 

συγκέντρωσης έγινε με τη θεωρητική συγκέντρωση της βιομάζας, όπου ο 

προσδιορισμός της γίνεται με μέτρηση της απορρόφησης στα 680 nm. Η 

μετατροπή από την απορρόφηση (Α680) στην κυτταρική συγκέντρωση 

(BC=Biomass Concentration)  γίνεται με την χρήση του τύπου: 

BC (mg/L) = 523·Abs680-4,6              r
2
 = 0,9855 

O προσδιορισμός της βακτηριοχλωροφύλλης (Bchl) πραγματοποιήθηκε 

σύμφωνα με [53]. Μετρήθηκε η απορρόφηση της καλλιέργειας στα 805 nm και 

830nm. Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης της βακτηριοχλωροφύλλης (Bchl) 

έγινε με την χρήση του τύπου: 

Bchl (mg/L) = (A805-A830)·10,5 

Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν με την χρήση του φωτόμετρου model 

LI-185B, LI-COR, Lincoln, Nebraska, USA.  

 

2.3.4. Παρασκευή πειραματικών καλλιεργειών για μελέτη της παραγωγής 

υδρογόνου και PHB 

Τα κύτταρα συλλέχθηκαν από τη μητρική καλλιέργεια στο τέλος της 

εκθετικής φάσης με φυγοκέντρηση στις 8000 στροφές για 10 λεπτά στους 20
ο
C 
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(202 Sorval Super T2). Έπειτα επαναιωρήθηκαν στο νέο θρεπτικό μέσο 

καλλιέργειας με κατάλληλο όγκο ώστε η τελική συγκέντρωση να είναι Bchl=2 

mg/L σε τελικό όγκο 220 mL καλλιέργειας. Στην συνέχεια η καλλιέργεια 

τοποθετήθηκε στο φωτοβιοαντιδραστήρα. Ο φωτοαντιδραστήρας 

συναρμολογήθηκε με τα κατάλληλα ηλεκτρόδια και δειγματολήπτες (εικόνα 7) 

και τέλος, το σύστημα σφραγίστηκε βιδώνοντας τα πώματα με τα ηλεκτρόδια 

και τοποθετώντας σύριγγες στα φίλτρα, ώστε να μην μπορεί το οξυγόνο της 

ατμόσφαιρας να εισαχθεί μέσα. Οι σύριγγες που τοποθετούνταν στα φίλτρα 

ήταν με σταθεροποιημένο έμβολο, ώστε κατά την παραγωγή υδρογόνου να 

παραμένει το έμβολο στην ίδια θέση και το υδρογόνο να κατευθυνθεί προς τον 

ογκομετρικό σωλήνα. Οι βιοαντιδραστήρες τοποθετήθηκαν στο υδατόλουτρο 

(30
ο
C) και καλύφθηκαν με ένα μαύρο πανί ώστε οι καλλιέργειες να βρίσκονται 

στο σκοτάδι. Με αυτόν τον τρόπο πραγματοποιείται κατανάλωση του 

οξυγόνου που υπάρχει στο σύστημα, καθώς τα βακτήρια αναγκάζονται να 

τραφούν αποκλειστικά χημειοτροφικά. Την επόμενη μέρα, από τη δημιουργία 

της πειραματικής καλλιέργειας, στις 10 π.μ. η καλλιέργεια ξεσκεπάστηκε και 

ακτινοβολήθηκε από τις λάμπες. Εκείνη η ώρα και ημέρα ορίστηκε ως το 

χρονικό σημείο 0 του πειράματος. 

 

2.3.5. Δειγματοληψία 

 Οι πειραματικές σειρές αναπτύχθηκαν σε batch growth regimen καθώς 

δεν υπήρξε ροή θρεπτικών στοιχείων μέσα και έξω από τον 

φωτοβιοαντιδραστήρα και γι’ αυτό τα πειράματα ήταν χρονοεξαρτώμενα. Ένας 

μικρός όγκος αφαιρούταν από το φωτοβιοαντιδραστήρα κατά τη 

δειγματοληψία και αμέσως μετά αντικαθιστούταν ο χαμένος όγκος με νερό 

[55]. 

Αναλυτικότερα, κατά τη διάρκεια του πειράματος συλλέγονταν  

δείγματα των 8 mL από τις καλλιέργειες με τη χρήση αποστειρωμένης 

σύριγγας. Αρχικά, στη βελόνα με φίλτρο για νερό τοποθετούνταν μια σύριγγα 

με απιονισμένο νερό ( (6) εικόνα 7). Έπειτα στην έξοδο (9), που περιείχε ήδη 

μια αποστειρωμένη σύριγγα, πραγματοποιείται η δειγματοληψία των 7-8 mL. 

Κατά τη διάρκεια της δειγματοληψίας δημιουργούταν υποπίεση, αφού το 

σύστημα είναι κλειστό, με αποτέλεσμα να πέφτουν σταγόνες νερό από τη 

σύριγγα (6). Στην συνέχεια γινόταν αλλαγή της σύριγγας δειγματοληψίας με 

καινούργια αποστειρωμένη σύριγγα. Οι αλλαγές έπρεπε να πραγματοποιούνται 

πολύ γρήγορα, κλείνοντας το στόμια με το χέρι μέχρι να τοποθετηθεί η νέα 

σύριγγα. Αυτό το σημείο ήταν πολύ κρίσιμο καθώς έπρεπε οι αλλαγές των 

συριγγών στο σύστημα να γίνονται αποτελεσματικά χωρίς να προλάβει να μπει 

αέρας, άρα οξυγόνο, μέσα στο σύστημα. Στην συνέχεια προστέθηκε η 
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κατάλληλη ποσότητα νερού ώστε η στάθμη της καλλιέργειας να επανέρθει 

στην αρχική της θέση και το σύστημα να μη βρίσκεται σε υποπίεση. Τέλος, η 

σύριγγα του νερού αντικαθιστούταν με μια άδεια σύριγγα, ώστε εάν άλλαζε η 

πίεση μέσα στο σύστημα να μην τραβήξει και άλλο νερό. 

Η διάταξη του πειράματος αποτελούταν από ενα σύστημα με 

συγκοινωνούντα δοχεία (φωτοβιοαντιδραστήρας και ογκομετρικός κύλινδρος 

συνδεμένα μεταξύ τους με ένα σωληνάκι). Οι κινήσεις κατά τη δειγματοληψία 

ήταν κρίσιμο να γίνονται αργά και προσεκτικά, με σκοπό να αποτραπεί η 

δημιουργία σταγόνας στο σωληνάκι, διότι κάτι τέτοιο θα επέφερε αντίσταση 

στη ροή του υδρογόνου προς τον ογκομετρικό κύλινδρο. Επιπλέον το 

σωληνάκι ήταν μακρύ ώστε να αποφευχθεί η μεταφορά του διαλύματος από 

τον ογκομετρικό σωλήνα στην καλλιέργεια μέσω αναρρόφησης, καθώς κάτι 

τέτοιο θα ήταν θανατηφόρο για την καλλίεργεια, λόγω του υψηλού pH του 

διαλύματος του ογκομετρικού. 

Από τα 7-8 mL δείγματος που λαμβάνονται σε κάθε δειγματοληψία 

πραγματοποιούνταν οι εξής αναλύσεις: 5 mL από το δείγμα φυγοκεντρήθηκαν 

και τα κύτταρα φυλάχθηκαν στην κατάψυξη για να γίνει περεταίρω ανάλυση 

για την παραγωγή PHB, ενώ το υπερκείμενο φυλάχθηκε ξεχωριστά για να γίνει 

η ανάλυση των οργανικών οξέων σε αυτό. Το υπόλοιπο δείγμα 

χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της κυτταρικής συγκέντρωσης. 

 

2.3.6. Ρύθμιση pH στην πειραματική καλλιέργεια. 

 Η ρύθμιση pH κατά τη διάρκεια του πειράματος ήταν μια σημαντική 

διαδικασία καθώς για τιμές pH>8 αρχίζει και μειώνεται η δραστικότητα της 

νιτρογεννάσης. Όταν το pH ήταν περίπου πάνω από 7,5, το pH ρυθμιζόταν με 

διάλυμα HCl, με τρόπο παρόμοιο με την προσθήκη νερού στον αντιδραστήρα. 

Αναλυτικότερα, η σύριγγα με το σταθεροποιημένο έμβολο στο φιλτράκι για 

την προσθήκη HCl ( (7) εικόνα 7) αντικαταστήθηκε με μια σύριγγα με διάλυμα 

HCl 10% v/v. Πραγματοποιήθηκε προσθήκη διαλύματος  HCl μέχρι το pH να 

ήταν περίπου 7,1. Τέλος, τοποθετούνταν η σύριγγα με το σταθεροποιημένο 

έμβολο όταν ολοκληρωνόταν η ρύθμιση του pH. 

 

2.3.7. Ποσοτικός προσδιορισμός οργανικού οξέος στην πειραματική καλλιέργεια. 

 Σε κάθε πειραματική σειρά εξεταζόταν μία οργανική πηγή άνθρακα σε 

δύο φωτοβιοαντιδραστήρες. Ο ένας βιοαντιδραστήρας προοριζόταν για τη 

μελέτη της παραγωγής υδρογόνου και περιείχε θρεπτικό χωρίς στέρηση θείου 
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και ο άλλος για παραγωγή PHB και περιείχε θρεπτικό με στέρηση θείου. Η 

χρονική διάρκεια κάθε πειραματικής σειράς καθορίστηκε από τον 

φωτοβιοαντιδραστήρα όπου μελετούταν η παραγωγή υδρογόνου. Το πείραμα 

διακοπτόταν όταν έπαυε η παραγωγή υδρογόνου, συνεπώς όταν 

καταναλώνονταν τα αποθέματα άνθρακα στο θρεπτικό μέσο. Γι’αυτό ήταν 

απαραίτητο σε κάθε δειγματοληψία να προσδιοριζόταν η υπόλοιπη ποσότητα 

οργανικού οξέος που είχε απομείνει στην καλλιέργεια.  

Αυτό επιτυγχανόταν με την χρήση ενός κιτ (volatile organic acids test, 

analytical-test-kit),  που φωτομετρικά προσδιοριζόταν η συγκέντρωση του 

κάθε οργανικού οξέος στην καλλιέργεια. Yπερκείμενο καλλιέργειας (2.3.5.) 

φιλτραρίστηκε με ένα φίλτρο 0.22 μm για τη βέβαιη απομάκρυνση των 

κυττάρων. Στην συνέχεια, προστέθηκαν τα αντιδραστήρια του κιτ και 

επωάστηκαν για 15 min στους 100 
o
C. Έπειτα μετρήθηκε η απορρόφηση στα 

530 nm. Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης του κάθε οργανικού οξέος έγινε 

μέσω πρότυπης καμπύλης που κατασκευάστηκε για κάθε οργανικό οξύ 

ξεχωριστά. Παρακάτω αναγράφονται ενδεικτικά οι εξισώσεις τον πρότυπων 

καμπύλων για κάθε οργανικό οξύ: 

Οξικό οξύ:  conc (g/L) = A530·2,52-0,112 

Ηλεκτρικό οξύ: conc (g/L) = A530·5,343-0,2419 

Μηλικό οξύ: conc (g/L) = A530·10,49-0,243 

 

2.3.8.  Ποιοτικός προσδιορισμός υδρογόνου με αέρια χρωματογραφία (GC) 

       Η καθαρότητα του παραγόμενου αερίου από τα βακτήρια εξετάστηκε με 

τη χρήση αέριου χρωματογράφου. 0,1 mL αερίου από τον ογκομετρικό 

κύλινδρο εισάχθηκε στον αέριο χρωματογράφο  (model Clarus 500, Perkin 

Elmer, Waltham, Massachusetts) με ανιχνευτή θερμικής αγωγιμότητας  (TCD). 

Η στήλη ήταν Silica Gel 60/80 Grade 12 (Alltech, Derfield). Αναλυτικότερα, 

χρησιμοποιήθηκε ένα ισοθερμικό πρόγραμμα στους 35
o
C για 2,25 λεπτά. Ως 

φέρον αέριο χρησιμοποιήθηκε το άζωτο και η ροή του φέροντος αερίου ήταν 

30 mL/min. Η θερμοκρασία έκχυσης ήταν 150 
o
C όπως και η θερμοκρασία 

ανίχνευσης. Ο διαχωρισμός πραγματοποιήθηκε με μια στήλη πληρώσεως  

(packed column) (model Carbosieve S-II Spherical Carbon, Supelco).  
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2.3.9 Ποσοτικός προσδιορισμός PHB με χρήση υγρής χρωματογραφίας υψηλής 

απόδοσης (HPLC) 

 Το περιεχόμενο σε πολυ-3-υδροξυβουτυρικό (P3HB) των κυττάρων 

ελέχθηκε με την χρήση υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης. Πρώτα η 

κυτταρική μάζα έπρεπε να επεξεργαστεί κατάλληλα για να εισαχθεί στην 

στήλη. Αρχικά 5 mL καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκαν και απομακρύνθηκε το 

υπερκείμενο. Τα κύτταρα υπέστησαν όξινη πέψη σε κροτονικό οξύ βράζοντας 

τα σε 1 mL καθαρού θειικού οξέος στους 105
 o

C για 30 min. Μετά την 

επώαση, το διάλυμα αραιώθηκε με νερό κατάλληλα και φιλτραρίστηκε με 

ειδικό φίλτρο 0,22 μm για να εισαχθεί στην στήλη. 

 Το κροτονικό οξύ αναλύθηκε από μια στήλη Synergy-Hydro-RP C-18 

(205 x 4.6 mm id.). Η κινητή φάση που χρησιμοποιήθηκε περιείχε 15% (v/v) 

ακετονιτρίλιο σε 0.1% (v/v) υδατικό διάλυμα H3PO4. Η ταχύτητα ροής ήταν 

ρυθμισμένη στο 1 mL/min.  Οι ουσίες ανιχνεύονταν στα 214 nm με έναν 

ανιχνευτή ορατού-υπεριώδους. Τα εμβαδά των κορυφών συγκρίθηκαν με αυτά 

της πρότυπης καμπύλης που δημιουργήθηκε με  πρότυπη ένωση PHB (Biomer, 

Krailling, Germany, Europe).  Όλες οι αναλύσεις πραγματοποιήθηκαν εις 

τριπλούν.  
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2.4. Αποτελέσματα και συζήτηση 

2.4.1.  Μελέτη της παραγωγής Η2 και PHB από το φωτοσυνθετικό βακτήριο 

Rhodopseudomonas palustris χρησιμοποιώντας οξικό οξύ ως πηγή άνθρακα στο 

μέσο καλλιέργειας 

 Σε αυτήν την πειραματική σειρά πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη 

της παραγωγής υδρογόνου, PHB και βιομάζας όταν μόνη πηγή άνθρακα στο 

μέσο καλλιέργειας είναι το οξικό οξύ. Για τον λόγο αυτό η μελέτη 

πραγματοποιήθηκε σε δύο διαφορετικά θρεπτικά μέσα, το θρεπτικό μέσο Van 

Niel  που περιείχε θείο ευνοώντας την παραγωγή υδρογόνου  και το θρεπτικό 

μέσο Van Niel με έλλειψη θείου που ευνοούσε την παραγωγή των PHB. Από 

εδώ  και στο εξής το πρώτο θρεπτικό θα αναφέρεται ως +S ενώ το δεύτερο ως 

–S. Και στις δύο συνθήκες ως πηγή αζώτου χρησιμοποιήθηκε το γλουταμικό.  

Η εικόνα 8 παρουσιάζει την ανάπτυξη του μικροοργανισμού 

Rhodopseudomonas palustris, μετρώντας την συγκέντρωση της 

βακτηριοχλωροφύλλης, σε θρεπτικό μέσο με οξικό οξύ ως πηγή άνθρακα και 

στις δύο συνθήκες, +S  και –S. Επιπλέον στην εικόνα 8 αναπαριστάται και η 

συγκέντρωση της πηγής άνθρακα δείχνοντας την κατανάλωση της σε 

συνάρτηση με το χρόνο. Η συγκέντρωση της βακτηριοχλωροφύλλης 

εκφράστηκε σε mg/L, ενώ η συγκέντρωση του οργανικού οξέος σε g/L. Το 

συγκεκριμένο πείραμα διήρκεσε για 216 ώρες. Όπως αναφέρθηκε και στο 

κεφάλαιο 2 ‘Υλικά και μέθοδοι’ οι καλλιέργεια ήταν υπό ακτινοβολία φωτός 

από  την χρονική στιγμή 0 h και έπειτα, καθώς την χρονική στιγμή 0 h η 

καλλιέργεια βρισκόταν στο σκοτάδι. Η δειγματοληψία γινόταν μία φορά την 

ημέρα, ωστόσο σε κάποιες ημέρες επιλεγόταν να μην γίνει δειγματοληψία, 

ώστε να μειωθεί η πιθανότητα εισαγωγής οξυγόνου στο σύστημα που θα 

επηρέαζε αρνητικά την παραγωγή υδρογόνου. Μια κρίσιμη μέρα ήταν η ημέρα 

0 όπου άνοιγαν τα φώτα και άλλαζε η μεταβολική κατάσταση της 

καλλιέργειας. Σε όλες τις πειραματικές σειρές επιλέχθηκε αυτή η ημέρα ποτέ 

να μην γίνετε δειγματοληψία.   

  Τα κύτταρα στις δύο συνθήκες εμφάνισαν διαφορετική συμπεριφορά 

μεταξύ τους. Στην συνθήκη –S  δεν παρατηρήθηκε αύξηση της 

βακτηριοχλωροφύλλης, αντιθέτως εμφανίστηκε μία μείωση όπου από τα 

2,1095 mg/L στις 24 h ελαττώθηκε στα 1,6212 mg/L στις 72 h. Η αύξηση της 

χλωροφύλλης στις 195 h στα 1,594 mg/L είναι εικονική καθώς στο τέλος η 

δειγματοληψία πάντα γινόταν με διαφορετική διαδικασία: το σύστημα 

ανοιγόταν και γινόταν δειγματοληψία με πιπέτα Gilson. Ωστόσο κατά την 

διάρκεια του πειράματος πάντα παρέμεναν κύτταρα κοντά στα ηλεκτρόδια 

επικολλημένα στο τοίχωμα του βιοαντιδραστήρα. Μόνο στο τέλος του 
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πειράματος ήταν δυνατή η αποκόλληση τους και γι αυτό παρατηρήθηκε 

αύξηση της συγκέντρωσης της βακτηριοχλωροφύλλης.  

 Όσο αφορά την κατανάλωση του οργανικού οξέoς από την εικόνα 8 

διαπιστώνετε  πως τα κύτταρα μέχρι το τέλος του πειράματος δεν κατάφεραν 

να καταναλώσουν όλη την ποσότητα του οξικού οξέoς. Πιο αναλυτικά από 4 

g/L οξικού οξέoς που ξεκίνησε η καλλιέργεια, στις 192 h παρέμειναν 2,491 g/L  

οξικού οξέoς.  

 Αντίθετα, στην συνθήκη +S τα κύτταρα είχαν διαφορετική συμπεριφορά 

καθώς εμφάνισαν έντονη αύξηση της συγκέντρωσης της 

βακτηριοχλωροφύλλης  και ολική κατανάλωση του οργανικού οξέoς μέχρι το 

τέλος του πειράματος. Πιο συγκεκριμένα η βακτηριοχλωροφύλλη από 2 mg/L 

στην αρχή του πειράματος έφτασε στα 20,698 mg/L στις 168 h. Στην συνέχεια 

εμφάνισε μια μικρή πτώση στα 19,786  mg/L στις 192 h. H ελαφριά μείωση 

της βακτηριοχλωροφύλλης την τελευταία πειραματική μέρα συμφωνεί με τα 

αποτελέσματα της κατανάλωσης του οργανικού οξέoς καθώς στις 168 h η 

συγκέντρωση του οξικού οξέoς ήταν 0,108 g/L και στις 192 h κάτω από τα 

όρια ανίχνευσης της μεθόδου, υποδηλώνοντας πως η καλλιέργεια είχε 

καταναλώσει όλη την πηγή άνθρακα του θρεπτικού μέσου και είχε φτάσει στην 

στατική φάση της καμπύλης ανάπτυξης της. 

Η εικόνα 9 αναπαριστά την παραγωγή υδρογόνου εκφρασμένη σε mL/L 

και την παραγωγή PHB σε mg/L. Επιπλέον σε κάθε ράβδο από πάνω 

αναγράφετε το ποσοστό του βάρους του PHB  στην  κυτταρική μάζα. Για τον 

υπολογισμό του ποσοστού  των PHB στην αρχή και στο τέλος του πειράματος 

χρησιμοποιήθηκε το ξηρό βάρος, ενώ για τις ενδιάμεσες μετρήσεις το 

θεωρητικό βάρος καθώς λόγο περιορισμού του όγκου του δείγματος δεν 

μπορούσε να πραγματοποιηθεί μέτρηση του ξηρού βάρους.   

 Και στην παραγωγή υδρογόνου και PHB οι δύο συνθήκες παρουσίασαν 

διαφορετική συμπεριφορά. Στην –S συνθήκη δεν παρατηρήθηκε καθόλου 

παραγωγή υδρογόνου. Ωστόσο εμφάνισε έντονη παραγωγή  PHB παρά την 

χαμηλή κυτταρική ανάπτυξη. Η μεγαλύτερη συγκέντρωση  PHB σημειώθηκε 

στις 68 h με συγκέντρωση 68,987 mg/L και ποσοστό 18,54% του κυτταρικού 

βάρους. 
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Εικόνα 8. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα οξικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές συνθήκες, 

με στέρηση θείου (-S) και χωρίς (+S): Συγκέντρωση βακτηριοχλωροφύλλης και οργανικού 

οξέως σε συνάρτηση με το χρόνο.  
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 Στην συνθήκη +S παράχθηκε υδρογόνο. Η πρώτη καταγραφή 

παραγωγής υδρογόνου ήταν στις 24 h. Το συνολικό παραγόμενο υδρογόνο της 

συγκεκριμένης πειραματικής σειράς ήταν  2286,14 mL/L και η παραγωγή 

σταμάτησε στις 190 h, που είναι αναμενόμενο καθώς σε αυτήν την χρονική 

στιγμή είχε καταναλωθεί και η πηγή άνθρακα σύμφωνα με τη εικόνα 8. Σε 

αυτήν την συνθήκη παρατηρήθηκε και ικανοποιητική ποσότητα PHB που 

ανέρχεται στα 59,59 mg/L στις 168 h.  Ωστόσο η υψηλή συγκέντρωση των 

PHB οφείλετε πιο πολύ στην μεγάλη κυτταρική ανάπτυξη παρά στην αυξημένη 

παραγωγή του,  καθώς τα ποσοστά του στο κύτταρο ήταν χαμηλά καθ’ όλη την 

διάρκεια του πειράματος και πιο συγκεκριμένα στις 168 h ήταν 4,28% w/w. 

Από τις 48 h και μετά παρατηρήθηκε μείωση του ποσοστού των PHB στην 

κυτταρική μάζα και μια σημαντική κατανάλωση τους  στο τελευταίο 

εικοσιτετράωρο του πειράματος. Από αυτήν την παρατήρηση μπορεί να 

προκύψει το συμπέρασμα ότι τα κύτταρα όταν κατανάλωσαν την πηγή 

άνθρακα του θρεπτικού μέσου κατέληξαν να χρησιμοποιήσουν τα εσωτερικά 

αποθέματα άνθρακα που είχαν, που ένα από αυτά ήταν και τα PHB. 

Η μεταβολή του pH και του δυναμικού οξειδοαναγωγής 

αναπαριστούνται στην εικόνα 10 όπου υπάρχει απότομη μείωση του pH 

οφείλεται στη ρύθμιση του με την προσθήκη διαλύματος HCl ώστε το pH να 

επανέρχεται κοντά στο 7,1.  

 Το δυναμικό οξειδοαναγωγής είναι ένας καλός δείκτης που 

επιβεβαιώνει την παραγωγή υδρογόνου. Το δυναμικό οξειδοαναγωγής όταν 

παράγετε υδρογόνο από τα κύτταρα είναι κοντά στο -450 mV. Όπως φαίνεται 

και στο διάγραμμα και στις δύο συνθήκες στην αρχή που οι καλλιέργειες 

βρίσκονταν στο σκοτάδι το δυναμικό οξειδοαναγωγής μειώθηκε λίγο με αργό 

ρυθμό από περίπου +560 στα +350 mV.  Σε τρεις ώρες από την 0h, όπου 

άνοιξαν τα φώτα, το δυναμικό οξειδοαναγωγής μειώθηκε απότομα μέχρι και το 

-450 mV. Ωστόσο έπειτα η συνθήκη – S το δυναμικό οξειδοαναγωγής 

αυξήθηκε στα +150 mV που παρέμεινε σχετικά σταθερό εκεί καθ’ όλη την 

διάρκεια του πειράματος. Αντίθετα η συνθήκη +S παρέμεινε στο -450 mV σε 

όλη την διάρκεια της παραγωγής του υδρογόνου και αυξήθηκε όταν τελείωσε η 

παραγωγή.  
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Εικόνα 9. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα οξικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές συνθήκες, 

με στέρηση θείου (-S) και χωρίς (+S): παραγωγή πολυ-β-υδροξυβουτυρικού (PHB), ποσοστό 

PHB στην κυτταρική μάζα και παραγόμενο υδρογόνο σε  συνάρτηση με το χρόνο. 
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Εικόνα 10. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα οξικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές συνθήκες, 

με στέρηση θείου (-S) και χωρίς (+S): τιμές pH και δυναμικού οξειδοαναγωγής (redox) σε 

συνάρτηση με τον χρόνο. 
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2.4.2.  Μελέτη της παραγωγής Η2 και PHB από το φωτοσυνθετικό βακτήριο 

Rhodopseudomonas palustris χρησιμοποιώντας ηλεκτρικό οξύ ως πηγή 

άνθρακα στο μέσο καλλιέργειας 

 Στην παρούσα πειραματική σειρά εξετάστηκε η παραγωγή υδρογόνου 

και PHB χρησιμοποιώντας ηλεκτρικό οξύ ως πηγή άνθρακα. Και σε αυτήν την 

σειρά πραγματοποιήθηκαν μελέτες σε δύο συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και 

χωρίς στέρηση θείου (+S).  

Η ανάπτυξη, στην συγκεκριμένη πηγή άνθρακα, είχε παρόμοια 

συμπεριφορά στις αντίστοιχες συνθήκες με αυτές του οξικού οξέος (εικόνα 

11). Αναλυτικότερα, στην –S συνθήκη δεν εμφανίστηκε ανάπτυξη και η 

βακτηριοχλωροφύλλη μειώθηκε έως 1,234 mg/L μέχρι το τέλος του 

πειράματος. Επιπλέον δεν πραγματοποιήθηκε πλήρως κατανάλωση του 

οργανικού οξέος καθώς μέχρι το τέλος του πειράματος η συγκέντρωσή του 

ανερχόταν στα 2,49 mg/L από τα 4 mg/L που ήταν η αρχική συγκέντρωση.  

Αντίθετα, η +S συνθήκη εμφάνισε πάλι έντονη ανάπτυξη. Στις 144 h η 

βακτηριοχλωροφύλλη έφτασε την υψηλότερη συγκέντρωση, στα 33,115 mg/L, 

από τα 2 mg/L όπου είχε ξεκινήσει η καλλιέργεια. Επιπρόσθετα μέχρι τις 144h 

είχε πραγματοποιηθεί πλήρης κατανάλωση της πηγής άνθρακα. Συγκριτικά  με 

την πειραματική σειρά του οξικού οξέος, η κατανάλωση της πηγής άνθρακα 

έγινε πιο γρήγορα.  

Όσο αφορά την παραγωγή PHB και υδρογόνου η εικόνα 12 αναπαριστά την 

παραγωγή τους σε συνάρτηση με τον χρόνο. Στην –S συνθήκη παρατηρήθηκε 

μόνο παραγωγή PHB. Η μεγαλύτερη συγκέντρωση PHB εμφανίστηκε στις 24 

h στα 36,988 mg/L και ποσοστό 13,65%. Ωστόσο, το επόμενο εικοσιτετράωρο 

παρατηρήθηκε μία απότομη μείωση της συγκέντρωσης των PHB στα 4,829 

mg/L και ποσοστό 2,58%. Ύστερα μέχρι τις 144 h του πειράματος η 

συγκέντρωση των PHB αυξήθηκαν σταδιακά μέχρι τα 35,260 mg/L και 

ποσοστό 12,46%. 

 Στην +S συνθήκη σημειώθηκε παραγωγή υδρογόνου. Η ώρα που 

ξεκίνησε η παραγωγή υδρογόνου μπορεί να βρεθεί από το διάγραμμα του 

Redox – pH (εικόνα 13). Όσο αφορά την εικόνα 12 η παραγωγή υδρογόνου 

σταμάτησε στις 145 h και η παραγόμενη ποσότητα υδρογόνου ανερχόταν στα 

814,36 mL/L. Η παραγόμενη ποσότητα υδρογόνου με ηλεκτρικό οξύ είναι 

κατά περίπου 2,8 φορές χαμηλότερη με αυτή που παράχθηκε χρησιμοποιώντας 

οξικό οξύ ως πηγή άνθρακα. Η υψηλότερη συγκέντρωση PHB σημειώθηκε 

στις 144 h με 33,115 mg/L και ποσοστό 1,52%. Ωστόσο αυτή η σημαντική 

συγκέντρωση  PHB οφειλότανε στην αυξημένη κυτταρική συγκέντρωση και 

όχι στην μεγάλη παραγωγή τους από το κύτταρο. Το τελευταίο εικοσιτετράωρο 
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(144-168 h) παρατηρήθηκε κατανάλωση των PHB καθώς δεν υπήρχε άλλη 

πηγή άνθρακα στο θρεπτικό μέσο σύμφωνα με την εικόνα 11. 

Το pH και το δυναμικό οξειδοαναγωγής αναπαριστάτε στην εικόνα 13. 

Στην συνθήκη –S το δυναμικό οξειδοαναγωγής εμφάνισε μια απότομη μείωση 

στις 23h φτάνοντας στα -420 mV. Στις 32 h σημειώθηκε μία αύξηση του 

δυναμικού οξειδοαναγωγής και μέχρι το τέλος του πειράματος παρέμεινε στα 

+69 mV.  Το ότι το δυναμικό ήταν κοντά στο μηδέν από στις 32 h και έπειτα 

συμβάδιζε με την μην παραγωγή  υδρογόνου από την καλλιέργεια. 

 Όσο αφορά την +S συνθήκη, το δυναμικό οξειδαναγωγής μειώθηκε και 

αυτό στα -437 mV στις 24 h από τότε που η καλλιέργεια άρχισε να φωτίζεται. 

Ωστόσο το δυναμικό στις 30h άρχισε να αυξάνεται μέχρι τα -14mV. Παρόλα 

αυτά στις 54 h το δυναμικό μειώθηκε -460mV στις 54h που τότε θα ξεκίνησε η 

παραγωγή υδρογόνου.   Στις 145 h παρατηρήθηκε αύξηση του δυναμικού 

οξειδοαναγωγής με ταυτόχρονη διακοπή της παραγωγής υδρογόνου. 
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Εικόνα 11. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα ηλεκτρικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς (+S): Συγκέντρωση βακτηριοχλωροφύλλης και 

οργανικού οξέως σε συνάρτηση με τον χρόνο. 
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Εικόνα 12. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα οξικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές συνθήκες, 

με στέρηση θείου (-S) και χωρίς στέρηση (+S): παραγωγή πολυ-β-υδροξυβουτυρικού (PHB), 

ποσοστό PHB στην κυτταρική μάζα και παραγόμενο υδρογόνο σε  συνάρτηση με το χρόνο. 
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Εικόνα 13. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα ηλεκτρικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς στέρηση θείου (+S): τιμές pH και δυναμικού 

οξειδοαναγωγής (redox) σε συνάρτηση με τον χρόνο. 
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2.4.3.  Μελέτη της παραγωγής Η2 και PHB από το φωτοσυνθετικό βακτήριο 

Rhodopseudomonas palustris χρησιμοποιώντας μηλικό οξύ ως πηγή άνθρακα 

στο μέσο καλλιέργειας 

 Η τελευταία πηγή άνθρακα που εξετάστηκε στην παρούσα διατριβή με 

τον μικροοργανισμό Rhodopseudomonas palustris για την παραγωγή 

υδρογόνου και PHB ήταν το μηλικό οξύ. Και σε αυτήν την πειραματική σειρά 

εξετάστηκαν οι δύο συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς έλλειψη θείου 

(+S).  

 Στην εικόνα 14 αναπαριστάται η κυτταρική ανάπτυξη μέσω της 

συγκέντρωσης της βακτηριοχλωροφύλλης και  η κατανάλωση του οργανικού 

οξέος μέσω της υπάρχουσας συγκέντρωσης του μηλικού οξέος σε συνάρτηση 

με τον χρόνο. Στην συνθήκη –S σημειώθηκε μείωση της συγκέντρωσης της 

χλωροφύλλης με την χαμηλότερη συγκέντρωση στα 1,076 mg/L στις 24 h. Και 

στο μηλικό οξύ, στην –S συνθήκη, δεν πραγματοποιήθηκε πλήρης 

κατανάλωση του οργανικού οξέος αλλά έγινε κατανάλωση μέχρι τα 1,98 g/L 

από τα αρχικά 4 g/L στις 144 h που διήρκησε η συγκεκριμένη πειραματική 

σειρά.  

Ωστόσο, ούτε και η +S συνθήκη εμφάνισε έντονη κυτταρική ανάπτυξη 

παρόλο που έγινε πλήρης κατανάλωση της πηγής άνθρακα μέσα σε 144 h. Η 

υψηλότερη συγκέντρωση βακτηριοχλωροφύλλης σημειώθηκε στις 96 h στα 

14,94 mg/L, μια ποσότητα που ήταν περίπου η μισή σε σχέση με τις 

προηγούμενες πηγές που μελετήθηκαν.    

Στην συνθήκη –S δεν παρατηρήθηκε καθόλου παραγωγή υδρογόνου, 

όπως ήταν αναμενόμενο. Επιπλέον η παραγωγή PHB ήταν ικανοποιητική. Το 

διάγραμμα της συγκέντρωσης των PHB για το μηλικό οξύ είχε την ίδια 

μορφολογία με αυτή για το ηλεκτρικό οξύ (εικόνα 15). Αναλυτικότερα πάλι 

υπήρξε μια υψηλή συγκέντρωση PHB στις 24 h  στα 36,404 mg/L και με 

ποσοστό 16,93% η οποία μειώθηκε απότομα στο επόμενο  εικοσιτετράωρο στα 

14,964 mg/L και με ποσοστό 7,19% και ύστερα είχε αυξητική τάση μέχρι το 

τέλος του πειράματος. Η υψηλότερη συγκέντρωση PHB σημειώθηκε στις 144 

h στα 47,518 mg/L με ποσοστό 17,93%.    

Όσο αφορά την παραγωγή υδρογόνου στην +S συνθήκη, η πειραματική 

σειρά με το μηλικό οξύ παρουσίασε μια διαφορετική συμπεριφορά. Όπως 

φαίνεται και στο διάγραμμα της εικόνας 15, δεν παρατηρήθηκε καθόλου 

παραγωγή υδρογόνου και στις δύο συνθήκες. Επιπλέον η παραγωγή PHB 

βρέθηκε να είναι πολύ χαμηλή σε όλη τη διάρκεια του πειράματος παρουσία 

θείου και με την υψηλότερη συγκέντρωση τους να ανέρχεται στα 7,106 mg/L 

και ποσοστό 0,38%. 
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Εικόνα 14. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς στέρηση (+S): Συγκέντρωση 

βακτηριοχλωροφύλλης και οργανικού οξέως σε συνάρτηση με τον χρόνο. 



62 
 

 

Εικόνα 15. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς στέρηση (+S): παραγωγή πολυ-β-

υδροξυβουτυρικού (PHB), ποσοστό PHB στην κυτταρική μάζα και παραγόμενο υδρογόνο σε  

συνάρτηση με το χρόνο. 
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 Στην εικόνα  16 είναι τα διαγράμματα Redox και pH σε συνάρτηση με 

τον χρόνο. Το δυναμικό οξειδοαναγωγής στην –S συνθήκη εμφάνισε πτώση 

στις 29 h μέχρι -384 mV και στην συνέχει ακολούθησε ανοδική πορεία μέχρι 

τα +197 mV. Σχεδόν την ίδια υφή είχε και το διάγραμμα +S όπου η αύξηση 

του δυναμικού οξειδοαναγωγής μετά τις 24 h μέχρι τα 0 mV επιβεβαιώνει τη 

μη παραγωγή υδρογόνου  
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Εικόνα 16. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση θείου (-S) και χωρίς στέρηση θείου (+S): τιμές pH και δυναμικού 

οξειδοαναγωγής (redox potential) σε συνάρτηση με τον χρόνο. 
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2.4.4.  Μελέτη της παραγωγής Η2 και PHB από το φωτοσυνθετικό βακτήριο 

Rhodopseudomonas palustris χρησιμοποιώντας μηλικό οξύ ως πηγή άνθρακα 

στο μέσο καλλιέργειας σε δύο διαφορετικές συνθήκες, σε στέρηση αζώτου και 

χωρίς καμία στέρηση. 

 Στην παρούσα πειραματική σειρά εξετάστηκε η παραγωγή υδρογόνου 

και PHB χρησιμοποιώντας ως πηγή άνθρακα το μηλικό οξύ. Ωστόσο η 

παραγωγή μελετήθηκε σε διαφορετικές συνθήκες, σε έλλειψη αζώτου και σε 

παρουσία αζώτου ως γλουταμικού. Επιλέχθηκε η έλλειψη αζώτου καθώς 

σύμφωνα με την βιβλιογραφία σε πλήρης έλλειψη αζώτου η παραγωγή 

υδρογόνου είναι σε μεγαλύτερο βαθμό ( βιβλιογραφία [12]). Ο στόχος της 

συγκεκριμένης πειραματικής σειράς ήταν να επιβεβαιώσει πως το μηλικό οξύ 

δεν είναι κατάλληλο για την παραγωγή υδρογόνου στον συγκεκριμένο 

μικροοργανισμό. Η συνθήκη με στέρηση αζώτου από εδώ και πέρα θα 

συμβολίζεται με –N και η συνθήκη παρουσία αζώτου που περιέχει γλουταμικό 

θα ονομάζεται +S συνθήκη, καθώς είναι ολόιδια με αυτή της πειραματικής 

σειράς 2.4.4.   

Στην εικόνα 17 παρουσιάζεται η συγκέντρωση της 

βακτηριοχλωροφύλλης και του μηλικού οξέος σε συνάρτηση με τον χρόνο στις 

δύο συνθήκες –N και +S. Όπως φαίνεται στην εικόνα, στην συνθήκη –Ν δεν 

παρατηρήθηκε καθόλου ανάπτυξη και η συγκέντρωση της 

βακτηριοχλωροφύλλης είχε την χαμηλότερη συγκέντρωση στα 0,413 mg/L 

στις 120 h. Μέσα στις 144 h που διήρκησε το πείραμα η πηγή άνθρακα δεν 

καταναλώθηκε πλήρως με 2,7975 g/L να παρέμειναν στο τέλος του 

πειράματος. Επιπλέον το τελευταίο εικοσιτετράωρο του πειράματος 

παρατηρήθηκε ελάχιστη κατανάλωση του οργανικού οξέος της τάξης των 

0,012 g/L. 

Αντίθετα στην συνθήκη +S παρατηρήθηκε πλήρης κατανάλωση του 

οργανικού οξέος μέσα στις 120 h.  Επιπλέον μέχρι το τέλος του πειράματος, 

στις 144 h η συγκέντρωση της βακτηριοχλωροφύλλης έφτασε έως τα 21,83 

mg/L.  

Και σε αυτήν την πειραματική σειρά δεν παρατηρήθηκε καθόλου 

παραγωγή υδρογόνου και στις δύο συνθήκες, όπως αναγράφεται και στην 

εικόνα 18. Συνεπώς το μηλικό οξύ είναι μια πηγή άνθρακα που δεν ευνοεί την 

παραγωγή υδρογόνου στον μικροοργανισμό Rhodopseudomonas palustris sp.. 
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Εικόνα 17. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση αζώτου (-Ν) και χωρίς καμία στέρηση (+S): Συγκέντρωση 

βακτηριοχλωροφύλλης και οργανικού οξέος σε συνάρτηση με τον χρόνο. 
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  Όσο αφορά την παραγωγή PHB στην συνθήκη –Ν σημειώθηκε το 

υψηλότερο ποσοστό PHB στο κύτταρο στα 19,36%. Ωστόσο παρόλο το υψηλό 

ποσοστό PHB στο εσωτερικό του κυττάρου η συγκέντρωση τους ήταν γύρω 

στα 32,05 mg/L στις 48 h και μειώθηκε κατά την διάρκεια του χρόνου. Η 

σχετική χαμηλή παραγωγή PHB, παρόλο το υψηλό ποσοστό, οφείλεται στην 

χαμηλή κυτταρική συγκέντρωση. Σε αυτήν την συνθήκη λόγω της έλλειψης 

του αζώτου, ζωτικής σημασίας για τα κύτταρα, δεν εμφανίστηκε καθόλου 

ανάπτυξη. Στην συνθήκη +S η συγκέντρωση και τα ποσοστά PHB ήταν 

μηδαμινά όπως και στην πειραματική σειρά 2.4.3. 

Η συνθήκη –Ν προκάλεσε μεγάλη καταπόνηση (stress)  στα κύτταρα, 

που πέρα από το υψηλότερο ποσοστό PHB, όπως φαίνεται και στην εικόνα 18,  

το δυναμικό οξειδοαναγωγής μεταβλήθηκε πολύ λίγο. Στην αρχή, όπου η 

καλλιέργεια βρισκόταν στο σκοτάδι (-24 με 0 h), παρατηρήθηκε μεταβολή από 

τα +600 στα +456 mV και μετά παρέμεινε σχεδόν σταθερό στο φως 

υποδηλώνοντας μια σχετική  μεταβολική αδράνεια. Το ίδιο ισχύει και για το 

pH που δεν μεταβλήθηκε σχεδόν καθόλου. 

Αντίθετα στην συνθήκη +S το δυναμικό οξειδοαναγωγής ακολούθησε 

την ίδια συμπεριφορά με την πειραματική σειρά 2.4.3..   
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Εικόνα 18. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση αζώτου (-Ν) και χωρίς καμία στέρηση (+S):  παραγωγή πολυ-β-

υδροξυβουτυρικού (PHB), ποσοστό PHB στην κυτταρική μάζα και παραγόμενο υδρογόνο σε  

συνάρτηση με το χρόνο. 
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Εικόνα 19. Ανάπτυξη του Rhodopseydomonas sp. σε συνθετικό μέσο Van Niel που περιέχει 

ως πηγή άνθρακα μηλικό οξύ και γλουταμικό  για πηγή αζώτου σε δύο διαφορετικές 

συνθήκες, με στέρηση αζώτου (-Ν) και χωρίς καμία στέρηση (+S): τιμές pH και δυναμικού 

οξειδοαναγωγής (redox potential) σε συνάρτηση με τον χρόνο. 
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2.4.5.  Ποιοτική μελέτη παραγόμενου αερίου από το Rhodopseudomonas 

palustris sp. με αέρια χρωματογραφία. 

 Σε κάθε πειραματική σειρά πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες όταν 

υπήρχε παραγόμενο αέριο ώστε να επιβεβαιωθεί ότι ήταν καθαρό υδρογόνο. Ο 

χρωματογράφος ανίχνευε μόνο υδρογόνο το οποίο είχε χρόνο κατακράτησης 

1,3 min . Η αέρια χρωματογραφία έδειξε ότι το παραγόμενο αέριο ήταν κατά 

μέσο όρο 99% v/v. Το αποτέλεσμα ήταν αναμενόμενο να μην ήταν 100% 

καθαρό καθώς στην πειραματική διάταξη υπήρχε ένας κενός χώρος με 

ατμοσφαιρικό αέρα για να είναι βαθμονομημένη η στάθμη του κυλίνδρου στο 

0. Συνεπώς υπήρχε μια επιμόλυνση περίπου 1% με ατμοσφαιρικό αέρα.  
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2.5 Συμπεράσματα 

Σε αυτή την διατριβή ο μικροοργανισμός Rhodopseudomonas palustris 

sp. έδειξε για μία ακόμα φορά την ικανότητα του να παράγει υδρογόνο [51, 52, 

56] και PHB [57, 58]. Σύμφωνα με τον πίνακα 5 η καλύτερη πηγή άνθρακα για 

παραγωγή υδρογόνου μεταξύ του οξικού, του ηλεκτρικού και του μηλικού 

οξέος αποδείχθηκε να είναι το οξικό οξύ. Το μηλικό οξύ δεν εμφάνισε σε 

καμία συνθήκη παραγωγή υδρογόνου. Αυτό έρχεται σε αντίθεση με την 

βιβλιογραφία καθώς υπάρχει αναφορά που αναφέρετε παραγωγή υδρογόνου 

από το  Rhodopseudomonas palustris παρουσία μηλικού οξέος [57, 59]. Για 

την παραγωγή PHB αναδείχθηκε ως καλύτερη πηγή άνθρακα το οξικό οξύ σε 

στέρηση θείου. Και στις τρεις πηγές άνθρακα η συνθήκη με την στέρηση θείου 

είχε την μεγαλύτερη παραγωγή PHB το οποίο συμφωνεί με την βιβλιογραφία  

[60] πως η στέρηση θείου είναι μια καλή συνθήκη για την παραγωγή PHB. 

Όσο αφορά την παραγωγή βιομάζας η αποδοτικότερη πηγή άνθρακα 

υποδείχθηκε να είναι το μηλικό οξύ. Και στις τρεις πηγές άνθρακα η καλύτερη 

συνθήκη παραγωγή βιομάζας ήταν η +S συνθήκη όπως ήταν αναμενόμενο, 

καθώς τα κύτταρα δεν στερήθηκαν κανένα στοιχείο ζωτικής σημασίας και 

είχαν μια φυσιολογική ανάπτυξη.  

Η διαφορετική ικανότητα παραγωγής  υδρογόνου, PHB και βιομάζας 

διαφέρει μεταξύ των οργανικών ενώσεων που χρησιμοποιούνται ως πηγή 

ενέργειας. Η ποικιλία στην παραγωγή από διαφορετικές πηγές άνθρακα μπορεί 

να εξηγηθεί στο γεγονός ότι κάθε ένωση έχει διαφορετικό αριθμό μεταβολικών 

σταδίων και μπορεί να σχετίζεται με τον μεταβολισμό σε άλλο σημείο του [20, 

21].  

Πίνακας 5. Η απόλυτη μέγιστη παραγωγή υδρογόνου, PHB και βιομάζας από τον 

μικροοργανισμό  Rhodopseudomonas palustris sp.. Η τιμή προήλθε από την διαφορά της 

μέγιστης τιμής μιας πειραματικής σειράς αφαιρώντας την αρχική τιμή που ξεκίνησε η 

καλλιέργεια (-24h) . 

 
Acetic acid Succinic acid Malic acid 

+S -S +S -S +S -S -N 

Dry 

weight 

(g/L) 

0,91 ± 

0,01 
0,13±0.02 

1,706 ± 

0,014 

0,171 ± 

0,019 

1,861 ± 

0,017 

0,1829 ± 

0,0105 

0,041 ± 

0,017 

PHB 

(mg/L) 
48,96 ± 

0,40 

58,99 ± 

0,09  

32,38 ± 

0,16 

36,26 ± 

0,62 

6,63 ± 

0,09 

47,04 ± 

0,04 

31,57 ± 

0,09 

H2 (ml 

H2/L) 
2286,14 0 814,36 0 0 0 0 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. ΜΕΛΕΤΗ ΤΗΣ ΕΠΙΔΡΑΣΗΣ ΤΗΣ 

ΠΗΓΗΣ ΑΝΘΡΑΚΑ ΣΤΗΝ ΠΑΡΑΓΩΓΗ 

ΕΞΩΠΟΛΥΣΑΚΧΑΡΙΤΩΝ (EPS) ΑΠΟ ΤΟ 

KYANOBAKTHRIO NOSTOC CALCICOLA 
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3.1.  Εισαγωγή 

 Γλυκάνες καλύπτουν την κυτταρική επιφάνεια των κυανοβακτηρίων για 

να προσφέρουν ευελιξία και προσαρμοστικότητα σε πολλούς 

περιβαλλοντικούς παράγοντες. Γενικά οι εξωπολυσακχαρίτες δρουν ως 

φραγμοί ενάντια διαφόρων παραγόντων που επιφέρουν καταπόνηση στο 

κύτταρό και παίζουν κύριο ρόλο τόσο στις αλληλεπιδράσεις μεταξύ του ιδίου 

είδους όσο και διαφορετικών. Παρόλο τον πλούτο των βιολογικών τους 

δράσεων και την ποικιλία των χημικών τους δομών η επιστημονική κοινότητα 

έχει στραμμένο το ενδιαφέρον σε βιομόρια υψηλής αξίας, όπως χρωστικές, 

πρωτεΐνες, ακόρεστα λιπαρά οξέα, ένζυμα κ.τ.λ.. Ένα από τους λόγους στην μη 

εκμετάλλευση των EPS είναι ολιγάριθμη έρευνα που έχει πραγματοποιηθεί σε 

αυτούς και ιδιαίτερα πάνω στην δομή τους λόγω της περιπλοκότητας τους. 

Αυτή η κατάσταση στο μέλλον είναι πιθανόν να αλλάξει καθώς όλο και πιο 

πολλές δημοσιεύσεις για  χαμηλού κόστου τεχνικές απομόνωσης και για τη 

δομή των EPS θα δημοσιευθούν δίνοντας τα εφόδια για την αποτελεσματική 

τους εκμετάλλευση στην βιομηχανία [61].            
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3.2. Σκοπός 

 Ο σκοπός του συγκεκριμένου κεφαλαίου είναι η μελέτη της επίδρασης 

της πηγής άνθρακα στην παραγωγή εξωπολυσακχαριτών από το 

κυανοβακτήριο Nostoc calcicola. Για τον σκοπό αυτό πραγματοποιήθηκαν δύο 

πειραματικές σειρές. Στην πρώτη έγιναν πειράματα με θρεπτικό μέσο που 

περιείχε είτε οργανική πηγή άνθρακα, γλυκόζη, είτε ανόργανη πηγή άνθρακα, 

Na2CO3 και διοξείδιο του άνθρακα, σε κλειστό σύστημα. Η πηγές εξετάστηκαν 

υπό έλλειψη αζώτου καθώς σύμφωνα με την βιβλιογραφία [61]  υπό συνθήκες 

καταοπόνησης αυξάνεται η παραγωγή των EPS. Η δεύτερη πειραματική σειρά 

εξετάστηκε η παραγωγή των EPS σε τέσσερα διαφορετικά θρεπτικά μέσα,  

χωρίς καμία στέρηση, με στέρηση αζώτου, με στέρηση αζώτου και άνθρακα 

και με στέρηση θείου,  σε συνεχή παροχή αέρα.  Επιπλέον στόχος της 

παρούσας πειραματικής σειράς ήταν η ποιοτική παρατήρηση του 

μικροοργανισμού στα τέσσερα θρεπτικά μέσα με μικροσκοπία.  
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3.3 Πειραματικό μέρος 

3.3.1. Οργανισμός και συνθήκες ανάπτυξης 

 Στην παρούσα μελέτη χρησιμοποιήθηκε το κυανοβακτήριο Nostoc 

calcicola. Τα κύτταρα αναπτύχθηκαν αυτότροφα σε υγρό θρεπτικό μέσο BG11 

[62] σε ειδικούς υάλινους σωλήνες με συνεχή παροχή αέρα για περίπου 15 

μέρες (εικόνα 20 Α). Τα αρχικά κύτταρα της μητρικής καλλιέργειας προήλθαν 

από στερεή καλλιέργεια. Όλα τα πειράματα εκτελέστηκαν σε δωμάτιο 

σταθερής θερμοκρασίας 25 ± 1
ο
C. Η ανάπτυξη πραγματοποιήθηκε υπό ένταση 

φωτονιακής ακτινοβολίας 20,25 μΕ·m
-2

·s
-1

 με χρήση λευκών (cool white) 

λαμπών φθορισμού. Οι υγρές αυτές καλλιέργειες αποτέλεσαν μητρικές 

καλλιέργειες για την διεξαγωγή των πειραμάτων.   

 

Εικόνα 20. Εικόνα συστήματος ανάπτυξης κυττάρων Nostoc calcicola με συνεχής παροχή 

αέρα. Ειδικός υάλινος σωλήνας όπου καλλιεργήθηκε η μητρική καλλιέργεια (Α). Κωνική 

φιάλη με ειδικό πώμα στην οποία πραγματοποιήθηκαν τα πειράματα της ενότητας 4.4.5 (Β). 
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BG11: 

Πίνακας 6. Συστατικά υγρού θρεπτικού μέσου BG11 (pH=7,5). 

Διαλύματα  Ποσότητα 

100x BG11 χωρίς Fe, P, C 10 mL/L 

1000x κιτρικό σιδήρου αμμωνίου (ferric ammonium citrate) 1 mL/L 

1000x Na2CO3  1 mL/L 

1000x K2HPO4 1 mL/L 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer) 50 mL/L 

 

Πίνακας 7. Συστατικά  διαλύματος 100x BG11 χωρίς Fe, P, C. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

NaNO3 149,60 g/L 

MgSO4·7H2O 7,49 g/L 

CaCl2·2H2O 3,60 g/L 

κιτρικό οξύ  0,60 g/L 

NaEDTA, pH=8.0, 0.25M 1,12 mL/L 

διάλυμα ιχνοστοιχείων (trace minerals) 100 mL/L 

 

Πίνακας 8. Συστατικά  διαλύματος ιχνοστοιχείων (trace minerals). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

H3BO3 2,86 g/L 

MnCl2·4H2O 1,81 g/L 

ZnSO4·7H2O 0,22 g/L 

Na2MoO4·2H2O 0,39 g/L 

CuSO4·5H2O 0,079 g/L 

Co(NO3)2·6H2O 0,0494 g/L 

 

Πίνακας 9. Συστατικά  διαλύματος 1000x κιτρικό σιδήρου αμμωνίου (ferric ammonium 

citrate). 

Συστατικά 
Συγκέντρωση στο 

διάλυμα 

κιτρικό σιδήρου αμμωνίου (ferric ammonium citrate) 6 g/L 
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Πίνακας 10. Συστατικά  διαλύματος 1000x Na2CO3. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

Na2CO3 20 g/L 

 

Πίνακας 11. Συστατικά  διαλύματος 1000x K2HPO4. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

K2HPO4 30,5 g/L 

 

Πίνακας 12. Συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Phosphate buffer) (pH=7,5). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

ΝaH2PO4 69 g/L 

To pH του διαλύματος ρυθμίστηκε με ΝαΟΗ έως το pH=7,5. 

 Κατά την αποστείρωση το ρυθμιστικό διάλυμα των φωσφορικών 

τοποθετείται σε ξεχωριστό δοχείο από τα υπόλοιπα καθώς σχηματίζει 

δυσδιάλυτα άλατα με την παρουσία των υπολοίπων συστατικών σε υψηλές 

θερμοκρασίες (≈120
ο
C). 

Στις  πειραματικές σειρές χρησιμοποιήθηκαν παραλλαγές του θρεπτικού 

μέσου BG11. Παρακάτω θα αναφερθούν αναλυτικά τα συστατικά των 

παραλλαγών του θρεπτικού μέσου. 

 BG11 NH4
+
: 

  Πίνακας 13. Συστατικά υγρού θρεπτικού μέσου BG11 NH4
+
 (pH=7,5). 

Διαλύματα  Ποσότητα 

100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N 10 mL/L 

1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate) 1 mL/L 

1000x Na2CO3  1 mL/L 

1000x K2HPO4 1 mL/L 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer) 50 mL/L 

NH4Cl 0,9414 g/L 
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Πίνακας 14. Συστατικά  διαλύματος 100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

MgSO4·7H2O 7,49 g/L 

CaCl2·2H2O 3,60 g/L 

κιτρικό οξύ  0,60 g/L 

NaEDTA, pH=8.0, 0.25M 1,12 mL/L 

διάλυμα ιχνοστοιχείων (trace minerals) 100 mL/L 

 

Πίνακας 15. Συστατικά  διαλύματος ιχνοστοιχείων (trace minerals). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

H3BO3 2,86 g/L 

MnCl2·4H2O 1,81 g/L 

ZnSO4·7H2O 0,22 g/L 

Na2MoO4·2H2O 0,39 g/L 

CuSO4·5H2O 0,079 g/L 

CoCl2·6H2O 0,05 g/L 

 

Πίνακας 16. Συστατικά  διαλύματος 1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate). 

Συστατικά 
Συγκέντρωση στο 

διάλυμα 

κιτρικός σίδηρος (ferric citrate) 5,6 g/L 

 

Πίνακας 17. Συστατικά  διαλύματος 1000x Na2CO3. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

Na2CO3 20 g/L 

 

Πίνακας 18. Συστατικά  διαλύματος 1000x K2HPO4. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

K2HPO4 30,5 g/L 
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Πίνακας 19. Συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Phosphate buffer) (pH=7,5). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

ΝaH2PO4 69 g/L 

To pH του διαλύματος ρυθμίστηκε με ΝαΟΗ έως το pH=7,5. 

    

BG11 –Ν: 

  Πίνακας 20. Συστατικά υγρού θρεπτικού μέσου BG11 –Ν (pH=7,5). 

Διαλύματα  Ποσότητα 

100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N 10 mL/L 

1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate) 1 mL/L 

1000x Na2CO3  1 mL/L 

1000x K2HPO4 1 mL/L 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer) 50 mL/L 

 

Πίνακας 21. Συστατικά  διαλύματος 100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

MgSO4·7H2O 7,49 g/L 

CaCl2·2H2O 3,60 g/L 

κιτρικό οξύ  0,60 g/L 

NaEDTA, pH=8.0, 0.25M 1,12 mL/L 

διάλυμα ιχνοστοιχείων (trace minerals) 100 mL/L 

 

Πίνακας 22. Συστατικά  διαλύματος ιχνοστοιχείων (trace minerals). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

H3BO3 2,86 g/L 

MnCl2·4H2O 1,81 g/L 

ZnSO4·7H2O 0,22 g/L 

Na2MoO4·2H2O 0,39 g/L 

CuSO4·5H2O 0,079 g/L 

CoCl2·6H2O 0,05 g/L 
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Πίνακας 23. Συστατικά  διαλύματος 1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate). 

Συστατικά 
Συγκέντρωση στο 

διάλυμα 

κιτρικός σίδηρος (ferric citrate) 5,6 g/L 

 

Πίνακας 24. Συστατικά  διαλύματος 1000x Na2CO3. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

Na2CO3 20 g/L 

 

Πίνακας 25. Συστατικά  διαλύματος 1000x K2HPO4. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

K2HPO4 30,5 g/L 

 

Πίνακας 26. Συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Phosphate buffer) (pH=7,5). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

ΝaH2PO4 69 g/L 

To pH του διαλύματος ρυθμίστηκε με ΝαΟΗ έως το pH=7,5. 

 

BG11 –Ν-C : 

  Πίνακας 27. Συστατικά υγρού θρεπτικού μέσου BG11 –Ν-C (pH=7,5). 

Διαλύματα  Ποσότητα 

100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N 10 mL/L 

1000x FeCl3·6H2O 1 mL/L 

1000x K2HPO4 1 mL/L 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer) 50 mL/L 
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Πίνακας 28. Συστατικά  διαλύματος 100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

MgSO4·7H2O 7,49 g/L 

CaCl2·2H2O 3,60 g/L 

NaEDTA, pH=8.0, 0.25M 1,12 mL/L 

διάλυμα ιχνοστοιχείων (trace minerals) 100 mL/L 

 

Πίνακας 29. Συστατικά  διαλύματος ιχνοστοιχείων (trace minerals). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

H3BO3 2,86 g/L 

MnCl2·4H2O 1,81 g/L 

ZnSO4·7H2O 0,22 g/L 

Na2MoO4·2H2O 0,39 g/L 

CuSO4·5H2O 0,079 g/L 

CoCl2·6H2O 0,05 g/L 

 

Πίνακας 30. Συστατικά  διαλύματος 1000x FeCl3•6H2O. 

Συστατικά 
Συγκέντρωση στο 

διάλυμα 

FeCl3•6H2O 6,18 g/L 

 

Πίνακας 31. Συστατικά  διαλύματος 1000x K2HPO4. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

K2HPO4 30,5 g/L 

 

Πίνακας 32. Συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Phosphate buffer) (pH=7,5). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

ΝaH2PO4 69 g/L 

To pH του διαλύματος ρυθμίστηκε με ΝαΟΗ έως το pH=7,5. 
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BG11 NH4
+ 

-S: 

  Πίνακας 33. Συστατικά υγρού θρεπτικού μέσου BG11 NH4
+
 -S (pH=7,5). 

Διαλύματα  Ποσότητα 

100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N 10 mL/L 

1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate) 1 mL/L 

1000x Na2CO3  1 mL/L 

1000x K2HPO4 1 mL/L 

Ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών (Phosphate buffer) 50 mL/L 

NH4Cl 0,9414 g/L 

 

Πίνακας 34. Συστατικά  διαλύματος 100x BG11 χωρίς Fe, P, C, N. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

MgCl·6H2O 6,1781 g/L 

CaCl2·2H2O 3,60 g/L 

κιτρικό οξύ  0,60 g/L 

NaEDTA, pH=8.0, 0.25M 1,12 mL/L 

διάλυμα ιχνοστοιχείων (trace minerals) 100 mL/L 

 

Πίνακας 35. Συστατικά  διαλύματος ιχνοστοιχείων (trace minerals). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

H3BO3 2,86 g/L 

MnCl2·4H2O 1,81 g/L 

ZnCl 0,1052 g/L 

Na2MoO4·2H2O 0,39 g/L 

CuCl·5H2O 0,0539 g/L 

CoCl2·6H2O 0,05 g/L 

 

Πίνακας 36. Συστατικά  διαλύματος 1000x κιτρικού σιδήρου (ferric citrate). 

Συστατικά 
Συγκέντρωση στο 

διάλυμα 

κιτρικός σίδηρος (ferric citrate) 5,6 g/L 
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Πίνακας 37. Συστατικά  διαλύματος 1000x Na2CO3. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

Na2CO3 20 g/L 

 

Πίνακας 38. Συστατικά  διαλύματος 1000x K2HPO4. 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

K2HPO4 30,5 g/L 

 

Πίνακας 39. Συστατικά ρυθμιστικού διαλύματος φωσφορικών (Phosphate buffer) (pH=7,5). 

Συστατικά Συγκέντρωση στο διάλυμα 

ΝaH2PO4 69 g/L 

To pH του διαλύματος ρυθμίστηκε με ΝαΟΗ έως το pH=7,5. 

  Όλα τα θρεπτικά μέσα και τα σκεύη που χρησιμοποιήθηκαν είχαν 

προηγουμένως αποστειρωθεί σε αυτόκαυστο της 120
ο
C για 30 min για την 

αποφυγή μολύνσεων από της μικροοργανισμούς. Όλα τα πειράματα 

παρασκευής καλλιεργειών διεξήχθησαν σε θάλαμο νηματικής ροής (laminar 

flow hood), ο οποίος είχε προηγουμένως αποστειρωθεί με λάμπα υπεριώδους 

ακτινοβολίας και αιθανόλη. Τα πειράματα έλαβαν χώρα παρουσία φλόγας. 

 

3.3.2. Μέτρηση της κυτταρικής συγκέντρωσης 

 Η κυτταρική συγκέντρωση προσδιορίστηκε με δύο τρόπους. Ο πρώτος 

τρόπος ήταν με προσδιορισμό της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης a. 

Συγκεκριμένη ποσότητα καλλιέργειας (≤ 1 mL) τοποθετήθηκε σε eppendorf  

tube και φυγοκεντρήθηκε  για 5 min.  Απομακρύνθηκε το υπερκείμενο και το 

πέλετ κυττάρων επαναιωρήθηκε σε 1 mL μεθανόλης. Στην συνέχεια 

πραγματοποιήθηκε επώαση στους 60
 ο

C στο σκοτάδι τουλάχιστον για 10 min 

μέχρι να απομακρυνθούν πλήρως οι χλωροφύλλες και τα καρετονεοειδή από 

τα κύτταρα.  Στην συνέχεια απομονώθηκε το υπερκείμενο με τις χρωστικές με 

φυγοκέντρηση και μετρήθηκε η απορρόφηση του στα 710, 665, και 650 nm.  

Η συγκέντρωση  της  χλωροφύλλης a (Chla)  προσδιορίστηκε με την χρήση 

του εξής τύπου  [63]: 

Chla (μg/mL)=16,5·(A665-A710)-8,3·(A650-A710) 
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 Ο δεύτερος τρόπος προσδιορισμού της κυτταρικής συγκέντρωσης ήταν 

μέσω της μέτρησης του βάρους της ξηρής μάζας. Συγκεκριμένος όγκος 

καλλιέργειας φυγοκεντρήθηκε και απομακρύνθηκε το υπερκείμενο. Η 

κυτταρική μάζα ξεπλύθηκε με υπερκάθαρο νερό για την απομάκρυνση  τον 

αλάτων και τον εξωπολυσακχαριτών από αυτήν. Στην συνέχεια μεταφέρθηκε 

σε ένα προζυγισμένο πιατάκι και τοποθετήθηκε σε φούρνο στου 80
ο
C ώστε να 

ξεραθεί και να φτάσει σε ένα σταθερό βάρος. Τέλος καταγράφηκε το βάρος 

που μετρήθηκε σε αναλυτικό ζυγό τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων.  

 

3.3.3. Παρασκευή πειραματικών καλλιεργειών για την μελέτη παραγωγής 

εξωπολυσακχαριτών. 

 Τα κύτταρα συλλέχθηκαν από την μητρική καλλιέργεια μετά από 

περίπου 15 μέρες από την δημιουργία της μητρικής καλλιέργειας και με 

συγκέντρωση της χλωροφύλλης a 5-7 μg/mL. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν με 

φυγοκέντρηση στα 10000 rpm για 10 min.  Έπειτα επαναιωρήθηκαν στο νέο 

μέσο καλλιέργειας.  

 Μελετήθηκαν δύο διαφορετικές πειραματικές σειρές. Στην πρώτη 

πειραματική σειρά εξετάστηκε πως επηρεάζει η μορφή της πηγής άνθρακα στη 

παραγωγή EPS σε συνθήκες στέρησης αζώτου. Οι πηγές άνθρακα που 

εξετάστηκαν ήταν μία οργανική πηγή άνθρακα, γλυκόζη, και δύο ανόργανες, 

ανθρακικό νάτριο και διοξείδιο του άνθρακα. Το ανθρακικό νάτριο είναι η 

κύρια πηγή άνθρακα στο θρεπτικό μέσο BG11 ενώ το διοξείδιο του άνθρακα 

απαραίτητο συστατικό για την φωτοσύνθεση. Όλα τα πειράματα έλαβαν μέρος 

υπό στέρηση αζώτου. Χρησιμοποιήθηκε το θρεπτικό μέσω BG11 –N-C ώστε 

να μην περιέχει καθόλου άνθρακα και τα αποτελέσματα να εξαρτιόντουσαν 

αποκλειστικά από την πρόσθετη πηγή άνθρακα. Στον πίνακα 40 αναφέρονται 

οι συνθήκες που εξετάστηκαν. Όλες οι συνθήκες εξετάστηκαν εις τριπλούν. 

Επιπλέον για μάρτυρας χρησιμοποιήθηκαν καλλιέργειες που δεν προστέθηκε 

καθόλου επιπλέον άνθρακας και ήταν μονό σε  BG11 –N-C. Επιπλέον 

μελετήθηκαν και καλλιέργειες που περιείχαν άζωτο υπό την μορφή NH4
+
 

(BG11 NH4
+
). Δεν χρησιμοποιήθηκε το κανονικό BG11 καθώς αυτό περιέχει 

νιτρικά αλάτια για πηγή αζώτου τα οποία αντιδρούν με την μέθοδο θυμόλη-

θειικό που χρησιμοποιείτε για την ποσοτική ανάλυση των υδατανθράκων.  

 

 



87 
 

Πίνακας 40. Συγκεντρώσεις ενώσεων με άνθρακα  σε κάθε συνθήκη που μελετήθηκαν στις 

καλλιέργειες Nostoc calcicola. 

# συνθήκης Όνομα συνθήκης Συγκέντρωση ένωσης με άνθρακα 

1 BG11 NH4
+
 - 

2 BG11 –N-C - 

3 BG11 –N-C Na2CO3 1 43,62 μg/mL 

4 BG11 –N-C Na2CO3 2 87,24 μg/mL 

5 BG11 –N-C Na2CO3 3 130,86 μg/mL 

6 BG11 –N-C CO2 1 0,2 mL/mL 

7 BG11 –N-C CO2 2 0,4 mL/mL 

8 BG11 –N-C CO2 3 0,6 mL/mL 

9 BG11 –N-C γλυκόζη 1 10,12 μg/mL 

10 BG11 –N-C γλυκόζη 2 20,25 μg/mL 

 

 Αφού επαναιωρήθηκαν τα κύτταρα στο κατάλληλο θρεπτικό μέσο και 

προστέθηκε και η απαραίτητη ποσότητα από την ένωση με άνθρακα, 

κατανεμήθηκαν σε ερμητικά κλειστά γυάλινα μπουκαλάκια με septa διαμέτρου 

5 cm και ύψους 9,5 cm με 100 mL συνολική χωρητικότητα όγκου (εικόνα 21). 

Ο τελικός όγκος καλλιέργειας που προστέθηκε στο μπουκαλάκι ήταν 70 mL 

και η αρχική κυτταρική συγκέντρωση ήταν ίση με 2 mg/mL Chla. Τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε δωμάτιο σταθερής θερμοκρασίας 25±1
ο
C 

υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 20,25 μΕ·m
-2

·s
-1

.  Τέλος τα 

μπουκαλάκια τοποθετήθηκαν σε περιστροφικό αναδευτήρα  (shaker) και 

αναδεύονταν κατά την διάρκεια του πειράματος με συχνότητα 140 min
-1

.  

 

Εικόνα 21. Ερμητικά κλειστά γυάλινα μπουκαλάκια με septa διαμέτρου 5 cm και ύψους 9,5 

cm με 100 mL συνολική χωρητικότητα όγκου. 
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 Στην δεύτερη πειραματική σειρά μελετήθηκε η παραγωγή των EPS σε 

παρουσία όλων των συστατικών, σε έλλειψη αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και 

άνθρακα και σε έλλειψη θείου με ταυτόχρονη διοχέτευση αέρα στις 

καλλιέργειες. Συνεπώς παρόλο που η καλλιέργειες βρίσκονταν σε θρεπτικό 

μέσο με έλλειψη κάποιου στοιχείου, μπορούσαν μέσα από  τον ατμοσφαιρικό 

αέρα να εκμεταλλευτούν το διοξείδιο του άνθρακα μέσω της φωτοσύνθεσης 

και να καθηλώσουν άζωτο. Ως καλλιέργεια μάρτυρας χρησιμοποιήθηκε 

θρεπτικό μέσω που περιείχε άνθρακα, άζωτο και θείο (BG11 NH4
+
). Στον 

παρακάτω πίνακα αναφέρονται οι συνθήκες που μελετήθηκαν: 

Πίνακας 41. Συνθήκες που μελετήθηκαν στις καλλιέργειες Nostoc calcicola με διοχέτευση 

αέρα. 

# συνθήκης Όνομα συνθήκης 

1 BG11 NH4
+
 

2 BG11 –N 

3 BG11 –N-C 

4 BG11 –S 

 

 Αφού συλλέχθηκαν από την μητρική καλλιέργεια τα κύτταρα με 

φυγοκέντρηση στις 10000 rpm για 10 min, επαναιωρήθηκαν στο νέο θρεπτικό 

μέσο καλλιέργειας και τοποθετήθηκαν σε γυάλινες κωνικές φιάλες των        

250 mL (εικόνα 20. Β). Χρησιμοποιήθηκε ειδικό πώμα το οποίο ήταν 

φτιαγμένο από γάζα και βαμβάκι που το διαπερνούσε μια πιπέτα παστέρ για να 

διοχετεύει τον αέρα στο εσωτερικό της καλλιέργειας. Η πιπέτα παστέρ στο 

εσωτερικό της περιείχε ένα κομμάτι βαμβάκι για να φιλτράρει τον αέρα από 

μικροοργανισμούς. Το επάνω μέρος της πιπέτας ήταν συνδεδεμένο με μία 

αντλία αέρα. Ο τελικός όγκος καλλιέργειας που προστέθηκε στην κωνική ήταν 

200 mL και η αρχική κυτταρική συγκέντρωση ήταν ίση με 2 mg/mL Chla. Τα 

πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε δωμάτιο σταθερής θερμοκρασίας 25±1
ο
C 

υπό ένταση φωτονιακής ακτινοβολίας 20,25 μΕ·m
-2

·s
-1

. Η παροχή αέρα 

παρείχε επιπλέον στις καλλιέργειες ανάδευση.   

 

3.3.4. Δειγματοληψία  

 Κατά την διάρκεια του πειράματος συλλέγονταν δείγματα των 2 mL 

από την πρώτη πειραματική σειρά και 3 mL από την δεύτερη. Από τα 

μπουκαλάκια η δειγματοληψία γινόταν με την χρήση σύριγγας με βελόνα η 

οποία πριν είχε αποστειρωθεί με αιθανόλη.  Η βελόνα  καιγόταν με φωτιά για 

να εξάτμιση η αιθανόλη ώστε να μην εισαχθεί αιθανόλη στην καλλιέργεια και 

σκοτώσει τα κύτταρα. Τα πώματα από τα μπουκαλάκια είχαν προηγουμένως 
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απολυμανθεί εξωτερικά με αιθανόλη.  Στις κωνικές φιάλες η δειγματοληψία 

πραγματοποιήθηκε με πιπέτες Gilson  αφού πρώτα τα τιπς είχαν αποστειρωθεί 

στον κλίβανο.   Και στις δύο περιπτώσεις η δειγματοληψία πραγματοποιούνταν 

σε θάλαμο νηματικής ροής αέρα παρουσία φλόγας.  

 

3.3.5. Ποσοτικός προσδιορισμός εξωπολυσακχαριτών με την χρήση της μεθόδου 

θυμόλη-θειικό 

 Στην παρούσα μελέτη εξετάστηκαν μόνο οι ελεύθεροι πολυσακχαρίτες 

που βρίσκονται στο υπερκείμενο της καλλιέργειας και όχι αυτοί που είναι 

προσκολλημένοι στην κυτταρική επιφάνεια. Για τον ποσοτικό προσδιορισμό 

των πολυσακχαριτών χρησιμοποιήθηκε η τροποποιημένη μέθοδος της 

θυμόλης-θειικού [64]. Σε 1 mL υπερκείμενου καλλιέργεια, που απομονώθηκε 

με φυγοκέντρηση, προστέθηκε 1 mL 4N HCl και επωάστηκε στους 100
ο
C για 

2 h ώστε να υδρολυθεί ο πολυσακχαρίτης στα μονομερή του. Σε 100 μL από το 

μίγμα, στην συνέχεια, προστέθηκαν 300μL διαλύματος θυμόλης (1 mg/mL 

θυμόλη διαλυμένη σε θειικό οξύ). Το μίγμα αναδεύτηκε καλά με την χρήση 

vortex μέχρι να γίνει ομοιογενές και επωάστηκε στους 110
 ο

C για 30min. 

Έπειτα μετρήθηκε η απορρόφηση στα 509 nm. Ως τυφλό χρησιμοποιήθηκαν 

100μL απιονισμένο νερού σε 300μL διαλύματος θυμόλης. Παρασκευάστηκε 

πρότυπη καμπύλη με την χρήση διαλύματος γλυκόζης με αρχική συγκέντρωση 

1 mg/mL και πραγματοποιήθηκαν αραιώσεις μέχρι η τελική συγκέντρωση να 

ήταν 0.1, 0.08, 0.06, 0.04, 0.02 και 0.01 mg/mL.   

 

3.3.6. Ποσοτικός προσδιορισμός αμινοξέων στο υπερκείμενο της καλλιέργειας 

 Για τον ποσοτικό προσδιορισμό των αμινοξέων στο υπερκείμενο της 

καλλιέργειας χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος Bradford [65, 66]. Τα διαλύματα 

που χρησιμοποιηθήκαν σε αυτήν την μέθοδο ήταν τα εξής: 

Stock διάλυμα Bradford: 

 100 mL 95% αιθανόλης 

 200 mL 88% φωσφορικού οξέος 

 350 mg χρωστικής  Sterva Blue G 

Διάλυμα Bradford: 

 425 mL νερό 

 15 mL 95% αιθανόλης 

 30 mL 88% φωσφορικού οξέος 

 30 mL Stock διάλυμα Bradford 
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 Σε 100 μL δείγμα τοποθετήθηκε 1 mL διαλύματος Bradford και αναδεύτηκαν 

καλά. Μετά από 5 min επώαση μετρήθηκε η απορρόφηση στα 595 nm. Για την 

πρότυπη καμπύλη χρησιμοποιήθηκε διάλυμα πρωτεΐνης BSA από 2,5 έως       

15 μg/mL. 

 

3.3.7.  Παρατήρηση των κυττάρων με οπτική μικροσκοπία 

 Για την παρατήρηση των κυττάρων χρησιμοποιήθηκε το οπτικό 

μικροσκόπιο Nikon Eclipse E800. Οι μετρήσεις πραγματοποιήθηκαν με χρήση 

της ελαιοβυθιζόμενου αντικειμενικού φακού Plan Apo 60x και η λήψη των 

φωτογραφιών πραγματοποιήθηκε με χρήση της CCD κάμερας ProgRes CF. 

 

3.3.8 Παρατήρηση των κυττάρων με τη χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

σάρωσης (Scanning Electron Microscopy, SEM) 

 Δείγματα καλλιέργειών από την πειραματική σειρά 4.4.5 την 31 ημέρα 

λυοφιλοποιήθηκε χωρίς να απομακρυνθεί το υπερκείμενο της καλλιέργειας. Η 

λυοφιλοποιημένη κυτταρική μάζα τοποθετήθηκε σε πλάκα άνθρακα και 

ψεκάστηκε με χρυσό (BALTEC, SCD 050 Sputter Coater)  [49]. Τα δείγματα 

παρατηρήθηκαν στο ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης JEOL JSM-6390LV.  

 

3.3.9 Παρατήρηση των κυττάρων με τη χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας 

διέλευσης (Transmission Electron Microscopy, TEM) 

Δείγματα καλλιέργειών από την πειραματική σειρά 4.4.5 την 28 ημέρα 

φυγοκεντρήθηκαν και το κυτταρικό ίζημα σταθεροποιήθηκε σε ένα διάλυμα 

που περιείχε 2% w/v γλουταραλδεΰδη (GDA) και 2% w/v παραφορμαλδεΰδη 

(PFA) σε διάλυμα κακοδυλικού νατρίου 0,1 Μ, pΗ = 7,4 (SCB) για 90 λεπτά 

σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά από δύο πλύσεις με 4% σακχαρόζη και 0,1% 

SCB, οι καλλιέργειες μετα-σταθεροποιήθηκαν σε 2% w/v τετροξείδιο του 

οσμίου (OsO4) για 60 λεπτά στους 4 °C. Μετά από δύο πλύσεις, τα δείγματα 

αφυδατώθηκαν χρησιμοποιώντας 30, 50, 70, 85, 95, 100% v/v αιθανόλη και 

τέλος ξηρή αιθανόλη στους 4 °C. Τα δείγματα ακολούθως ενσωματώθηκαν σε 

εποξική ρητίνη Durcupan Α / Μ (Sigma-Aldrich) και πολυμερίστηκε στους 70 

°C για 48 ώρες. Παρασκευάστηκαν λεπτά τμήματα των 70-100 nm 

χρησιμοποιώντας LKB 2088 Ultrotome® V, βαμμένα με χρώση 2% οξικού 

ουρανυλεστέρα. Τα δείγματα παρατηρήθηκαν με ηλεκτρονικό μικροσκόπιο 

διέλευσης  JEM-2100 στα 80 kV [67]. 
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3.3.10 Απομώνωση εξωπολυσακχαρίτη 

 Ποσότητα καλλιέργειας 45 ημερών σε στέρηση αζώτου με συνεχή 

παροχή αέρα φυγοκεντρήθηκε και απομακρύνθηκαν τα κύτταρα από το 

υπερκείμενο. Στην συνέχεια στο υπερκείμενο προστέθηκε διπλάσια ποσότητα 

παγωμένης 2-προπανόλης και παρέμεινε στους -20 
ο
C για μία μέρα. Στην 

συνέχεια το μίγμα φυγοκεντρήθηκε στα 3000 rpm στους 5 
ο
C για 10 min [68, 

69]. Το υπερκείμενο ξηράνθηκε μέχρι ξηρού σε φούρνο στους 45 
ο
C. Στην 

συνέχεια στην ξηρή μάζα προστέθηκε απιονισμένο νερό και ανευδεύτηκε μέχρι 

να διαλυτοποιηθεί όλη. Το παραγόμενο υδατικό διάλυμα στην συνέχεια 

λυοφιλοποιήθηκε. 

 

3.3.11. Φασματοσκοπία υπερύθρου (IR) 

 Για τον χαρακτηρισμό του εξωπολυσακχαρίτη χρησιμοποιήθηκε η 

τεχνική της φασματοσκοπίας υπερύθρου. Φάσματα υπερύθρου του 

λυοφιλοποιημένου στερεού (3.3.10) λήφθηκαν σε φασματοφωτόμετρο 

Thermo-Electron Nicolet 6700 FT-IR στην περιοχή των 400  μέχρι 4000 cm
-1

.  
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3.4 Αποτελέσματα και συζήτηση 

3.4.1.  Μελέτη της παραγωγής EPS από το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola σε 

θρεπτικό μέσω με έλλειψη αζώτου και άνθρακα και σε θρεπτικό χωρίς έλληψη 

παρουσία αμμωνιακών.  

 Για την μελέτη της παραγωγής εξωπολυσακχαριτών χρησιμοποιήθηκε 

το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola. Η σύσταση των πολυσακχαριτών του έχει 

μελετηθεί από την βιβλιογραφία. Αναλυτικότερα, σύμφωνα με την 

βιβλιογραφία [70]  το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola εμφανίζει μέγιστη 

παραγωγή του εξωπολυσακχαρίτη στην στατική φάση της καμπύλης 

ανάπτυξης. 

 

Εικόνα 22. Απελευθέρωση των διαλυτών υδατανθράκων (•) και πολυπεπτιδίων (ο), 

εκφρασμένη ως ποσοστό της βιομάζας του Nostoc calcicola σε καλλιέργεια στους 31οC. D-

γλυκόζη και αλβουμίνη βόειου ορού (bovine serum albumin) χρησιμοποιήθηκαν ως πρότυπες 

ενώσεις για τους υδατάνθρακες και τα πολυπεπτίδια αντίστοιχα. Εικόνα όπως έχει 

δημοσιευθεί  [70].  

Επιπλέον έχει βρεθεί ότι ο παραγόμενος πολυσακχαρίτης είναι μίγμα 

πεπτιδογλυκάνων [49, 70].  Η σύσταση της πεπτιδογλυκάνης βρέθηκε να είναι 

17% πρωτεΐνη, D-ριβόζη 1.32%, D-αραβινόζη 1.13%, L-ραμνόζη 2.03%, L-

φουκόζη 11.21%, D-ξυλόζη 2.44%, D-μαννόζη 30.02%, D-γλυκόζη 38.45%, 

D-γαλακτόζη 12.53%, 3-μεθυλ-D-αραβινόζη 0.87% [69].  

Όσον αφορά τις δραστικότητες  του πολυσακχαρίτη έχει βρεθεί ότι οι 

EPS του συγκεκριμένου κυανοβακτηρίου έχουν αντι-ιικές ιδιότητες ιδιαιτέρα 

όταν ο μικροοργανισμός αναπτύσσεται σε θρεπτικό μέσο που περιέχει αλάτια 

θείου [71]. Επιπλέον εμφάνισε αντιβακτηριδιακές ιδιότητες (E.coli > B. 

amyloloquifaciens = S. aureus > B. cereus) [69]. Όσον αφορά τις φυσικές τους 

ιδιότητες ο εξωπολυσακχαρίτης εμφάνισε ιξώδες 55-56 cps και ικανότητα 

απορρόφησης νερού 282 g H2O·g
-1

 πολυμερούς [69]. 

Έχουν πραγματοποιηθεί μελέτες επιπλέον σε διάφορές συνθήκες 

ανάπτυξης για την εύρεση της βέλτιστης συνθήκης παραγωγής 
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εξωπολυσακχαριτών από το μικροοργανισμό Nostoc calcicola. Σύμφωνα με 

την βιβλιογραφία [71] το βέλτιστο pH και θερμοκρασία για την μεγαλύτερη 

παραγωγή εξωπολυσακχαριτών είναι pH=10 και Τ=35
ο
C. Ωστόσο σε έλλειψη 

φωσφόρου βρέθηκε πως το βέλτιστο pH είναι το 7 [69]. Συνεπώς κάθε 

συνθήκη έχει της δικές της παραμέτρους για την μεγαλύτερη απόδοση 

εξωπολυσακχαριτών. Επιπλέον μελετήθηκαν οι φωτοπερίοδοι  και βρέθηκε 

πως η παραγωγή των EPS αυξάνεται με την διάρκεια τους 4 h<8 h<12 h<16 

h<24h. Επίσης η σύσταση του φωτός επηρεάζει την παραγωγή  με μεγαλύτερη 

απόδοση στο λευκό φως > κίτρινο > κόκκινο > πράσινο > μπλε  [71].  

Μια εφαρμογή της πεπτιδογλυκάνης του Nostoc calcicola  ήταν η 

χρήση του για  απομάκρυνση ιόντων όπως ασβεστίου και καδμίου [49, 72]. 

Στην παρούσα πειραματική διατριβή πραγματοποιήθηκαν δύο 

πειραματικές σειρές για την μελέτη της παραγωγής ΕPS από τον 

μικροοργανισμό Nostoc calcicola. Στην πρώτη πειραματική σειρά μελετήθηκε 

η παραγωγή των EPS σε διάφορες πηγές άνθρακα (Νa2CO3, CO2 και γλυκόζη)  

καθώς και σε απουσία άνθρακα υπό έλλειψη αζώτου. Συνεπώς η έλλειψη 

αζώτου χρησιμοποιήθηκε ως παράγοντας καταπόνησης ώστε να επάγει την 

αύξηση παραγωγής EPS [61]. Στην συγκεκριμένη πειραματική σειρά οι 

καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε κλειστά συστήματα ώστε να μην γίνεται 

ανταλλαγή αερίων με την ατμόσφαιρα. Η δεύτερη πειραματική σειρά 

πραγματοποιήθηκε  σε τέσσερεις διαφορετικές συνθήκες (παρουσία όλων των 

θρεπτικών στοιχείων, έλλειψη αζώτου, έλλειψη αζώτου και άνθρακα και 

έλλειψη θείου). Ωστόσο στην δεύτερη πειραματική σειρά στις καλλιέργειες 

γινόταν συνεχή διοχέτευση ατμοσφαιρικού αέρα.  

Στην  παρούσα ενότητα θα εξετάσουμε την παραγωγή EPS σε δύο 

συνθήκες, παρουσία αζώτου (ΝH4
+
) και άνθρακα και σε έλλειψη αζώτου και 

άνθρακα, που ουσιαστικά θα είναι η καλλιέργεια μάρτυρας. Όλες οι 

καλλιέργειες αναπτύχθηκαν σε κλειστό σύστημα. Στο θρεπτικό μέσο BG11 

κανονικά το άζωτο υπάρχει με μεγαλύτερο ποσοστό σε μορφή NO3
-
. Ωστόσο 

βρέθηκε ότι τα νιτρικά αντιδρούν με την μέθοδο θυμόλης-θείου για την 

μέτρηση των υδατανθράκων, γι’ αυτό αντικαταστήθηκαν με αμμωνιακά.  

Στην εικόνα 21 στο διάγραμμα a παρουσιάζεται η συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης α σε συνάρτηση με τον χρόνο στα θρεπτικά μέσα BG11 NH4
+
 

και BG11 –N-C. Η αρχική συγκέντρωση ήταν 2 μg/mL. Στο θρεπτικό μέσο 

BG11 NH4
+ 

εμφανίστηκε μια μικρή αύξηση της χρωστικής μέχρι τα 2,31 

μg/mL στις 3 μέρες. Ωστόσο έπειτα εμφανίστηκε μια φθίνουσα πορεία μέχρι 

το τέλος του πειράματος (28 μέρες) με την χαμηλότερη τιμή στα 1,5901 μg/mL 

την τελευταία μέρα. Η μικρή ανάπτυξη τις πρώτες τρεις μέρες οφείλεται στο 
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γεγονός ότι το θρεπτικό μέσω περιείχε μια ποσότητα άνθρακα. Σε αντίθεση, 

στο θρεπτικό μέσο BG11 –N-C δεν παρατηρήθηκε καθόλου αύξηση της 

χλωροφύλλης. Το γεγονός αυτό μπορεί να εξηγηθεί στο ότι στο συγκεκριμένο 

μέσο δεν υπήρχε καθόλου πηγή άνθρακα με αποτέλεσμα τα κύτταρα να μην 

μπορούν να προσλάβουν επιπλέον ενέργεια για να αναπτυχθούν. Επιπλέον το 

σύστημα ήταν κλειστό και έτσι μέσα το CO2 δεν μπορούσε να ανανεωθεί ώστε 

να το χρησιμοποιήσουν για πηγή οργανικών μορίων μέσω της φωτοσύνθεσης. 

Η χαμηλότερη τιμή χλωροφύλλης εμφανίστηκε την τελευταία πειραματική 

μέρα στα 1,2689 μg/mL.  

Στο διάγραμμα b αναπαριστάνεται η συγκέντρωση της ξηρής βιομάζας 

σε συνάρτηση με τον χρόνο. Στο διάγραμμα φαίνεται πως από την μέρα 8 και 

μετά δεν παρουσιάστηκε καθόλου ανάπτυξη της βιομάζας μέχρι το τέλος του 

πειράματος και στα δύο θρεπτικά μέσα. Η μέγιστη τιμή της βιομάζας στο μέσο 

BG11 NH4
+
 ήταν 0,00065 g/mL την τελευταία πειραματική μέρα και στο 

θρεπτικό μέσω BG11 –N-C 0,0005 g/mL την 13 ημέρα.  

Στην εικόνα 22 αναπαριστώνται οι συγκεντρώσεις  EPS και πρωτεϊνών 

στο υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο στα θρεπτικά μέσα BG11 NH4
+
 

και BG11 –N-C. Σε όλες τις πειραματικές σειρές μετρήθηκαν οι 

εξωπολυσακχαρίτες που απελευθερώνονταν στου υπερκείμενο. Όσον αφορά 

την μέτρηση των πεπτιδίων στο υπερκείμενο εμφανίστηκε ένα τεχνικό 

πρόβλημα. Σχεδόν σε όλες τις πειραματικές σειρές σε κάποια δείγματα μετά 

την επεξεργασία για να απομονωθεί καθαρό το υπερκείμενο, το υπερκείμενο 

έπαιρνε μια ελαφριά απόχρωση μπλε χρώματος που αυτό οφειλόταν στην 

χρωστική φυκοκυανίνη που απελευθερωνόταν στο διάλειμμα. Παραδόξως, οι 

μετρήσεις των υδατανθράκων ήταν όμοιες στα υπερκείμενα με διαφορετικές 

αποχρώσεις του μπλε στην ίδια συνθήκη. Ωστόσο οι μετρήσεις των πρωτεϊνών 

δεν εμφάνισαν καμία επαναλυψιμότητα μεταξύ τους και μετρήθηκε 

μεγαλύτερη συγκέντρωση πρωτεΐνης ανάλογα με την ένταση του χρώματος 

του υπερκειμένου. Γι’ αυτόν το λόγο κάθε υπερκείμενο που είχε μπλε χρώμα 

θεωρείτο ακατάλληλο για την μέτρηση των πρωτεϊνών και πραγματοποιήθηκε 

προσεκτική επιλογή των τιμών που θα παρέμειναν στο διάγραμμα πέρα της 

στατιστικής ανάλυσης. Συνεπώς τα διαγράμματα των πρωτεϊνών περιέχουν 

λιγότερα σημεία σε σχέση με αυτά των υπολοίπων. 
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Εικόνα 23. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 NH4
+
 και BG11 

–N-C.  Συγκέντρωση χλωροφύλλης a σε συνάρτηση με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση ξηρής 

βιομάζας σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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 Σύμφωνα με το διάγραμμα μεγαλύτερη παραγωγή EPS στις δύο 

συνθήκες εμφάνισαν οι καλλιέργειες στο θρεπτικό μέσο –N-C. Το αποτέλεσμα 

συμβαδίζει με την  βιβλιογραφία [61]  καθώς η παραγωγή EPS είναι πιο 

έντονη στην συνθήκη που επιφέρει πιο πολύ στρες στο κύτταρο. Η μέγιστη 

συγκέντρωση EPS στην –N-C συνθήκη ήταν 0,07717 mg/mL ενώ στην 

συνθήκη ΝΗ4
+
 ήταν 0,05008 mg/mL. Ο μικροοργανισμό παρήγαγε κάποια 

ποσότητα EPS και στην συνθήκη μάρτυρα (ΝΗ4
+
), το οποίο είναι άλλη μία 

ένδειξη πως η παραγωγή EPS είναι μία φυσιολογική διαδικασία που 

πραγματοποιείται από τα κύτταρα και σε φυσιολογικές συνθήκες με 

χαμηλότερο ρυθμό με σχέση τις συνθήκες που επιφέρουν στρες.     
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Εικόνα 24. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 NH4
+
 και BG11 

–N-C.  Συγκέντρωση EPS σε συνάρτηση με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση πρωτεΐνης στο 

υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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3.4.2.  Μελέτη της παραγωγής EPS από το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola σε 

θρεπτικό μέσω με έλλειψη αζώτου και παρουσία άνθρακα με μορφή CO3
-2

 σε 

τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις.  

 Στην παρούσα ενότητα μελετήθηκε η παρουσία άνθρακα σε μορφή 

ανθρακικών ιόντων σε θρεπτικό με έλλειψη αζώτου. Το σύστημα πάλι που 

χρησιμοποιήθηκε ήταν κλειστό. Μελετήθηκαν τρεις συγκεντρώσεις 

ανθρακικών: 1x Na2CO3, 2x Na2CO3, 3x Na2CO3 όπου 1x αντιστοιχούσαν στα 

mol άνθρακα που περιέχει κανονικά το θρεπτικό BG11. Συνεπώς το 2x 

συμβολίζει τα διπλάσια mol άνθρακα από το θρεπτικό μέσο BG11 και το 

αντίστοιχο για το 3x.  

  Στην εικόνα 23 το διάγραμμα a αναπαριστάται η συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης a στις τρεις συγκεντρώσεις ανθρακικών σε συνάρτηση με το 

χρόνο. Και στις τρεις συγκεντρώσεις παρατηρήθηκε μείωση στην 

συγκέντρωση της χλωροφύλλης από τα 2 μg/mL σε όλη την διάρκεια του 

πειράματος. Σε κάθε μέτρηση πάντα παρατηρούτανε  η συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης να έχει την εξής σχέση  3x > 2x > 1x το οποίο είναι αναλογικό 

με την ποσότητα άνθρακα που υπήρχε στο θρεπτικό. Παρόλο αυτά η έλλειψη 

αζώτου εμπόδισε την καλλιέργεια να ξεπεράσει τα 2 μg/mL όπως στο θρεπτικό 

BG11 NH4
+
. Την τελευταία πειραματική ημέρα οι συγκεντρώσεις της 

χλωροφύλλης a ήταν 0,85 ,  1,55 και 1,66 για τις συγκεντρώσεις 1x, 2x και 3x 

αντίστοιχα.  

 Στην εικόνα  24 αναπαριστάται η συγκέντρωση EPS και πρωτεϊνών σε 

συνάρτηση με τον χρόνο. Μεγαλύτερη παραγωγή EPS σημειώθηκε στην BG11 

1x Na2CO3. Ακολούθησαν τα 2x Na2CO3 και 3x Na2CO3 με μικρή διαφορά 

μεταξύ τους. Ωστόσο μεταξύ αυτών των δύο συνθηκών στα περισσότερα 

σημεία μεγαλύτερη συγκέντρωση εμφάνισε η 2x Na2CO3 έναντι της 3x 

Na2CO3. Οι μέγιστες συγκεντρώσεις EPS ανά συνθήκη ήταν 0,04623,   

0,03934 και  0,02719 mg/mL στις συνθήκες 1x Na2CO3, 2x Na2CO3 και 3x 

Na2CO3 αντίστοιχα. Μεγαλύτερη παραγωγή παρατηρήθηκε στην συνθήκη με 

έλλειψη άνθρακα και αζώτου στην ενότητα 4.4.1. γύρο στα 0,05008 mg/mL. 

Συνεπώς παρατηρήθηκε μία μείωση της παραγωγής EPS όσο αυξάνονται η 

συγκέντρωση των ανθρακικών σε θρεπτικό με έλλειψη αζώτου.  
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Εικόνα 25. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 –N-C με επιπρόσθετο 

Na2CO3 σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις.  Συγκέντρωση χλωροφύλλης α σε συνάρτηση 

με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση ξηρής βιομάζας σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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Εικόνα 26. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 –N-C με 

επιπρόσθετο Na2CO3 σε τρεις διαφορετικές συγκεντρώσεις. Συγκέντρωση EPS σε συνάρτηση 

με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο 

(b). 
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3.4.3.  Μελέτη της παραγωγής EPS από το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola σε 

θρεπτικό μέσω με έλλειψη αζώτου και παρουσία άνθρακα ως CO2 σε τρεις 

διαφορετικές ποσότητες.  

 Στην συγκεκριμένη θεματική ενότητα μελετήθηκε η παραγωγή EPS σε 

έλλειψη αζώτου χρησιμοποιώντας CO2 σε τρεις διαφορετικές ποσότητες. Τα 

mol άνθρακα του CO2  δεν είχαν κάποια αντιστοιχία  με τα mol άνθρακα του 

θρεπτικού BG11 όπως στις δύο προηγούμενες ενότητες. Προσεγγίστηκα θα 

μπορούσε να ειπωθεί πως ήταν 10x, 20x και 30x mol άνθρακα του BG11 οι 

αντίστοιχες ποσότητες των 14 mL, 28 mL και 42 mL  CO2. Στόχος της 

συγκεκριμένης ενότητας ήταν να παρατηρηθεί εάν υπάρχει ικανοποιητική 

παραγωγή EPS με παρουσία μεγάλης ποσότητας άνθρακα.   

 Η μελέτη της συγκέντρωσης της χλωροφύλλης έδειξε μια ικανοποιητική 

κυτταρική ανάπτυξη με την αύξηση της συγκέντρωση της. Σημειώθηκε μια 

αναλογική αύξηση της συγκέντρωση της ως προς την ποσότητα CO2 που είχε 

προστεθεί. Η μέγιστη συγκέντρωση χλωροφύλλης που σημειώθηκε ήταν 

5,46473,   6,24493  και 7,4397 μg/mL  αντίστοιχα για τις ποσότητες 14, 28 και 

42 mL CO2.  

 Τα παραπάνω αποτελέσματα συμβαδίζουν και με την αύξηση της ξηρής 

βιομάζας όπως φαίνεται στο διάγραμμα b της εικόνας 27. Συνεπώς 

παρατηρήθηκε αύξηση της βιομάζας παρόλο που ο οργανισμός βρισκόταν σε 

συνθήκη στέρησης αζώτου.  

Το CO2 εμφάνισε μια αντίθετη συμπεριφορά στην παραγωγή EPS σε 

σχέση με τα ανθρακικά (εικόνα 26). Παρατηρήθηκε μεγαλύτερη παραγωγή στα 

42 mL CO2  έναντι τα 14 και 28 mL. Επιπλέον, τις τελευταίες 10 πειραματικές 

ημέρες παρατηρήθηκε μία δεύτερη παραγωγή  EPS (η πρώτη παραγωγή EPS 

ξεκίνησε την πέμπτη μέρα και μετά η συγκέντρωσή τους παρέμεινε σχετικά 

σταθερή μέχρι την δεύτερη παραγωγή). Οι μέγιστες συγκεντρώσεις  EPS στην 

παρούσα ενότητα ήταν 0,07409,   0,07503 και 0,11258 mg/mL αντίστοιχα για 

τα 14, 28 και 42 mL CO2. Επιπλέον, είναι εμφανές, από τον διάγραμμα πως η 

παραγωγή  EPS θα συνέχιζε και μετά το πέρας των σαράντα ημερών 

(τελευταία πειραματική μέρα)  στις συνθήκες 14 και 28 mL CO2. Ωστόσο λόγω 

περιορισμένου όγκου καλλιέργειας αποφασίστηκε η διακοπή του πειράματος 

εκεί.   

Συνεπώς σε έλλειψη αζώτου παρουσία CO2 η παραγωγή EPS αυξάνεται 

με την αύξηση της ποσότητας άνθρακα που ξεπερνάει την παραγωγή της 

συνθήκης –N-C (συνθήκη με μεγαλύτερη παραγωγή στις προηγούμενες δύο 

ενότητες). 
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Εικόνα 27. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 –N-C παρουσία CO2 σε 

τρεις διαφορετικές ποσότητες.  Συγκέντρωση χλωροφύλλης a σε συνάρτηση με τον χρόνο (a) 

και συγκέντρωση ξηρής βιομάζας σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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Εικόνα 28. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε θρεπτικό μέσο BG11 –N-C παρουσία 

CO2 σε τρεις διαφορετικές ποσότητες.  Συγκέντρωση EPS σε συνάρτηση με τον χρόνο (a) και 

συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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3.4.4.  Μελέτη της παραγωγής EPS από το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola σε 

θρεπτικό μέσω με έλλειψη αζώτου και παρουσία άνθρακα ως γλυκόζη σε δύο 

διαφορετικές συγκεντρώσεις. 

 Στην παρούσα ενότητα εξετάστηκε η γλυκόζη ως πηγή άνθρακα σε 

έλλειψη αζώτου. Μελετήθηκαν δύο συγκεντρώσεις γλυκόζης: BG11 1x και 2x 

όπου αντιστοιχούν στα mol άνθρακα του θρεπτικού μέσου BG11 και στα 

διπλάσια mol αντίστοιχα.  

 Όπως απεικονίζεται στο διάγραμμα a της εικόνας οι δύο διαφορετικές 

συνθήκες δεν εμφάνισαν διαφορά μεταξύ τους στην συγκέντρωση χρωστικών. 

Επιπλέον με την γλυκόζη ως πηγή άνθρακα,  παρέμεινε σχετικά σταθερή η 

συγκέντρωση της χλωροφύλλης κοντά στα 2 μg/mL χωρίς καμία αύξηση της 

κατά την διάρκεια του χρόνου. Την τελευταία μέρα η συγκέντρωση της 

χλωροφύλλης a ήταν γύρω 1,656 μg/mL. 

 Όσο αφορά τα ξηρά βάρη στο συγκεκριμένο πείραμα και στις δύο 

συγκεντρώσεις της γλυκόζης παρέμειναν σχετικά σταθερά κοντά στα 0,0003 

g/mL.  

Το πείραμα της παρούσας ενότητας αποσκοπούσε πιο πολύ στην 

ποιοτική παρατήρηση το κατά πόσο η ποσότητα της γλυκόζης, ένα σάκχαρο 

που περιέχετε στην σύσταση του εξωπολυσακχαρίτη [69], επηρεάζει την 

παραγωγή EPS. Ως σάκχατο η γλυκόζη πρόσδιδε επιπλέον σήμα στην μέτρηση 

του εξωπολυσακχαρίτη μην μπορώντας να γίνει ακριβώς προσδιορισμός της 

παραγόμενης ποσότητας EPS. Συμπερασματικά, από το διάγραμμα των 

υδατανθράκων στην εικόνα 30, αύξηση της ποσότητας της γλυκόζης στο 

θρεπτικό μέσο μείωνε την παραγωγή EPS. Συνεπώς η γλυκόζη είχε παρόμοια 

συμπεριφορά με αυτή των ανθρακικών.   
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Εικόνα 29. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε συνθετικό μέσο BG11 –N-C με επιπρόσθετη 

γλυκόζη σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις.  Συγκέντρωση χλωροφύλλης α σε συνάρτηση 

με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση ξηρής βιομάζας σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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Εικόνα 30. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε συνθετικό μέσο BG11 –N-C με 

επιπρόσθετη γλυκόζη σε δύο διαφορετικές συγκεντρώσεις.  Συγκέντρωση EPS σε συνάρτηση 

με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο 

(b). 
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3.4.5.  Μελέτη της παραγωγής EPS από το κυανοβακτήριο Nostoc calcicola σε 

τέσσερα διαφορετικά θρεπτικά μέσα, παρουσία όλων των θρεπτικών στοιχείων, 

με έλλειψη αζώτου, με έλλειψη αζώτου και άνθρακα και με έλλειψη θείου 

έχοντας συνεχή παροχή αέρα 

 Η παρούσα πειραματική σειρά πραγματοποιήθηκε σε ανοικτό σύστημα 

με συνεχή παροχή αέρα στις καλλιέργειες. Χρησιμοποιήθηκαν τέσσερα 

διαφορετικά θρεπτικά μέσα, παρουσία άνθρακα και αζώτου (NH4
+
), απουσία 

αζώτου (–N), απουσία αζώτου και άνθρακα (-Ν-C) και απουσία θείου (-S). Ο 

στόχος της παρούσας πειραματικής σειράς ήταν να μελετηθεί εάν ο ρυθμός 

φωτοσύνθεσης και καθήλωσης αζώτου επαρκεί για τις κυτταρικές ανάγκες σε 

διάφορες συνθήκες και κατά πόσο επιφέρει καταπόνηση στα κύτταρα. Η 

παραγωγή  EPS είναι μια φυσιολογική διαδικασία όταν το κύτταρο βρίσκεται 

υπό συνθήκες στρες [61] συνεπώς είναι μια σημαντική ένδειξη για την 

κατάσταση του κυττάρου. 

 Η παρούσα πειραματική σειρά εμφάνισε σημαντικά μεγαλύτερη 

κυτταρική ανάπτυξη από την πειραματική σειρά με το κλειστό σύστημα, το 

οποίο συνδέεται με την συνεχή διοχέτευση άνθρακα και αζώτου μέσα στο 

σύστημα από τον ατμοσφαιρικό αέρα που εισαγότανε (εικόνα 29). Η μόνη 

συνθήκη που δεν εμφάνισε καθόλου κυτταρική ανάπτυξη, αλλά αντίθετα μια 

μείωσης της κυτταρικής μάζας και της χλωροφύλλης ήταν η συνθήκη –S. Δεν 

υπήρχε τρόπος για τα κύτταρα να αναπληρώσουν το θείο που χρειαζόντουσαν 

και αυτό οδήγησε στην σταδιακή πτώση της καλλιέργειας άσχετα που υπήρχε 

συνεχής διοχέτευση αζώτου και άνθρακα. 

 Σύμφωνα με την εικόνα, η μέγιστη συγκέντρωση χλωροφύλλης α ήταν 

28,1666,   22,4888,   29,20854 και  2,0478 μg/mL  στις συνθήκες NH4
+
, –N, -

Ν-C και –S αντίστοιχα. Για την ξηρή βιομάζα η μέγιστη μέτρηση ήταν 0,0021,  

0,0019,   0,00195 και 0,0004 g/mL. Συνεπώς μεγαλύτερη κυτταρική ανάπτυξη 

εμφανίστηκε  NH4
+ 

> -Ν-C > –N > –S. 
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Εικόνα 31. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε τέσσερα διαφορετικά θρεπτικά μέσα BG11 

NH4+, –N, -Ν-C και –S με συνεχή παροχή αέρα. Συγκέντρωση χλωροφύλλης α σε 

συνάρτηση με τον χρόνο (a) και συγκέντρωση ξηρής βιομάζας σε συνάρτηση με τον χρόνο. 

(b). 
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 Η παραγωγή των EPS στις τέσσερις συνθήκες με την συνεχή παροχή 

αέρα αναπαριστάτε στην εικόνα. Μεγαλύτερη παραγωγή EPS εμφάνισαν οι 

συνθήκες –Ν και –Ν-C στα 0,21 και 0,23 mg/mL. Εμφάνισαν την ιδία 

συμπεριφορά με τα πειράματα του διοξειδίου του άνθρακα σε έλλειψη αζώτου 

παρόλο που γινόταν συνέχεια διοχέτευση αέρα που περιέχει ατμοσφαιρικό 

άζωτο. Αυτή η παρατήρηση συμφωνεί με την βιβλιογραφία [61] σύμφωνα με 

την οποία το κύτταρο παρουσία  μόνο ατμοσφαιρικού αζώτου  μπορεί να 

βρίσκεται σε συνθήκες καταπόνησης καθώς ο ρυθμός καθήλωσης του αζώτου 

να μην μπορεί να καλύψει τις ανάγκες του κυττάρου. Από το σχήμα 30.a 

φαίνεται πως η καλλιέργεια έχει  την ίδια ακριβώς συμπεριφορά με την 

έλλειψη αζώτου εμφανίζοντας πάλι δύο στάδια παραγωγής EPS (5 και 26 

μέρα). Επιπλέον μία ακόμα παρατήρηση που υποστηρίζει αυτήν την υπόθεση 

είναι η συμπεριφορά της καλλιέργειας με τα αμμωνιακά. Η καλλιέργεια είναι 

πλούσια σε άζωτο σε μορφή αμμωνιακών και εμφανίζει μόνο ένα στάδιο 

παραγωγής EPS με μέγιστη συγκέντρωση τα 0,07404 mg/mL. Επιπλέον είναι 

εμφανές από το διάγραμμα πως η συνθήκη –Ν στο τέλος του πειράματος 

πλησιάζει το σημείο καμπής στην παραγωγή των EPS. Αντίθετα η συνθήκη –

Ν-C δείχνει να έχει επιπλέον δυνατότητες παραγωγής EPS και μετά το τέλος 

του πειράματος.   Αυτή η παρατήρηση αποτελεί μια ακόμα ένδειξη ότι τα 

ανθρακικά μειώνουν την παραγωγή των EPS. 

Όσο αφορά την συνθήκη με την έλλειψη θείου εμφάνισε την 

μεγαλύτερη παραγωγή  EPS μέχρι την μέρα 20. Τα αποτελέσματα τις επόμενες 

μέρες μετά την μέρα 20 δεν είναι αξιόπιστα και ο λόγος θα εξηγηθεί 

παρακάτω. Πρώτα όμως να σημειωθεί πως η συγκεκριμένη σειρά με την 

συνεχή διοχέτευση αέρα, σε πολλά δείγματα της πραγματοποιήθηκε και 

παρατήρηση σε οπτικό μικροσκόπιο (4.4.7). Η συνθήκη με την έλλειψη θείου 

ήταν η μόνη συνθήκη που μετά τις 20 μέρες εμφάνισε διαλυμένα κύτταρα 

σύμφωνα με το οπτικό μικροσκόπιο. Και όσο πέρναγαν οι μέρες τόσο 

αυξάνονταν τα διαλυμένα κύτταρα σε σχέση με τα ολόκληρα. Συνεπώς λόγο 

της παρατήρησης από το οπτικό και σε συνδυασμό με την φθίνουσα πορεία της 

κυτταρικής ανάπτυξης (εικόνα 30) συμπεραίνεται ότι ένα μεγάλο μέρος των 

κυττάρων μετά την μέρα 20 είχε σπάσει με αποτέλεσμα το σήμα στο 

υπερκείμενων να οφείλεται και σε υδατάνθρακες που προέρχονται από το 

εσωτερικό των κυττάρων και όχι μόνο από την παραγόμενη πεπτιδογλυκάνη. 

Η μέγιστη συγκέντρωση ΕPS στην συνθήκη -S που σημειώθηκε μέχρι την 

μέρα 20 ήταν  0,048 mg/mL. Το σπάσιμο των κυττάρων και η χαμηλή σχετικά 

παραγωγή EPS χαρακτηρίζουν την συνθήκη –S μη αποδοτική για την 

παραγωγή EPS. 
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Εικόνα 32. Ανάπτυξη του Nostoc calcicola σε τέσσερα διαφορετικά θρεπτικά μέσα BG11 

NH4+, –N, -Ν-C και –S με συνεχή παροχή αέρα. Συγκέντρωση EPS σε συνάρτηση με τον 

χρόνο (a) και συγκέντρωση πρωτεΐνης στο υπερκείμενο σε συνάρτηση με τον χρόνο (b). 
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3.4.6 Μελέτη του παραγώμενου εξωπολυσακχαρίτη με φασματοσκοπία 

υπερύθρου (IR) 

  Στην συγκεκριμένη πειραματική ενότητα θα αναλυθεί ο τρόπος 

απομόνωσης του πολυσακχαρίτη και η μελέτη του με φασματοσκοπία 

υπερύθρου. Αρχικά πραγματοποιήθηκε η απομόνωση του πολυσακχαρίτη 

σύμφωνα με τα πρωτόκολλα [68, 69]. Ωστόσο σύμφωνα με τα συγκεκριμένα 

πρωτόκολλα ο πολυσακχαρίτης έπρεπε να κατακρημνιζόταν με την προσθήκη 

αλκοόλης και να βρισκόταν στο ίζημα. Λήφθηκε φάσμα υπερύθρου του 

αποξηραμένου ιζήματος και ήταν ολόιδιο με το φάσμα τον αλάτων του 

θρεπτικού μέσου BG11(εικόνα 33).  

 

Εικόνα 33. Φάσματα ΙR: φάσμα αλάτων θρεπτικού BG11 (πάνω) και φάσμα ιζήματος που 

προήλθε από την προσθήκη 2-προπανόλης στο υπερκείμενο της καλλιέργειας [68, 69] 

(κάτω). 

 Συνεπώς, με την προσθήκη αλκοόλης κατακρημνίστηκαν αλάτια του 

θρεπτικού μέσου BG11. Οι παραγόμενοι πολυσακχαρίτες συνεπώς θα είχαν 

απομείνει στο υπερκείμενο μαζί με την 2-προπανόλη. Για την επιβεβαίωση της 

υπόθεσης αυτής πραγματοποιήθηκε σε μια ποσότητα του υπερκειμένου η 

μέθοδος θυμόλης-θειικού (3.3.5). Το αποτέλεσμα ήταν θετικό επιβεβαιώνοντας 

την ύπαρξη υδατανθράκων στο υπερκείμενο (εικόνα 34). 
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Εικόνα 34. Αποτέλεσμα αντίδρασης θυμόλης-θειικού: με νερό (τυφλό) (αριστερά) και  με 

υπερκείμενο που προήλθε από την προσθήκη 2-προπανόλης (δεξιά). 

 Συνεπώς πραγματοποιήθηκε περεταίρω επεξεργασία και ανάλυση του 

υπερκειμένου παρά του ιζήματος. Τα παρακάτω βήματα είναι επιπρόσθετα. 

Πραγματοποιήθηκε ξήρανση του υπερκειμένου στους 45 
0
C. Στο τέλος 

παρέμεινε μια λεπτή στρώση υλικού η οποία είχε έντονη χαρακτηριστική 

μυρωδιά σαν μελάσα. Επειδή δεν μπορούσε να απομακρυνθεί από το σκεύος 

ξήρανσης προστέθηκε νερό ώστε ο πολυσακχαρίτης να διαλυθεί. Το 

παραγόμενο υδατικό διάλυμα είχε την ίδια μυρωδιά και πορτοκαλί χρώμα. 

Τέλος το διάλυμα λυοφιλοποιήθηκε και το παραγόμενο στερεό έδωσε το εξής 

φάσμα υπερύθρου (εικόνα 35): 

 

Εικόνα 35. Φάσμα υπερύθρου εξωπολυσακχαρίτη από τον μικροοργανισμό Nostoc calcicola 

εκχυλισμένο με τη μέθοδο της ενότητας 3.3.10. 

 Παρατηρήθηκαν, χαρακτηριστικές κορυφές που υποδηλώνουν την 

ύπαρξη γλυκοσιδικού δεσμού στην περιοχή 900-1200 cm
-1

 [73-75]. 

Παράλληλα η κάμψη της δόνηση του δεσμού Ο-Η, όπως φαίνεται και στην 

περιοχή 3257 cm
-1

 ενισχύει την υποψία ύπαρξης πολυσακχαρίτη, καθώς είναι 

μια χαρακτηριστική ομάδα στους πολυσακχαρίτες. Επίσης αξιοσημείωτη είναι 
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η ύπαρξη της κορυφής στα 1633,5 cm
-1

, η οποία υποδηλώνει την ύπαρξη 

αμινομάδας [76, 77]. Τέλος, τρεις τύποι ζωνών κάτω από 950-750 cm
-1

 

οφείλονται στα α ή β ανομερή. Το FTIR μπορεί να χρησιμοποιηθεί για τη 

διάκριση διαφορετικών πολυσακχαριτών, αλλά καθώς αλλάζει η σύνθεσή τους, 

κάθε πολυμερές δίνει ένα συγκεκριμένο φάσμα (αποτύπωμα) [78]. 

Πίνακας 42. Ανάθεση κορυφών στο φάσμα υπερύθρου του παραγόμενου εξωπολυσακχαρίτη 

από τον μικροοργανισμό Nostoc calcicola. 

Κορυφές σε cm
-1

 Αντίστοιχες αναθέσεις κορυφών 

3257 Δόνηση κάμψης δεσμού Ο-Η [77] 

2913,1 Αλειφατική δόνηση κάμψης δεσμού (C-H) [77] 

1633,5 Δόνηση δεσμών –ΝΗ2 [77] 

1407,8 Δόνηση δεσμού αλειφατικής αλυσίδας C-C και δόνηση 

έκτασης σεδμού  C-O-O [77] [79] 

1254 C-OH και C-H κάμψη στο επίπεδο [80] και δόνηση θειικού 

εστέρα Ο-SO3
-
 [81] 

1130,6 Δόνηση δεσμού C-O σε μεθόξυ ομάδα [69]  

1027,7 Ενισχυμένη κορυφή α΄γλυκοσιδικού δεσμού O-C-O [73-

75, 82] 

866,1 Επιμίκυνση δακτυλίου του β-1,4 γλυκοσιδικού δεσμού [83, 

84] 

 

 

3.4.7 Παρατήρηση κυττάρων Nostoc calcicola με οπτική μικροσκοπία σε 

τέσσερα θρεπτικά μέσα, παρουσία όλων των συστατικών, σε έλληψη αζώτου, σε 

έλληψη αζώτου και άνθρακα και σε έλλειψη θείου. 

 Στην παρούσα ενότητα θα μελετηθούν εικόνες από το οπτικό 

μικροσκόπιο του Nostoc calcicola  στις τέσσερις συνθήκες της ενότητας 3.4.5 

(παρουσία όλων των συστατικών, σε έλλειψη αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και 

άνθρακα και σε έλλειψη θείου). Οι παρακάτω εικόνες είναι από την 21 

πειραματική ημέρα. Οι συνθήκες με παρουσία όλων το συστατικών, με έλειψη 

αζώτου και με έλλειψη αζώτου και άνθρακα (Εικόνα 36. Α, B και C) 

εμφάνισαν μεγάλες κυτταρικές αλυσίδες και παρόμοιου μεγέθους και 

χρώματος κύτταρα. Η μόνη διαφορά της εικόνας Α με B και C ήταν ότι στην B 

και C  (δηλαδή στην –N και –N-C συνθήκη) ήταν μεγαλύτερη η συχνότητα 

ετεροκυστών για την καθήλωση αζώτου [50].  Η μόνη συνθήκη που εμφάνισε 

έντονη διαφορά ήταν η συνθήκη με στέρηση θείου (εικόνα 36. D). Τα κύτταρα 

ήταν πιο μεγάλα σε μέγεθος από τις προηγούμενες συνθήκες, με μικρότερου 

μήκους κυτταρικών αλυσίδων, με κιτρινωπό χρώμμα και εμφάνιση 

εσωτερικών κυστιδίων (θα μελετηθούν εκτενέστερα στην ενότητα 3.4.9 – 
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TEM). Το αξιοσημείωτο όμως ήταν ότι στην συγκεκριμένη συνθήκη μόνο 

εμφανίστηκαν θραύσματα κυττάρων, τα οποία πρωτοπαρατηρήθηκαν από την 

21 ημέρα και μετά. 

 

Εικόνα 36. Εικόνες από οπτικό μικροσκόπιο με χρήση της ελαιοβυθιζόμενου αντικειμενικού 

φακού Plan Apo 60x του κυανοβακτηρίου Nostoc calcicola σε τέσσερις συνθήκες: παρουσία 

όλων των θρεπτικών (Α), σε έλλειψη αζώτου (Β), σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα (C) και σε 

έλλειψη θείου (D). (1) ετεροκύστες, (2) θραύσματα κυττάρων.  
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3.4.8 Παρατήρηση κυττάρων Nostoc calcicola με ηλεκτρονική μικροσκοπία 

σάρωσης (SEM) σε τέσσερα θρεπτικά μέσα, παρουσία όλων των συστατικών, σε 

έλλειψη αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα και σε έλλειψη θείου. 

 Στην παρούσα ενότητα μελετήθηκε η εξωτερική επιφάνεια των 

κυττάρων με την χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας σάρωσης σε δείγματα από 

τέσσερις διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης (παρουσία όλως των θρεπτικών 

συστατικών (NH4
+
), απουσία αζώτου (–N), απουσία αζώτου και άνθρακα (-Ν-

C) και απουσία θείου (-S)) την 31 πειραματική ημέρα. Η εικόνα Α προέρχεται 

από το θρεπτικό μέσο NH4
+
. Στην συγκεκριμένη εικόνα παρατηρήθηκε τα 

κύτταρα να περιτυλίγονται από μία μεμβράνη. Ωστόσο στις συνθήκες –Ν και –

Ν-C (εικόνα Β και C) παρατηρήθηκε η μεμβράνη αυτή να έχει μεγαλύτερη 

έκταση καλύπτοντας ολόκληρη επιφάνια και τα κύτταρα να βρίσκονται από 

κάτω. Τα αποτελέσματα αυτά  συμφωνούν με τις συγκεντρώσεις των 

υδατανθράκων (εικόνα 32) όπου παρατηρήθηκε η σχέση –Ν ≈ -Ν-C > NH4
+
. 

Στην συνθήκη με την έλλειψη θείου (D) παρατηρήθηκαν και στο ηλεκτρονικό 

μικροσκόπιο σάρωσης σπασμένα κύτταρα και μικρές μήκους κυτταρικές 

αλυσίδες. Επιπλέον τα κύτταρα καλύπτονταν μια μεμβράνη παρόμοια με αυτή 

της συνθήκης NH4
+
. Να σημειωθεί ότι οι εξωπολυσακχαρίτες δεν έχουν στην 

καλλιέργεια αυτήν την μορφή που έχουν στις εικόνας και ότι συγκεκριμένη 

μορφή τους στις εικόνες οφείλεται στην αποξήρανση τους.  

 

Εικόνα 37. Εικόνες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο σάρωσης του κυανοβακτηρίου Nostoc 

calcicola σε τέσσερις συνθήκες: παρουσία όλων των θρεπτικών (Α), σε έλλειψη αζώτου (Β), 

σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα (C) και σε έλλειψη θείου (D).  
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3.4.9 Παρατήρηση κυττάρων Nostoc calcicola με ηλεκτρονική μικροσκοπία 

διέλευσης (ΤEM) σε δύο θρεπτικά μέσα, παρουσία όλων των συστατικών και σε 

έλλειψη θείου. 

Στην παρούσα ενότητα μελετήθηκε το εσωτερικό των κυττάρων με την 

χρήση ηλεκτρονικής μικροσκοπίας διέλευσης σε δείγματα από δύο 

διαφορετικές συνθήκες ανάπτυξης (παρουσία όλων των θρεπτικών συστατικών 

(NH4
+
) και απουσία θείου (-S)) την 28 πειραματική ημέρα. Σύμφωνα με τις 

εικόνες από το ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης, τα κύτταρα στις συνθήκες 

NH4
+
 (συνθήκη μάρτυρας) και –S εμφάνισαν διαφορετικού τύπου κυτταρικών 

οργανιδίων (εικόνες 38 και 39). Οι συγκεκριμένες εικόνες συμφωνούν με τις 

αντίστοιχες εικόνες του οπτικού μικροσκοπίου (3.4.7).  

Αναλυτικότερα, όσον αφορά στη συνθήκη μάρτυρα (εικόνα 38), τα 

κύτταρα εμφάνισαν το κλασικό σφαιρικό σχήμα και είχαν μέγεθος από 2-3 μm. 

Είναι εμφανής οι παρουσία των θυλακοειδών στο κυτταρόπλασμα τα οποία 

είναι σαν πεπλατυσμένα κυστίδια. Τα καρβοξυσώματα παρατηρούνται σε 

περιοχές με πυκνότητα στα κυτταρόπλασμα. Κόκκοι με μεγάλη πυκνότητα στο 

κυτταρόπλασμα ανταποδόθηκαν στα πολυφωσφορικά σωμάτια [85].  Στην 

συνθήκη μάρτυρα εμφανίστηκαν εξωτερικά κυστίδια [86] τα οποία 

απουσιάζουν από την συνθήκη με την έλλειψη θείου.  

Στην συνθήκη με έλλειψη θείου παρατηρήθηκαν κύτταρα με 

διαφορετικά κυτταρικά οργανίδια (εικόνα 38). Αρχικά το σχήμα και το μέγεθος 

των κυττάρων είχε αλλάξει σε σχέση με την συνθήκη μάρτυρα. Τα κύτταρα 

είχαν ένα μακρόστενο και ακανόνιστο σχήμα και το μέγεθος τους κυμαινόταν 

από τα 2-6 μm. Δεν ήταν εμφανής η ύπαρξη θυλακοειδών. Επιπλέον 

παρατηρήθηκαν δύο καινούργιοι τύποι κυστιδίων χαμηλής και υψηλής 

πυκνότητα. Σύμφωνα με την βιβλιογραφία [85] τα κυστίδια χαμηλής 

πυκνότητας αναθέτονται σε κυστίδια με πολυ-υδροξυβουτυτικό (PHB) και τα 

κυστίδια υψηλής πυκνότητας σε κυανοφυκίνης, μια αποθήκη αζώτου για τα 

κυανοβακτήρια [87]. Ωστόσο για την επιβεβαίωση της ύπαρξης PHB είναι 

απαραίτητο να γίνει απομόνωση και ταυτοποίηση του υλικού, καθώς δεν 

υπάρχει ακόμα κάποια βιβλιογραφική αναφορά για το Nostoc calcicola να 

παράγει πολυ-υδροξυβουτυρικό. Παρόλο αυτά,  οι συγκεκριμένες εικόνες 

αποτελούν μια καλή ένδειξη για πιθανή παραγωγή PHB. Τέλος παρατηρήθηκε 

έξω και γύρω από τα κύτταρα να υπάρχει μια σκιά που ανταποδίδεται στα EPS 

[86].  
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Εικόνα 38. Εικόνες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης (TEM) του κυανοβακτηρίου 

Nostoc calcicola σε συνθήκες ανάπτυξης NH4
+
. Kυτταροπλασματική μεμβράνη - cytoplasmic 

membrane (CM), καρβοξυσώματα – carboxysome (Cs), εξωπολυσακχαρίτες – 

exopolysaccharides (EPS), εξωτερική μεμβράνη -  outer membrane (OM), πολυφωσφορικό 

σωμάτιο – polyphosphate body (Pb), θυλακοειδή – thylakoid (Th) [85, 86].  

 

Εικόνα 39. Εικόνες από ηλεκτρονικό μικροσκόπιο διέλευσης (TEM) του κυανοβακτηρίου 

Nostoc calcicola σε συνθήκες ανάπτυξης μεέλλειψη θείου. Κυστίδιο κυανοφυκίνης - 

cyanophycin granules (CG), πολύ-υδροξυβουτυρικό - poly-hydroxybutyrate (PHB), 

πολυφωσφορικό σωμάτιο – polyphosphate body (Pb), απελευθερωμένοι εξωπολυσακχαρίτες 

– released exopolysaccharides (REPS) [85]. 
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3.5 Συμπεράσματα 

 Στο παρόν κεφάλαιο επιβεβαιώθηκε για μία ακόμα φορά η παραγωγή 

EPS από τον μικροοργανισμό Nostoc calcicola. Επιπλέον, εξετάστηκε η 

παραγωγή των EPS σε συνθήκες έλλειψης αζώτου παρουσία 3 μορφών 

άνθρακα (ανθρακικό νάτριο, διοξείδιο του άνθρακα και γλυκόζη). 

Διαπιστώθηκε πως σε έλλειψη αζώτου πηγές άνθρακα, όπως το ανθρακικό 

νάτριο και η γλυκόζη, η αύξηση της συγκέντρωσης τους στο θρεπτικό μέσο 

επάγουν την μείωση παραγωγής EPS. Αντίθετα πηγές άνθρακα, όπως το 

διοξείδιο του άνθρακα, η αύξηση της συγκέντρωσης τους ενισχύει την 

παραγωγή EPS. Συνεπώς η πιο αποδοτική πηγή άνθρακα για την παραγωγή 

EPS σε έλλειψη αζώτου αναδείχθηκε το διοξείδιο του άνθρακα. Επιπλέον η 

παραγωγή EPS  παρουσία διοξειδίου του άνθρακα πραγματοποιείται σε δύο 

στάδια παραγωγής. 

 Επίσης εξετάστηκε η παραγωγή EPS στις συνθήκες ανάπτυξης 

παρουσία όλως των θρεπτικών συστατικών (NH4
+
), απουσία αζώτου (–N), 

απουσία αζώτου και άνθρακα (-Ν-C) και απουσία θείου (-S) με συνεχής 

παροχή αέρα. Η πιο αποδοτική συνθήκη ανάπτυξης για παραγωγή EPS 

αναδείχθηκε η –N-C συνθήκη.  Επιπρόσθετα, διαπιστώθηκε πως η ύπαρξη 

πηγής αζώτου στο θρεπτικό μέσο μειώνει την παραγωγή των EPS. Επιπλέον 

επιβεβαιώθηκε για μία ακόμη φορά πως σε έλλειψη αζώτου η παρουσία 

ανθρακικών μεώνει την παραγωγή EPS (-N<-N-C). Η συνθήκη θείου δεν 

αποδείχθηκε αποτελεσματική συνθήκη για παραγωγή EPS καθώς τα κύτταρα 

μετά από ένα χρονικό σημείο σπάνε και απελευθερώνουν τους εσωτερικούς 

υδατάνθρακες. Ωστόσο, η συγκεκριμένη συνθήκη είναι ικανή να παράξει 

άλλου είδους χρήσιμων πολυμερών και υπάρχει μια ένδειξη για παραγωγή 

πολυ-υδροξυαλκανοϊκων.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ 

ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ 
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Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκε η επίδραση των συνθηκών 

ανάπτυξης σε τρία φυσικά προϊόντα, το υδρογόνο, τα πολυυδροξυαλκανοϊκα 

και οι εξωπολυσακχαρίτες, που προέρχονται από φωτοσυνθετικούς 

μικροοργανισμούς. 

Η παρούσα διατριβή είναι χωρισμένη σε δύο τμήματα. Στο πρώτο 

τμήμα μελετήθηκαν τρία οργανικά οξέα, το οξικό, το ηλεκτρικό και το μηλικό, 

πως επηρεάζουν την παραγωγή υδρογόνο και πολυ-β-υδροξυβουτυρικών.  Για 

την επίτευξη του στόχου αυτού χρησιμοποιήθηκε ο μικροοργανισμός   

Rhodopseudomonas palustris sp. σε δύο συνθήκες ανάπτυξης, παρουσία θείου 

που ευνοεί την παραγωγή υδρογόνου και σε έλλειψη θείου που ευνοεί την 

παραγωγή πολυ-β-υδροξυβουτυρικού.  

Σε αυτή τη διατριβή ο μικροοργανισμός Rhodopseudomonas palustris 

sp. έδειξε για μία ακόμα φορά την ικανότητα του να παράγει υδρογόνο και 

PHB. Η καλύτερη πηγή άνθρακα για παραγωγή υδρογόνου μεταξύ του οξικού, 

του ηλεκτρικού και του μηλικού οξέως αποδείχθηκε να είναι το οξικό οξύ. Το 

μηλικό οξύ δεν εμφάνισε σε καμία συνθήκη παραγωγή υδρογόνου. Για την 

παραγωγή PHB αναδείχθηκε ως καλύτερη πηγή άνθρακα το οξικό οξύ σε 

στέρηση θείου. Και στις τρεις πηγές άνθρακα η συνθήκη με την στέρηση θείου 

είχε την μεγαλύτερη παραγωγή PHB. Όσο αφορά την παραγωγή βιομάζας η 

αποδοτικότερη πηγή άνθρακα υποδείχθηκε να είναι το μηλικό οξύ. Και στις 

τρεις πηγές άνθρακα η καλύτερη συνθήκη παραγωγή βιομάζας ήταν η +S 

συνθήκη όπως ήταν αναμενόμενο, καθώς τα κύτταρα δεν στερήθηκαν κανένα 

στοιχείο ζωτικής σημασίας και είχαν μια φυσιολογική ανάπτυξη.  

Συνεπώς ο μικροοργανισμός Rhodopseudomonas palustris sp. έχει 

δυνατότητες να αξιοποιηθεί από την βιομηχανία για παραγωγή υδρογόνου, 

PHB και βιομάζας. Ωστόσο πρέπει να συνεχιστούν και οι μελέτες σε 

μεγαλύτερη κλίμακα λαμβάνοντας υπόψη όλες τις παραμέτρους που 

επηρεάζουν την παραγωγή. Ήδη υπάρχει ένας σημαντικός αριθμός 

δημοσιεύσεων σε μεγαλύτερης κλίμακας καλλιέργειας του μικροοργανισμού 

Rhodopseudomonas palustris sp., ωστόσο οι παράμετροι είναι πάρα πολλοί και 

υπάρχει ανάγκη για περεταίρω μελέτη.   

 Στο δεύτερο μέρος της διατριβής πραγματοποιήθηκε η μελέτη της 

επίδρασης της πηγής άνθρακα στην παραγωγή εξωπολυσακχαριτών από το 

κυανοβακτήριο Nostoc calcicola. Οι πηγές άνθρακα  που εξετάστηκαν ήταν 

μια οργανική πηγή, η γλυκόζη, και δύο ανόργανες πηγές, το ανθρακικό νάτριο 

και το διοξείδιο του άνθρακα. Τα πειράματα πραγματοποιήθηκαν σε συνθήκες 

στρες για τα κύτταρα που αυτό επετεύχθητε με την έλλειψη αζώτου στο 

θρεπτικό μέσο. Επιπλέον έγινε περεταίρω μελέτη της παραγωγής των  EPS σε 
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τέσσερις διαφορετικές συνθήκες, παρουσία όλων των συστατικών, σε έλλειψη 

αζώτου, σε έλλειψη αζώτου και άνθρακα και σε έλλειψη θείου. Όλα τα 

πειράματα διεξήχθηκαν παρουσία συνεχής ροής αέρα. Τέλος 

πραγματοποιήθηκε παρατήρηση των κυττάρων με οπτική και ηλεκτρονική 

μικροσκοπία στις παραπάνω τέσσερις συνθήκες. 

 Στο δεύτερο μέρος της διατριβής επιβεβαιώθηκε για μία ακόμα φορά η 

παραγωγή EPS από τον μικροοργανισμό Nostoc calcicola. Επιπλέον, 

διαπιστώθηκε πως σε έλλειψη αζώτου πηγές άνθρακα, όπως το ανθρακικό 

νάτριο και η γλυκόζη, η αύξηση της συγκέντρωσης τους στο θρεπτικό μέσο 

επάγουν την μείωση παραγωγής EPS. Αντίθετα πηγές άνθρακα, όπως το 

διοξείδιο του άνθρακα, η αύξηση της συγκέντρωσης τους ενισχύει την 

παραγωγή EPS. Συνεπώς η πιο αποδοτική πηγή άνθρακα για την παραγωγή 

EPS σε έλλειψη αζώτου αναδείχθηκε το διοξείδιο του άνθρακα. Επιπλέον η 

παραγωγή EPS  παρουσία διοξειδίου του άνθρακα πραγματοποιείται σε δύο 

στάδια παραγωγής. 

Επίσης όσο αφορά την παραγωγή EPS στις συνθήκες ανάπτυξης 

παρουσία όλως των θρεπτικών συστατικών (NH4
+
), απουσία αζώτου (–N), 

απουσία αζώτου και άνθρακα (-Ν-C) και απουσία θείου (-S) με συνεχής 

παροχή αέρα, η πιο αποδοτική συνθήκη ανάπτυξης αναδείχθηκε η –N-C 

συνθήκη.  Επιπρόσθετα, διαπιστώθηκε πως η ύπαρξη πηγής αζώτου στο 

θρεπτικό μέσο μειώνει την παραγωγή των EPS. Επιπλέον επιβεβαιώθηκε για 

μία ακόμη φορά πως σε έλλειψη αζώτου η παρουσία ανθρακικών μεώνει την 

παραγωγή EPS (-N<-N-C). Η συνθήκη θείου δεν αποδείχθηκε αποτελεσματική 

συνθήκη για παραγωγή EPS καθώς τα κύτταρα μετά από ένα χρονικό σημείο 

σπάνε και απελευθερώνουν τους εσωτερικούς υδατάνθρακες. Ωστόσο, η 

συγκεκριμένη συνθήκη είναι ικανή να παράξει άλλου είδους χρήσιμων 

πολυμερών και υπάρχει μια ένδειξη για παραγωγή πολυ-υδροξυαλκανοϊκων.  

Συνεπώς ο μικροοργανισμό Nostoc calcicola έχει τις δυνατότητες να 

αξιοποιηθεί από την βιομηχανία για παραγωγή EPS. Οι παραγόμενοι EPS 

έχουν εμφανίσει σημαντικές βιολογικές δραστικότητες. Ωστόσο υπάρχει 

ανάγκη περαιτέρω μελέτης της δομής των EPS για το προσδιορισμό επιπλέον 

πρόσθετων λειτουργικών ομάδων στα σάκχαρα που μπορούν να επιφέρουν 

επιπλέον ιδιότητες. Επιπρόσθετα, συνθήκες παραγωγής EPS από το Nostoc 

calcicola δεν είναι εξονυχιστικά  μελετημένες. Επομένως περαιτέρω μελέτη 

διαφόρων συνθηκών ανάπτυξης (όπως πηγές άνθρακα με μόρια που είναι 

κλειδιά στο μεταβολισμό του κυττάρου) μπορούν να επιφέρουν μεγαλύτερη 

παραγωγή EPS.  
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Κλείνοντας, ο μικροοργανισμός αυτός, μπορεί να αναδειχθεί 

ικανοποιητική πηγή άλλων πολυμερών όπως διαπιστώθηκε στην συνθήκη με 

την στέρηση θείου. Ωστόσο πρέπει να γίνει επακριβείς ταυτοποίηση των 

παραγόμενων πολυμερών και μελέτη των συνθηκών ανάπτυξης σε στέρηση 

θείου που να επιβοηθούν την παραγωγή τους.    
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