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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 


	 Στην παρούσα διπλωµατική εργασία πραγµατοποιήθηκε διερεύνηση της επίδρασης µιας 
σειράς συνθηκών καλλιέργειας στην κυτταρική ανάπτυξη, φωτοσυνθετική δραστηριότητα και στην 
παραγωγή υδρογόνου από ένα φωτοσυνθετικό µικροφύκος του γένους Chlorella, το οποίο είχε 
αποµονώθηκε από ευτροφικό ποτάµι στην πόλη του Ηρακλείου Κρήτης. 


Τα φωτοσυνθετικά µικροφύκη έχουν τη δυνατότητα µέσω της διαδικασίας της 
φωτοσύνθεσης να παράγουν βιο-υδρογόνο, ενός φιλικού προς το περιβάλλον καύσιµο, που δύναται 
να περιορίσει την ατµοσφαιρική ρύπανση. Σε αυτό το πλαίσιο, πραγµατοποιήθηκε διερεύνηση για 
την εύρεση των βέλτιστων συνθηκών στις οποίες τα κύτταρα Chlorella είναι ικανά να παράγουν 
υψηλότερες ποσότητες υδρογόνου, καθώς και την επίδραση των συνθηκών αυτών στην ανάπτυξη, 
φωτοσυνθετική δραστηριότητα και στο βιοχηµικό περιεχόµενο των κυττάρων. Πιο συγκεκριµένα, 
µελετήθηκαν η επίδραση µιας σειράς υποστρωµάτων άνθρακα, θερµοκρασίας, εντάσεων φωτισµού 
και ανάδευσης των καλλιεργειών. Επιπλέον, πραγµατοποιήθηκε µελέτη της παραγωγής υδρογόνου 
σε θρεπτικά µέσα από τα οποία απουσιάζουν µακροθρεπτικά συστατικά, όπως ενώσεις θείου, 
αζώτου, φωσφόρου και καλίου σε διαφορετικά pH. Επίσης, προσδιορίστηκε το βιοχηµικό 
περιεχόµενο των κυττάρων στις παραπάνω συνθήκες. 


Τα αποτελέσµατα έδειξαν πως τα κύτταρα του στελέχους παράγουν τις µεγαλύτερες 
ποσότητες υδρογόνου όταν καλλιεργηθούν σε θρεπτικό µέσο όπου απουσιάζουν ενώσεις του 
καλίου σε ελαφρά όξινο περιβάλλον. Το υπόστρωµα άνθρακα που προσφέρει την µεγαλύτερη 
παραγωγή υδρογόνου µεταξύ άλλων πηγών άνθρακα είναι η γλυκόζη, ενώ η µέτρια ένταση 
φωτισµού υπό ανάδευση της καλλιέργειας παράγει µεγαλύτερους όγκους αερίου σε σχέση µε τις 
υπόλοιπες συνθήκες που µελετήθηκαν.  


Τα αποτελέσµατα της παρούσας διατριβής καθιστούν σαφές ότι το στέλεχος Chlorella sp. 
µπορεί να χρησιµοποιηθεί για την παραγωγή βιοκαυσίµων µε χαµηλότερο περιβαλλοντικό 
αποτύπωµα. 


Λέξεις κλειδιά: Φωτοσυνθετικά µικροφύκη, Chlorella sp, συνθήκες ανάπτυξης, παραγωγή 
υδρογόνου, στέρηση θείου - αζώτου - φωσφόρου - καλίου, βιοχηµικό περιεχόµενο 
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ABSTRACT 


	 In this thesis, the effect of a series of culture conditions on cell growth, photosynthetic 
activity and hydrogen production by a photosynthetic microalga of the genus Chlorella, which had 
been isolated from a eutrophic river in the city of Heraklion, Crete, was investigated. 

Through the process of photosynthesis, photosynthetic microalgae produce biohydrogen, 
an environmentally sustainable fuel that has a lower impact on atmospheric pollution. In this 
context, an investigation was carried out to find the optimal conditions in which Chlorella cells are 
able to produce higher amounts of hydrogen gas, as well as the effect of these conditions on growth, 
photosynthetic activity and the biochemical content of the cells. More specifically, the effect of a 
carbon substrate, temperature, light intensity and agitation of the cultures with an orbital shaker 
were studied. In addition, a study of hydrogen production in nutrient media with macronutrient 
deprivation such as sulfur, nitrogen, phosphorus and potassium at different pH was carried out. 
Also, the biochemical content of the cells in the above conditions was determined. 

Our results showed that microalgal cells produced the largest amounts of hydrogen when 
cultured in a nutrient medium where potassium compounds are absent, under slightly acidic 
conditions. The carbon substrate that led to the highest hydrogen production among other carbon 
sources was glucose, while medium light intensity regimes, under shaking of the culture produces 
larger volumes of gas, compared to the other conditions studied.  

The results of this thesis make it clear that the Chlorella sp. strain has the potential to be 
used for the production of biofuels with a lower environmental footprint. 

    


Key words: Photosynthetic algae, Chlorella sp, growth conditions, hydrogen production, sulfur-
nitrogen-phosphorus-potassium deprivation, biochemical content
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1: ΕΙΣΑΓΩΓΗ 


1.1 Φωτοσύνθεση 

 

 	 Φωτοσύνθεση είναι η διαδικασία που εκτελούν οι πολυκύτταροι φυτικοί οργανισµοί και 
µερικοί µικροοργανισµοί (όπως πράσινα µικροφύκη) προκειµένου να εξασφαλίσουν την 
απαραίτητη ενέργεια για την ανάπτυξη και τις µεταβολικές τους πορείες. Για τον σκοπό αυτό, οι 
οργανισµοί, χρησιµοποιούν φωτεινή ενέργεια και την µετατρέπουν σε χηµική. [1] Η διαδικασία 
αυτή λαµβάνει χώρα στους χλωροπλάστες και διακρίνεται στις φωτεινές και σκοτεινές αντιδράσεις.

	 Η φωτοσύνθεση διακρίνεται στην οξυγονική και την µη - οξυγονική [2]. Στην πρώτη 
περίπτωση, παράγεται οξυγόνο, ενώ στην τελευταία, το οξυγόνο δεν παρατηρείται ως προϊόν της 
διαδικασίας. Αυτό το είδος της φωτοσύνθεσης είναι πιο συνηθισµένο σε κάποια φωτοσυνθετικά 
βακτήρια. [2,3]. Η παρακάτω εικόνα (Εικόνα 1), συνοψίζει τη γενική αντίδραση σε κάθε είδος 
φωτοσύνθεσης. 


Εικόνα 1: Γενική εξίσωση της οξυγονικής φωτοσύνθεσης (πάνω). Διακρίνεται πως µαζί µε την οργανική 
ύλη που παράγεται, απελευθερώνεται και µοριακό οξυγόνο, ενώ στη µη οξυγονική φωτοσύνθεση (κάτω) 
µαζί µε την οργανική ύλη, το προϊόν που σχηµατίζεται είναι διαφορετικό από το οξυγόνο. [4] 


1.2 Φωτεινές αντιδράσεις φωτοσύνθεσης

      

 

 	 Οι φωτεινές αντιδράσεις της φωτοσύνθεσης πραγµατοποιούνται στις µεµβράνες των 
θυλακοειδών, στους χλωροπλάστες (Εικόνα 2) και για την πραγµατοποίηση τους απαιτείται η 
παρουσία φωτός. Κατά την ολοκλήρωση των φωτεινών αντιδράσεων παράγεται ενέργεια, υπό 
µορφή ATP, και αναγωγική ισχύς ως NADPH, που χρησιµοποιούνται στις σκοτεινές αντιδράσεις 
(κύκλος Calvin). Οι τελευταίες οδηγούν στην παραγωγή υδατανθράκων, εξασφαλίζοντας την 
απαραίτητη ενέργεια κατά τον καταβολισµό τους στον εκάστοτε οργανισµό. [5, 6].  
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Εικόνα 2: Απεικόνιση του χλωροπλάστη.(αριστερά) Στην εικόνα διακρίνονται οι θυλακοειδείς µεµβράνες 
όπου λαµβάνουν χώρα οι φωτεινές αντιδράσεις καθώς φαίνεται και το stroma του χλωροπλάστη όπου 
πραγµατοποιούνται οι σκοτεινές αντιδράσεις (κύκλος Calvin) [5]. Απεικόνιση γενικού σχήµατος της 
φωτοσύνθεσης - φωτεινών και σκοτεινών αντιδράσεων (δεξιά) [7]. 


	 Οι φωτεινές αντιδράσεις, αφορούν την απορρόφηση φωτός από τα φωτοσυστήµατα I και II, 
την µεταφορά της ενέργειας µέσω αλυσίδας ηλεκτρονίων και τελικά την παραγωγή ATP και 
NADPH. Η απορρόφηση του φωτός λαµβάνει χώρα στα φωτοσυστήµατα, τα οποία στο κέντρο 
αντίδρασης διαθέτουν χρωστικές, οι κυριότερες των οποίων είναι οι χλωροφύλλες.  Η χλωροφύλλη 
στο φωτοσύστηµα II (PSII) απορροφά ακτινοβολία µήκους κύµατος 680 nm και καλείται P680. 
Όταν ένα φωτόνιο απορροφηθεί από την χλωροφύλλη P680 αυτή µεταβαίνει σε µία διεγερµένη 
κατάσταση (P680*). Το διεγερµένο µόριο της χλωροφύλλης, µεταβιβάζει το ηλεκτρόνιο σε ένα 
µόριο φαιοφυτίνης [8]. Η απώλεια του ηλεκτρονίου στο κέντρο αντίδρασης στο φωτοσύστηµα II, 
αναπληρώνεται µε την οξείδωση του νερού στο κέντρο µαγγανίου. Κατά την οξείδωση του νερού 
παράγεται µοριακό οξυγόνο, στην οξυγονική φωτοσύνθεση. [4, 9] Η ανηγµένη φαιοφυτίνη, 
µεταβιβάζει το ηλεκτρόνιο που έλαβε από την χλωροφύλλη σε µία σειρά από πλαστοκινόνες οι 
οποίες ανάγονται σε πλαστοκινόλες. Έπειτα, το κυτόχρωµα bf είναι υπέυθυνο για την 
επανοξείδωση της πλαστοκινόλης σε πλαστοκινόνη, µε την µεταφορά του ηλεκτρονίου σε ένα 
µόριο πλαστoκυανίνης. [9,10]. 

     	 Όσον αφορά το κέντρο του φωτοσυστήµατος I, υπάρχει ένα ζεύγος χλωροφύλλης το οποίο 
απορροφά ακτινοβολία µήκους κύµατος 700 nm (αποκαλείται P700) και η χλωροφύλλη µεταβαίνει 
σε µία διεγερµένη κατάσταση. Από την διεγερµένη χλωροφύλλη τα ηλεκτρόνια οδηγούνται προς 
την φερρεδοξίνη και την αναγωγάση του ζεύγους φερρεδοξίνης-NADP , από την οποία παράγεται 
και το αναγωγικό  NADPH. Τέλος, το ηλεκτρόνιο που χάθηκε από την χλωροφύλλη αναπληρώνεται 
από την πλαστοκυανίνη [9,10]. Στην Εικόνα 3 παρουσιάζεται, η διαδικασία που περιγράφηκε 
προηγουµένως. 


+
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Εικόνα 3: Διαγραµµατική απεικόνιση (σχήµα Ζ) των φωτεινών αντιδράσεων της φωτοσύνθεσης [10]. 


Εικόνα 4: η βαθµίδωση της συγκέντρωσης πρωτονίων οδηγεί στην παραγωγή ATP [11].

   

   Παράλληλα, µε την παραγωγή του NADPH, παράγεται και ATP, µέσω της ATP- συνθάσης 
(Εικόνα 4). Η συνολική ροή των ηλεκτρονίων προς την αναγωγάση του του ζεύγους φερρεδοξίνης-
NADP , δηµιουργεί διαφορά δυναµικού στις δύο πλευρές της µεµβράνης του θυλακοειδούς, 
γεγονός που αποτελεί κινητήρια δύναµη για την σύνθεση ATP [11]. 


+
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1.3 Φωτοσυνθετικές Χρωστικές


  	 Οργανικές ουσίες που είναι υπεύθυνες για την απορρόφηση ορατού φωτός και κατ’ 
επέκταση για την πραγµατοποίηση των φωτεινών αντιδράσεων της φωτοσύνθεσης καλούνται 
φωτοσυνθετικές χρωστικές [12]. Οι χρωστικές οι οποίες βρίσκονται σε αφθονία στους 
φωτοσυνθετικούς µικροοργανισµούς, που αφορούν την παρούσα εργασία, χωρίζονται σε δύο κύριες 
κατηγορίες, τις χλωροφύλλες και τα καροτενοειδή. 

    	 Οι χλωροφύλλες, διαθέτουν πράσινο χρώµα µε σηµαντικότερες, την χλωροφύλλη-a και την 
χλωροφύλλη-b (Εικόνα 5). Η χλωροφύλλη-a παρουσιάζει µέγιστα απορρόφησης στα µήκη κύµατος 
430 και 662 nm ενώ η χλωροφύλλη-b στα 453 και 642 nm [9]. Αποτελούνται από έναν 
τετραπυρολικό δακτύλιο (πορφυρίνη) που στο κέντρο του έχει συναρµοσµένο ένα ιόν µαγνησίου 
( ). Εξαιτίας της παρουσίας της πορφυρίνης, και των δοµών συντονισµού της, τα ηλεκτρόνια 
µπορούν να µετακινούνται ελεύθερα στο αρωµατικό σύστηµα και να µεταβαίνουν µε ευκολία σε 
διεγερµένες καταστάσεις. Η ικανότητα αυτή του δακτυλίου, καθιστά, την χλωροφύλλη κατάλληλο 
µόριο στα κέντρα αντίδρασης για την µεταβίβαση ηλεκτρονίων υψηλής ενέργειας σε άλλα µόρια 
[13]. 


Εικόνα 5: Απεικόνιση των δοµών της χλωροφύλλης-a και της χλωροφύλλης-b. Η χλωροφύλλη-a διαφέρει 
από την b, σε έναν υποκαταστάτη του πυρπολικού δακτυλίου, όπως φαίνεται στην εικόνα. Η χλωροφύλλη-α 
στην θέση που έχει επισηµανθεί διαθέτει οµάδα µεθυλίου ενώ η b στην αντίστοιχη θέση διαθέτει µια 
αλδευδοµάδα [14]. 


   	  Η άλλη κύρια κατηγορία χρωστικών, είναι τα καροτενοειδή, τα οποία είναι οργανικές 
ενώσεις µε εκτενές συζυγιακό σύστηµα και εντοπίζονται στην φωτοσυνθετική κεραία (κέντρα 
απορρόφησης φωτός στα φωτοσυστήµατα). Αυτά, απορροφούν ακτινοβολία στην πράσινη και µπλε 
περιοχή του ορατού φάσµατος του φωτός. Τα καροτενοειδή, προσφέρουν προστασία στους 
οργανισµούς που απαντώνται (ως αντιοξειδωτικά) αλλά και µεταβιβάζουν ενέργεια στην 
χλωροφύλλη, από το φως που απορροφούν [15].


1.4 Φθορισµός Χλωροφύλλης 

        


Mg2+
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  	    Η ενέργεια, που απορροφάται από τις φωτοσυνθετικές χρωστικές και διοχετεύεται στην 
χλωροφύλλη, µπορεί να ακολουθήσει διαφορετικές πορείες. Μεγάλο µέρος της φωτεινής ενέργειας, 
αξιοποιείται και προσφέρεται για την φωτοσύνθεση. Τµήµα της ενέργειας διαφεύγει από το 
σύστηµα υπό µορφή θερµότητας και άλλο µέρος αυτής, εκπέµπεται υπό µορφή φθορισµού από την 
χλωροφύλλη [9]. Ως φθορισµός, ορίζεται η εκποµπή ενός φωτονίου χαµηλότερης ενέργειας σε 
σχέση µε την ενέργεια που απορροφήθηκε από το µόριο που διεγέρθηκε. Ο φθορισµός είναι ένα 
φαινόµενο το οποίο έχει µικρή διάρκεια ζωής (περίπου  sec) [16]. Ο φθορισµός χλωροφύλλης 
είναι µία τεχνική για να προσδιοριστεί η λειτουργικότητα του φωτοσυτήµατος II. Σε φωτοσύστηµα 
το οποίο είναι παρεµποδισµένο µε κάποιον αναστολέα ή βρίσκεται υπό συνθήκες βιολογικής 
καταπόνησης (stress), η ενέργεια δεν µπορεί να διοχετευτεί στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων 
µε αποτέλεσµα η εκποµπή φθορισµού είναι µεγαλύτερη [17]. 





Εικόνα 6: Οι πιθανές διαδροµές που µπορεί να ακολουθήσει η ενέργεια αφού έχει απορροφηθεί από την 
φωτοσυνθετική κεραία [18]. 


   	  Για τον προσδιορισµό της λειτουργικότητας του φωτοσυστήµατος II, οποιοδήποτε δείγµα 
µετρηθεί θα πρέπει αρχικά να προσαρµοστεί στο σκοτάδι, για να επανέλθουν όλα τα µόρια 
χλωροφύλλης στη θεµελιώδη κατάσταση. Έπειτα, το δείγµα δέχεται συνεχή κόκκινη ακτινοβολία 
(laser), προκειµένου όλα τα λειτουργικά φωτοσυστήµατα στο βιολογικό δείγµα να απορροφήσουν 
ακτινοβολία. Έτσι, ο φθορισµός από µία αρχική τιµή ( ), αποκτά µία µέγιστη τιµή ( ) και εν 
συνεχεία µειώνεται σε µία σταθερή τιµή ( ). Η διαφορά των τιµών  και  καλείται  και ο 
λόγος /  (πάντα µικρότερος από την µονάδα) είναι χαρακτηριστικός για τον προσδιορισµό της 
λειτουργικότητας του φωτοσυστήµατος ΙΙ. Χαµηλός λόγος /  υποδηλώνει καταπόνηση 
(stress) του φωτοσυνθετικού µηχανισµού ενώ µεγαλύτερες τιµές του λόγου φανερώνουν την ορθή 
λειτουργία της φωτοσύνθεσης [9 ,17]. 


10−8

F0 Fmax

Fs Fmax F0 Fv

Fv Fmax

Fv Fmax
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1.5 Φωτοσυνθετικά Μικροφύκη  

       

  	 Τα φωτοσυνθετικά πράσινα µικροφύκη, είναι µονοκύτταροι ευκαρυωτικοί οργανισµοί και 
αποτελούν µία από τις αρχαιότερες µορφές ζωής στον πλανήτη. Το µήκος τους, κυµαίνεται από 
µερικά έως και µερικές εκατοντάδες µικρόµετρα (µm) [19]. Τα φωτοσυνθετικά µικροφύκη, όπως 
και τα ανώτερα φυτά, είναι αυτότροφοι οργανισµοί, οι οποίοι µε την απορρόφηση φωτεινής 
ενέργειας, είναι ικανά να συνθέσουν υδατάνθρακες - µέσω του κύκλου Calvin - ο µεταβολισµός 
των οποίων παρέχει στους φωτοσυνθετικούς οργανισµούς την απαραίτητη ενέργεια [5]. Τα 
µικροφύκη µαζί µε τα κυανοβακτήρια, είναι ζωτικής σηµασίας για την ζωή στον πλανήτη, καθώς 
αυτά µέσω της φωτοσύνθεσης, παράγουν σχεδόν, το µισό οξυγόνο που βρίσκεται στην ατµόσφαιρα 
[19]. 

  

1.5.1 Μικροφύκη γένους Chlorella 

       

 	  Το µικροφύκος Chlorella, είναι ένας πράσινος, σφαιρικός, χωρίς µαστίγια, φωτοσυνθετικός  
µονοκύτταρος µικροοργανισµός, το µέγεθος του οποίου κυµαίνεται από 2 έως 10 µm. Τα 
µικροφύκη του γένους Chlorella, είναι ικανά να αναπτύσσονται σε ακραία περιβάλλοντα, καθώς 
προσαρµόζονται εύκολα σε νέες συνθήκες. Μικροοργανισµοί αυτού του γένους, µπορούν να 
αναπτυχθούν σε αστικά λύµατα, σε λύµατα βυρσοδεψίας, καθώς αποτελούν εξαιρετικό εργαλείο 
για την βιοαποικοδόµηση αποβλήτων. Στην παρούσα εργασία, το µικροφύκος Chlorella sp., 
αποµονώθηκε από τον ευτροφικό ποταµό Γιόφυρο, στο Ηράκλειο Κρήτης και χαρακτηρίστηκε από 
την ερευνητική οµάδα του εργαστηρίου σε προηγούµενες µελέτες [20, 21]. Τα κύτταρα Chlorella 
sp, περιβάλλονται από εξωκυττάρια µήτρα ετεροπολυσακχαρίτη, η οποία αποτελείται από 
γλυκοζαµίνη, αραβινόζη, γαλακτόζη και ραµνόζη [22]. Η µήτρα, σχηµατίζεται γύρω από το 
κύτταρο, όταν αυτό βρεθεί σε δυσµενή, για την ανάπτυξη του, περιβάλλοντα, εξασφαλίζοντας τον 
κυτταρικό πολλαπλασιασµό (Εικόνα 7) [21].

 	 Τέλος, µέσω ανάλυσης  του βιοχηµικού περιεχοµένου των κυττάρων, προσδιορίστηκε πως 
αυτά είναι άφθονα σε πρωτεΐνες 39,09 (±2,61)%. Οι υδατάνθρακες επίσης βρίσκονται σε µεγάλη 
αναλογία 26,87 (±2,29)% ενώ περιέχονται φωτοσυνθετικές χρωστικές, συνολικές χλωροφύλλες και 
καροτενοειδή σε αναλογίες 4,30 (±0,08)% και 0,73 (±0,02)% αντίστοιχα [21]. 
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Εικόνα 7: Ο κύκλος ζωής των κυττάρων Chlorella. Τα κύτταρα πολλαπλασιάζονται και διαιρούνται ενός της 
εξωκυττάριας µήτρας. Έπειτα, η εξωκυττάρια µήτρα σπάει και τα θυγατρικά κύτταρα απελευθερώνονται στο 
περιβάλλον. Η παρουσία µήτρας αποτελεί τρόπο προστασίας των ευάλωτων θυγατρικών κυττάρων [23].


1.5.2 Εφαρµογές Chlorella 

 

 	 Την τελευταία δεκαετία υπάρχει ένα διαρκώς αυξανόµενο ενδιαφέρον, γύρω από τα 
µικροφύκη και τις δυνατότητες τους. Η εύκολη ανάπτυξη τους σε µεγάλη κλίµακα έχει διεγείρει το 
επιστηµονικό ενδιαφέρον σε πολλούς τοµείς, όπου τα µικροφύκη ή τα προϊόντα του µεταβολισµού 
τους, µπορούν να αποµονωθούν και να χρησιµοποιηθούν στην παραγωγή προϊόντων. Πιο 
συγκεκριµένα, η Chlorella, µπορεί να χορηγηθεί στο ανθρώπινο διαιτολόγιο, ως συµπληρώµατα 
διατροφής, καθώς είναι εξαιρετική πηγή βιταµινών (κυρίως της D και B12) ενώ αποτελεί 
εξαιρετική φυτική πηγή πρωτεϊνών [24]. Ακόµη, διαθέτει αντιοξειδωτικά (καροτενοειδή) τα οποία 
ενισχύουν το ανοσοποιητικό σύστηµα και µπορούν να χρησιµοποιηθούν από φαρµακοβιοµηχανίες 
ως φυσικές χρωστικές ή συµπληρώµατα [25]. 

   	 Τέλος, µία ακόµη σηµαντική εφαρµογή των φωτοσυνθετικών µικροφύκων (και της 
Chlorella) είναι η παραγωγή βιοκαυσίµων, όπως το υδρογόνο, στο οποίο γίνεται εκτενής αναφορά 
σε αντίστοιχη ενότητα. Στην εικόνα 9, συνοψίζονται µερικές από τις εφαρµογές των µικροφύκων. 


Εικόνα 9: Συνοπτική απεικόνιση των εφαρµογών που προκύπτουν από την καλλιέργεια µικροφύκων. 
Προϊόντα του µεταβολισµού τους, µπορούν να χρησιµοποιηθούν ως συµπληρώµατα διατροφής, λιπάσµατα, 
ενώ γίνεται λόγος και στην µαζική παραγωγή βιοκαυσίµων από τα µικροφύκη [26]. 
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1.6 Καλλιέργεια Μικροφύκων      

    

  	  Για την καλλιέργεια και την ανάπτυξη οποιουδήποτε µικροοργανισµού απαιτείται η ύπαρξη 
ενός θρεπτικού µέσου, από το οποίο ο µικροοργανισµός εξασφαλίζει τα απαραίτητα στοιχεία για 
την ανάπτυξή του. Ανάλογα µε την πηγή των οργανικών υποστρωµάτων που διατίθεται στο 
µικροφύκος, οι καλλιέργειες µπορούν να ταξινοµηθούν σε αυτότροφες, ετερότροφες και 
µικτότροφες καλλιέργειες. 


1.6.1 Αυτότροφες καλλιέργειες 

  

  	 Ο αυτότροφος τύπος καλλιέργειας, αφορά την κατανάλωση του ατµοσφαιρικού διοξειδίου 
του άνθρακα από τον µικροοργανισµό, δηλαδή την καθήλωση αυτού κατά τον κύκλο Calvin [5], 
για την παραγωγή της τροφής του. Κατ’ αυτόν τον τρόπο καλλιέργειας, τα φωτοσυνθετικά 
µικροφύκη, εκµεταλευόµενα, την παρουσία του διοξειδίου του άνθρακα συνθέτουν σάκχαρα τα 
οποία µεταβολίζονται για την παραγωγή ενέργειας. Αυτός ο τύπος καλλιέργειας, στηρίζεται στην 
φωτοσυνθετική δραστηριότητα του οργανισµού για την ανάπτυξη, η οποία γίνεται, µε πιο βραδείς 
ρυθµούς συγκριτικά µε τους άλλους δύο τύπους [27]. 


1.6.2 Ετερότροφες καλλιέργειες

     

   	  Οι ετερότροφες καλλιέργειες, αφορούν την κατανάλωση ενός οργανικού υποστρώµατος 
(εκτός  του ) από το µικροφύκος. Το οργανικό υπόστρωµα µπορεί να είναι οξικό, γλυκόζη, 
γαλακτόζη, φρουκτόζη, άλλα σάκχαρα ακόµη και πυροσταφυλικό [28]. Η ανάπτυξη του 
µικροοργανισµού µπορεί να πραγµατοποιηθεί και παρουσία φωτός (φωτοετερότροφη καλλιέργεια). 
Σε αυτού του τύπου καλλιέργειες, αξιοποιείται η ηλιακή ενέργεια, επικουρικά, διότι το  δεν 
είναι άφθονο, για να υπάρχει ανάπτυξη αποκλειστικά από την λειτουργία του φωτοσυνθετικού 
µηχανισµού. Στις ετερότροφες καλλιέργειες, η ανάπτυξη µπορεί να πραγµατοποιηθεί και στο 
σκοτάδι, καθώς η ενέργεια εξασφαλίζεται από τον µεταβολισµό του οργανικού υποστρώµατος που 
προστίθεται στο θρεπτικό µέσο και δεν παράγεται από τον φωτοσυνθετικό µηχανισµό [27]. 


1.6.3 Μεικτότροφες καλλιέργειες 


  	 Στις µεικτότροφες καλλιέργειες τα µικροφύκη, αναπτύσσονται παρουσία φωτός, οργανικού 
υποστρώµατος και ανόργανης πηγής άνθρακα. Αυτός ο τρόπος ανάπτυξης,  εποµένως, περιέχει 
χαρακτηριστικά και από τις δύο προαναφερθείσες καλλιέργειες. Τα κύτταρα χρησιµοποιούν την 
ενέργεια από τον µεταβολισµό του οργανικού υποστρώµατος για την κυτταρική ανάπτυξη, ενώ 
αποθηκεύουν την ενέργεια προερχόµενη από την ακτινοβολία την οποία απορροφούν [27].


CO2

CO2
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1.7 Ανάπτυξη Μικροφύκων


 	   Η ανάπτυξη των φωτοσυνθετικών µικροφύκων, αποτελείται από πολλές συνιστώσες, όπως 
η ένταση του φωτός, η διαθεσιµότητα θρεπτικών µέσων, η θερµοκρασία, το pH του περιβάλλοντος 
και η παρουσία ή µη, παρεµποδιστών της φωτοσύνθεσης. Στην Εικόνα 8, απεικονίζεται η καµπύλη 
ανάπτυξης µικροφύκους σε συνάρτηση µε τον χρόνο, λαµβάνοντας υπόψιν, µόνο έναν παράγοντα 
ανάπτυξης, την διαθεσιµότητα θρεπτικών υλικών. 


Εικόνα 8: καµπύλη ανάπτυξης (συνεχής γραµµή) του µικροφύκους συναρτήσει του χρόνου. Με 
διακεκοµµένη γραµµή απεικονίζεται η διαθεσιµότητα θρεπτικών µέσων σε συνάρτηση µε τον χρόνο [29]. 


     	  Ο µικροοργανισµός, αρχικά, προσαρµόζεται στο νέο περιβάλλον και έτσι η κυτταρική 
ανάπτυξη δεν είναι γρήγορη (λανθάνουσα φάση - 1). Την λανθάνουσα φάση διαδέχεται η εκθετική 
φάση (2) στην οποία η κυτταρική διαίρεση είναι ραγδαία. Ακολουθεί η γραµµική φάση ανάπτυξης 
(3), κατά την οποία ο πολλαπλασιασµός των κυττάρων είναι γρήγορος αλλά µε σταθερό ρυθµό. Εν 
συνεχεία, έπεται η φθίνουσα φάση ανάπτυξης (4), όπου ο ρυθµός κυτταρικής διαίρεσης είναι 
µεγαλύτερος από τον ρυθµό θανάτου των κυττάρων. Οι ρυθµοί κυτταρικής διαίρεσης και 
κυτταρικού θανάτου εξισώνονται στην στατική φάση (5), όπου ο κυτταρικός πληθυσµός παραµένει 
σταθερός. Τέλος, ακολουθεί η φάση θανάτου (6), που οφείλεται κατά κύριο λόγο στην κατανάλωση 
θρεπτικού υλικού, όπου ο κυτταρικός πληθυσµός µειώνεται [29]. Διαρκής τροφοδοσία της 
καλλιέργειας µε νέο θρεπτικό υλικό, πυροδοτεί την συνεχή ανάπτυξη του οργανισµού. Αυτό βέβαια 
προϋποθέτει το pH το µέσου να είναι κατάλληλο για την ανάπτυξη του µικροοργανισµού και να 
µην έχουν συσσωρευτεί τοξικά προϊόντα του µεταβολισµού στο µέσο. 


1.8 Υδρογόνο ως Βιοκαύσιµο 


	 Οι αυξηµένες καθηµερινές ενεργειακές ανάγκες του πληθυσµού, έχουν θέσει ως πρόκληση, 
την χρήση εναλλακτικών µορφών ενέργειας, οι οποίες δεν επιδεινώνουν την ατµοσφαιρική 
ρύπανση. Η χρήση ορυκτών καυσίµων, ως λύση απέναντι στις ενεργειακές ανάγκες, θα αυξήσει τα 
επίπεδα αερίων του θερµοκηπίου, δυσχεραίνοντας το φαινόµενο της κλιµατικής αλλαγής [30]. 
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Βιώσιµη και οικολογική λύση, στις ενεργειακές ανάγκες εµφανίζονται τα βιοκαύσιµα. Ως 
βιοκαύσιµο, µπορεί να θεωρηθεί, οποιαδήποτε ουσία η οποία µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως 
καύσιµο και προέρχεται από βιοµάζα [31]. Φιλικές προς το περιβάλλον πηγές βιοκαυσίµων 
µπορούν να αποτελέσουν τα πράσινα φύκη (green algae), παρέχοντας προιόντα µεταβολισµού τους 
όπως τριάκυλο γλυκερόλες, λιπαρά οξέα και παραγόµενα αέρια (όπως υδρογόνο). Τα βιοκαύσιµα, 
ταξινοµούνται στις ανανεώσιµες πηγές ενέργειας, δεδοµένο πως εκείνα µπορούν να 
αναπληρώνονται γρήγορα και είναι φιλικά προς το περιβάλλον. 

   	   Ενδιαφέρον, παρουσιάζει το υδρογόνο. Εκείνο, εξαιτίας της αφθονίας του στην φύση και 
του µεγάλου ενεργειακού περιεχοµένου του, αποτελεί µία ελκυστική επιλογή για την 
αντικατάσταση πηγών ενέργειας, µε βάση τον άνθρακα, καθώς έχει µηδενικές εκποµπές ρύπων 
[32]. Πολλές προσπάθειες στο παρελθόν είχαν πραγµατοποιηθεί για την υλοποίηση αυτή αλλά δεν 
ήταν καρποφόρες. Τα τελευταία χρόνια βέβαια, η χρήση υδρογόνου ως καύσιµο δεν φαίνεται 
ουτοπική. Στην εικόνα 10, απεικονίζονται οι τρόποι από τους οποίους µπορεί να γίνει παραγωγή 
υδρογόνου καθώς και οι τρόποι µε τους οποίους το υδρογόνο µπορεί να αποθηκευτεί πριν 
χρησιµοποιηθεί. 

• Για την µετακίνηση, χρησιµεύοντας ως καύσιµο σε µέσα µαζικής µεταφοράς και σε προσωπικά 
οχήµατα ιδιωτών. Το υδρογόνο χρησιµοποιείται για την παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας µέσω 
των κυψελών καυσίµου (fuel cells), η οποία χρησιµοποιείται για κίνηση οχηµάτων [32]. 


• Για την παραγωγή θερµότητας, για οικιακούς, εµπορικούς ή βιοµηχανικούς σκοπούς. 

Παρόλα αυτά, απαιτούνται κατάλληλες υποδοµές για την χρήση υδρογόνου και παγκόσµια  
πολιτική υποστήριξη [33]. 




Εικόνα 10: Απεικόνιση τρόπων παραγωγής υδρογόνου (επάνω διάγραµµα) και παρουσίαση τρόπων 
αποθήκευσης υδρογόνου προκειµένου να χρησιµοποιηθεί ως καύσιµο (κάτω διάγραµµα) [32]. 
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    	  Η βιολογική παραγωγή υδρογόνου αποτελεί µία καινούρια προσέγγιση και δεν είναι 
αρκετά διαδεδοµένη [33]. Το υδρογόνο, σε αυτήν την περίπτωση, παράγεται από κύτταρα σε 
ελεγχόµενες καλλιέργειες, το οποίο αποτελεί αντικείµενο της παρούσας εργασίας. 


1.9 Παραγωγή υδρογόνου από φωτοσυνθετικά µικροφύκη 


      	   Τα φωτοσυνθετικά µικροφύκη είναι ικανά, να παράγουν µοριακό υδρογόνο, καθώς 
διαθέτουν το ένζυµο της υδρογονάσης. Οι υδρογονάσες, απαντώνται σε µικροφύκη, 
κυανοβακτήρια, ζυµωτικά βακτήρια και ο ρόλος τους έγκειται είτε στην πρόσληψη υδρογόνου είτε 
στην παραγωγή του. Υπάρχουν διάφορα είδη υδρογονασών, που στο ενεργό τους κέντρο περιέχουν 
ζεύγος µετάλλων NiFe, NiFeSe ή FeFe. Το τελευταίος είδος υδρογονάσης (FeFe) εντοπίζεται στα 
πράσινα µικροφύκη και είναι υπεύθυνο για την παραγωγή υδρογόνου [34]. 

      	  Η υδρογονάση FeFe, όπως και όλες οι υδρογονάσες είναι ένζυµα πολύ ευαίσθητα στο 
οξυγόνο, το οποίο λειτουργεί ως αναστολέας του ενζύµου, είναι ένζυµα µονοµερή ή διµερή και 
εντοπίζονται στην µεµβράνη του χλωροπλάστη [34]. Στην εικόνα 11, απεικονίζεται το ενεργό 
κέντρο µιας υδρογονάσης FeFe. 




Εικόνα 11: Απεικόνιση του ενεργού κέντρο της FeFe υδρογονάσης. Στην εικόνα είναι ευδιάκριτες οι δύο 
υποµονάδες, οι οποίες συνδέονται µε ένα κατάλοιπο κυστείνης. Η µία υποµονάδα αποτελείται από ένα 
σύµπλοκο 4Fe-4S και η άλλη υποµονάδα περιέχει δύο άτοµα σιδήρου τα οποία γεφυρώνονται από CO και 
αζαδιθειολικές οµάδες [35]. 


   	 Για να παραχθεί υδρογόνο, η υδρογονάση, πρέπει να λάβει ηλεκτρόνια από την ανηγµένη 
φερρεδοξίνη. Η αντίδραση που καταλύεται στο ενεργό κέντρο του ενζύµου είναι η:  


          ή διαφορετικά:       [36]. 
2H+ + 2e− H2 2H+ + 2Fd− H2 + 2Fd
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      Μελέτες, πάνω σε φωτοσυνθετικά µικροφύκη, έδειξαν πως στερώντας από αυτά -κυρίως- 
ανόργανο θείο, ενεργοποιείται ένα διαφορετικό µονοπάτι αλυσίδας ηλεκτρονίων που ως τελικό 
βήµα έχει την παραγωγή υδρογόνου από την υδρογονάση [36, 37]. Εξαιτίας, αυτής της στέρησης, 
παρατηρήθηκε αναστολή της βιοσύνθεσης πρωτεϊνών (διότι το θείο απαντάται σε κυστείνη και 
µεθειονίνη) και ως αποτέλεσµα αυτού, ο κυτταρικός πληθυσµός παρέµεινε σταθερός [37]. Ακόµα, η 
αδυναµία παροχής θείου στον χλωροπλάστη, µείωσε τον ρυθµό ανανέωσης της πρωτεΐνης D1(32 
kDa) στο φωτοσύστηµα ΙΙ (PSΙΙ). Αποτέλεσµα αυτού, είναι η αδυναµία λειτουργίας του, και κατ’ 
επέκταση οδήγησε σε µειωµένους ρυθµούς έκλυσης οξυγόνου [36, 37]. Τέλος, παρατηρήθηκε και 
µειωµένη ικανότητα πρόσληψης διοξειδίου του άνθρακα. Η µειωµένη δέσµευση διοξειδίου του 
άνθρακα, οφείλεται στην αποικοδόµηση του ενζύµου Rubisco, το οποίο είναι υπεύθυνο για την 
δέσµεύση του, και καταλύει την πρώτη αντίδραση στον κύκλο του Calvin [5]. 

          Τα κύτταρα, όταν βρεθούν υπό συνθήκες στέρησης ζωτικών για αυτά στοιχείων- όπως και το 
θείο (S), τότε βρίσκονται σε συνθήκες βιολογικής καταπόνησης (stress). Για να µπορούν να 
αντεπεξέλθουν σε αυτό το περιβάλλον, η ροή των ηλεκτρονίων µεταβάλλεται. Πρέπει να 
σηµειωθεί, πως, ενώ η φωτοσυνθετική δραστηριότητα µειώνεται, το επίπεδο της αναπνοής 
παραµένει σταθερό, διότι πρέπει να εξασφαλιστεί η απαραίτητη ενέργεια για την επιβίωση του 
κυττάρου. Στην εικόνα 12, παρουσιάζονται οι διαφορές στην αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων όταν 
τα κύτταρα βρεθούν σε συνθήκες βιολογικής καταπόνησης. 

 


Εικόνα 12: (a) Ροή ηλεκτρονίων όταν το φωτοσύστηµα δύο (PSΙΙ) λειτουργεί κανονικά (b) Εναλλακτική 
ροή ηλεκτρονίων, όταν τα κύτταρα βρίσκονται υπό συνθήκες stress [38]. 
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 	   Σε συνθήκες βιολογικής καταπόνησης, το φωτοσύστηµα ΙΙ, όπως έχει αναφερθεί δεν είναι 
λειτουργικό. Παρόλα αυτά, για την παραγωγή υδρογόνου, απαιτείται ένα λειτουργικό 
φωτοσύστηµα Ι (PSΙ) και πηγή φωτισµού [36]. Στην περίπτωση στέρησης θείου, τα κύτταρα 
επιλέγουν διαφορετικό µονοπάτι µεταφοράς ηλεκτρονίων. Σε αυτό το µονοπάτι,  τελικός αποδέκτης 
δεν είναι η αναγωγάση ζεύγους φερρεδοξίνης - NADP, προς δηµιουργία αναγωγικής ισχύος 
(NADPH), αλλά η υδρογονάση και συγκεκριµένα, πρωτόνια ( ), προς δηµιουργία υδρογόνου. 
Και στις δύο συνθήκες, το PSI, απορροφώντας ακτινοβολία µήκους κύµατος 700 nm, διεγείρει 
µόριο χλωροφύλλης a, όπου στην συνέχεια το ηλεκτρόνιο µεταβαίνει στην φερρεδοξίνη, ανάγοντας 
την. Στην περίπτωση στέρησης θείου, το ηλεκτρόνιο καταλήγει στην υδρογονάση και δεν 
παράγεται αναγωγική ισχύς. Την ανάκτηση του χαµένου ηλεκτρονίου, η χλωροφύλλη a, την 
εξασφαλίζει από την δεξαµενή πλαστοκινόνης µέσω µεταφοράς του ηλεκτρονίου από το 
κυτόχρωµα bf, και την πλαστοκυανίνη. Πλέον, η πλαστοκινόνη δεν ανάγεται σε πλαστοκινόλη από 
τα ηλεκτρόνια που προέρχονται από το φωτοσύστηµα ΙΙ, αλλά από τον καταβολισµό οργανικού 
υποστρώµατος. Το οργανικό υπόστρωµα είναι το άµυλο, και µέσω του καταβολισµού του και της 
διαδικασίας της γλυκόλυσης εξασφαλίζεται η απαραίτητη ενέργεια για την διαβίωση του κάθε 
κυττάρου [38]. Παραγωγή υδρογόνου παρατηρείται όταν το άµυλο καταβολίζεται και προσφέρει 
ηλεκτρόνια στην υδρογονάση µέσω της διαδικασίας που αναλύθηκε ανωτέρω. Μέρος του αµύλου, 
προέρχεται και από τον καταβολισµό της Rubisco [37]. 

  	  Επιπλέον, όπως είναι ευδιάκριτο και στην εικόνα 12, στην περίπτωση ορθής λειτουργίας 
του PSII, η κυτταρική ανάπτυξη είναι εφικτή, ενώ στην περίπτωση βιολογικής καταπόνησης, που ο 
µικροοργανισµός καλείται να αναπτύξει µηχανισµούς επιβίωσης, ο κυτταρικός πληθυσµός είναι 
στάσιµος. Σε αυτές τις συνθήκες, η περιεκτικότητα των κυττάρων σε χλωροφύλλη µειώνεται λόγω 
της µη λειτουργίας του PSΙΙ [36]. 

  	    Περαιτέρω µελέτες στο στέλεχος που αναφέρεται στην παρούσα εργασία, Chlorella sp., 
έδειξαν, πως παραγωγή υδρογόνου συµβαίνει όταν τα κύτταρα βρεθούν σε θρεπτικό µέσο από το 
οποίο απουσιάζουν κάθε φορά ενώσεις των στοιχείων του θείου (S), καλίου (K), αζώτου (N) και 
φωσφόρου (Ρ) [30]. Σε όλες αυτές τις περιπτώσεις, για την παραγωγή υδρογόνου, απαιτείται 
λειτουργική υδρογονάση. Πιο συγκεκριµένα, όταν τα κύτταρα στερούνται τον φώσφορο, 
παρατηρείται µειωµένη παραγωγή ATP, συσσώρευση πρωτονίων στο εσωτερικό του θυλακοειδούς 
και αυξανόµενη ροή ηλεκτρονίων προς την φερρεδοξίνη [39]. Στην περίπτωση απουσίας αζώτου, 
παρατηρείται µειωµένη παραγωγή πρωτεϊνών και µειωµένη συλλογή φωτός από την 
φωτοσυνθετική κεραία. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την µη ορθή λειτουργία του φωτοσυνθετικού 
µηχανισµού και της αλυσίδα µεταφοράς ηλεκτρονίων [40]. Τέλος, η ανεπάρκεια καλίου προκαλεί 
το φαινοµένου της χλώρωσης, η οποία προκαλείται από την συσσώρευση δραστικών ειδών 
οξυγόνου (ROS) [41]. Σε όλες τις προαναφερθείσες περιπτώσεις, για την παραγωγή υδρογόνου, 
εκτός της λειτουργικής υδρογονάσης, απαιτούνται αναερόβιες συνθήκες για την έκφραση των 
γονιδίων της υδρογονάσης και κατ’ επέκταση την παραγωγή υδρογόνου µέσω της αλυσίδας 
µεταφοράς ηλεκτρονίων. 


H+

21



1.10 Σκοπός Διπλωµατικής Εργασίας 


 	  Σκοπός της παρούσας διπλωµατικής εργασίας είναι η µελέτη ανάπτυξης, µε ταυτόχρονη  
παραγωγή υδρογόνου από το µικροφύκος Chlorella sp, που αποµονώθηκε από τον ευτροφικό 
ποταµό Γιόφυρο στο Ηράκλειο Κρήτης. Το συγκεκριµένο µικροφύκος παρουσιάζει επιστηµονικό 
ενδιαφέρον καθώς µπορεί να προσαρµοστεί σε δυσµενή περιβάλλοντα, γεγονός που µπορεί να 
αξιοποιηθεί στην παραγωγή υδρογόνου. Το στέλεχος Chlorella sp., όταν βρεθεί σε υγρά θρεπτικά 
µέσα στερούµενα ζωτικών στοιχείων (N, S, P, K), είναι ικανό να παράγει υδρογόνο. Έτσι, κύριος 
άξονας, της παρούσας εργασίας, είναι η καλλιέργεια κυττάρων Chlorella, σε θρεπτικά µέσα που 
υπάρχει στέρηση ενός µακροθρεπτικού στοιχείου. Παράλληλα, στην εύρεση βέλτιστων συνθηκών 
για την παραγωγή υδρογόνου, εξετάζονται η συνεισφορά της πηγής άνθρακα, η ένταση φωτισµού, 
η θερµοκρασία και το pH του µέσου. Τέλος, η παρούσα εργασία, ολοκληρώνεται µε την µελέτη του 
βιοχηµικού περιεχοµένου κυττάρων Chlorella (σε υδατάνθρακες, πρωτεΐνες, λιπίδια και 
φωτοσυνθετικές χρωστικές) όταν αυτά αναπτύσονται σε θρεπτικό µέσο µε έλλειψη ενός 
µακροθρεπτικού στοιχείου. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2: ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 


2.1 Μικροοργανισµός και συνθήκες ανάπτυξης 


  	   Για την υλοποίηση όλων των πειραµάτων, χρησιµοποιήθηκαν υγρές καλλιέργειες του 
στελέχους Chlorella sp. Οι µητρικές καλλιέργειες του στελέχους, αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο 
TAP (Tris - Acetate - Phosphate) medium σε φωτοετερότροφες συνθήκες. Οι µητρικές καλλιέργειες 
είχαν όγκο 1,4 L και ήταν τοποθετηµένες σε κωνικές φιάλες 2 L. Τα κύτταρα αναπτύσσονταν σε 
δωµάτιο µε σταθερή θερµοκρασία 25°C ± 1°C, σταθερή ένταση φωτισµού 50 - 80 µmol φωτονίων 

 , χρησιµοποιώντας λευκούς λαµπτήρες φθορισµού - cool white. Για τα πειράµατα που 
διεξήχθησαν η συλλογή κυττάρων από τις µητρικές καλλιέργειες έγινε πριν την στατική φάση, την 
πέµπτη ηµέρα ανάπτυξης. 

    	   Στον παρακάτω πίνακα, πίνακας 1, αναγράφονται τα συστατικά του θρεπτικού µέσου TAP 
medium. 

                        


  Πίνακας 1: συστατικά θρεπτικού µέσου TAP medium [9].


     

  	    Κατά την ολοκλήρωση προσθήκης των παραπάνω συστατικών, το pH του διαλύµατος 
ρυθµίζεται στο 7,2 µε HCl. Σε περίπτωση που η µητρική καλλιέργεια είναι στρερεή, στο θρεπτικό 
προστίθεται άγαρ µε συγκέντρωση 1,5% w/v. Στους παρακάτω πίνακες, αναγράφονται τα 
συστατικά για τα stock υδατικά διαλύµατα, το ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών, το διάλυµα 
Hutner’s trace elements και το τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck (φυλλάσονται στους 4°C). 


Πίνακας 2: συστατικά ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών Ι (αποστειρώνεται µετά την 
παρασκευή του) 


m−2 ∙ s−1

Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer I (ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών I) 1 mL/L 

Hutner’s trace elements (διάλυµα ιχνοστοιχείων) 1 mL/L 

Solution A (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck) 10 mL/L

Acetic acid 1,048 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

104,4 g/L 

54,0 g/L

K2HPO4

KH2PO4
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Πίνακας 3: συστατικά διαλύµατος Hutner’s trace elements 


Πίνακας 4: συστατικά τροποποιηµένου διαλύµατος Beijering (Solution A) 


   	   Για την αποφυγή επιµολύνσεων από άλλους µικροοργανισµούς, τα σκεύη µε τα θρεπτικά 
µέσα τοποθετούνταν για 20 min στους 120°C σε αυτόκαυστο. Η παρασκευή τόσο των µητρικών 
όσο και των πειρατικών καλλιεργειών, πραγµατοποιήθηκε στον θάλαµο νοηµατικής ροής (laminar 
flow hood) παρουσία φλόγας, ο οποίος προηγουµένως, είχε απολυµανθεί µε διάλυµα αιθανόλης 
70% v/v και επίδραση υπεριώδους (UV) ακτινοβολίας. 


2.2 Πειραµατικές Καλλιέργειες 


 	  Τα πειράµατα που διεξήχθησαν και αναλύονται στην παρούσα εργασία αποσκοπούν στην 
παραγωγή υδρογόνου, ενώ άλλες πειραµατικές σειρές, αφορούν τη µελέτη του βιοχηµικού 
περιεχοµένου των κυττάρων Chlorella sp. Για τα πειράµατα που αναλύονται στην παρούσα 
εργασία, σχεδιάστηκαν θρεπτικά µέσα µε στερήσεις µακροθρεπτικών συστατικών όπως 
αναφέρονται στην  βιβλιογραφία [30]. Παρακάτω αναγράφονται τα συστατικά των θρεπτικών 
µέσων TAP-S, TAP-N, TAP-K και TAP-P. Όλα αυτά τα θρεπτικά µέσα αποτελούν τροποποιηµένα 
διαλύµατα TAP στα οποία ενώσεις του θείου, του αζώτου, του φωσφόρου και του καλίου 
απουσιάζουν, στο αντίστοιχο θρεπτικό. 


Συστατικό Ποσότητα 

EDTA 50,00 g/L 

4,99 g/L

22,0 g/L

11,40 g/L 

5,06 g/L 

1,57 g/L

1,10 g/L 

1,61 g/L 

MnCl2 ∙ 4H2O

CuSO4 ∙ 5H2O

Mo7O24(NH4)6 ∙ 4H2O

CoCl2 ∙ 6H2O

FeSO4 ∙ 7H2O

H3BO3

ZnSO4 ∙ 7H2O

Συστατικό Ποσότητα 

40,0 g/L 

10,0 g/L 

3,8 g/L 

MgSO4 ∙ 7H2O

CaCl2

NH4Cl
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Πίνακας 5: συστατικά θρεπτικού µέσου TAP-S 


      Για την παρασκευή διαλυµάτων TAP-S σε διαφορετικά pH, γίνεται ρύθµιση µε HCl ή KOH. 


Πίνακας 6: συστατικά διαλύµατος Hutner’s trace elements -S


Πίνακας 7: συστατικά τροποποιηµένου διαλύµατος Beijering -S (Solution A)


Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer I (ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών I) 1 mL/L 

Hutner’s trace elements -S (τροποποιηµένο διάλυµα 
ιχνοστοιχείων χωρίς ενώσεις θείου) 

1 mL/L 

Solution A -S (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck χωρίς 
ενώσεις θείου)

10 mL/L

Acetic acid 1,048 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

EDTA 50,00 g/L 

 3,57 g/L

10,42 g/L

11,40 g/L 

5,06 g/L 

 1,07 g/L

1,10 g/L 

1,61 g/L 

CuCl2 ∙ 2H2O

CoCl2 ∙ 6H2O

H3BO3

Mo7O24(NH4)6 ∙ 4H2O

FeCl2 ∙ 4H2O

MnCl2 ∙ 4H2O

ZnCl2

Συστατικό Ποσότητα 

40,0 g/L 

8,25 g/L 

3,8 g/L 

NH4Cl

CaCl2

MgCl2 ∙ 6H2O
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Πίνακας 8: συστατικά θρεπτικού µέσου TAP-N 


      Για την παρασκευή διαλυµάτων TAP-N σε διαφορετικά pH, γίνεται ρύθµιση µε HCl ή KOH.


Πίνακας 9: συστατικά διαλύµατος Hutner’s trace elements -N


Πίνακας 10: συστατικά τροποποιηµένου διαλύµατος Beijering -Ν (Solution A)


Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer I (ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών I) 1 mL/L 

Hutner’s trace elements -N (τροποποιηµένο διάλυµα 
ιχνοστοιχείων χωρίς ενώσεις αζώτου) 

1 mL/L 

Solution A -N (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck χωρίς 
ενώσεις αζώτου)

10 mL/L

Acetic acid 1,048 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

EDTA 50,00 g/L 

4,99 g/L

22,0 g/L

11,40 g/L 

5,06 g/L 

1,57 g/L

 0,21 g/L 

1,61 g/L 

FeSO4 ∙ 7H2O

ZnSO4 ∙ 7H2O

H3BO3

MnCl2 ∙ 4H2O

Na2MoO4 ∙ 2H2O

CuSO4 ∙ 5H2O

CoCl2 ∙ 6H2O

Συστατικό Ποσότητα 

55,75 g/L 

10,0 g/L 

3,8 g/L 

MgSO4 ∙ 7H2O

CaCl2

NaCl
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Πίνακας 11: συστατικά θρεπτικού µέσου TAP-K


      Για την παρασκευή διαλυµάτων TAP-K σε διαφορετικά pH, γίνεται ρύθµιση µε HCl ή NaOH.


Πίνακας 12: συστατικά ρυθµιστικού διαλύµατος φωσφορικών -K 


Πίνακας 13: συστατικά θρεπτικού µέσου TAP-P


       Για την παρασκευή διαλυµάτων TAP-P σε διαφορετικά pH, γίνεται ρύθµιση µε HCl ή KOH.


Πίνακας 14: συστατικό και ποσότητα διαλύµατος KCl 


2.2.1 Πειραµατικές καλλιέργειες προς µελέτη βιοχηµικού περιεχοµένου 

 	 

	 Για την διεξαγωγή πειραµάτων που αποσκοπούσαν στην µελέτη του βιοχηµικού 
περιεχοµένου των κυττάρων Chlorella sp., παρασκευάστηκε θρεπτικό µέσο TAP και 
τοποθετήθηκαν 1,4L σε πέντε κωνικές φιάλες των 2L. Οι καλλιέργειες αναπτύχθηκαν 

Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer -Κ (τροποποιηµένο ρυθµιστικό διάλυµα 
φωσφορικών χωρίς ενώσεις καλίου) 

1 mL/L 

Hutner’s trace elements 1 mL/L 

Solution A  (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck) 10 mL/L

Acetic acid 1,048 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

85,08 g/L 

47,96 g/L

Na2HPO4

NaH2PO4

Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Διάλυµα KCl (για την αντιστάθµιση των ιόντων του 
διαλύµατος φωσφορικών) 

1 mL/L 

Hutner’s trace elements 1 mL/L 

Solution A  (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck ) 10 mL/L

Acetic acid 1,048 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

KCl 74,48 g/L 
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φωτοετερότροφα σε θάλαµο θερµοκρασίας 25°C ±1ºC, µε ήπια ανάδευση µε µαγνήτη και υψηλής 
έντασης φωτισµό (140-160 µmol φωτονίων • ). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µέσω 
φυγοκέντρισης στα 5000 g για 5 min στους 15°C, χρησιµοποιώντας την φυγόκεντρο Multifuge X 
Pro Series Centrifuge. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε λίγο απιονισµένο νερό και υπέστησαν 
λυοφυλίωση (freeze drying) για την συλλογή ξηρής βιοµάζας. 

	 Για την προσαρµογή των κυττάρων Chlorella στις συνθήκες στέρησης θρεπτικών 
συστατικών, αρχικά παρασκευάστηκαν καλλιέργειες στο θρεπτικό µέσο TAP, στις ίδιες συνθήκες 
µε παραπάνω. Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µετά από 7 ηµέρες ανάπτυξης, και ξεπλύθηκαν µε 
απιονισµένο νερό για την αποµάκρυνση θρεπτικών συστατικών από το αρχικό µέσο. Έπειτα, τα 
κυτταρικά ιζήµατα επαναιρήθηκαν σε µικρή ποσότητα απιονισµένου νερού και µεταφέθηκαν σε 
φρέσκα θρεπτικά µέσα µε στέρηση θρεπτικών συστατικών (TAP-S, TAP-N, TAP-K, TAP-P). Η 
προσαρµογή των κυττάρων έλαβε χώρα σε κωνικές φιάλες των 2 L, µε όγκο θρεπτικού 1,4 L.       
Οι καλλιέργειες προσαρµόστηκαν σε φωτοετερότροφες συνθήκες σε θάλαµο θερµοκρασίας 25°C ± 
1ºC, µε ήπια ανάδευση µε µαγνήτη, και υψηλής έντασης φωτισµό (140 - 160 µmol φωτονίων •  

). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µετά από 7 ηµέρες µέσω φυγοκέντρισης στα 5000 g για 5 min 
στους 15°C). Τα κύτταρα συλλέχθηκαν µε λίγο απιονισµένο νερό και υπέστησαν λυοφυλίωση 
(freeze drying) για τη συλλογή ξηρής βιοµάζας. 


2.2.2 Πειραµατικές καλλιέργειες προς µελέτη παραγωγής υδρογόνου


	 Για την διεξαγωγή των πειραµάτων που αποσκοπούσαν στην παραγωγή υδρογόνου, 
χρησιµοποιήθηκαν µητρικές καλλιέργειες ανεπτυγµένες στο θρεπτικό µέσο TAP. Τα κύτταρα 
συλλέχθηκαν στο τέλος της εκθετικής φάσης µέσω φυγοκέντρισης όπως περιγράφεται παραπάνω, 
και ξεπλύθηκαν µε απιονισµένο νερό για την αποµάκρυνση θρεπτικών συστατικών από το αρχικό 
µέσο. Παρασκευάστηκαν υγρές καλλιέργειες όγκου 50 mL, αρχικής κυτταρικής συγκέντρωσης 1 
µL PCV/ mL, οι οποίες αναπτύσσονταν σε γυάλινα µπουκαλάκια (serum bottles) των 120 mL 
(Εικόνα 13) τα οποία κλείνουν αεροστεγώς µε septum και µεταλλικό δαχτυλίδι.


m−2 ∙ s−1

m−2 ∙ s−1
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Εικόνα 13: µπουκαλάκι (serum bottle) 120 mL, στο οποίο αναπτυσσόταν ο µικροοργανισµός. Αυτό το 
σκεύος εξαιτίας της ικανότητας να κλείνει αεροστεγώς, δίνει την ικανότητα µέτρησης παραγόµενου αερίου 
στον κενό χώρο πάνω από την καλλιέργεια [Ι]. 

      

 	 Για την αποφυγή επιµόλυνσης από άλλους µικροοργανισµούς, το θρεπτικό υλικό µαζί µε το 
σκεύος και το septum, τοποθετήθηκαν για 20 min στους 120ºC σε αυτόκαυστο. Τέλος, µετά την 
µεταφορά κυττάρων, οι καλλιέργειες σφραγίζονται και απαερώνονται για 2 min µε ροή αζώτου 
( ), προκειµένου να επιτευχθούν αναερόβιες συνθήκες (και κατ’ επέκταση πιο γρήγορη λειτουργία 
υδρογονάσης).

	 Πειραµατικές σειρές που παρουσιάζονται παρακάτω, αφορούν την ανάπτυξη και παραγωγή 
υδρογόνου από κύτταρα Chlorella sp, χρησιµοποιώντας διαφορετική πηγή άνθρακα στο θρεπτικό 
µέσο (γλυκόζη, σουκρόζη και ). Και σε αυτά τα πειράµατα η αρχική κυτταρική συγκέντρωση 
ήταν 1 µL PCV/ mL. Στους πίνακες 15 και 16, παρουσιάζονται τα συστατικά τέτοιων θρεπτικών 
µέσων.


         Πίνακας 15: συστατικά θρεπτικού µέσου TP - glucose 


Πίνακας 16: συστατικά θρεπτικού µέσου TP - sucrose  


	 

	 Στην περίπτωση που η πηγή άνθρακα είναι το , εκείνο προστίθεται µε σύριγγα µετά την 
απαέρωση της καλλιέργειας. Ο όγκος του  που προστίθεται είναι 20mL σε κάθε καλλιέργεια. 


2.3 Μετρήσεις κυτταρικής ανάπτυξης 


N2

CO2

Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer I (ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών I) 1 mL/L 

Hutner’s trace elements (διάλυµα ιχνοστοιχείων) 1 mL/L 

Solution A (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck) 10 mL/L

Glucose 5 g/L

Συστατικό Ποσότητα 

Trizma base 2,42 g/L 

Phosphate buffer I (ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικών I) 1 mL/L 

Hutner’s trace elements (διάλυµα ιχνοστοιχείων) 1 mL/L 

Solution A (τροποποιηµένο διάλυµα Beijerinck) 10 mL/L

Sucrose 5 g/L

CO2

CO2
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2.3.1 Μετρήσεις ανάπτυξης µικροοργανισµού µέσω του όγκου καθιζάµενων 
κυττάρων (PCV) 


	 Οι µετρήσεις κυτταρικής ανάπτυξης πραγµατοποιήθηκαν µετρώντας τον όγκο καθιζάµενων 
κυττάρων (packed Cell Volume). Πιο αναλυτικά, λαµβάνεται ποσότητα καλλιέργειας από τα 
µπουκαλάκια, τρυπώντας το septum µε σύριγγα ινσουλίνης (1 mL), για τη διατήρηση των 
αναερόβιων συνθηκών στα δείγµατα. Στην συνέχεια, µε πιπέτα ακριβείας µεταφέρεται ποσότητα 
καλλιέργειας σε σωλήνες PCV (Εικόνα 14). Οι σωλήνες, φυγοκεντρούνται σε φυγόκεντρο 
eppendorf για 5 min στα 1000 g και έπειτα προσδιορίεται ο όγκος των καθιζαµένων κυττάρων στην 
καλλιέργεια. Οι σωλήνες PCV είναι βαθµονοµηµένοι µε µέγιστη τιµή τα 5 µL κυττάρων. Η 
κυτταρική συγκέντρωση εκφράζεται σε µονάδες µL κυττάρων PCV/mL καλλιέργειας. 


Εικόνα 14: απεικόνιση ενός PCV tube. Είναι ευδιάκριτο στην εικόνα, πως το κάτω µέρος του σωλήνα, είναι 
λεπτό και βαθµονοµηµένο [42]. 


2.3.2 Προσδιορισµός Φωτοσυνθετικών Χρωστικών 


	  Για ποσοτικό προσδιορισµό των φωτοσυνθετικών χρωστικών, λαµβάνεται από τα δείγµατα 
µέσω σύριγγας ποσότητα καλλιέργειας και µε πιπέτα ακριβείας µεταφέρεται γνωστή ποσότητα σε 
Eppendorf vials. Ακολουθεί φυγοκέντριση στα 1000 g για 5 min. Κατόπιν, το υπερκείµενο 
απορρίφθηκε, τα καθιζάµενα κύτταρα επαναιωρήθηκαν σε 1 mL θερµής µεθανόλης (55°C) και τα 
δείγµατα επωάστηκαν για 30 min στους 55°C σε υδατόλουτρο στο σκοτάδι. Μετά την επώαση, 
ακολούθησε φυγοκέντριση των δειγµάτων για 5 min για την καθίζηση ιζηµάτων και µετρήθηκε η 
απορρόφησή τους στα µήκη κύµατος 470,0 nm, 652,4 nm και στα 665,2 nm. Για την µέτρηση των 
απορροφήσεων χρησιµοποιήθηκε φασµατοφωτόµετρο υπεριώδους - ορατού Shimazdu UV - 2700. 
Οι συγκεντρώσεις της χλωροφύλλης - a, της χλωροφύλλης - b και των συνολικών καροτενοειδών 
υπολογίζονται από τις παρακάτω εξισώσεις [43]: 


• Υπολογισµός συγκέντρωσης (µg/mL) χλωροφύλλης - a 
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• Υπολογισµός συγκέντρωσης (µg/mL) χλωροφύλλης - b





• Υπολογισµός καροτενοειδών 


 


2.4 Μετρήσεις Επαγωγικού Φθορισµού


	 Οι µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού υλοποιήθηκαν χρησιµοποιώντας την συσκευή Handy 
Plant Efficiency Analyser (Hansatech Instruments, Kings’ Lynn, Norfolk, UK), σύµφωνα µε την 
µέθοδο των Strasser & Strasser [20, 44]. Για να µετρηθεί ο φθορισµός χλωροφύλλης, τα δείγµατα 
τοποθετήθηκαν σε σκοτεινό θάλαµο προκειµένου τα µόρια χλωροφύλλης - a, στο φωτοσύστηµα ΙΙ, 
να επιστρέψουν στην θεµελιώδη τους κατάσταση. Αυτό έχει ως στόχο, να εκτιµηθεί η µέγιστη 
φωτοσυνθετική απόδοση του φωτοσυστήµατος ΙΙ. Η µέθοδος, στηρίζεται σε γρήγορες µεταβολές 
φθορισµού µε ανάλυση ανά 10 µs, έχοντας συνολική διάρκεια ανάλυσης 1 sec. Η διέγερση των 
µορίων της χλωροφύλλης - a, έλαβε χώρα από τρεις διόδους LED φωτισµού, µε κόκκινη ακτιβολία 
µήκους κύµατος 650 nm και έντασης 3000 µmol φωτονίων • . Κατά την ολοκλήρωση της 
µέτρησης, λαµβάνεται η τιµή της παραµέτρου /  όπου και αποτελεί ένδειξη της µέγιστης 
φωτοσυνθετικής απόδοσης. 


2.5 Μέτρηση παραγόµενου υδρογόνου µε αέρια χρωµατογραφία (GC-TCD) 


	 Στο παρόν τµήµα, αναλύεται η διαδικασία που ακολουθείται για την µέτρηση του 
παραγόµενου υδρογόνου από τις πειραµατικές καλλιέργειες. Οι µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν στο 
Τµήµα Βιολογίας του Πανεπιστηµίου Κρήτης, µε το όργανο Shimadzu GC 2010 Plus, όπου 
χρησιµοποιήθηκε ανιχνευτής θερµικής αγωγιµότητας (TCD) και τριχοειδής στήλη VIci Metronics 
MC (Poulsbo, USA) µήκους 30 m, διαµέτρου 0,53 mm, στατικής φάσης πάχους 20 µm. Για να 
διαχωριστούν τα αέρια που βρίσκονταν στον υπερκείµενο χώρο της καλλιέργειας χρησιµοποιήθηκε 
ως φέρουν αέριο το αργό (Ar) µε πίεση 5 bar. Η θερµοκρασία του φούρνου που βρισκόταν η στήλη 
ήταν 120°C, του ανιχνευτή TCD στους 200°C ενώ του injector στους 180°C [45]. 

	 Η µέτρηση υδρογόνου από τις καλλιέργειες πραγµατοποιείται τρυπώντας τα seprta µε 
σύριγγα ινσουλίνης χωρητικότητας 500 µL, αφού πρώτα εκείνα είχαν απολυµανθεί µε αιθανόλη 
70% v/v. Η ποσότητα που αποµονώνεται από τις καλλιέργειες και γίνεται ένεση στον αέριο 

Ca = 16,72 ∙ A665,2 − 9,16 ∙ A652,4

Cb = 34,09 ∙ A652,4 − 15,28 ∙ A665,2

Cx+c =
1000 ∙ A470 − 1,63 ∙ Ca − 104,96 ∙ Cb

221

m−2 ∙ s−1

Fv Fmax
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χρωµατογράφο είναι 200 µL. Τέλος, οι κορυφές στο χρωµατογράφηµα ολοκληρώνονται και 
ποσοτικοποιείται το παραγόµενο υδρογόνο µέσω πρότυπης καµπύλης.

	 Για την κατασκευή πρότυπης καµπύλης, γίνονται ενέσεις (injections) γνωστής ποσότητας 
υδρογόνου.


	 

2.6 Μετρήσεις Βιοχηµικού περιεχοµένου Chlorella 


	 Στο τµήµα αυτό ακολουθούν οι µέθοδοι µε τις οποίες έγινε προσδιορισµός του 
περιεχοµένου των κυττάρων Chlorella, σε σάκχαρα, πρωτεΐνες και λιπίδια. 


2.6.1 Προσδιορισµός σακχάρων µε την µέθοδο θυµόλης- θειικού 


	 Για την ποσοτικοποίηση των σακχάρων στις καλλιέργειες και στα κύτταρα Chlorella sp, 
χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος θυµόλης-θειικού [20, 46], η οποία τροποποιήθηκε σύµφωνα µε την 
αναφορά [47]. Αρχικά, για την κατασκευή πρότυπης καµπύλης, χρησιµοποιήθηκε ως πρότυπη 
ουσία γλυκόζη. Συγκεκριµένα, παρασκευάστηκε διάλυµα γλυκόζης συγκέντρωσης 1mg/mL και 
έπειτα πραγµατοποιήθηκαν κατάλληλες αραιώσεις σε εύρος συγκεντρώσεων από 0,01 - 0,1 mg/mL. 
Για την πρότυπη καµπύλη, 100 µL από τα αραιωµένα διαλύµατα γλυκόζης και 300 µL, από το 
αντιδραστήριο θυµόλης-θειικού (1mg θυµόλης σε 1mL θειικού οξέος) προστέθηκαν σε eppendorf 
και ακολούθησε σύντοµη ανάδευση σε Vortex. Τα δείγµατα, επωάστηκαν σε φούρνο, σε σταθερή 
θερµοκρασία (110°C) για 30 min. Τέλος, µετρήθηκε η απορρόφηση των δειγµάτων στα 509 nm. Ως 
τυφλό δείγµα, χρησιµοποιήθηκαν 100 µL, απιονισµένου νερού που υπέστησαν την ίδια κατεργασία. 

       	  Για τον προσδιορισµό σακχάρων στα κύτταρα Chlorella sp, σε γνωστή µάζα 
λυοφυλιωµένων κυττάρων, προστίθεται 1 mL HCl 2N, µε στόχο την υδρόλυση των κυττάρων και 
των σακχάρων. Τα δείγµατα επωάζονται σε eppendorf στον φούρνο στους 100°C για 2h, έπειτα 
φιλτράρονται από φίλτρο 0,22 µm και αραιώνονται ώστε η απορρόφηση του δείγµατος να βρεθεί 
στα όρια απορρόφησης της πρότυπης καµπύλης. Τέλος, 100 µL από το δείγµα και 300 µL, από το 
αντιδραστήριο θυµόλης επωάζονται για 30 min σε φούρνο σταθερής θερµοκρασίας (110°C) και 
µετριέται η απορρόφηση του στα 509 nm. Ως τυφλό δείγµα και σε αυτή την διαδικασία, 
χρησιµοποιήθηκαν 100 µL, απιονισµένου νερού που υπέστησαν την ίδια κατεργασία. 
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2.6.2 Προσδιορισµός λιπιδίων µε την µέθοδο θειικού - φωσφορικού- βανιλλίνης

   

 	 Για τον προσδιορισµό των λιπιδίων στα κύτταρα Chlorella sp, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος 
θειικού - φωσφορικού - βανιλλίνης [48], τροποποιηµένη κατά [20]. Αρχικά, για την κατασκευή 
πρότυπης καµπύλης, χρησιµοποιήθηκε κραµβέλαιο, διάλυµα του οποίου παρασκευάστηκε, µε 
συγκέντρωση 1 mg κραµβέλαιου/ mL χλωροφορµίου. Στην συνέχεια, αποµονώθηκαν ποσότητες 
από το αρχικό διάλυµα µε εύρος 10-70 µL και τοποθετήθηκαν σε γυάλινα δοχεία στους 90°C µε 
σκοπό την εξάτµιση του χλωροφόρµιου. Εν συνεχεία, έγινε προσθήκη 100 µL θειικού οξέος και τα 
δείγµατα τοποθετήθηκαν στους 90°C προς επώαση για 15 min. Μετά την επώαση, τα δείγµατα 
αφού επέστρεψαν σε θερµοκρασία δωµατίου, προστέθηκαν σε αυτά 2,4 mL αντιδραστηρίου 
φωσφορικού - βανιλλίνης, το οποίο παρασκευάζεται διαλύοντας 1,2 mg βανιλλίνης σε 1mL 
φωσφορικού οξέος 68%. Με την προσθήκη αυτή, τα δείγµατα επωάστηκαν για ακόµη 10 min έως 
ότου αποκτήοσουν ιώδες χρώµα. Τέλος, η διαδικασία ολοκληρώθηκε µε την µέτρηση απορρόφησης 
στα 530 nm. Ως τυφλό δείγµα χρησιµοποιήθηκαν 100 µL θειικού οξέος µε 2,4 mL αντιδραστηρίου 
φωσφορικού βανιλλίνης. 

	 Στην περίπτωση ποσοτικοποίησης των λιπιδίων από κύτταρα Chlorella sp, σε λυοφιλιωµένη 
µάζα κυττάρων προστέθηκε 3 mL διαλύµατος χλωροφορµίου:µεθανόλης σε αναλογία 2:1 v/v. Μετά 
την προσθήκη του διαλύµατος, προστέθηκαν και γυάλινα σφαιρίδια και ακολούθησε έντονη 
ανάδευση, µε στόχο της εκχύλιση των λιπιδίων. Σε αυτό το διάλυµα προστέθηκε 1,5 mL υδατικού 
διαλύµατος 0,9 % w/v NaCl και ακολούθησε φυγοκέντριση στα 3500 rpm για 15 min. Κατόπιν, 
απορρίφθηκε η πάνω φάση (η υδατική φάση) και από την κάτω φάση αποµονώθηκαν  γνωστές 
ποσότητες όπου θερµάνθηκαν στους 90°C για να εξατµιστεί το χλωροφόρµιο. Τέλος, η διαδικασία 
που ακολουθείται είναι ίδια µε παραπάνω. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3: ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ


3.1 Διερεύνηση ανάπτυξης και παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., από 

κύτταρα υπό και χωρίς ανάδευση 


     Στις ακόλουθες πειραµατικές σειρές, πρωταρχικός στόχος είναι η εύρεση βέλτιστων συνθηκών 

ανάπτυξης µε ταυτόχρονη µεγιστοποίηση της παραγωγής υδρογόνου από κύτταρα Chlorella sp. Τα 

κύτταρα Chlorella αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό µέσο TAP και TAP - S, µε ανάδευση και χωρίς, της 

καλλιέργειας, προκειµένου να επιλεχθεί η καττάλληλη συνθήκη για την µέγιστη παραγωγή 

υδρογόνου. Η ανάπτυξη έλαβε χώρα παρουσία φωτός για επτά ηµέρες. Η ανάλυση των 

αποτελεσµάτων, έδειξε, πως τα κύτταρα στο θρεπτικό µέσο TAP - S δεν αναπτύσσονται τόσο, όσο 

στην συνθήκη µάρτυρα (Control), όπως επιβεβαιώνεται από την βιβλιογραφία, εξαιτίας της 

έλλειψης θείου. Η µειωµένη ανάπτυξη στην συνθήκη TAP - S φανερώνεται από τις µετρήσεις του 

όγκου καθιζάµενων κυττάρων και από την µέτρηση της χλωροφύλλης - a (Εικόνα 15, 16).  


Εικόνα 15: Kαµπύλες ανάπτυξης καλλιεργειών Chlorella σε θρεπτικό µέσο TAP, TAP - S µέσω της 
µέτρησης Packed Cell Volume (PCV). Οι καλλιέργειες βρίσκονταν υπό ανάδευση για επτά ηµέρες, ενώ στην 
συνθήκη χωρίς ανάδευση οι καλλιέργειες αφέθηκαν σε ηρεµία σε φωτεινό θάλαµο. 
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Εικόνα 16: Kαµπύλες ανάπτυξης καλλιεργειών Chlorella σε θρεπτικό µέσο TAP, TAP - S, µετρώντας την 
ποσότητα χλωροφύλλης - a στις αναπτυσσόµενες καλλιέργειες.


         Στην καλλιέργεια Control (TAP - ανάδευση), υπάρχει µεγαλύτερη ανάπτυξη, σύµφωνα µε τις 

µετρήσεις όγκου κυττάρων και χλωροφύλλης - a. Αυτό, οφείλεται στην οµοιόµορφη κατανοµή του 

φωτός, εξαιτίας της ανάδευσης της καλλιέργειας, πράγµα που εξασφαλίζει καλύτερες συνθήκες 

ανάπτυξης των κυττάρων. Στην περίπτωση που τα κύτταρα βρίσκονται χωρίς ανάδευση το φως δεν 

φτάνει σε αυτά επαρκώς, καθώς αυτά καθιζάνουν στον πυθµένα του δοχείου, µε αποτέλεσµα αυτά 

να παρουσιάζουν µικρότερη ανάπτυξη και µικρότερο περιεχόµενο χρωστικής - Chl(a). 


      Είναι διακριτό πως, η έλλειψη θείου, επηρεάζει την ποσότητα των φωτοσυνθετικών χρωστικών 

και κατ’ επέκταση την ποσότητα της χλωροφύλλης - a, που αποτελεί δείκτη ανάπτυξης του 

µικροφύκους. Όπως παρατηρήθηκε σε προηγούµενες µελέτες, στο µικροφύκος Chlamydomonas 

reinhardtii [36], η στέρηση θείου εµποδίζει την ανάπτυξη του µικροφύκους, γεγονός που στην 

Chlorella sp, δεν επαληθεύεται, αλλά παρατηρείται ανάπτυξη - µειωµένη, όµως - σε σχέση µε την 

συνθήκη του µάρτυρα. Αυτή η ανάπτυξη, οφείλεται στο ότι τα κύτταρα δεν έχουν προσαρµοστεί 

πλήρως στις συνθήκες στέρησης, και στο εσωτερικό τους έχουν απόθεµα θρεπτικών συστατικών 

προηγούµενου µέσου. Σε αυτό, προστίθεται το γεγονός πως κατά τον κυτταρικό θάνατο, τα 

κύτταρα λύονται και απελευθερώνουν στο θρεπτικό µέσο συστατικά τα οποία µπορούν να 

προσληφθούν από άλλα κύτταρα που αναπτύσσονται.  Όσον αφορά την παραγωγή υδρογόνου, το 

µικροφύκος Chlamydomonas reinhardtii παράγει µεγαλύτερες ποσότητες στην περίπτωση που το 
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θείο απουσιάζει από το θρεπτικό µέσο, παρά στην συνθήκη µάρτυρα. Η διαπίστωση αυτή, δεν 

επαληθεύεται για το µικροφύκος Chlorella sp, το οποίο παράγει µεγαλύτερη ποσότητα υδρογόνου 

σε θρεπτικό µέσο όπου το θείο είναι παρόν (Εικόνα 17Α, 17Β). Ακόµη, τα κύτταρα Chlorella sp, 

παράγουν µεγαλύτερο όγκο υδρογόνου όταν αυτά βρίσκονται υπό ανάδευση. Όπως είναι γνωστό, 

για την παραγωγή υδρογόνου απαιτείται φως, για την µεταφορά ηλεκτρονίων προς την 

υδρογονάση. Ωστόσο, στην καλλιέργεια χωρίς ανάδευση δεν πραγµατοποιείται οµοιόµορφη 

κατανοµή του φωτός, στα κύτταρα,  µε αποτέλεσµα τα κέντρα αντίδρασης να µην απορροφούν 

µεγάλο µέρος της ακτινοβολίας. Εποµένως, λιγότερο ποσό ενέργειας προσφέρεται στην µεταφορά 

των ηλεκτρονίων, καθιστώντας την παραγωγή υδρογόνου µειωµένη στην συνθήκη όπου τα 

κύτταρα δεν αναδεύονται. 


Εικόνα 17: (Α): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50mL, σε όλες τις συνθήκες που 
µελετήθηκαν. Το σύµβολο (+) δηλώνει πως η συνθήκη βρισκόταν υπό ανάδευση ενώ το (-) δηλώνει πως η 
καλλιέργεια είχε αφεθεί σε ηρεµία καθόλη την διάρκεια ανάπτυξης του µικροφύκους. (Β): µL παραγόµενου 
υδρογόνου ανά mL καθιζάµενων κυττάρων (οι τιµές υπολογίστηκαν λαµβάνοντας υπόψιν την ανάπτυξη των 
κυττάρων µετρώντας το όγκο καθιζάµενων κυττάρων). 


     Συµπερασµατικά, η ανάδευση των καλλιεργειών, στην ανάπτυξη και στην παραγωγή υδρογόνου 

είναι σηµαντική. Έτσι, οι επόµενες πειραµατικές σειρές, που µελετώνται στην παρούσα εργασία, 

αφορούν καλλιέργειες που βρίσκονται υπό ανάδευση. 
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3.2 Διερεύνηση ανάπτυξης και παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., 

χρησιµοποιώντας  διαφορετικές πηγές άνθρακα


  Σε αυτή την πειραµατική σειρά, µελετάται η ανάπτυξη του µικροφύκους Chlorella sp, µε 

ταυτόχρονη µελέτη στην παραγωγή υδρογόνου, χρησιµοποιώντας διαφορετικές πηγές άνθρακα στο 

θρεπτικό µέσο. Ως πηγές άνθρακα χρησιµοποιήθηκαν τα σάκχαρα γλυκόζη και σουκρόζη, το  

και τα αποτελέσµατα συγκρίθηκαν µε την συνθήκη Control - TAP και TAP - S (  στο 

θρεπτικό µέσο). Η ανάπτυξη των καλλιεργειών έλαβε χώρα παρουσία ανάδευσης, σε χρονική 

διάρκεια 14 ηµερών. Οι πειραµατικές τιµές, φανερώνουν και σε αυτή την περίπτωση πως στην 

συνθήκη στέρησης του θείου από το θρεπτικό µέσο, τα κύτταρα εµφανίζουν περιορισµένη 

ανάπτυξη σε σχέση µε την συνθήκη που στο θρεπτικό υπάρχει θείο. Αυτό επιβεβαιώνεται από τον 

όγκο καθιζάµενων κυττάρων (PCV) και από την µέτρηση της ποσότητας χλωροφύλλης - a στις 

καλλιέργειες όπου το θείο απουσιάζει (Εικόνα 18Β, 19Β). 


Εικόνα 18: (Α) καµπύλες ανάπτυξης µετρώντας τον 
όγκο καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο   παρουσίας θείου (S), µε διαφορετικό υπόστρωµα άνθρακα. 
(Β) καµπύλες ανάπτυξης µετρώντας τον όγκο καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο απουσίας θείου (S), 
µε διαφορετικό υπόστρωµα άνθρακα.
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   Από την Εικόνα 18Α, 18Β, συµπεραίνουµε πως η ανάπτυξη του µικροφύκους, είναι µικρότερη 

όταν στο µέσο υπάρχει διαφορετικό υπόστρωµα άνθρακα εκτός του οξικού οξέος. Στην περίπτωση 

της γλυκόζης, το µικροφύκος εµφανίζει µεγαλύτερη ανάπτυξη συγκριτικά µε τις άλλες πηγές 

άνθρακα και η καλλιέργεια φτάνει στην στατική φάση την δεύτερη ηµέρα, ενώ κατά την παρουσία 

σουκρόζης, τα κύτταρα παρουσιάζουν παρόµοια ανάπτυξη, µε πιο βραδείς ρυθµούς, καθώς η 

στατική φάση έρχεται την τέταρτη ηµέρα καλλιέργειας. Η αυξηµένη ανάπτυξη παρουσία γλυκόζης 

έναντι της σουκρόζης, επιβεβαιώνεται και στην περίπτωση όπου το θείο απουσιάζει από την 

καλλιέργεια. Ωστόσο, όταν η πηγή άνθρακα είναι το , τα κύτταρα παρουσιάζουν την µικρότερη 

ανάπτυξη, καθώς βασίζονται αποκλειστικά, στην παραγωγή σακχάρων µέσω της καθήλωσης του 

, και λειτουργίας του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Η ποσότητας της Chl(a), όπως φαίνεται και 

από την εικόνα 19, αποτελεί ένδειξη για την χρήση του φωτοσυνθετικού µηχανισµού από τα 

κύτταρα για την ανάπτυξη τους. 


Εικόνα 19: (Α) καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους, µετρώντας την ποσότητα χλωροφύλλης - a, σε θρεπτικό 
µέσο παρουσία θείου (S). (Β) καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους, µετρώντας την ποσότητα χλωροφύλλης - 
a, σε θρεπτικό µέσο απουσίας θείου (S).


        Στην περίπτωση απουσίας θείου από το θρεπτικό µέσο, σύµφωνα µε την βιβλιογραφία [37], ο 

ρυθµός φωτοσύνθεσης µειώνεται και η ανάπτυξη περιορισµένη, πράγµα που επιβεβαιώνεται και 

από την χαµηλή συγκέντρωση Chl(a) στην καλλιέργεια. Όταν στο θρεπτικό µέσο, το θείο είναι 
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παρόν, η ποσότητα Chl(a), στις προς µελέτη συνθήκες, είναι µικρότερη από την ποσότητα στην 

συνθήκη του µάρτυρα (TAP). Αυτό, έχει ως αποτέλεσµα, τον καταβολισµό του σακχάρου (που 

υπάρχει στο θρεπτικό µέσο) προκειµένου να εξασφαλιστεί η απαιτούµενη ενέργεια, ώστε να µην 

απαιτείται η σύνθεση σακχάρων µέσω του κύκλου Calvin. Είναι ευδιάκριτο, πως στην περίπτωση 

της γλυκόζης, τα κύτταρα βασίζονται σε έναν ετερότροφο τρόπο ανάπτυξης, καθώς το περιεχόµενο 

της χρωστικής µειώνεται κατά την διάρκεια της καλλιέργειας [49]. Στην περίπτωση της σουκρόζης, 

το περιεχόµενο της Chl(a) αυξάνεται έως την έβδοµη ηµέρα καλλιέργειας, που σηµαίνει πως η 

ανάπτυξη των κυττάρων βασίζεται κατά κύριο λόγο στην λειτουργία του φωτοσυνθετικού 

µηχανισµού. Μετά το πέρας της έβδοµης µέρας καλλιέργειας, ο µικροοργανισµός, διασπά την 

σουκρόζη, και την καταναλώνει, περνώντας έτσι σε έναν ετερότροφο τρόπο ανάπτυξης. Η µείωση 

της ποσότητας της χρωστικής - Chl(a) - υποδηλώνει την κατανάλωση του σακχάρου και µείωση 

δραστηριότητας των φωτοσυστηµάτων. Τέλος, όσον αφορά το , η ανάπτυξη του 

µικροοργανισµού στηρίζεται αποκλειστικά στην καθήλωση του  και παραγωγή σακχάρων, 

γεγονός που υποδηλώνει έντονη λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού, µέχρι την 

ολοκλήρωση του πειράµατος. Η έντονη λειτουργία, φανερώνεται από την αυξηµένη ποσότητα 

Chl(a) στην καλλιέργεια. 


   Όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 20, η τιµή του λόγου  σχετίζεται µε την µέγιστη 

φωτοσυνθετική απόδοση του φωτοσυστήµατος ΙΙ. Χαµηλές τιµές του λόγου , υποδηλώνουν 

µειωµένη φωτοσυνθετική δραστηριότητα ενώ υψηλότερες την ορθή λειτουργία του PSII. 


CO2

CO2

Fv /Fmax

Fv /Fmax

39

Fv
/F

m
ax

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

Time (Days) 

2 4 7 14

TAP Glu Suc CO2

Fv
/F

m
ax

 

0

0,2

0,4

0,6

0,8

Time (Days) 

2 4 7 14

TAP -S Glu -S Suc-S CO2 -S 

Α Β



Εικόνα 20: (Α) µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση ( ) κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό 

παρουσίας θείου (S) υπό διαφορετικές πηγές άνθρακα. (Β) µέγιστη φωτοσυνθετική απόδοση ( ) 

κυττάρων που αναπτύχθηκαν σε θρεπτικό υλικό απουσίας θείου (S) υπό διαφορετικές πηγές άνθρακα.


     Στο θρεπτικό µέσο όπου το θείο απουσιάζει, σε όλα τα δείγµατα παρουσιάζεται µείωση της 

µέγιστης φωτοσυνθετικής απόδοσης, εξαιτίας βιολογικής καταπόνησης, όπως έχει µελετηθεί και 

στο µικροφύκος Chlamydomonas reinhardtii [36, 37]. Στην περίπτωση που το θρεπτικό µέσο, 

διαθέτει θείο  (S) (Εικόνα 20Α), η φωτοσυνθετική απόδοση στην συνθήκη µάρτυρα (TAP) 

υποδηλώνει υγιή κύτταρα - µη καταπονηµένα. Σε συνδυασµό µε τις πληροφορίες που απορρέουν 

από την Εικ. 19Α, όταν τα κύτταρα αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο που περιέχει γλυκόζη, την 

καταβολίζουν, προς παραγωγή ενέργειας. Ο ετερότροφος τρόπος ανάπτυξης εξασφαλίζει 

ευκολότερα την ενέργεια στο µικροφύκος, µε αποτέλεσµα η φωτοσυνθετική ικανότητα να 

µειώνεται, ενώ παράλληλα µειώνεται και το περιεχόµενο χλωροφύλλης - a. Η φωτοσυνθετική 

ικανότητα επίσης µειώνεται καθώς η καλλιέργεια είναι ένα κλειστό σύστηµα και το  δεν 

αφθονεί. Όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν παρουσία σουκρόζης, στο πέρας των επτά ηµερών, η 

ανάπτυξη των κυττάρων βασίζεται στην λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Οι 

αυξηµένες τιµές Chl(a) είναι σύµφωνες µε αυτήν την διαπίστωση, καθώς και οι τιµές του λόγου 

, υποδηλώνουν ένα υγιές φωτοσύστηµα ΙΙ. Μετά το πέρας της πρώτης εβδοµάδας, τα 

κύτταρα αναπτυσσόµενα στην σουκρόζη, παρουσιάζουν µείωση στο περιεχόµενο Chl(a), η 

καλλιέργεια αποχρωµατίζεται ελαφρώς, καθώς και µειωµένες τιµές του λόγου Fv/Fmax. Η αλλαγή 

αυτή, οφείλεται στον διαφορετικό ρυθµό κατανάλωσης της σουκρόζης, τις πρώτες µέρες η 

πρόσληψη είναι µειωµένη ενώ µετά το πέρας των επτά ηµερών η πρόσληψη αυξάνεται και ο 

ρυθµός φωτοσύνθεσης µειώνεται. Τα κύτταρα, προσλαµβάνουν τον δισακχαρίτη, διασπούν τον 

γλυκοζιτικό δεσµό και καταβολίζουν τα επιµέρους σάκχαρα για την εξασφάλιση της ενέργειας που 

απαιτείται για την ανάπτυξη. Τέλος, στην περίπτωση που στον αέριο χώρο πάνω από την 

καλλιέργεια υπάρχει , η φωτοσυνθετική απόδοση είναι µεγαλύτερη (αυξηµένες τιµές Fv/Fmax) 

από την συνθήκη του µάρτυρα, διότι η ανάπτυξη στηρίζεται αποκλειστικά στην διαδικασία της 

φωτοσύνθεσης για την παραγωγή ενέργειας. 


    Είναι γνωστό, όπως αναλύθηκε και στο Κεφάλαιο 1, πως η παραγωγή υδρογόνου από το 

µικροφύκος Chlamydomonas reinhardtii, απαιτεί ένα µη λειτουργικό φωτοσύστηµα ΙΙ. Στην 

περίπτωση της Chlorella sp, η παρεµπόδιση λειτουργίας του PSII δεν αποτελεί αναγκαία συνθήκη 

για την παραγωγή υδρογόνου (Εικόνα 21). Συγκεκριµένα, µεγαλύτερος όγκος υδρογόνου παράγεται 

Fv /Fmax

Fv /Fmax

CO2

Fv /Fmax

CO2
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από κύτταρα, που δεν στερούνται το θείο (S) παρά από κύτταρα που αναπτύσσονται υπό συνθήκες 

στέρησης αυτού. 


Εικόνα 21: (Α): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50mL, υπό διαφορετικές πηγές άνθρακα 
σε θρεπτικό µέσο παρουσίας θείου (S). (Β): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50mL, υπό 
διαφορετικές πηγές άνθρακα σε θρεπτικό µέσο απουσίας θείου (S). (C): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά mL 
καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο παρουσίας θείου (S). (D): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά mL 
καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο απουσίας θείου (S).
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	 Τα κύτταρα που αναπτύσσονται σε θρεπτικά που το θείο απουσιάζει, βρίσκονται αρκετές 

ηµέρες στην στατική φάση, έως ότου εξαντληθεί πλήρως το θείο και τα κύτταρα προσαρµοστούν 

σε συνθήκες στέρησης. Σε αυτή την περίπτωση παράγεται υδρογόνο αλλά η ποσότητα αυτού είναι 

µικρότερη του µάρτυρα. 


      Η γλυκόζη προτιµάται από τον µικροοργανισµό για την παραγωγή ενέργειας, καθώς τα κύτταρα 

την προσλαµβάνουν και την καταβολίζουν, ενώ δεν χρησιµοποιούν την διαδικασία της 

φωτοσύνθεσης, όπως φανερώνουν οι µετρήσεις επαγωγικού φθορισµού και χλωροφύλλης - a. Τα 

ηλεκτρόνια που παράγονται από την γλυκόλυση, οδηγούνται στην υδρογονάση µε την διαδικασία 

που αναλύθηκε παραπάνω, προς παραγωγή υδρογόνου [37]. Στα δείγµατα που περιέχουν 

διαφορετική πηγή άνθρακα, δεν παράγονται µετρήσιµες ποσότητες υδρογόνου. Η γλυκόζη, 

αναδεικνύεται η καταλληλότερη πηγή άνθρακα προς παραγωγή υδρογόνου, όταν τα κύτταρα 

αναπτύσσονται σε βάση θρεπτικού µέσου TP (Trizma - Phosphate). 


     Τέλος, αξίζει να αναφερθεί πως στην περίπτωση της Chlorella sp, θρεπτικό µέσο που περιέχιει 

θείο, αποτελεί καταλληλότερη συνθήκη για την παραγωγή υδρογόνου. Η παραγωγή υδρογόνου σε 

συνθήκες παρουσίας θείου, µπορεί να αποδοθεί στο γεγονός πως τα γονίδια της υδρογονάσης 

εκφράζονται εξαιτίας της αναερόβιας ατµόσφαιρας πάνω από την καλλιέργεια και όχι στην 

παρεµπόδιση του PSII. 


3.3 Διερεύνηση ανάπτυξης και παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., σε 

διαφορετικές θερµοκρασίες. 


       Σε αυτήν την πειραµατική σειρά, µελετάται η επίδραση της θερµοκρασίας, στην ανάπτυξη του 

µικροφύκους και στην ικανότητα αυτού να παράγει υδρογόνο. Η θερµοκρασία στην οποία 

πραγµατοποιήθηκε µελέτη εκτός της συνθήκης µάρτυρα (25°C) αφορά την ανάπτυξη και παραγωγή 

υδρογόνου στους 20°C, σε θρεπτικό µέσο TAP και TAP - S σε διάστηµα επτά ηµερών. Στην Εικόνα 

22, απεικονίζεται η ανάπτυξη των κυττάρων Chlorella στις δύο διαφορετικές θερµοκρασίες. 


   Όπως φαίνεται από τα γραφήµατα στην Εικ. 22, στην συνθήκη των 20°C, τα κύτταρα 

παρουσιάζουν ελαφρώς µειωµένη ανάπτυξη, σε σχέση µε την συνθήκη Control. Σε αυτήν την 

περίπτωση, η µειωµένη ανάπτυξη του µικροφύκους, δεν συνοδεύεται από µειωµένη παραγωγή 

υδρογόνου. Στην Εικόνα 23, παρουσιάζονται οι όγκοι υδρογόνου που παράχθηκαν. Ακόµη, 

επιβεβαιώνεται και σε αυτήν την πειραµατική σειρά, πως στην συνθήκη TAP - S, η ανάπτυξη είναι 

και πάλι µειωµένη σχέση µε το θρεπτικό µέσο TAP. 
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Εικόνα 22: (Α): καµπύλες κυτταρικής ανάπτυξης µετρώντας την χλωροφύλλη - a. (Β): καµπύλες κυτταρικής 
ανάπτυξης µετρώντας τον όγκο καθιζάµενων κυττάρων.


Εικόνα 23: (Α): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50mL, υπό διαφορετικές θερµοκρασίες 
σε θρεπτικά µέσα TAP & TAP -S. (Β) µL παραγόµενου υδρογόνου ανά mL καθιζάµενων κυττάρων, υπό 
διαφορετικές θερµοκρασίες σε θρεπτικά µέσα TAP & TAP -S.


       Συνεπώς, από τα παραπάνω γραφήµατα, συµπεραίνουµε πως η θερµοκρασία 20°C είναι πιο 

ιδανική συνθήκη για την παραγωγή υδρογόνου από ότι η συνθήκη 25°C. Και σε αυτήν την 
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πειραµατική σειρά, επιβεβαιώνεται η διαπίστωση πως κύτταρα αναπτυσσόµενα σε θρεπτικό µέσο 

TAP - S, δεν είναι ικανά να παράξουν µεγάλες ποσότητες υδρογόνου. 


3.4 Διερεύνηση ανάπτυξης και παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., σε 

διαφορετικές εντάσεις φωτισµού


	 Στην παρούσα πειραµατική σειρά, µελετήθηκε η επίδραση διαφορετικών εντάσεων 

φωτισµού, στην ανάπτυξη και στην παραγωγή υδρογόνου από κύτταρα Chlorella sp. Οι προς 

µελέτη συνθήκες αφορούσαν την ανάπτυξη µε ένταση φωτισµού 50 - 80 µmol φωτονίων • 

 και µε ένταση φωτισµού 0 µmol φωτονίων •  , σε σύγκριση πάντα µε την 

συνθήκη µάρτυρα (Control) στα 140 - 160 µmol φωτονίων • . Η ανάπτυξη των κυττάρων 

έλαβε χώρα σε θρεπτικό µέσο TAP & TAP - S για επτά ηµέρες. Στην Εικόνα 24 παρουσιάζονται οι 

καµπύλες ανάπτυξης του µικροοργανισµού µε την επίδραση διαφορετικής έντασης ακτινοβολίας. 


m−2 ∙ s−1 m−2 ∙ s−1

m−2 ∙ s−1
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Εικόνα 24: (A): καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους, µετρώντας την χλωροφύλλη - a, σε θρεπτικό µέσο TAP. 
(B) καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους, µετρώντας την χλωροφύλλη - a, σε θρεπτικό µέσο TAP - S. (C): 
καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους µετρώντας τον όγκο καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο TAP. (D) 

καµπύλες ανάπτυξης µικροφύκους µετρώντας τον όγκο καθιζάµενων κυττάρων σε θρεπτικό µέσο TAP - S. 


      Από την Εικ. 24 συµπεραίνουµε, πως στις συνθήκες που το δείγµα δέχεται ακτινοβολία 

παρουσιάζει αυξηµένη ανάπτυξη και αυξηµένο περιεχόµενο χλωροφύλλης - a. Σε αντίθετη 

περίπτωση, που το δείγµα βρίσκεται στο σκοτάδι (0 µmol φωτονίων) η ανάπτυξη του είναι 

ελάχιστη όπως φαίνεται και από τον όγκο καθιζάµενων κυττάρων και από το περιεχόµενο 

χρωστικών. Το γεγονός αυτό, οφείλεται στο ότι η ανάπτυξη του µικροφύκους, πραγµατοποιείται 

παρουσία φωτός, το οποίο απορροφάται για την εξασφάλιση της ενέργειας προς την επιβίωση και 

ανάπτυξη του. Στην περίπτωση που οι καλλιέργειας αναπτύσσονται στο σκοτάδι, ο φωτοσυνθετικός 

µηχανισµός βρίσκεται σε αδράνεια µε αποτέλεσµα την µείωση στην ανάπτυξη, όπως φανερώνουν 

και τα ανωτέρω γραφήµατα. 


          Η παρόµοια ανάπτυξη των κυττάρων Chlorella, στις διαφορετικές εντάσεις φωτισµού (140 - 

160 και 50 - 80 µmol φωτονίων), θα σήµαινε και παρόµοια παραγωγή υδρογόνου από τα κύτταρα. 

Κάτι τέτοιο, δεν συµβαίνει αλλά η συνθήκη 50 - 80 µmol φωτονίων • , φαίνεται να είναι η 

βέλτιστη για την παραγωγή υδρογόνου στο συγκεκριµένο στέλεχος του µικροφύκους. Μεγάλη 

ένταση φωτισµού, όπως στην συνθήκη µάρτυρα, δεν είναι ιδανική για την µεγιστοποίηση της 

παραγωγής υδρογόνου. Εν αντιθέσει, χαµηλότερη ένταση φωτισµού -µειωµένη στο µισό της 

αρχικής- αποτελεί προτιµότερη συνθήκη για αυξηµένη παραγωγή αερίου. Η ακτινοβολία µέτριας 
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έντασης, διαθέτει την κατάλληλη ενέργεια, η οποία προσφέρεται στην αλυσίδα µεταφοράς 

ηλεκτρονίων µε τελικό αποδέκτη την υδρογονάση, µε αποτέλεσµα, να παράγεται µεγαλύτερος 

όγκος υδρογόνου. Τέλος, επιβεβαιώνεται πάλι, πως στο θρεπτικό µέσο TAP - S, τα κύτταρα 

παρουσιάζον µειωµένο περιεχόµενο χρωστικών εξαιτίας της παρεµπόδισης λειτουργίας του 

φωτοσυστήµατος ΙΙ. Η παρεµπόιδηση αυτή, όπως έχει αναφερεθεί ανωτέρω, δεν οδηγεί τα κύτταρα 

Chlorella sp, στην αυξηµένη παραγωγή υδρογόνου. Στην Εικόνα 25, απεικονίζονται οι όγκοι 

παραγόµενου υδρογόνου υπό διαφορετικές εντάσεις φωτισµού. 


46

µL
 H

2/
 κ
αλ
λι
έρ
γε
ια

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

µmol φωτονίων • 

140-160 50-80 0

Υδρογόνο που παράγεται την 7η µέρα καλλιέργειας 

µL
 H

2/
 κ
αλ
λι
έρ
γε
ια

 

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

µmol φωτονίων •

140-160  50-80   0  

Υδρογόνο που παράγεται την 7η µέρα καλλιέργειας 

µL
 Η

2/
m

L 
PC

V
 

0

2000

4000

6000

8000

10000

µmol φωτονίων • 

140-160 50-80 0

Υδρογόνο που παράγεται την 7η µέρα καλλιέργειας 

µL
 Η

2/
m

L 
PC

V
 

0

2000

4000

6000

8000

10000

µmol φωτονίων • 

140-160  50-80  0  

Υδρογόνο που παράγεται την 7η µέρα καλλιέργειας 

m−2 ∙ s−1

Α B

C D

m−2 ∙ s−1

m−2 ∙ s−1 m−2 ∙ s−1



Εικόνα 25: (Α): µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50 mL, υπό την επίδραση διαφορετικών 
εντάσεων φωτισµού, σε θρεπτικό µέσο TAP. (Β) µL παραγόµενου υδρογόνου ανά υγρή καλλιέργεια 50 mL, 
υπό την επίδραση διαφορετικών εντάσεων φωτισµού, σε θρεπτικό µέσο TAP - S. (C): µL υδρογόνου ανά mL 
καθιζάµενων κυττάρων υπό την επίδραση διαφορετικών εντάσεων φωτισµού, σε θρεπτικό µέσο TAP. (D): 
µL υδρογόνου ανά mL καθιζάµενων κυττάρων υπό την επίδραση διαφορετικών εντάσεων φωτισµού, σε 

θρεπτικό µέσο TAP - S. 


    Από τα παραπάνω δεδοµένα, επιβεβαιώνεται η υπόθεση, πως για να παραχθεί υδρογόνο, 

απαιτείται φως. Η ενέργεια του φωτός είναι υπαίτια για την µεταφορά των ηλεκτρονίων στην 

υδρογονάση, που σε σκοτεινές συνθήκες καλλιέργειας, η συγκεκριµένη προϋπόθεση δεν 

ικανοποιείται, εποµένως, δεν παράγονται αξιοποιήσιµες ποσότητες υδρογόνου. Συνεπώς, η 

κατάλληλη συνθήκη καλλιέργειας στην παραγωγή υδρογόνου, αφορά ακτινοβολία έντασης 50 - 80 

µmol φωτονίων • . 


  

m−2 ∙ s−1
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3.5 Διερεύνηση παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., από καλλιέργειες µε 

στερήσεις K, S, N και P από το θρεπτικό µέσο, σε διαφορετικά pH 


    Στην παρακάτω πειραµατική σειρά, µελετήθηκε η παραγωγή υδρογόνου από καλλιέργειες 

Chlorella sp, σε θρεπτικά µέσα τα οποία στερούνται ένα µακροθρεπτικό στοιχείο τη φορά. 

Συγκεκριµένα, τα κύτταρα αναπτύχθηκαν σε θρεπτικά µέσα TAP (Control), TAP - S, TAP - P, TAP - 

N και TAP - K. Για την µεγιστοποίηση της παραγωγής υδρογόνου, µελετήθηκε και η επίδραση του 

pH, στο µέσο ανάπτυξης του µικροφύκους για επτά ηµέρες. Έτσι, για κάθε θρεπτικό µέσο, 

µελετήθηκαν 5 συνθήκες, µε εύρος pH= 5-9. Αυτή η πειραµατική σειρά αποσκοπεί στην εύρεση 

της βέλτιστης συνθήκης (θρεπτικό µέσο και pH του µέσου) για την µεγιστοποίηση της παραγωγής 

υδρογόνου. Στην Εικόνα 26, παρουσιάζεται το περιεχόµενο των κυττάρων σε φωτοσυνθετικές 

χρωστικές σε διαφορετικά θρεπτικά µέσα και σε διαφορετικά pH. Η ποσότητα των 

φωτοσυνθετικών χρωστικών, αποτελεί δείκτη για την ανάπτυξη του µικροφύκους σε αυτές τις 

διαφορετικές συνθήκες. Ο παρακάτω πίνακας (Πίνακας 17), παρουσιάζει τα αποτελέσµατα 

µετρήσεων PCV/mL την έβδοµη ηµέρα καλλιέργειας και δρα επικουρικά σε συνδυασµό µε την Εικ. 

26 αποτελώντας µέτρο της ανάπτυξης των καλλιεργειών. 


Πίνακας 17: αποτελέσµατα µετρήσεων κυτταρικής ανάπτυξης (υπολογιζόµενα σε µL PCV/mL) την 

έβδοµη ηµέρα καλλιέργειας 


pH\ θρεπτικό TAP (Control) TAP - S TAP - P TAP - N TAP - K 

5 1,25 1,25 1,25 1,25 1,25

6 5 3,75 4,58 3,75 5

7 6,67 3,75 5 3,75 6,67

8 5,83 3,75 6,67 5,83 5

9 2,5 1,25 4,17 1,25 1,25

48



49

Θρεπτικό µέσο TAP 

m
g 
χρ
ω
στ
ικ
ώ
ν/

 m
L 
κα
λλ
ιέ
ργ
ει
ας

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

pH 

5 6 7 8 9

Chl(a) Chl(b) x+c 

Θρεπτικό µέσο TAP -S 

m
g 
χρ
ω
στ
ικ
ώ
ν/

 m
L 
κα
λλ
ιέ
ργ
ει
ας

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

pH 

5 6 7 8 9

Chl(a) Chl(b) x+c 

Θρεπτικό µέσο TAP -P 

m
g 
χρ
ω
στ
ικ
ώ
ν/

 m
L 
κα
λλ
ιέ
ργ
ει
ας

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

pH 

5 6 7 8 9

Chl(a) Chl(b) x+c 

Θρεπτικό µέσο TAP -K 

m
g 
χρ
ω
στ
ικ
ώ
ν/

 m
L 
κα
λλ
ιέ
ργ
ει
ας

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

pH 

5 6 7 8 9

Chl(a) Chl(b) x+c 

Θρεπτικό µέσο TAP -N  
m

g 
χρ
ω
στ
ικ
ώ
ν/

 m
L 
κα
λλ
ιέ
ργ
ει
ας

  

0

2

4

6

8

10

12

14

16

pH 

5 6 7 8 9

Chl(a) Chl(b) x+c 

Α

C

Β

D

E



Εικόνα 26: (A): περιεχόµενο κυττάρων Chlorella sp, σε φωτοσυνθετικές χρωστικές όταν αναπτύσσονται σε 
θρεπτικό µέσο TAP, σε διαφορετικά pH (Β): περιεχόµενο κυττάρων Chlorella sp, σε φωτοσυνθετικές 
χρωστικές όταν αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο TAP - S, σε διαφορετικά pH (C): περιεχόµενο κυττάρων 
Chlorella sp, σε φωτοσυνθετικές χρωστικές όταν αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο TAP - P, σε διαφορετικά 
pH (D): περιεχόµενο κυττάρων Chlorella sp, σε φωτοσυνθετικές χρωστικές όταν αναπτύσσονται σε 
θρεπτικό µέσο TAP - N, σε διαφορετικά pH (E): περιεχόµενο κυττάρων Chlorella sp, σε φωτοσυνθετικές 
χρωστικές όταν αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο TAP - K, σε διαφορετικά pH. Συντοµογραφίες: Chl(a) - 
χλωροφύλλη -a, Chl(b) - χλωροφύλλη -b, x+c - ξανθοφύλλες και καροτενοειδή. 


	 Από τα παραπάνω αποτελέσµατα, είναι ευδιάκριτο πως, σε ακραίες τιµές pH (5 και 9) η 

ανάπτυξη του µικροοργανισµού παρεµποδίζεται. Η µειωµένη ποσότητα χρωστικών σε αυτές τις 

τιµές φανερώνει την µειωµένη ανάπτυξη των καλλιεργειών αυτών. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η περίπτωση που από το θρεπτικό υλικό απουσιάζει το θείο και το άζωτο. Στην 

περίπτωση του θείου, όπως έχει αναλυθεί, η απουσία του παρεµποδίζει την λειτουργία του PSII και 

έτσι η ποσότητα των φωτοσυνθετικών χρωστικών στα κύτταρα είναι µειωµένη σε σχέση µε την 

συνθήκη Control (TAP). Στην περίπτωση του θρεπτικού µέσου TAP - N, η ποσότητα των 

χρωστικών είναι εµφανώς µικρότερη καθώς το άζωτο είναι στοιχείο που απαντάται στις 

χλωροφύλλες. Απουσία αζώτου από το θρεπτικό µέσο, υποδηλώνει αδυναµία σύνθεσης της 

πορφυρίνης και κατ’ επέκταση µειωµένες χρωστικές και ανάπτυξη της καλλιέργειας. 


          Τέλος, για την εύρεση της συνθήκης στην οποίο το µικροφύκος παράγει µεγαλύτερο όγκο 

υδρογόνου, πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις µε αέριο χρωµατογράφο την έβδοµη ηµέρα 

καλλιέργειας. Στην Εικόνα 27 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα παραγόµενου υδρογόνου ανά 

καλλιέργεια ενώ στην Εικόνα 28, παρουσιάζονται διαγράµµατα παραγόµενου υδρογόνου ανά mL 

καθιζάµενων κυττάρων. 
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Εικόνα 27: απεικόνιση µL παραγόµενου υδρογόνου ανά 50 mL υγρής καλλιέργειας σε διαφορετικά pH σε 
θρεπτικό µέσο (Α): TAP, (B): TAP - S , (C): TAP - P , (D): TAP - N, (E): TAP - K. 


        Η απεικόνιση των αποτελεσµάτων, φανερώνει πως ανά καλλιέργεια η µεγαλύτερη ποσότητα 
υδρογόνου παράγεται στην συνθήκη TAP pH= 7 ενώ µεγάλες ποσότητες ανά καλλιέργεια 
παράγονται επίσης και στην συνθήκη TAP - P pH= 7 και στην συνθήκη TAP - K pH= 6. Η 
έκφραση των αποτελεσµάτων ανά καλλιέργεια µπορεί να βρει εφαρµογή στην βιοµηχανία προς 
παραγωγή υδρογόνου σε µεγάλη κλίµακα. Στην Εικόνα 28, απεικονίζεται ο όγκος υδρογόνου που 
παράγεται σε µL, ανά mL καθιζάµενων κυττάρων. 
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Εικόνα 28: απεικόνιση µL παραγόµενου υδρογόνου ανά mL καθιζάµενων κυττάρων, σε διαφορετικά pH σε 
θρεπτικό µέσο (Α): TAP, (B): TAP - S , (C): TAP - P , (D): TAP - N, (E): TAP - K. 


      Από την αναγωγή των αποτελεσµάτων, ανά mL καθιζάµενων κυττάρων, διαπιστώνουµε πως 
κύτταρα τα οποία αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο TAP - P και TAP - K, έχουν την ικανότητα να 
παράγουν µεγαλύτερες ποσότητες υδρογόνου σε σχέση µε την συνθήκη µάρτυρα (TAP). Πιο 
συγκεκριµένα, η µεγαλύτερη ποσότητα υδρογόνου παράγεται σε pH= 6 όταν τα κύτταρα 
καλλιεργηθούν σε θρεπτικό µέσο TAP - K. Ακολουθεί η συνθήκη TAP - P σε pH= 7. Έτσι, µε 
γνώµονα αυτές τις δύο στερήσεις (P, K) πραγµατοποιείται εκτενέστερη µελέτη στην ενότητα που 
ακολουθεί. 


3.6 Διερεύνηση παραγωγής υδρογόνου από Chlorella sp., από καλλιέργειες µε 

στερήσεις K, και P από το θρεπτικό µέσο, σε διαφορετικά pH 


       Στόχος αυτής της πειραµατικής σειράς, είναι η εκτενέστερη µελέτη στην παραγωγή υδρογόνου 
από κύτταρα Chlorella sp, όταν αυτά αναπτύσσονται σε θρεπτικό µέσο TAP - K και TAP - P. Αυτή 
η πειραµατική σειρά αποτελεί επαναληπτικό πείραµα του παραπάνω πειράµατος. Στην παραπάνω 
ενότητα µελετήθηκαν όλες οι συνθήκες στις οποίες θα µπορούσε να υπάρξει κυτταρική ανάπτυξη. 
Παρόλα αυτά, οι συνθήκες που παρουσιάζουν ενδιαφέρον στην παραγωγή υδρογόνου εντοπίζονται 
στις τιµές pH 6, 7 και 8. Την έβδοµη ηµέρα ανάπτυξης, πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις επαγωγικού 
φθορισµού, µέτρηση όγκου καθιζάµενων κυττάρων και µετρήσεις παραγόµενου υδρογόνου. Η 
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Εικόνα 29,  παρουσιάζει την µέγιστη φωτοσυνθετική ικανότητα (µετρώντας τον λόγο Fv/Fmax), 
στις διαφορετικές καλλιέργειες. 


Εικόνα 29: τιµές λόγου Fv/Fmax, που εκφράζει την µέγιστη φωτοσυνθετική ικανότητα (αφορά το PSII). 


       Είναι φανερό, πως στις συνθήκες (TAP - P, TAP - K και TAP) που η παραγωγή υδρογόνου είναι 
αυξηµένη, το PSII δεν παρουσιάζει µειωµένη ικανότητα. Τιµές του λόγου στην περιοχή του 0,6 
υποδηλώνουν ένα υγιές φωτοσύστηµα. Σε αλκαλικές τιµές (pH= 8), τα κύτταρα βρίσκονται υπό 
συνθήκες βιολογικής καταπόνησης εποµένως η τιµή του λόγου είναι µειωµένη. 

       Μετρήσεις υδρογόνου που πραγµατοποιήθηκαν, έδειξαν πως και σε αυτήν την περίπτωση η 
βέλτιστη συνθήκη για την παραγωγή µεγαλύτερων ποσοτήτων υδρογόνου είναι εκείνη της 
καλλιέργειας κυττάρων σε θρεπτικό µέσο µε στέρηση καλίου (K) σε pH= 6. Ωστόσο, στην 
περίπτωση που ο φώσφορος απουσιάζει από το θρεπτικό µέσο, παράγονται µεγαλύτερες ποσότητες 
υδρογόνου (σε επίπεδο κυττάρου) στην τιµή pH= 8. Αυτό το γεγονός, έρχεται σε αντίθεση µε την 
προηγούµενη πειραµατική σειρά, που έδειξε πως η συνθήκη TAP -P, έχει την µέγιστη παραγωγή 
στην τιµή pH= 7. Στην Εικόνα 30, φαίνονται οι τιµές υδρογόνου που παράγονται. 
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Εικόνα 30: (Α): απεικόνιση µL παραγόµενου υδρογόνου ανά 50 mL υγρής καλλιέργειας σε διαφορετικά pH 
σε θρεπτικό µέσο TAP (Control -C), TAP - P και TAP - K. (B): απεικόνιση µL παραγόµενου υδρογόνου ανά 
mL καθιζάµενων κυττάρων σε διαφορετικά pH σε θρεπτικό µέσο TAP (Control - C), TAP - P και TAP - K. 


        Συµπερασµατικά, η µεγαλύτερη παραγωγή υδρογόνου σε επίπεδο καλλιέργειας και σε επίπεδο 
κυττάρου, επιτυγχάνεται όταν το µέσο διαθέτει pH= 6, σε συνθήκες έλλειψης καλίου (K). 


3.7 Αποτελέσµατα πάνω στην µελέτη του βιοχηµικού περιεχοµένου κυττάρων 

Chlorella sp, όταν αυτά αναπτύσσονται σε διαφορετικά θρεπτικά µέσα


    Σε αυτό το τµήµα της εργασίας, παρατίθενται τα αποτελέσµατα που αφορούν την µελέτη του 

βιοχηµικού περιεχοµένου των κυττάρων του µικροφύκους όταν αυτό αναπτύσσεται σε θρεπτικά 

µέσα µε έλλειψη θείου, καλίου, αζώτου και φωσφόρου. Το περιεχόµενο σε λιπίδια, υδατάνθρακες 

και χρωστικές συγκρίνεται µε το περιεχόµενο των κυττάρων που αναπτύχθηκαν στην συνθήκη 

µάρτυρα (θρεπτικό µέσο TAP). Η µελέτη αυτή, αποσκοπεί στην κατανόηση της µεταβολής του 

κυτταρικού περιεχοµένου όταν τα κύτταρα στερούνται κάποιο µακροθρεπτικό στοιχείο. 


          Στην Εικόνα 31, απεικονίζεται το περιεχόµενο των κυττάρων σε φωτοσυνθετικές χρωστικές, 

χλωροφύλλη a,b, και καροτενοειδή. Στην περίπτωση του θείου και του αζώτου, όπως έχει 

αναφερθεί, η ποσότητα σε φωτοσυνθετικές χρωστικές είναι µειωµένη. Όσον αφορά στην έλλειψη 

θείου, αυτό οφείλεται στην µειωµένη παραγωγή της πρωτεΐνης D1 του PSII, και ως αποτέλεσµα 

την µειωµένη λειτουργία του φωτοσυνθετικού µηχανισµού. Μειωµένη λειτουργία συνεπάγεται και 

ελάττωση συγκέντρωσης των χρωστικών στην φωτοσυνθετική κεραία. Στην περίπτωση της 
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έλλειψης αζώτου -καίριο στοιχείο για τον δακτύλιο της πορφυρίνης- η σύνθεση της χλωροφύλλης 

είναι µειωµένη και το µικροφύκος παρουσιάζει αδυναµία στην ανάπτυξη, εξαιτίας της χαµηλής 

φωτοσυνθετικής δραστηριότητας. Τέλος, είναι εµφανές, πως η ανάπτυξη σε θρεπτικό που στερείται 

τον φώσφορο ή το κάλιο, δεν εµφανίζει σηµαντικές διαφορές στο περιεχόµενο των χρωστικών ανά 

mL καθιζάµενων κυττάρων. Το περιεχόµενο των χρωστικών σε συνδυασµό µε την λειτουργικότητα 

του PSII, όπου προκύπτει από την Εικ. 29, υποδηλώνει, πως δεν επηρεάζεται η φωτοσυνθετική 

δραστηριότητα κάτω από συνθήκες στέρησης K ή P. 


Εικόνα 31: Συγκεντρώσεις φωτοσυνθετικών χρωστικών (mg χρωστικών/ mL PCV) στα κύτταρα Chlorella 
sp, όταν η ανάπτυξη πραγµατοποιείται σε θρεπτικό µέσο TAP, TAP - S, TAP - P, TAP - N και TAP - K σε 
pH= 7. 


	 Μετά την µελέτη του περιεχοµένου σε χρωστικές, ακολουθεί ο προσδιορισµός των 

κυττάρων σε λιπίδια και υδατάνθρακες (σάκχαρα). Ο παρακάτω πίνακας (Πίνακας 18) συνοψίζει 

τις τιµές που προέκυψαν από την ανάλυση των αποτελεσµάτων. 
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Πίνακας 18: βιοχηµικό περιεχόµενο κυττάρων Chlorella sp.


	 Από τα παραπάνω δεδοµένα είναι ευδιάκριτο πως, το περιεχόµενο σε υδατάνθρακες και 

λιπίδια στις καλλιέργειες TAP - P και TAP - K δεν διαφέρει σηµαντικά σε σύγκριση µε την συνθήκη 

του µάρτυρα (TAP). Όσον αφορά το περιεχόµενο σε υδατάνθρακες, τα κύτταρα που έχουν 

καλλιεργηθεί σε συνθήκες στέρησης αζώτου και θείου παρουσιάζουν αυξηµένα ποσοστά. Στην 

περίπτωση στέρησης του θείου, αυτό συµβαίνει διότι η απουσία αυτού παρεµποδίζει την λειτουργία 

του PSII και οδηγεί στην συσσώρευση αµύλου, το οποίο καταβολίζεται για την παραγωγή 

ενέργειας [37]. Η αύξηση αµύλου φανερώνεται µε τις αυξηµένες τιµές υδατανθράκων στο κύτταρο. 

Ανάλογη συµπεριφορά υιοθετούν τα κύτταρα που αναπτύσσονται απουσία αζώτου. Εξαιτίας της 

στέρησης αζώτου το περιεχόµενο σε χρωστικές µειώνεται πράγµα που υποβαθµίζει τον 

φωτοσυνθετικό µηχανισµό και το κύτταρο στρέφεται στην συσσώρευση υδατανθράκων τους 

οποίους τους καταβολίζει για να εξασφαλίσει την απαραίτητη ενέργεια [50]. 


	 Παρόµοια αύξηση εµφανίζεται και στο περιεχόµενο των λιπιδίων όταν τα κύτταρα 

καλλιεργούνται υπό συνθήκες στέρησης αζώτου και θείου. Η αύξηση των λιπιδίων έχει ως στόχο 

την εξασφάλιση της απαραίτητης ενέργειας, µέσω του καταβολισµού τους, για την επιβίωση των 

κυττάρων σε στερήσεις N και S. Επιπλέον, αξίζει να σηµειωθεί πως το βιοχηµικό περιεχόµενο των 

κυττάρων σε πρωτεΐνες σε συνθήκες στέρησης S και N είναι µειωµένο καθώς αυτά είναι στοιχεία 

απαραίτητα για την βιοσύνθεση νέων πρωτεϊνών. Τα φωτοσυστήµατα ως πρωτεϊνικά σύµπλοκα σε 

αυτές τις συνθήκες στέρησης δεν είναι ικανά να λειτουργήσουν ή να δηµιουργηθούν νέα µε 

αποτέλεσµα η ενέργεια στο κύτταρο να µην εξασφαλίζεται µέσω της φωτοσύνθεσης αλλά µε 

καταβολισµό υδατανθράκων και λιπιδίων. Έτσι, µε την ταυτόχρονη αύξηση του περιεχοµένου σε 

λιπίδια και υδατάνθρακες στις καλλιέργειες TAP- S και TAP - N, παρατηρείται µειωµένο ποσοστό 

πρωτεινών (ανακατανοµή του άνθρακα σε λιπίδια και υδατάνθρακες) [50]. 


Θρεπτικό 
Μέσο

TAP 
(Control) 

TAP - S TAP - P TAP - N TAP - K 

Σάκχαρα 11,25% 
(±1,10%)

19,29% 
(±1,22%)

11,16% 
(±2,23%)

20,65% 
(±2,70%)

9,44% 
(±1,15%)

Λιπίδια 17,97% 
(±5,14%) 

30,76% 
(±6,47%)

23,39% 
(±5,40%) 

30,09% 
(±8,74%)

17,20% 
(±4,94%) 
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3.8 Συµπεράσµατα 

     

     Τα παραπάνω αποτελέσµατα φανερώνουν πως τα κύτταρα του συγκεκριµένου στελέχους του 
µικροφύκους, παρουσιάζουν αυξηµένη ανάπτυξη και παραγωγή υδρογόνου όταν αυτά 
αναπτύσσονται υπό ανάδευση της κυτταροκαλλιέργειας. Σε αυτό, έρχεται να προστεθεί το γεγονός 
πως το θρεπτικό µέσο στο οποίο βρίσκονται τα κύτταρα, κατέχει τον σηµαντικότερο ρόλο στην 
ανάπτυξη και στην παραγωγή υδρογόνου. Όπως διαπιστώθηκε από τα αποτελέσµατα, σε θρεπτικό 
µέσο TAP - S και TAP - N, η κυτταρική ανάπτυξη είναι µειωµένη, εξαιτίας χαµηλών 
συγκεντρώσεων φωτοσυνθετικών χρωστικών, συνοδευόµενη από µικρότερη παραγωγή υδρογόνου. 
Συµπληρωµατικά, το pH του µέσου, διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη. Σε ακραίες 
τιµές (5 και 9), τα κύτταρα αδυνατούν να αναπτυχθούν ενώ η παραγωγή υδρογόνου δείχνει να είναι 
χαµηλή. Μεγαλύτερα ποσά υδρογόνου παράγονται όταν τα κύτταρα καλλιεργούνται σε θρεπτικό 
µέσο TAP - K και TAP - P, στα οποία το φωτοσύστηµα ΙΙ είναι λειτουργικό. Η παραγωγή 
υδρογόνου, ακόµη, µπορεί να ρυθµιστεί όταν τα κύτταρα καλλιεργηθούν σε θρεπτικό µέσο µε 
διαφορετικές πηγές άνθρακα. Εκείνη, µεγιστοποιείται, όταν τα κύτταρα αναπτυχθούν σε θρεπτικό 
µέσο Tris- phosphate µε πηγή άνθρακα την γλυκόζη. 

         Η γλυκόζη, καταβολίζεται από τα µικροφύκος προς παραγωγή ενέργειας και ηλεκτρονίων τα 
οποία διοχετεύονται στην υδρογονάση, µε τελικό αποδέκτη, πρωτόνια και παραγωγή υδρογόνου. Η 
ενέργεια του µικροφύκους εξασφαλίζεται σε αυτήν την περίπτωση από την κατανάλωση του 
οργανικού υποστρώµατος και δεν βασίζεται στην φωτοσυνθετική δραστηριότητα η οποία 
απουσιάζει. Περαιτέρω, διερεύνηση των συνθηκών για την παραγωγή υδρογόνου φανερώνει πως οι 
βέλτιστες συνθήκες αφορούν φωτεινότητα µέτριας έντασης (50 - 80 µmol φωτονίων • ) 
και θερµοκρασία 20°C. 

	 Τέλος, οι µετρήσεις στο βιοχηµικό περιεχόµενο των κυττάρων φανερώνουν πως όταν τα 
κύτταρα καλλιεργηθούν σε θρεπτικό µέσο που απουσιάζουν ενώσεις του θείου και του αζώτου, 
τότε το περιεχόµενο σε λιπίδια και υδατάνθρακες είναι ιδιαίτερα αυξηµένο ενώ το περιεχόµενο σε 
πρωτεΐνες χαµηλό. Αντίθετα, η καλλιέργεια του µικροφύκους σε θρεπτικά µέσα που στερούνται 
ενώσεις καλίου ή φωσφόρου, δεν έδειξαν έντονη µεταβολή στο βιοχηµικό τους περιεχόµενο.  


m−2 ∙ s−1
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4: ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΠΡΟΟΠΤΙΚΕΣ


    Βασικός στόχος της παρούσας διπλωµατικής εργασίας, είναι η εύρεση των βέλτιστων συνθηκών 

για την ανάπτυξη µε ταυτόχρονη παραγωγή υδρογόνου από το αποµονωµένο στέλεχος Chlorella 

sp. Το συγκεκριµένο στέλεχος, έχει αποµονωθεί από την οµάδα του εργαστηρίου από τον 

ευτροφικό ποταµό Γιόφυρο στην Κρήτη, και έχουν γίνει εκτενείς µελέτες στην βιοαποκατάσταση 

λυµάτων από τυροκοµεία. Το συγκεκριµένο στέλεχος, µπορεί να χρησιµοποιηθεί ακόµη και στην 

παραγωγή βιο-υδρογόνου, εξαιτίας του ενζύµου, της υδρογονάσης, που διαθέτει. 

Εκµεταλλευόµενοι, αυτήν την ικανότητα του µικροφύκους, πραγµατοποιήθηκαν σειρές πειραµάτων 

για την εύρεση της βέλτιστης συνθήκης παραγωγής υδρογόνου. Καλλιέργεια του στελέχους σε 

διαφορετικά θρεπτικά µέσα, µε διαφορετικές πηγές άνθρακα, εντάσεις φωτισµού και θερµοκρασία 

οδήγησαν στην καταλληλότερη συνθήκη παραγωγής υδρογόνου. 


       Εποµένως, το µικροφύκος, µπορεί να καλλιεργηθεί σε µεγάλη κλίµακα, σε βιοµηχανικό 

επίπεδο, µε στόχο την παραγωγή υδρογόνου και την χρήση του στην θέρµανση - στην µετακίνηση, 

ως ανανεώσιµη πηγή ενέργειας που δεν θα επιβαρύνει το περιβάλλον και την ατµοσφαιρική 

ρύπανση. Τέλος, εκτός από την παραγωγή του υδρογόνου, η παραγόµενη βιοµάζα του µικροφύκους 

µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως συµπληρώµατα διατροφής, µε στόχο την ενίσχυση του 

ανοσοποιητικού, να ενσωµατωθεί στο ανθρώπινο διαιτολόγιο και να χρησιµοποιηθεί ακόµη και 

στις ζωοτροφές. 
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