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1.Εισαγωγή 

1.1 Γενικά 

Είναι γεγονός ότι οι φυσικοί πόροι του πλανήτη εξαντλούνται λόγω του συνεχώς 

αυξανόμενου πληθυσμού, της παγκοσμιοποίησης και της εκβιομηχάνισης. Η 

κλιματική αλλαγή και η ραγδαία αυξανόμενη περιβαλλοντική ρύπανση είναι 

αποτέλεσμα πολλών παραγόντων με νούμερο ένα την παραγωγή συνθετικών 

πολυμερών και κυρίως πλαστικών. Αναμφισβήτητα τα πλαστικά κατέχουν κυρίαρχο 

ρόλο στην καθημερινότητα και η χρήση τους είναι τόσο εκτεταμένη κυρίως λόγω των 

πολύ χρήσιμων ιδιοτήτων τους, όπως ότι είναι ελαφριά, φθηνά και ανθεκτικά. 

Ωστόσο, τα πλαστικά αποτελούνται κατά κύριο λόγο από υδρογονάνθρακες, οι οποίοι 

προέρχονται από τα ορυκτά καύσιμα που δεν είναι ανανεώσιμα στην φύση. Το 

γεγονός αυτό συμβάλει σημαντικά στην εξάντληση των ορυκτών φυσικών πόρων 

δεδομένου των τεράστιων ποσοτήτων πλαστικού που παράγονται παγκοσμίως. 

Εξίσου σημαντικό είναι ότι τα συνθετικά αυτά πολυμερή είναι μη αποικοδομήσιμα 

στο φυσικό περιβάλλον με συνέπεια να συσσωρεύονται σε αυτό, εντείνοντας ολοένα 

και περισσότερο την μόλυνση του (Muneer et al., 2020). Η ανακύκλωση αν και 

σίγουρα ωφέλιμη, αποτελεί μόνο προσωρινή λύση μιας και ο ρυθμός παραγωγής 

πλαστικού ξεπερνά κατά πολύ τον ρυθμό ανακύκλωσης (Brandon et al., 2019).  

Όλα τα παραπάνω έχουν οδηγήσει στην αναζήτηση εναλλακτικών, με πολύ 

υποσχόμενη αυτή των βιοπολυμερών. Τα βιοπολυμερή είναι φυσικά πολυμερή τα 

οποία προέρχονται από ανανεώσιμες πηγές και μπορούν να συντίθενται από 

μικροοργανισμούς όπως βακτήρια και μύκητες ή και από φυτά(D.L Kaplan,1998). 

Μια κατηγορία βιοπολυμερών είναι τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά (PHAs), τα οποία 

βιοσυντίθενται από πληθώρα μικροοργανισμών ως πηγή ενέργειας όταν η παροχή 

θρεπτικών είναι περιορισμένη (οξυγόνο, άζωτο, φώσφορος) αλλά υπάρχει περίσσεια 

άνθρακα. Τα PHAs είναι ενδοκυτταρικά προϊόντα δευτερογενούς μεταβολισμού και 

έχουν την ικανότητα να μιμούνται τις ιδιότητες των πετροχημικών πλαστικών, με το 

μεγάλο όμως πλεονέκτημα ότι είναι βιοδιασπώμενα στο έδαφος και σε θαλάσσια 

περιβάλλοντα, καθώς και ότι είναι βιομηχανικά και οικιακά λιπασματοποιήσιμα 

(Koller & Mukherjee, 2022). Αναλυτικότερα, όταν τα πολυμερή αυτά εξάγονται από 

τα βακτηριακά κύτταρα εμφανίζουν κρυσταλλικές, εύκαμπτες, ελαστικές και 

θερμοπλαστικές ιδιότητες. Επιπλέον, η σύνθεση τους γίνεται από ανανεώσιμες πηγές 

άνθρακα βασισμένες στην γεωργία ή ακόμα και σε βιομηχανικά απόβλητα ή πρώτες 

ύλες ζύμωσης.  

Συμπερασματικά, όλες αυτές οι ιδιότητες καθιστούν τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά 

πολυμερή ως την ιδανικότερη πηγή εναλλακτικών, βιοδιασπώμενων και φιλικών προς 

το περιβάλλον υλικών. Πλέον τα βιοπολυμερή λαμβάνονται υπόψη για πληθώρα 

εφαρμογών όπως στην βιομηχανία συσκευασίας, στην βιοϊατρική , στην γεωργία και 

στη βιομηχανία τροφίμων (Muhammadi et al., 2015). 
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1.2 Θετικά και Αρνητικά κατά Gram βακτήρια  

Τα Gram θετικά και αρνητικά βακτήρια πήραν το όνομα τους από τον Δανό 

μικροβιολόγο Hans Christian Gram, ο οποίος πρώτος το 1884 κατάφερε μέσα από μια 

σειρά βημάτων να ξεχωρίσει και να κατηγοριοποιήσει τα βακτήρια σε αυτά τα δύο 

βασικά είδη. Το πρώτο βήμα της κύριας μεθοδολογίας που εφάρμοσε περιλάμβανε 

την χρήση κρυσταλλικού ιωδίου, μιας μπλε χρωστικής. Στην συνέχεια προστίθεται 

ιώδιο ώστε να δημιουργηθεί το σύμπλοκο κρυσταλλικό ιώδιο-ιώδιο και με τον τρόπο 

αυτό να μην είναι εύκολη η απομάκρυνση της χρωστικής. Ακολουθεί η προσθήκη 

οργανικού διαλύτη (συνήθως αιθανόλη ή ακετόνη) ο οποίος λειτουργεί ως 

αποχρωματιστής των κυττάρων. Τελικό βήμα είναι η προσθήκη μιας κόκκινης 

χρωστικής (συνήθως φουξίνη ή σαφρανίνη), η οποία βάφει τα κύτταρα, τα οποία 

είχαν αποχρωματιστεί στο προηγούμενο βήμα, κόκκινα. Το αποτέλεσμα είναι τα 

κύτταρα τα οποία είχαν παραμείνει χρωματισμένα ιώδη να είναι Gram θετικά, ενώ 

αυτά τα οποία αποχρωματίστηκαν και στην συνέχεια βάφτηκαν κόκκινά να είναι 

Gram αρνητικά (Tripathi  & Sapra, 2020).  

Η βασική αρχή της όλης διαδικασίας περιλαμβάνει την ικανότητα του βακτηριακού 

κυτταρικού τοιχώματος να συγκρατεί την πρωταρχική μπλε χρωστική κατά την 

επεξεργασία με τον οργανικό διαλύτη. Οι Gram θετικοί οργανισμοί έχουν 

μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πεπτιδογλυκάνες, ενώ οι Gram αρνητικοί μεγαλύτερη 

περιεκτικότητα σε λιπίδια. Ενώ αρχικά όλοι οι μικροοργανισμοί συγκρατούν την 

μπλε χρωστική, κατά την επεξεργασία με τον διαλύτη η λιπιδιακή στοιβάδα των 

Gram αρνητικών διαλύεται. Η διάλυση αυτή προκαλεί την απομάκρυνση της πρώτης 

χρωστικής. Αντίθετα, ο διαλύτης αφυδατώνει το κυτταρικό τοίχωμα των Gram 

θετικών βακτηρίων και με το κλείσιμο των πόρων αποτρέπει την απομάκρυνση της 

χρωστικής (Tripathi & Sapra , 2020). 

Ειδικότερα, η πεπτιδογλυκάνη είναι ένα πρωτογενές πολυμερές πάνω στο οποίο 

συνδέονται και δευτερογενή  πολυμερή. Αποτελείται από γραμμικούς κλώνους 

επαναλαμβανόμενων μονάδων Ν-ακετυλο-γλυκοζαμίνης και Ν-ακετυλο-μουραμικού 

οξέος για σχηματισμό ινών. Το παχύ στρώμα πεπτιδογλυκάνης που χαρακτηρίζει το 

κυτταρικό τοίχωμα των gram θετικών βακτηρίων είναι αυτό που τους προσδίδει 

στιβαρή αρχιτεκτονική και τα καθιστά αρκετά αδιαπέραστα. Από την άλλη, τα gram 

αρνητικά βακτήρια έχουν μόνο ένα πολύ λεπτό στρώμα πεπτιδογλυκάνης και μια 

εξωτερική, αρκετά εύκαμπτη, λιπιδιακή μεμβράνη. Τα χαρακτηριστικά αυτά είναι 

που καθιστούν το τοίχωμα αυτών των βακτηρίων λιγότερο ανθεκτικό (Beveridge, 

2001) 
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Εικόνα 1: Gram θετικό βακτηριακό κύτταρο στο οποίο διακρίνεται η πλασματική μεμβράνη (PM) και 

το κυτταρικό τοίχωμα (CW) με το παχύ στρώμα πεπτιδογλυκάνης (Beveridge, 2001). 

 

 

Εικόνα 2: Gram αρνητικό βακτηριακό κύτταρο στο οποίο διακρίνεται η πλασματική μεμβράνη (PM), 

το λεπτό στρώμα πεπτιδογλυκάνης (PG) και η εξωτερική λιπιδιακή μεμβράνη (OM) (Beveridge, 

2001). 

 

1.3 Βακτηριακό στέλεχος Pseudomonas sp. phDV1 

Πρόκειται για ένα αερόβιο, αρνητικό κατά Gram βακτήριο, το οποίο έχει την 

δυνατότητα να μεταβολίζει φαινόλη, τολουόλιο, ο-κρεσόλη, ναφθαλίνη και 1,2,3-

τριμεθυλβενζόλιο. Ο άγριος τύπος του στελέχους (wild type, WT) απομονώθηκε από 

τοποθεσία μολυσμένη με πετρέλαιο στη Δανία και η πλήρης γονιδιωματική 

αλληλουχία αυτού του στελέχους αποτελείται από 4.727.682 ζεύγη βάσεων, με 62,3% 

περιεκτικότητα σε G+C και 4.574 γονίδια (Xie et al., 2019).   

Φυλογενετική ανάλυση της 16S RNA αλληλουχίας αποκάλυψε ότι το συγκεκριμένο 

στέλεχος εμφανίζει ομοιότητα κατά 99,93% και 99,41% με τα Pseudomonas 

pseudoalcaligenes CECT5344 και Pseudomonas mendocina NK-01, αντίστοιχα. Η 

μεγάλη αυτή ομοιότητα με το Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 οδήγησε 

στην κατηγοριοποίηση του στην οικογένεια Pseudomonadaceae, στο είδος 

Pseudomonas pseudoalcaligenes και ως στέλεχος phDV1 (Xie et al., 2019 & 

Polymenakou & Stephanou, 2005). 

Τέλος, είναι γνωστό μέσω πρωτεομικής ανάλυσης ότι παρουσία μονοκυκλικών 

αρωματικών ενώσεων, στο βακτήριο παρατηρείται αφθονία των βασικών ενζύμων 
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σύνθεσης PHAs, τα οποία εμπλέκονται στο meta-μεταβολικό μονοπάτι μέσω του 

οποίου έχει βρεθεί ότι γίνεται η αποικοδόμηση των αρωματικών ενώσεων (Kanavaki 

et al., 2021).  

 

1.4 Πολυ-υδροξυαλκανοϊκά (PHAs) 

Τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά οξέα, ή αλλιώς βακτηριακοί/μικροβιακοί πολυεστέρες, 

πρόκειται για μια οικογένεια βιοπολυμερών που παράγονται και αποθηκεύονται ως 

ενδοκυτταρικά κυστίδια σαν αποτέλεσμα μεταβολικού stress και περίσσειας άνθρακα 

(Hazer & Steinbüchel, 2007). Ανάλογα με τον τύπο του βακτηρίου, τις PHA 

συνθάσες του και τις διαδικασίες σύνθεσης των PHA, είναι δυνατή η παραγωγή PHA 

με ποικιλία μονομερών που αποτελούνται από ανθρακικές αλυσίδες, το μέγεθος των 

οποίων κυμαίνεται από 3 μέχρι 14 άτομα άνθρακά. Το μήκος της αλυσίδας των 

μονομερών κατηγοριοποιεί τα πολυμερή σε δύο κατηγορίες: τα πολυμερή με μικρού 

μήκους αλυσίδα  και τα πολυμερή με μεσαίου μήκους αλυσίδα. Στην πρώτη 

κατηγορία ανήκει το πολυ-3-υδροξυβουτυρικό οξύ, P(3HB), ή άλλως 

πολυυδροξυβουτυρικό οξύ, PHB (Gao et al., 2011). Σε πολλές περιπτώσεις, και 

κυρίως στην δεύτερη κατηγορία πολυμερών, μέρος των μονομερών μπορεί να 

αποτελούν ακόρεστοι δεσμοί, βενζόλια, αλογόνα, εποξείδια και κυκλικές ενώσεις. 

Γενικά μέχρι τώρα έχουν αναφερθεί 150 διαφορετικά μονομερή (Gao et al., 2011).  

Η γενική μορφή των PHAs είναι αυτή που φαίνεται παρακάτω. 

 

Εικόνα 3: Γενικός τύπος των PHAs (Hazer & Steinbüchel, 2007) 

Το κύριο ένζυμο που συμμετέχει στην παραγωγή των πολυ-υδροξυαλκανοϊκών, η 

PHA συνθάση, εμφανίζει εκλεκτικότητα ως προς το υπόστρωμα και τον αριθμό 

ανθράκων της αλυσίδας του και αυτός είναι και ο βασικός λόγος που υπάρχουν οι δύο 

κατηγορίες πολυμερών. Βέβαια, εκτός από τα μικρής και μεσαίας αλυσίδας 

πολυμερή, έχουν εντοπιστεί και μίγματα αυτών. Τέλος, λόγω της 

στερεοεκλεκτικότητας των βιοσυνθετικών ενζύμων, όλα τα μονομερή απαντώνται 

στην R διαμόρφωση τους (Anjum et al., 2016). 

 

1.4.1 Ιδιότητες PHAs 

Τα PHAs ποικίλουν σημαντικά ως προς τα φυσικά και χημικά τους χαρακτηριστικά 

και ο παράγοντας που οδηγεί σε αυτή την ποικιλομορφία είναι η σύστασή τους σε 

μονομερή. Μερικές ιδιότητες οι οποίες διαφοροποιούνται είναι: η υδροφοβικότητα , 

το σημείο τήξης και η κρυσταλλικότητα. Είναι θερμοπλαστικά ή/και ελαστομερή, 



8 
 

αδιάλυτα στο νερό, εναντιομερικά καθαρά, μη τοξικά, βιοσυμβατά και παρουσιάζουν 

υψηλό βαθμό πολυμερισμού και μοριακό βάρος έως και αρκετά εκατομμύρια Da 

(Steinbüchel & Lütke-Eversloh, 2003). Επιπλέον έχουν δείξει καλή αντοχή στην 

υδρολυτική προσβολή και στην υπεριώδη ακτινοβολία και είναι διαλυτά στο 

χλωροφόρμιο και άλλους χλωριωμένους διαλύτες (Raza et al., 2018).  

Η οικογένεια των PHAs εμφανίζει σημαντικές μηχανικές ιδιότητες, από σκληρά 

κρυσταλλικά έως και ελαστικά πολυμερή. Ειδικότερα, τα πολυμερή μικρής αλυσίδας 

είναι άκαμπτα, εύθραυστα και διαθέτουν υψηλό βαθμό κρυσταλλικότητας (60-80%). 

Αντίθετα τα πολυμερή μεσαίας αλυσίδας είναι εύκαμπτα και ελαστικά υλικά με 

χαμηλό βαθμό κρυσταλλικότητας (25%) και μεγάλες θερμοκρασίες τήξης (Anjum et 

al., 2016).  

Τέλος, το γεγονός ότι είναι βιοδιασπώμενα είναι αναμφισβήτητα μια από τις 

σημαντικότερες ιδιότητες αυτών των υλικών που τα καθιστά τόσο ελκυστικά για 

πληθώρα εφαρμογών. 

 

1.4.2 Εφαρμογές PHAs 

Τα PHAs, λόγω όλων των παραπάνω ιδιοτήτων, έχουν βρει εφαρμογή σε διάφορους 

τομείς. Η χρήση τους ως αντικατάστατο των συμβατικών πλαστικών είναι ίσως η 

κυριότερη εφαρμογή τους. Αρχικά, τα βιοπολυμερή αυτά χρησιμοποιούνταν ως υλικά 

συσκευασίας και βρίσκονται σε πολλά προϊόντα καθημερινής χρήσης όπως δοχεία, 

μπουκάλια, μεμβράνες συσκευασιών, είδη μιας χρήσης (π.χ. μαχαιροπίρουνα, 

ξυραφάκια κ.α.) και είδη υγιεινής. Επιπλέον χρησιμοποιούνται ως πρόσθετα 

τροφίμων αλλά και ως αισθητήρες πίεσης σε πληκτρολόγια, αναπτήρες, ακουστικά 

και ηχεία, λόγω της πιεζοηλεκτρικής τους φύσης (Anjum et al., 2016). 

Οι εφαρμογές των PHAs επεκτείνονται ακόμα και στον τομέα της ιατρικής. 

Συγκεκριμένα, έχει βρεθεί ότι μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως μήτρες για τον in 

vitro πολλαπλασιασμό ανθρώπινων κυττάρων. Επιπλέον έχουν δοκιμαστεί για την 

αναγέννηση του οστικού ιστού. Τα σύνθετα υλικά υδρόξυαπατίτη/PHB που 

χρησιμοποιούνται για αυτό τον σκοπό έχουν εμφανίσει πολύ καλύτερες τιμές 

σκληρότητας και ακαμψίας σε σύγκριση με τον μεμονωμένο υδρόξυαπατίτη. Πέρα 

από τον οστικό ιστό, τα PHAs έχουν αναφερθεί και για μηχανική ιστών καρδιακής 

βαλβίδας με την προοπτική κατασκευής βαλβίδων καρδίας ζωντανού ιστού για 

αντικατάσταση ελαττωματικών. Τέλος, ενδιαφέρουσα είναι και η συνεισφορά τους 

σαν φορείς απελευθέρωσης φαρμάκων, λόγω της βιοαποικοδόμησης και 

βιοσυμβατότητα τους. Τα σφαιρίδια PHA χρησιμοποιούνται ως πολυμερή που 

μπορούν να λειτουργήσουν ως εξωτερικό κέλυφος πάνω στο οποίο ενσωματώνονται 

τα φάρμακα και απελευθερώνονται όταν η πολυμερική αυτή επικάλυψη αρχίζει και 

αποδομείται (Raza et al., 2018). 
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1.4.3 Γενετική βάση της παραγωγής των PHAs 

Τα γονίδια βιοσύνθεσης PHA και τα γονίδια για άλλες πρωτεΐνες που σχετίζονται με 

τον μεταβολισμό τους συγκεντρώνονται στα βακτηριακά γονιδιώματα. Τα κυριότερά 

ένζυμα που καταλύουν τα βασικά βήματα της βιοσύνθεσης είναι τρία: η συνθάση, η 

ακετυλοτρανσφεράση του ακέτυλο-CoA (ή β-κετοθειολάση) και η αναγωγάση του 

ακετοακέτυλο-CoA. Τα ένζυμα αυτά κωδικοποιούνται αντίστοιχα από τα γονίδια 

phaC , phaA, phaB, τα οποία στις περισσότερες περιπτώσεις οργανώνονται στο ίδιο 

οπερόνιο, το οποίο συμβολίζεται ως phaCAB (Εικόνα 4). Παραδείγματα βακτηρίων 

στα οποία έχει αναφερθεί αυτή η διάταξη γονιδίων είναι τα R. eutropha, A. latus και 

B. Cepacia (Rehm & Steinbüchel, 1999). 

 

Εικόνα 4: Δομή του οπερονίου που περιέχει τα γονίδια για την συνθάση (phaC), την β-κετοθειολάση 

(phaA), την αναγωγάση (phaB) στο στέλεχος A.eutrophus (Steinbüchel, 1991) 

 

Βέβαια, τα γονίδια δεν είναι σε όλα τα βακτήρια οργανωμένα με τον ίδιο τρόπο. Για 

παράδειγμα στα Acinetobacter sp. και  Pseudomonas sp. 61-3 τα γονίδια είναι πάλι 

ομαδοποιημένα αλλά με διαφορετική διάταξη (Εικόνα 5). 

 

 

 

 

 

Εικόνα 5: Δομή οπερονίου στο στέλεχος Acinetobacter sp. και Pseudomonas sp 61-3. Απεικονίζονται 

τα γονίδια της συνθάσης (phaC), της β-κετοθειολάσης (phaA) και της αναγωγάσης (phaB), καθώς και 

γονίδια άλλων πρωτεϊνών που σχετίζονται με την βιοσύνθεση PHAs (phaP, phaR) (Rehm, 1999). 

 

Επίσης στο στέλεχος Pseudomonas aeruginosa εμφανίζεται πάλι μια διαφορετική 

διάταξη όπου στο ίδιο οπερόνιο υπάρχουν δύο γονίδια που κωδικοποιούν συνθάσες 

(phaC1, phaC2) τα οποία παρεμβάλλονται από το γονίδιο που κωδικοποιεί την 

αποπολυμεράση (phaZ), ένζυμο υπεύθυνο για την αποικοδόμηση των PHAs (Εικόνα 

6). 
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Εικόνα 6: Δομή οπερονίου στο στέλεχος Pseudomonas aeruginosa όπου μεταξύ των δύο γονιδίων της 

συνθάσης (phaC1, phaC2) παρεμβάλλεται το γονίδιο της αποπολυμεράσης (phaZ). Στο τέλος 

βρίσκεται και το γονίδιο ενός μεταγραφικού παράγοντα (phaD) (Rehm & Steinbüchel 1999) 

 

Στο στέλεχος Pseudomonas sp. phDV1 η οργάνωση των γονιδίων έχει αναφερθεί ότι 

μοιάζει περισσότερο σε αυτή του οπερονίου phaCAB. Η ακριβής δομή απεικονίζεται 

στην παρακάτω εικόνα.  

 

Εικόνα 7: Δομή οπερονίου στο Pseudomonas sp. phDV1 (Καναβάκη, 2020) 

 

1.4.4 Βιοσυνθετικά μονοπάτια 

Οι βιοσυνθετικοί οδοί των PHAs συνδέονται με περίπλοκο τρόπο με τα κεντρικά 

μεταβολικά μονοπάτια του βακτηρίου συμπεριλαμβανομένου της γλυκόλυσης, του 

κύκλου Krebs, της β-οξείδωσης, της de novo σύνθεσης λιπαρών οξέων, του 

καταβολισμού αμινοξέων, του κύκλου Calvin και της οδού σερίνης. Πολλά 

ενδιάμεσα προϊόντα είναι κοινά μεταξύ αυτών των οδών και των PHAs με 

συνηθέστερο το ακέτυλο-CoA (Tan et al., 2014). Τρία είναι τα πιο γνωστά και καλά 

μελετημένα βιοσυνθετικά μονοπάτια για την παραγωγή πολυ-υδροξυαλκανοϊκών 

(Εικόνα 7). Κατά την πρώτη οδό δημιουργούνται 3HB μονομερή με συμπύκνωση 2 

μορίων ακέτυλο-CoA, τα οποία προέρχονται από τον κύκλο του τρικαρβοξυλικού 

οξέος, και σχηματίζεται τελικά ακετοακέτυλο-CoA με την δράση του ενζύμου β-

κετοθειολάση. Ακολουθεί η δράση της αναγωγάσης του ακετοακέτυλο-CoA και ο 
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σχηματισμός 3-υδροξυβουτυρυλ-CoA. Στο τελικό στάδιο το ένζυμο συνθάση του 

PHA καταλύει τον πολυμερισμό μέσω εστεροποίησης του 3 υδροξυβουτυρυλ-CoA σε 

πολυ(3-υδροξυβουτυρικό) οξύ (Ρ(3ΗΒ)). Οι οδοί που εμπλέκονται στο μεταβολισμό 

των λιπαρών οξέων δημιουργούν διαφορετικά υδροξυαλκανοϊκά μονομερή που 

χρησιμοποιούνται στη βιοσύνθεση του PHA. Η δεύτερη οδός δημιουργεί 

υποστρώματα με β-οξείδωση λιπαρών οξέων που μπορούν να πολυμεριστούν από τις 

συνθάσες PHA. Συγκεκριμένα το ενδιάμεσο β-οξείδωσης, trans-2-ενοϋλ-CoA 

μετατρέπεται σε (R)-υδροξυακυλ-CoA από μια (R)-ειδική ενοϋλο-CoA υδατάση 

phaJ). Το προϊόν αυτό αποτελεί υπόστρωμα έπειτα για την συνθάση. Το τρίτο 

μονοπάτι παρουσιάζει σημαντικό ενδιαφέρον επειδή βοηθά στη δημιουργία 

μονομερών για τη σύνθεση PHA από δομικά ασύνδετες, απλές και φθηνές πηγές 

άνθρακα όπως η γλυκόζη, η σακχαρόζη και η φρουκτόζη. Τα (R)-3-υδροξυακυλ 

ενδιάμεσα από τη βιοσυνθετική οδό των λιπαρών οξέων, μετατρέπονται από τη 

μορφή όπου είναι συνδεδεμένα με την ακυλοφόρο πρωτεΐνη (ACP) στη μορφή όπου 

είναι συνδεδεμένα με το CoA και από αυτά προκύπτουν στην συνέχεια PHAs. Η 

μετατροπή αυτή καταλύεται από το ένζυμο τρανσακυλάση του ακυλ-ACP-CoA 

(phaG) (Anjum et al., 2016). 

 

Εικόνα 8: Τα 3 διαφορετικά βιοσυνθετικά μονοπάτια PHAs (Taguchi et al., 2001) 
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1.4.5 Βιοαποικοδόμηση 

Η αξία των βιοαποικοδομίσιμων πολυμερών έγκειται στην ταχεία αποδόμηση τους 

υπό φυσικές συνθήκες (π.χ. στο έδαφος και στο νερό), χαρακτηριστικό που δίνει την 

δυνατότητα μείωσης της εναπόθεσης πλαστικών απορριμμάτων στο περιβάλλον. 

Πολλοί παράγοντες επηρεάζουν την αποδόμηση, όπως οι περιβαλλοντικές συνθήκες 

(θερμοκρασία, υγρασία κ.α.), η σύνθεση του πολυμερούς, το μοριακό βάρος, η 

κρυσταλλικότητα, η χημική δομή, το δυναμικό αναγωγής, η υδροφιλία και τα 

προϊόντα διάσπασης. Η βιοαποικοδόμηση ορίζεται επίσης και ως βιοτική αποδόμηση 

και μπορεί να ενισχυθεί ή να ξεκινήσει από κάποιες αρχικές διεργασίες αβιοτικής 

αποδόμησης όπως μηχανική, οξειδωτική ή υδρολυτική αποικοδόμηση. 

Η αποικοδόμηση οποιουδήποτε πολυμερούς μπορεί να χωριστεί σε δύο τύπους: στη 

διάβρωση επιφάνειας (surface erosion) και στη μαζική διάβρωση (bulk erosion) . Η 

βιοτική (ενζυματική) αποικοδόμηση γίνεται κυρίως στην επιφάνεια για το λόγο ότι τα 

ένζυμα είναι αρκετά μεγάλα για να διαπεράσουν την πολυμερική δομή. Η αβιοτική 

αποικοδόμηση λειτουργεί τόσο ως μαζική όσο και ως επιφανειακή αποδόμηση και 

χρησιμοποιείται συχνά ως προεργασία για τη βιοαποικοδόμηση. Γενικά, η bulk 

διάβρωση χρησιμοποιείται για τη διάσπαση του δείγματος σε μικρότερα κομμάτια 

(που ενισχύει τον ρυθμό της επιφανειακής διάβρωσης) και για τη μείωση του 

μοριακού βάρους (Meereboer et al., 2020). 

        

Εικόνα 9: Σχηματική απεικόνιση της επιφανειακής και της bulk διάβρωσης (Meereboer et al., 2020) 

Η βιαποικοδόμηση των PHAs αναφέρεται ότι γίνεται κυρίως μέσω επιφανειακής 

διάβρωσης και ειδικότερα μέσω ενζυματικά καταλυώμενης υδρόλησης (Dilkes-

Hoffman et al., 2019). 

Οι περισσότεροι οργανισμοί που έχουν την δυνατότητα να διασπούν τα πολυ-

υδροξυαλκανοϊκά το κάνουν είτε ενδοκυτταρικά, είτε εξωκυτταρικά. Στον 

εξωκυττάριο χώρο αυτό που συμβαίνει είναι ότι ένζυμα (εξωκυτταρικές 

αποπολυμεράσες) διασπούν τα πολυμερή σε μικρότερες μονάδες. Βακτήρια τα οποία 

τα ίδια δεν μπορούν να παράξουν PHAs, παράγουν εξωκυττάρια ένζυμα ώστε να 

αποικοδομούν τα PHAs άλλων οργανισμών, ώστε να καταφέρουν έτσι να τραφούν. 

Κατά αυτό το είδος αποικοδόμησης, τα PHAs βρίσκονται σε δομή υψηλής 

κρυσταλλικότητας. Όταν δεν υπάρχει καμία άλλη διαθέσιμη εξωτερική πηγή 

άνθρακά, τότε διασπώνται τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά στον ενδοκυττάριο χώρο ,από 

ενδοκυτταρικές αποπολυμεράσες, στον οποίο υπάρχουν σε μία άμορφη κατάσταση 

(Meereboer et al., 2020). 
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Τέλος τα πολυ-υδροξυαλκανοϊκά είναι διασπώμενα κάτω από αερόβιες και 

αναερόβιες συνθήκες. Υπό αερόβιες συνθήκες τα προϊόντα που προκύπτουν θα 

πρέπει τελικά να είναι βιομάζα, CO2 και νερό, ενώ υπό αναερόβιες συνθήκες τα 

προκύπτοντα προϊόντα θα πρέπει να είναι βιομάζα, CO2, μεθάνιο και νερό (Dilkes-

Hoffman et al., 2019). 

 

1.5 Πολυ-υδροξυβουτυρικό οξύ (PHB) 

Το πολύ-υδροξυβουτυρικό οξυ (PHB) ήταν το πρώτο PHA που αναγνωρίστηκε το 

1926 από τον Maurice Lemoige στο βακτήριο Bacillus megaterium, το οποίο 

παρουσίαζε ενδοκυτταρικούς κόκκους. Το PHB είναι το πιο ευρέως μελετημένο και 

καλύτερα χαρακτηρισμένο μέλος των PHAs (Anjum et al., 2016). Είναι εξαιρετικά 

κρυσταλλικό λόγω της στερεοκανονικότητας του (stereoregularity), αδιάλυτο στο 

νερό και αρκετά ανθεκτικό στην υδρολυτική αποικοδόμηση. Επίσης χαρακτηρίζεται 

από χαμηλή διαπερατότητα σε οξυγόνο, από καλές θερμοπλαστικές ιδιότητες αλλά 

κακές μηχανικές ιδιότητες (π.χ. εφελκυσμός) (Anjum et al., 2016). Η δομή του 

φαίνεται στην εικόνα 9. 

 

Εικόνα 10: Δομή PHB (Meereboer et al.,2020). 

Οι πυκνότητες του κρυσταλλικού και του άμορφου PHB είναι 1,26 και 1,18 g/cm
3
, 

αντίστοιχα. Το μοριακό βάρος του PHB που παράγεται από wild type βακτήρια 

κυμαίνεται συνήθως από 10.000–3.000.000 Da με πολυδιασπορά περίπου 2. Τέλος 

πρόκειται για ένα πολύ εύθραυστο και άκαμπτο υλικό (Anjum et al, 2016). 

 

1.5.1 Σφαιρίδια PHB 

Τα σφαιρίδια PHB, που ονομάζονται επίσης και καρβοσώματα, είναι υπερμοριακά 

σύμπλοκα σε προκαρυώτες, που αποτελούνται από ένα υδρόφοβο πυρήνα του 

πολυμερούς και ένα επιφανειακό στρώμα δομικών και λειτουργικών πρωτεϊνών 

(Bresan et al, 2016). Τα κοκκώδη αυτά σφαιρίδια συσσωρεύονται στο 

κυτταρόπλασμα του κυττάρου, έχουν τυπική διάμετρο 0,2 ± 0,5 mm και μπορούν να 

οπτικοποιηθούν σε μικροσκόπιο αντίθετης φάσης, λόγω της υψηλής διάθλασης τους 

ή χρησιμοποιώντας χρώση (π.χ. Nile Red). Το μοριακό βάρος αυτών των συμπλόκων 

κυμαίνεται από 2×10
5
 έως 3×10

5
 Da, ανάλογα με τον τύπο του μικροβιακού είδους, 
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τις συνθήκες ανάπτυξης και τον τύπο και συγκέντρωση της πηγής άνθρακα (Anjum et 

al, 2016). 

Οι πρωτεΐνες οι οποίες βρίσκονται στα σφαιρίδια χαρακτηρίζονται ως granule 

associated proteins και μπορούν να χωριστούν σε 4 κατηγορίες. Στην πρώτη 

κατηγορία βρίσκεται η συνθάση που καταλύει τον εστερικό δεσμό μεταξύ των 

μονομερών. Στην δεύτερη κατηγορία είναι η αποπολυμεράση που είναι υπεύθυνη για 

την ενδοκυτταρική αποικοδόμηση του πολυμερούς. Στην τρίτη κατηγορία ανήκουν οι 

φασίνες οι οποίες έχουν δομικό ρόλο, προάγουν την ανάπτυξη των βακτηρίων και τη 

σύνθεση PHA και επηρεάζουν τον αριθμό, το μέγεθος και την κατανομή των κόκκων. 

Οι φασίνες επίσης θεωρείται ότι δημιουργούν ένα στρώμα στην επιφάνεια των 

σφαιριδίων, αποτελώντας έτσι την διεπαφή μεταξύ του υδρόφιλου κυτοπλάσματος 

και του υδρόφοβου πυρήνα. Στην τελευταία κατηγορία ανήκουν όλες οι υπόλοιπες 

πρωτεΐνες που σχετίζονται με τα σφαιρίδια αλλά δεν ανήκουν σε κάποια από τις 

προηγούμενες κατηγορίες (π.χ. πρωτεΐνες καταστολείς, μεταγραφικοί ρυθμιστές, 

υδρολάσες, αναγωγάσες)  (Steinbüchel et al., 1995). 

Αυτό που είναι αμφιλεγόμενο είναι το αν τα σφαιρίδια περιέχουν λιπίδια. Αν και 

αρκετές μελέτες έχουν δείξει την παρουσία μιας μονοστοιβάδας φωσφολιπιδίων, 

υπάρχουν δεδομένα τα οποία το αμφισβητούν με την υπόθεση ότι είναι πιθανό τα 

λιπίδια να προσδένονται τεχνητά στο υδρόφοβο πολυμερές μετά την διάρρηξη των 

κυττάρων κατά την διεργασία απομόνωσης του πολυμερούς. Κατά συνέπεια η 

ταυτοποίηση φωσφολιπιδίων στα απομονωμένα σφαιρίδια PHB δεν αποτελεί 

απόδειξη για την in vivo παρουσία φωσφολιπιδίων στην επιφάνεια των σφαιριδίων 

(Maestro & Sanz, 2017 & Bresan et al., 2016). 

 

Εικόνα 11: Σχηματική απεικόνιση της δομής των PHB σφαιριδίων( Maestro & Sanz, 2017). 
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1.6 Χρωστική Nile Red 

Η Nile Red (9-διαιθυλαμινο-5Η-βενζο[α]+φαινοξαζιν-5-όνη) πρόκειται για μια 

λιπόφιλη, φθορίζουσα χρωστική η δομή της οποίας φαίνεται στην εικόνα 12.  

 

Εικόνα 12: Χημική δομή της χρώσης Nile red (Teo et al., 2021). 

Η υδροφοβικότητα της, την καθιστά ικανή να προσδένεται με υδρόφοβες δομές 

(μεμβράνες, λιπίδια PHB) και μέσω του φθορισμού της, αυτά να απεικονίζονται. 

Χαρακτηριστική ιδιότητα της συγκεκριμένης χρωστικής είναι ότι η θέση, το σχήμα 

και η ένταση του φάσματος φθορισμού της ποικίλει ανάλογα με την φύση του 

διαλύτη. Συγκεκριμένα, όπως φαίνεται στην εικόνα 13, σε λιγότερο πολικούς 

διαλύτες όπως το εξάνιο, η χρωστική φθορίζει σε μικρότερα μήκη κύματος (στο 

πράσσινο χρώμα). Αντίθετα σε σχετικά πολικούς διαλύτες όπως η μεθανόλη, ο 

φθορισμός μετατοπίζεται σε μεγαλύτερα μήκη κύματος (κόκκινο χρώμα). 

Γενικότερα, η χρωστική είναι πολύ διαλύτη και φθορίζει εντονότερα σε οργανικούς 

διαλύτες συγκριτικά με άλλους πιο πολικούς διαλύτες (Teo et al., 2021). 

 

 

Εικόνα 13: Φάσμα εκπομπής της Nile red σε διάφορούς διαλύτες (Teo, 2021). 
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1.7 Δημιουργία μεταλλαγμάτων ΔphaR, ΔphaZ 

Με σκοπό την αύξηση της παραγωγής PHB, επιχειρήθηκε η διαγραφή δύο γονιδίων 

που σχετίζονται με την σύνθεση (phaR) και τον μεταβολισμό (phaZ) του PHB. Η 

μέθοδος η οποία ακολουθήθηκε για την δημιουργία τους είναι αυτή του ομόλογου 

ανασυνδιασμού (Δρακωνάκη, 2021). Πρόκειται για ένα μηχανισμό που επιτρέπει την 

διασφάλιση της ακεραιότητας του DNA, καθώς και την ανταλλαγή γενετικού υλικού 

μεταξύ προκαρυωτικών οργανισμών. Η διαδικασία του ομόλογου ανασυνδιασμού 

περιλαμβάνει την δράση ενός ενζυματικού συμπλόκου που συμβολίζεται RecBCD. 

Αποτελείται από τρείς υπομονάδες, κάθε μια με διαφορετική λειτουργία, συνολικά 

όμως στόχος του συμπλόκου είναι η δημιουργία 3΄ μονήρων άκρων στο 

κατεστραμμένο DNA, η πρόσδεση του σε ομόλογες περιοχές και τελικά η 

επιδιόρθωση του με υπόστρωμα τις περιοχές αυτές. 

Ο ομόλογος ανασυνδιασμός γίνεται πολύ πιο εύκολα όταν τα κύτταρα του βακτηρίου 

Pseudomonas sp. phDV1 χρησιμοποιήθούν ως κύτταρα ξενιστές του βακτηριοφάγου 

λ διότι παράγονται τα γονίδια του συστήματος ανασυνδιασμού του βακτηριοφάγου τα 

οποία είναι τα exo, beta και gam και συμμετέχουν αποτελεσματικά στην διαδικασία 

του ανασυνδιασμού. Τα ένζυμα που κωδικοποιούνται από τα συγκεκριμένα γονίδια 

καταλύουν τον ομόλογο ανασυνδιασμό του DNA υποστρώματος και της αλληλουχίας 

στόχου. Τα γονίδια αυτά εισάγονται στα κύτταρα ξενιστές με την βοήθεια πλασμιδίου 

(pMK_RedS), το οποίο φέρει και γονίδιο ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό 

(χλωραμφενικόλη, Cm). Έτσι δημιουργείται το στέλεχος Pseudomonas sp. 

phDV1+pMK_RedS (Δρακωνάκη, 2021). 

Το DNA υπόστρωμα το οποίο εισάγεται στα κύτταρα ξενιστές περιλαμβάνει τις δύο 

ομόλογες περιοχές από κάθε γονίδιο που πρόκειται να διαγραφεί και ένα γονίδιο 

ανθεκτικότητας σε αντιβιοτικό (καναμυκίνη, Km). Ακολούθησε PCR του DNA 

υποστρώματος και των κατάλληλα σχεδιασμένων primers που εμφανίζουν 

συμπληρωματικότητα με τις ομόλογες περιοχές κάθε γονιδίου, με στόχο τον 

πολλαπλασιασμό των αλληλουχιών. Τα προϊόντα της αλυσιδωτής αντίδρασης 

ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση και αν το μέγεθος ήταν σωστό, συγκριτικά με τον 

marker, τότε γινόταν απομόνωση τους. Το DNA υπόστρωμα εισάγεται στο πλασμίδιο 

pMK_RedS μέσω χημικού μετασχηματισμού στο βακτήριο E.coli και έπειτα το 

μετασχηματισμένο αυτό πλασμίδιο εισάγεται στα κύτταρα της ψευδομονάδας με 

ηλεκτροπόρωση. Μετά την ηλεκτροπόρωση, κύτταρα απλώθηκαν σε τρυβλίο με 

θρεπτικό LB και αντιβιοτικά καναμυκίνη και χλωραμφενικόλη. Οι αποικίες που 

αναπτύχθηκαν σημαίνει ότι περιέχουν το πλασμίδιο. Για περαιτέρω έλεγχο ύπαρξης 

του πλασμιδίου έγινε πέψη με το περιοριστικό ένζυμο HindIII. Η θέση περιορισμού 

του ενζύμου ήταν στο εσωτερικό του γονιδίου ανθεκτικότητας στην καναμυκίνη 

(Δρακωνάκη, 2021). 
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Εικόνα 14: Σχηματική απεικόνιση της διαδικασίας του ομόλογου ανασυνδιασμού για τον σχηματισμό 

των δύο μεταλλαγμάτων (Δρακωνάκη, 2021) 

 

1.8 Σκοπός   

Σκοπός της συγκεκριμένης εργασίας είναι η μελέτη των μεταλλαγμάτων και η 

σύγκριση τους με το WT, τόσο στην ανάπτυξη τους, όσο και στην παραγωγή PHB. 

Επιπλέον, στόχος ήταν η μελέτη και η ταυτοποίηση των πρωτεϊνών που βρίσκονται 

στην επιφάνεια των σφαιριδίων και σχετίζονται με τον σχηματισμό και μεταβολισμό 

του πολυμερούς. 
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2. Υλικά 

2.1 Διαλύματα καλλιέργειας κυττάρων  

 

 Θρεπτικό υλικό Lysogeny Broth (LB) 

       Peptone 5 g/L 

       NaCl 5 g/L 

       Yeast Extract 2,5 g/L 

Το pH ρυθμίζεται στο 7,4±0,2 με την χρήση διαλύματος ΝaΟΗ 

 

 Θρεπτικό υλικό 5x M9 (διάλυμα αλάτων)  

 

Na2HPO4 37,6 g/L 

            KH2PO4 15 g/L 

            NaCl 2,5 g/L 

            NH4Cl 5 g/L 

 

 Θρεπτικό υλικό 5x M9 με μειωμένο άζωτο 

             Na2HPO4 37,6 g/L 

             KH2PO4 15 g/L 

             NaCl 2,5 g/L 

             NH4Cl 0,28 g/L 

 

 Διάλυμα θειικών αλάτων (R-salts) 

 

MgSO4·7H2O 10% w/v  

 

FeSO4·7H2O 1% w/v 

 

 Διάλυμα ηλεκτρικού οξέος 0,5 M (πηγή άνθρακα) 
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 Διάλυμα MgSO4 1M 

 

 Διάλυμα CaCl2 1Μ 

 

 Προκαλλιέργεια  

 

25-35 ml LB 

Μονήρης αποικία από τρυβλίο Petri  

 

Σύσταση υγρών καλλιεργειών με θρεπτικό M9 και Μ9 με μειωμένο άζωτο  

Κανονικές συνθήκες 

                                   

Με μειωμένο άζωτο (C/N=20/1) 

5x M9 200 mL/L  

                                                                             

5x M9 με μειωμένο άζωτο 200 mL/L                                                                              

Θειικά άλατα 7 mL/L 

 

Θειικά άλατα 7 mL/L 

1 M MgSO4 2 mL/L 

 

1 M MgSO4 2 mL/L 

1 M CaCl2 0,1 mL/L 

 

1 M CaCl2 0,1 mL/L 

Προκαλλιέργεια 20 mL/L 

 

Προκαλλιέργεια 20 mL/L 

dH2O 751 mL/L 

   

dH2O 729 mL/L 

0,5 Μ Ηλεκτρικό οξύ 20 mL 0,5 Μ Ηλεκτρικό οξύ 42 mL/L 

 

 

 Διάλυμα φωσφορικών αλάτων (pH=7,5) 

 

Stock solution A : NaH2PO4 0,2 M 

Stock solution B : Na2HPO4 0,2 M 

Για  100ml διαλύματος απαιτούνται 16 ml stock A και 84 ml stock B 
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2.2 Διαλύματα για μέθοδο Bradford 

 

 Χρώση Bradford 
 

Αιθανόλη 50 ml/L 

 

Η3PO4 (85%) 100 mL/L 

 

Coomassie Brilliant Blue G250 100 mg/L 

 

ddH2O 850 mL/L 

 

2.3 Διαλύματα για αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) 

 

 Ακρυλαμίδιο-δισακρυλαμίδιο (AB-mix- 49,5% T, 3% C) 

 

48% w/v Ακρυλαμίδιο 

 

1,5% w/v Δισακρυλαμίδιο 

 

 Ρυθμιστικό διάλυμα πηκτής (Gel Buffer) 3X 

 

Tris 3 M 

 

SDS 0,3% w/v 

pH = 8,45 (ρύθμιση με HCl)  

 

 Ρυθμιστικό διάλυμα δείγματος (Sample Buffer) 4Χ 

 

SDS 12% w/v 

 

Glycerol 10% w/v 

 

Mercaptoethanol 6% 

 

Serva blue G 0,05% 
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Tris-HCl 150 mM, pH = 7 

 

 

 

 Πηκτή διαχωρισμού 30 mL (12%) 

 

Γλυκερόλη 3 gr 

 

3x Gel Buffer 10 mL 

            AB mix 6 ml 

           

            Προσθήκη απιονισμένου νερού μέχρι τελικό όγκο 30 mL 

 

            APS (10%) 150 μL 

 

            TEMED 15 μL 

 

 Πηκτή επιστοίβασης 12 mL (4%) 

 

3x Gel Buffer 4 mL 

 

AB mix 1 mL 

 

Προσθήκη απιονισμένου νερού μέχρι τελικό όγκο 12 mL 

 

APS (10%) 90 μL 

 

ΤEMED 9 μL 

 

 Ρυθμιστικό διάλυμα Ανόδου (10Χ) 

 

Tris 1M 

pH = 8,9 (ρύθμιση με HCl)  

 Ρυθμιστικό διάλυμα Καθόδου (10Χ) 

 

Tris 1M 

 

SDS 1% w/v 

pH = 8,25 
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2.4 Διαλύματα χρώσης/αποχρωματισμού πηκτών 

 

 Χρώση Coomassie Brilliant Blue G-250 

 

0,03% w/v Coomassie Brilliant Blue G-250 

 

25% v/v Μεθανόλη 

 

5% v/v Οξικό οξύ 

 

 Διάλυμα αποχρωματισμού 

 

5% v/v Μεθανόλη 

 

7% v/v Οξικό οξύ 

Συμπλήρωση έως τον επιθυμητό όγκο με απιονισμένο νερό 

 

2.5 Διαλύματα για Nile Red 

 

 Αγαρόζη  
 

Αγαρόζη 1% w/v σε dH2O 

 

 Χρώση Nile Red 

 

Nile Red 250 μg/ml σε DMSO 
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3. Μέθοδοι 

3.1 Καλλιέργεια στελέχους 

Το πρώτο βήμα για την καλλιέργεια του στελέχους Pseudomonas sp. phDV1 είναι η 

δημιουργία της προκαλλιέργειας. Αυτή προκύπτει από την μεταφορά μονήρους 

αποικίας από τρυβλίο Petri σε ένα δεδομένο όγκο θρεπτικού LB, ο οποίος 

καθορίζεται ανάλογα με τον επιθυμητό όγκο της κύριας καλλιέργειας. Ακολουθεί 

επώαση για 16-18 ώρες στους 32° C με συνεχή ανάδευση. Όταν το χρονικό αυτό 

διάστημα περάσει, μετράται η οπτική πυκνότητα στα 600 nm (OD600) σε 

φασματοφωτόμετρο διπλής δέσμης Perkin Elmer Lambda 20 και η τιμή αυτή 

κυμαίνεται μεταξύ 1,6-2,2. Στην συνέχεια, υπολογίζεται η ποσότητα προκαλλιέργειας 

που πρέπει να προστεθεί στην υγρή καλλιέργεια ώστε η αρχική τιμή OD600 της υγρής 

καλλιέργειας να είναι 0,1-0,2. Η ανάπτυξη του στελέχους δοκιμάστηκε σε δύο 

διαφορετικές συνθήκες: σε θρεπτικό M9 και σε θρεπτικό M9 με μειωμένο άζωτο. Και 

στις δύο περιπτώσεις ως πηγή άνθρακα χρησιμοποιήθηκε το ηλεκτρικό οξύ σε 

διαφορετικές όμως ποσότητες σε κάθε περίπτωση. Μετά την παρασκευή των 

καλλιεργειών ακολουθεί επώαση τους για 72 ώρες στους 32° C με συνεχή ανάδευση. 

 

3.2 Κατασκευή καμπύλων ανάπτυξης 

Οι καμπύλες ανάπτυξης απεικονίζουν την οπτική πυκνότητα στα 600 nm της 

καλλιέργειας συναρτήσει του χρόνου. Για να κατασκευαστούν οι καμπύλες αυτές 

κατά τις 72 ώρες ανάπτυξης, τόσο στις κανονικές συνθήκες όσο και σε συνθήκες 

περίσσειας άνθρακα, λαμβάνεται δείγμα από τις καλλιέργειες ανά δύο ώρες και 

μετράται το OD600.  

 

3.3 Συλλογή κυττάρων 

Μετά το πέρας των 72 ωρών το OD600 για τις κανονικές συνθήκες είναι περίπου 1,2 

και για τις συνθήκες μειωμένου αζώτου περίπου 0,6. Ακολουθεί φυγοκέντρηση στην 

Heraeus Sepatech Suprafuge 22 σε 6000 g για 10 λεπτά στους 6°C. Έπειτα το 

υπερκείμενο υγρό απορρίπτεται και προστίθεται ρυθμιστικό διάλυμα φωσφορικών 

αλάτων NaH2PO4-Na2HPO4 με pH=7,5 για πλύσεις των κυττάρων. Ακολουθεί εκ 

νέου φυγοκέντρηση με τις ίδιες συνθήκες. Η διαδικασία των πλύσεων γίνεται 3 φορές 

για καλύτερα αποτελέσματα. Τελικό στάδιο είναι η συλλογή των κυττάρων και η 

φύλαξη τους στους -20° C. 
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3.4 Διαβάθμιση ζάχαρης για απομόνωση PHB 

Πρώτο βήμα της συγκεκριμένης διεργασίας είναι η επαναιώρηση των κυττάρων σε 

ρυθμιστικό διάλυμα Tris-HCl με pH=7,5 σε όγκο με αναλογία 5:1 με την μάζα των 

κυττάρων. Ακολουθεί σπάσιμο της κυτταρικής μεμβράνης με υπερήχους έτσι ώστε 

όλα τα συστατικά του εσωτερικού των κυττάρων να απελευθερωθούν. Αυτό γίνεται 

με την χρήση της συσκευής Ultrasonicator Processor UP200S (Hielscher) εκτελώντας 

10 κύκλους με 15 sec υπέρηχους και 45 sec rest σε 30% amplitude. Το επόμενο βήμα 

είναι η μέθοδος της βαθμιδωτής διαβάθμισης με χρήση τριών διαλυμάτων ζάχαρης, 

διαλυμένα σε ρυθμιστικό Tris-HCl (pH=7,5) διαφορετικής συγκέντρωσης: 1,33 Μ , 

1,67 Μ και 2 Μ. Σε κάθε σωλήνα τοποθετούνται 3 ml από κάθε διάλυμα ζάχαρης 

ξεκινώντας από το πιο πυκνό προς το πιο αραιό και στην κορυφή 1,5-2ml από το 

δείγμα. Οι σωλήνες εισάγονται στην υπερφυγόκεντρο (Sorvall Ultra 80) και 

εκτελείται φυγοκέντρηση για 3 ώρες στα 210000 g και 4
ο
 C. Μετά το πέρασμα του 

αναγκαίου χρόνου, έχουν σχηματιστεί διακριτές λωρίδες κατά μήκος του σωλήνα 

λόγω διαφοράς συγκέντρωσης οι οποίες συλλέγονται. Τα δείγματα αυτά έπειτα 

υπόκεινται σε πλύσεις με Tris-HCl ώστε να απομακρυνθεί η ζάχαρη και 

αποθηκεύονται στους -20° C για περεταίρω ανάλυση με αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση. 

 

3.5 Προσδιορισμός πρωτεϊνικής συγκέντρωσης με την μέθοδο 

Bradford 

Η μέθοδος αυτή είναι αναγκαία για τα δείγματα που προορίζονται για αποδιατακτική 

ηλεκτροφόρηση. Η αρχή της μεθόδου βασίζεται στην ιδιότητα της χρωστικής 

Coomassie Brilliant Blue G250 να συνδέεται με πρωτεΐνες σε όξινες συνθήκες και να 

μετατοπίζεται το μέγιστο της απορρόφησης της από τα 465 nm στα 595 nm. Επίσης, 

το χρώμα της χρωστικής αλλάζει από καφέ σε μπλε λόγω του ότι σταθεροποιείται η 

ανιοντική μορφή της χρωστικής, μέσω ιοντικών και υδρόφοβων αλληλεπιδράσεων. Η 

απορρόφηση στα 595 nm είναι ανάλογη του συμπλόκου πρωτεΐνη-χρώση και κατ’ 

επέκταση ανάλογη της πρωτεϊνικής συγκέντρωσης. Για να γίνει ο προσδιορισμός 

συγκέντρωσης σε άγνωστα δείγματα είναι απαραίτητη η δημιουργία πρότυπης 

καμπύλης με γνωστές συγκεντρώσεις της πρωτεΐνης BSA. Έχοντας την πρότυπη 

καμπύλη και τις απορροφήσεις των άγνωστων δειγμάτων γίνεται ο προσδιορισμός 

των αντίστοιχων συγκεντρώσεων μέσω της εξίσωσης της πρότυπης καμπύλης, που 

είναι γραμμικής μορφής. Να σημειωθεί ότι για τα άγνωστα δείγματα σε κάθε 

πηγαδάκι του plate τοποθετούνται 10μl δείγματος και 200μl χρώσης. Αν κάποιο από 

τα δείγματα έχει συγκέντρωση εκτός των ορίων της καμπύλης τότε γίνεται είτε 

αραίωση είτε συμπύκνωση ώστε να είναι μέσα στα επιθυμητά όρια. 
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3.6  Συμπύκνωση με τριχλωροξικό οξύ (TCA)  

Στα δείγματα που βρέθηκε με την Bradford ότι έχουν πολύ χαμηλή συγκέντρωση 

πραγματοποιείται συμπύκνωση τους μέσω καθίζησης με τριχλωροξικό οξύ. Το TCA 

αρχικά απαιτεί αραίωση από 100% στο 10%, οπότε η ποσότητα του αραιώνεται σε 

δεκαπλάσιο όγκο δείγματος. Τα δείγματα που έχουν επεξεργαστεί με TCA αφήνονται 

overnight στους 4
 ο

C. Το τριχλωροξικό οξύ οδηγεί σε μείωση του pH κάτω από 2 με 

αποτέλεσμα οι πρωτεΐνες να συσσωματώνονται. Την επόμενη μέρα τα δείγματα 

υπόκεινται σε φυγοκέντρηση στα 13800 g για 10 min σε θερμοκρασία δωματίου 

(Eppendorf 5415C Centrifuge). Ακολουθεί απόρριψη του υπερκειμένου και 

προσθήκη κρύας ακετόνης ίσου όγκου με αυτόν του δείγματος με σκοπό την πλύση 

του ιζήματος. Πραγματοποιούνται συνολικά 3 πλύσεις και έπειτα τα δείγματα 

αφήνονται στην απαγωγό εστία για ξήρανση. Αν τα δείγματα προορίζονται για 

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση επεξεργάζονται κατάλληλα διαφορετικά μπορεί να 

γίνει και αποθήκευση τους στους -20
 ο
C. 

3.7 Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) 

Για την πήξη του gel συναρμολογείται η διάταξη χρησιμοποιώντας τα γυάλινα 

τζαμάκια και τα διαχωριστικά πλαστικά. Αρχικά, αφού παρασκευαστεί το διάλυμα 

της πηκτής διαχωρισμού, αποχύνεται ανάμεσα στα τζαμάκια μέχρι να καλύψει 

περίπου το 70% της επιφάνειας. Πάνω από την πηκτή διαχωρισμού προστίθεται μια 

μικρή στρώση βουτανόλης ώστε η επιφάνεια της πηκτής διαχωρισμού να γίνει λεία 

και έπειτα αφήνεται να γίνει ο πολυμερισμός και η πήξη. Αφού ολοκληρωθεί η πήξη 

της πηκτής διαχωρισμού απομακρύνεται η ποσότητα της βουτανόλης και αποχύνεται 

από πάνω από την πηκτή διαχωρισμού το διάλυμα της πηκτής επιστοίβασης μέχρι να 

καλυφθεί όλη η επιφάνεια. Στην συνέχεια και πριν πήξει η πηκτή επιστοίβασης, 

τοποθετείται το πλαστικό χτενάκι το οποίο θα δημιουργήσει τα πηγαδάκια που θα 

τοποθετηθούν τα δείγματα. Η πηκτή αφήνεται για πολυμερισμό. Όταν ολοκληρωθεί, 

αφαιρείται το χτενάκι και η πηκτή τοποθετείται στην συσκευή ηλεκτροφόρησης. 

Εσωτερικά της συσκευής έχει προστεθεί το διάλυμα καθόδου ενώ εξωτερικά το 

διάλυμα ανόδου. Η ηλεκτροφόρηση ξεκινά στα 20 mA και αυξάνεται στα 40 mA 

όταν τα δείγματα έχουν περάσει την πηκτή επιστοίβασης. Η ηλεκτροφόρηση διαρκεί 

μέχρις ότου η χρωστική διατρέξει όλο το μήκος της πηκτής. 

 

3.8 Προετοιμασία δειγμάτων για αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

Για να έχουμε αποδιατακτικές συνθήκες, τα δείγματα πρέπει να επεξεργαστούν 

κατάλληλα πριν φορτωθούν στο gel. Το κάθε δείγμα αναμιγνύεται με sample buffer 

σε αναλογία 3:1 και επωάζεται για 10 min στους 100
 ο

C. Καθένα συστατικό του 

sample buffer έχει και ένα συγκεκριμένο ρόλο στην επεξεργασία των δειγμάτων. 

Συγκεκριμένα, το SDS διασπά τις μη ομοιοπολικές αλληλεπιδράσεις της πρωτεΐνης, 

προσδένεται στα αμινοξέα αυτής και της προσδίδει έτσι ένα συνολικά αρνητικό 

φορτίο. Η μερκαπτοαιθανόλη διασπά τους δισουλφιδικούς δεσμούς της πρωτεΐνης με 

αποτέλεσμα έτσι την ολική αποδιάταξη αυτής. Η γλυκερόλη αυξάνει την πυκνότητα 
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των δειγμάτων οδηγόντας στην πιο εύκολη τοποθέτηση τους στα πηγαδάκια. Τέλος η 

χρωστική Serva Blue εξυπηρετεί στην οπτικοποίηση της κίνησης των δειγμάτων μέσα 

στην πηκτή. 

3.9 Πρωτεολυτική διάσπαση πρωτεϊνών- Θρυψινοποίηση 

Οι διαχωρισμένες στην πηκτή πρωτεΐνες προορίζονται για ταυτοποίηση με με 

MALDI-TOF MS/MS. Προτού γίνει αυτό, οι πρωτεΐνες υπόκεινται σε πρωτεολυτική 

διάσπαση με την χρήση του ενζύμου θρυψίνη. Το ένζυμό αυτό καταλύει την 

διάσπαση πεπτιδικών δεσμών μεταξύ των αμινοξέων αργινίνη και λυσίνη στο C-

τερματικό άκρο. Η διαδικασία που ακολουθήθηκε αποτελείται από 8 στάδια: 

1) Οι λωρίδες ενδιαφέροντος κόβονται από την πηκτή και τοποθετούνται σε 

eppendorf σε μικρά κομμάτια. 

2) Τα κομμάτια πηκτής αποχρωματίζονται με 3 πλύσεις. Η πρώτη πλύση γίνεται με 

50% Ακετονιτρίλιο (ACN)/nanopure, η δεύτερη με 50 mM διττανθρακικό αμμώνιο 

(ABS) και η τρίτη με 100% ACN. Σε όλες απαιτείται ανάδευση 15-30 λεπτά. 

3) Μετουσίωση των πρωτεϊνών με 10 mM διθειοθρεϊτόλη (DTT) σε 50 mM ABS. 

Ανάδευση για 45 λεπτά στους 56
 ο
C. 

 

4) Αλκυλίωση των πρωτεϊνών με 55 mM ιωδοακεταμίδιο (IAA) σε 50 mM ABS. 

Ανάδευση για 45 λεπτά στο σκοτάδι. 

5) Έκπλυση των κομματιών με 50% ACN/nanopure, ABS και 100% ACN διαδοχικά. 

Σε κάθε πλύση απαιτείται ανάδευση για 30 λεπτά. 

6) Πέψη με προσθήκη αραιωμένου διαλύματος θρυψίνης [αραίωση 1/20 με buffer 

θρυψίνης (10 mM ABS και 100% ACN)]. Επώαση overnight στους 30 
ο
C ή στους 37 

ο
C για 4 ώρες.  

7) Συλλογή του υπερκείμενου το οποίο περιέχει τα πεπτίδια και μεταφορά σε νέα 

eppendorf. Στα eppendorf με τα κομμάτια πηκτής, προσθήκη 100% ACN και 

ανάδευση για 30 λεπτά. Ξανά μεταφορά υπερκείμενου στα νέα eppendorf με τα 

πεπτίδια. 

8) Ξήρανση των δειγμάτων σε φυγοκεντρικό ξηραντήρα (Savant SC100 SpeedVac) 

για 2 ώρες. Φύλαξη των πεπτιδίων στους -20 
ο
C μέχρι να χρησιμοποιηθούν για 

ταυτοποίηση. 

 

3.10 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών με MALDI- TOF MS/MS 

Τα αποξηραμένα πεπτίδια διαλυτοποιούνται σε 5μl διαλύματος 50% ACN/ 0.1% TFA 

και προστίθονται (τι ποσοτητα προστίθεται) στην μεταλλική πλάκα του οργάνου. 

Στην συνέχεια, 1μl μήτρας α-κυανο-4-κινναμωμικού οξέος (8.6 mg/mL) διαλύεται σε 

50% ACN/ 0.1% TFA και τοποθετείται επίσης στην μεταλλική πλάκα πάνω στα 
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πεπτίδια. Έπειτα η μεταλλική πλάκα τοποθετείται στο φασματογράφο μάζας και η 

ανάλυση γίνεται με χρήση ανακλαστήρα με συγκεκριμένες παραμέτρους: Laser 

smartbeam II συχνότητας 200 Hz για φάσματα MS με τάση επιτάχυνσης 20.15 kV για 

την πηγή ιόντων Ι και 18.10 kV για την πηγή ιόντων ΙΙ, 90 ns καθυστέρηση και πύλη 

χαμηλού μοριακού βάρους 600 kDa, για τα φάσματα MS/MS με τη μεθοδολογία 

LIFT με τάση επιτάχυνσης 19.6 kV για την πηγή ιόντων Ι και 3.80 kV για την πηγή 

ιόντων ΙΙ. Ο ανακλαστήρας ρυθμίστηκε για την ανάλυση θετικών ιόντων με κλάσμα 

τάσης 2.3. Τα φάσματα είχαν εύρος μάζας 700-3900 kDa και για κάθε πεπτίδιο 

ορίστηκε η λήψη 12 φασμάτων ΜS/MS. Το λογισμικό που χρησιμοποιήθηκε για την 

ανάλυση των αποτελεσμάτων ήταν το Biotools με βάση δεδομένων για το στέλεχος 

Pseudomonas sp. phDV1 και κωδικό στη Uniprot , UP000258809. 

 

3.11 Παρατήρηση κυττάρων σε οπτικό μικροσκόπιο  

H παρατήρηση και η διαπίστωση παραγωγής PHB στα κύτταρα πραγματοποιείται με 

την βοήθεια της χρωστικής Nile Red. Πρώτο βήμα στην όλη διαδικασία είναι η λήψη 

δείγματος από την καλλιέργεια στις χρονικές στιγμές 24h, 48h και 72h. Τα δείγματα 

αυτά συμπυκνώνονται σε 30-50 μl με φυγοκέντρηση στα 13000g για 60 sec. Έπειτα 

αναμιγνύονται 3 μl από το κάθε δείγμα με 1 μl Nile Red (250 μg/ml σε DMSO). 

Αφού προστεθούν στην αντικειμενοφόρο πλάκα 30 μL αγαρόζης, που βρίσκεται 

κοντά σε θερμοκρασία δωματίου, προστίθεται και το μίγμα δείγματος-Nile Red με 

πιπέτα πάνω στην αγαρόζη. Από πάνω γίνεται η κάλυψη με την καλυπτρίδα και 

αφήνεται να στερεοποιηθεί η αγαρόζη με το δείιγμα μέχρι να γίνει η παρατήρηση στο 

οπτικό μικροσκόπιο στην περιοχή του πράσινου (Nikon Eclipse E800, Jenoptik 

ProgRes CF CCD 1.4 M.P. Microscope Camera, Nikon Super High Pressure Mercury 

Lamp Power Supply, Διέγερση: 562/40 nm, Εκπομπή: 594 nm). Οι εικόνες που 

λήφθηκαν από το μικροσκόπιο υποβλήθηκαν σε επεξεργασία με το πρόγραμμα 

ImageJ. 

 

4. Αποτελέσματα-Συζήτηση 

4.1 Μελέτη συνθηκών ανάπτυξης 

Με στόχο την διερεύνηση των βέλτιστων συνθηκών ανάπτυξης τόσο του WT αλλά 

ειδικότερα των νέων μεταλλαγμάτων, χρησιμοποιήθηκαν δύο διαφορετικές συνθήκες 

ανάπτυξης στις οποίες διαφοροποιούταν η αναλογία C:N, με πηγή άνθρακα το 

ηλεκτρικό οξύ και στις δύο περιπτώσεις. Κατά την διάρκεια των 72 ωρών 

καλλιέργειας, λαμβανόταν ανά τακτά χρονικά διαστήματα δείγμα για μέτρηση της 

οπτικής πυκνότητας και κατασκευή καμπύλης ανάπτυξης. Στις εικόνες 13 και 14 

φαίνονται οι καμπύλες ανάπτυξης και για τα τρία στελέχη στις κανονικές συνθήκες 

και στις συνθήκες με μειωμένο άζωτο αντίστοιχα. Από τα δύο γραφήματα 

συμπεραίνεται ότι στις κανονικές συνθήκες η ανάπτυξη των κυττάρων ήταν πολύ 

μεγαλύτερη αφού οι τιμές του OD600 κυμαίνονται ψηλότερα και για τα τρία στελέχη 
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συγκριτικά με τις τιμές στις συνθήκες με μειωμένο άζωτο. Αυτό εξηγείται διότι στις 

κανονικές συνθήκες τα κύτταρα δεν βρίσκονται σε συνθήκες καταπόνησης και 

συνεπώς είναι ικανά να αναπτυχθούν παραπάνω. Η έλλειψη ενός θρεπτικού στοιχείου 

όπως είναι το άζωτο αποτελεί καταπόνηση για το βακτήριο και περιορίζει την 

ανάπτυξη του. Σημαντική παρατήρηση είναι επίσης ότι η ανάπτυξη των 

μεταλλαγμάτων είναι μεγαλύτερη συγκριτικά με το WT στις κανονικές συνθήκες ενώ 

στις συνθήκες καταπόνησης και τα τρία στελέχη παρουσιάζουν σχετικά όμοια 

συμπεριφορά.   
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Εικόνα 15: Καμπύλη ανάπτυξης του βακτηρίου Pseudomonas sp. phDV1 και των μεταλλαγμάτων 

ΔphaR, ΔphaZ σε θρεπτικό Μ9 (κανονικές συνθήκες). Η μαύρη καμπύλη αντιστοιχεί στο ΔphaR, η 

κόκκινη στο ΔphaZ και η μπλε στο WT. 
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Εικόνα 16: Καμπύλη ανάπτυξης του βακτηρίου Pseudomonas sp. phDV1 και των μεταλλαγμάτων 

ΔphaR, ΔphaZ σε θρεπτικό Μ9 με μειωμένο άζωτο. Η μαύρη καμπύλη αντιστοιχεί στο ΔphaR, η 

κόκκινη στο ΔphaZ και η μπλε στο WT. 

 

4.2 Παρατήρηση PHB σε οπτικό μικροσκόπιο 

Για την παρατήρηση των σφαιριδίων, κατά της διάρκεια των 72 ωρών καλλιέργειας, 

λαμβάνεται δείγμα κυττάρων ανά 24 ώρες τόσο από τις καλλιέργειες με κανονικές 

συνθήκες όσο και από αυτές με έλλειψη αζώτου ώστε να παρατηρηθούν τυχόν 

αλλαγές στην παραγωγή του πολυμερούς. Για να είναι δυνατή η παρατήρηση του 

πολυμερούς στο οπτικό μικροσκόπιο χρησιμοποιήθηκε η χρωστική Nile Red, η οποία 

έχει την ικανότητα να προσδένεται στο PHB και να προσδίδει στα σφαιρίδια ένα 

κόκκινο χρώμα όταν φθορίζει. Παρακάτω παρουσιάζονται οι εικόνες που λήφθηκαν 

από το μικροσκόπιο στις 24, 48 και 72 ώρες για κάθε στέλεχος σε κάθε συνθήκη. 

 

 

 

 

 

 

 

. 
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Εικόνα 17: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 στις 24h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. 

 

Εικόνα 18: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 στις 24h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. 

 

Εικόνα 19: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 WT σε θρεπτικό Μ9 στις 24h. α) εικόνα φωτεινού 

πεδίου, β) εικόνα φθορισμού. 

Όπως διαπιστώνεται, είναι εμφανής η παραγωγή PHB από τις 24 ώρες και στα δύο 

μεταλλάγματα σε κανονικές συνθήκες. Αυτό υποδεικνύει ότι η διαγραφή των 

γονιδίων έχει επηρεάσει την παραγωγή, μίας και το WT στις αντίστοιχες συνθήκες 

και ίδια ώρα δεν εμφανίζει παραγωγή όπως φαίνεται από την αντίστοιχη εικόνα.  

 

α β γ 

α β γ 

α β 
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Εικόνα 20: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 στις 48h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. 

 

Εικόνα 21: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 στις 48h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. 

 

Εικόνα 22: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1  WT σε θρεπτικό Μ9 στις 48h. α) εικόνα φωτεινού 

πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. (Γελαδάς, 2021) 

Αντίθετα με τις 24 ώρες, στις 48 ώρες και στις κανονικές συνθήκες εμφανίζεται 

παραγωγή και στο WT εκτός από τα μεταλλάγματα, στα οποία η παραγωγή συνεχίζει 

να είναι έντονη. Ειδικότερα παρατηρείται στα μεταλλάγματα και κυρίως στο ΔphaZ 

αύξηση των σφαιριδίων πολυμερούς ανα κύτταρο. 

 

α β γ 

α β γ 
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Εικόνα 23: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 στις 72h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα  των α και β. 

 

Εικόνα 24: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 στις 72h. 

α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα των α και β. 

 

Εικόνα 25: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1  WT σε θρεπτικό Μ9 στις 72h. α) εικόνα φωτεινού 

πεδίου, β) εικόνα φθορισμού. 

Η παραγωγή στις 72h συνεχίζει και είναι ικανοποιητική στα δύο μεταλλάγματα. Αντίθετα 

στο WT δεν παρατηρείται παραγωγή. Αυτό μπορεί πιθανών να αποδοθεί στο γεγονός ότι 

μέχρι εκείνη την χρονική στιγμή το βακτήριο αναμένεται να έχει ξεκινήσει την 

αποικοδόμηση του πολυμερούς με τη δράση της αποπολυμεράσης. Επομένως μπορεί να 

θεωρηθεί λογικό το γεγονός ότι δεν υπάρχουν αρκετά σφαιρίδια PHB στα κύτταρα. 

 

α β γ 

α β γ 

α β 
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Εικόνα 26: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 24h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 27: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 24h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 28: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 WT σε θρεπτικό Μ9 μειωμένο άζωτο στις 24h. α) 

εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα των α και β. 

Συγκριτικά με τις κανονικές συνθήκες, υπό συνθήκες καταπόνησης το WT έχει την 

δυνατότητα παραγωγής PHB από τις 24 ώρες καλλιέργειας. Στα μεταλλάγματα, όπως 

και στις κανονικές συνθήκες, έτσι και στις συνθήκες έλλειψης αζώτου, η παραγωγή 

του πολυμερούς ξεκινάει από τις 24 ώρες. 

α β γ 

α β γ 

α β γ 
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Εικόνα 29: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 48h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 30: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 48h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 31: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 WT σε θρεπτικό Μ9 μειωμένο άζωτο στις 48h. α) 

εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα των α και β. 

Ομοίως με τις 48 ώρες και κανονικές συνθήκες, υπάρχει και εδώ ένδειξη για αύξηση 

του αριθμού των σφαιριδίων ανά κύτταρο και ιδιαίτερα πάλι στο μετάλλαγμα  ΔphaΖ. 

 

 

 

 

α β γ 

α β γ 

α β γ 
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Εικόνα 32: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaR σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 72h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 33: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 του μεταλλάγματος ΔphaΖ σε θρεπτικό Μ9 

μειωμένο άζωτο στις 72h. α) εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα 

των α και β. 

 

Εικόνα 34: Απεικόνιση Pseudomonas sp. phDV1 WT σε θρεπτικό Μ9 μειωμένο άζωτο στις 72h. α) 

εικόνα φωτεινού πεδίου, β) εικόνα φθορισμού, γ) συνδυαστική εικόνα των α και β. (Γελαδάς, 2021) 

Στις 72 ώρες, εξακολουθεί να εμφανίζεται παραγωγή και στα τρία στελέχη. 

Γενικότερα, διαπιστώνεται ότι οι μεταλλάξεις έχουν επηρεάσει θετικά την παραγωγή 

του πολυμερούς. Αυτό γιατί υπό κανονικές συνθήκες η παραγωγή PHB είναι εμφανής 

και στις 3 χρονικές στιγμές, σε αντίθεση με το WT που φαίνεται να παράγει το 

πολυμερές μόνο στις 48 ώρες καλλιέργειας. Επίσης στις συνθήκες καταπόνησης, ναι 

μεν εμφανίζεται παραγωγή και στα 3 στελέχη σε όλες τις χρονικές στιγμές, αλλά 

υπάρχουν ενδείξεις ότι είναι αυξημένη στα μεταλλάγματα όσον αναφορά των αριθμό 

των κυττάρων που παράγουν αλλά και των αριθμό σφαιριδίων ανά κύτταρο. 

 

α β γ 

α β γ 
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4.3 Απομόνωση PHB 

Η απομόνωση του πολυμερούς πραγματοποιείται με την μη συνεχή διαβάθμιση 

ζάχαρης. Αρχικά, έγινε λύση των κυττάρων μετά τις 72 ώρες ανάπτυξης και το 

κυτταρικό εκχύλισμα προστέθηκε στην κορυφή των σωλήνων φυγοκέντρησης. Στους 

σωλήνες αυτούς είχε δημιουργηθεί προηγουμένως η διαβάθμιση ζάχαρης με 

συγκεντρώσεις 1,33 Μ , 1,67 Μ και 2 Μ. Σύμφωνα με την βιβλιογραφία το PHB 

εντοπίζεται μετά την φυγοκέντρηση μεταξύ των συγκεντρώσεων 1,33–1,67 Μ σαν 

μια λευκή-καφέ λωρίδα. Οι σωλήνες μετά την φυγοκέντρηση απεικονίζονται στην 

εικόνα 15. Γίνεται αντιληπτό ότι οι λωρίδες που αντιστοιχούν στο PHB είναι 

εντονότερες στους τρείς τελευταίους σωλήνες. Αυτό οδηγεί στο συμπέρασμα ότι 

κάτω από συνθήκες καταπόνησης η παραγωγή του PHB είναι περισσότερη. Διαφορές 

εντοπίζονται επίσης και μεταξύ των μεταλλαγμάτων και του WT. Η διαγραφή των 

γονιδίων της αποπολυμεράσης (ΔphaZ) και του repressor (ΔphaR) αποσκοπούν στην 

μείωση της κατανάλωσης του PHB από το στέλεχος Pseudomonas sp. phDV1 και την 

αύξηση της παραγωγής, αντίστοιχα, συνεπώς το γεγονός ότι στα μεταλλάγματα 

φαίνεται να παράγεται περισσότερο PHB αποτελεί μία καλή ένδειξη για το ότι τα 

μεταλλάγματα είναι πετυχημένα.. Η πιο έντονη παραγωγή PHB στα μεταλλάγματα 

συγκριτικά με το WT  διακρίνεται καλύτερα στους τρείς πρώτους σωλήνες όπου δεν 

υπάρχει κάποιος παράγοντας stress. Στους σωλήνες με μειωμένο άζωτο η παραγωγή 

είναι εξίσου έντονη και στους τρείς σωλήνες. Οι άλλες δύο λωρίδες που εμφανίζονται 

σε όλους τους σωλήνες αποτελούνται από διάφορα ενδοκυτταρικά συστατικά. 

 

 

Εικόνα 35: Σωλήνες διαβάθμισης ζάχαρης μετά την φυγοκέντρηση. Οι τρείς πρώτοι σωλήνες 

αντιστοιχούν στις κανονικές συνθήκες και οι υπόλοιποι τρείς στις συνθήκες μειωμένου αζώτου. 

Συγκεκριμένα, 1)ΔphaR κανονικές συνθήκες 2)ΔphaZ κανονικές συνθήκες 3)WT κανονικές συνθήκες 

4)ΔphaR μειωμένο άζωτο 5)ΔphaZ μειωμένο άζωτο 6) WT μειωμένο άζωτο. 

 

Όλες οι λωρίδες από όλους τους σωλήνες απομονώθηκαν για περαιτέρω ανάλυση. 

1 2 3 4 5 6 

Λωρίδα 

PHB 
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4.4 Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση (SDS-PAGE) για μελέτη των 

πρωτεϊνών των σφαιριδίων PHB.  

Για κάθε κλάσμα που απομονώθηκε από την διαβάθμιση ζάχαρης προσδιορίστηκε η 

πρωτεϊνική συγκέντρωση με την μέθοδο Bradford (Ενότητα 3.5), ώστε να καθοριστεί 

η κατάλληλη συγκέντρωση δείγματος που θα εισαχθεί στα πηγαδάκια της πηκτής. Σε 

όσα δείγματα η συγκέντρωση δεν ήταν αρκετή, ώστε να είναι εμφανείς οι λωρίδες 

τους στο gel, πραγματοποιείται συμπύκνωση τους με τριχλωροξικό οξύ (Ενότητα 

3.6). Εφόσον έχουν προσδιοριστεί οι συγκεντρώσεις όλων των δειγμάτων, ακολουθεί 

η ηλεκτροφόρηση. Τα gel τα οποία προέκυψαν φαίνονται στις εικόνες 36 και 37. 

 

Εικόνα 36:Gel αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης. Θέση 1) 1
ος

 σωλήνας 1
η
 λωρίδα, θέση 2) 2

ος
 

σωλήνας 1
η
  λωρίδα, θέση 3) 3

ος
 σωλήνας 1

η
  λωρίδα, θέση 4) 4

ος
 σωλήνας 1

η
 λωρίδα, θέση 5) 5

ος
 

σωλήνας 1
η
 λωρίδα, θέση 6) 6

ο
 σωλήνας 1

η
 λωρίδα, θέση 7) 1

ος
 σωλήνας 2

η
 λωρίδα, θέση 8)2

ος
 

σωλήνας 2
η
 λωρίδα, θέση 9) 3

ος
 σωλήνας, 2

η
 λωρίδα, θέση 10) 4

ος
 σωλήνας 2

η
 λωρίδα, θέση 11) 5

ος
 

σωλήνας, 2
η
 λωρίδα, θέση 12) 6

ος
 σωλήνας, 2

η
 λωρίδα, θέση 13) 1

ος
 σωλήνας 3

η
 λωρίδα, θέση 14) 2

ος
 

σωλήνας 3
η
 λωρίδα. 

 

Εικόνα 37: Gel αποδιατακτικής ηλεκτροφόρησης. Θέση 1) 3
ος

 σωλήνας 3
η
 λωρίδα, θέση 2) 4

ος
 

σωλήνας 3
η
 λωρίδα, θέση 3) 5

ος
 σωλήνας 3

η
 λωρίδα, θέση 4) 6

ος
 σωλήνας 3

η
 λωρίδα. 



38 
 

Στόχος ήταν η παρατήρηση διαφοροποιήσεων στις πρωτεΐνες που σχετίζονται με το 

PHB μεταξύ των μεταλλαγμάτων και του WT. 

Αναλυτικότερα, οι πρωτεΐνες οι οποίες βρίσκονται πάνω στα σφαιρίδια του PHB και 

έχουν βρεθεί στο γενετικό υλικό της ψευδομονάδας φαίνονται στον πίνακα 1. 

Πίνακας 1: Πρωτεΐνες των σφαιριδίων PHB 

 

Όπως φαίνεται από την εικόνα 36 και συγκεκριμένα στις θέσεις 7-12 που αφορούν το 

PHB, το μοτίβο που εμφανίζεται είναι όμοιο σε όλες τις θέσεις. Αυτό σημαίνει ότι 

Πρωτεΐνη Γονίδιο 
Μοριακό Βάρος 

πρωτείνης (kDa) 

Class I poly(R)-

hydroxyalkanoic acid 

synthase 

 

phaC 63.9 

Class II poly(R)-

hydroxyalkanoic acid 

synthase 

 

phaC 62.6 

Poly(3-hydroxyalkanoate) 

depolymerase 

 

phaZ 31.6 

Acetoacetyl-CoA 

reductase 

 

phbB 26.8 

Polyhydroxyalkanoate 

synthesis repressor 

 

phaR 19.8 

Poly(hydroxyalkanoate) 

granule-associated protein 

(phasin) 

 

- 15.9 

Phasin family protein 

 
- 19.9 

Poly(3-hydroxyalkanoate) 

granule-associated protein 

 

phaF 26.1 

Porin 
- 45 
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από την πηκτή δεν είναι εμφανής η διαγραφή των γονιδίων στα μεταλλάγματα αφού 

όσες πρωτεΐνες εμφανίζονται στο WT εμφανίζονται και στα μεταλλάγματα. Βέβαια η 

ηλεκτροφόρηση δεν αποτελεί μέθοδο ταυτοποίησης πρωτεϊνών γι’αυτό μόνο 

θεωρητικά μπορεί να γίνει κάποια αντιστοίχηση των λωρίδων της πηκτής με τις 

πρωτεΐνες που αναμένεται να εμφανιστούν. Σύμφωνα με αυτά, το σήμα που 

εμφανίζεται λίγο πιο κάτω από τα 66 kDa μπορεί να θεωρηθεί ότι ανήκει στη 

συνθάση ενώ η λωρίδα ακριβώς από κάτω, κοντά στα 45 kDa, σε πορίνη. Ακολουθεί 

λωρίδα κοντά στα 31 kDa που ταιριάζει μόνο με το μοριακό βάρος της 

αποπολυμεράσης. Στις θέσεις 10,11,12 διακρίνεται λωρίδα λίγο πάνω από τα 21kDa 

η οποία δεν είναι ευδιάκριτη στις θέσεις 7,8,9. Σύμφωνα με το μοριακό βάρος, η 

λωρίδα αυτή μπορεί να αντιστοιχεί είτε στην αναγωγάση (26.8 kDa) είτε στην 

granule-associated protein, phaF (26.1 kDa). Αυτό γιατί τα μοριακά τους βάρη είναι 

πολύ κοντά και οι δύο πρωτεΐνες δεν θα διαχωρίζονταν στην πηκτή. Ομοίως πιο 

κοντά στα 21 kDa εμφανίζεται λωρίδα σε όλες τις θέσεις αυτή την φορά, 

αντιστοιχώντας πιθανότατα είτε στην πρωτεΐνη ρυθμιστή , phaR (19.8) είτε σε 

πρωτεΐνη της οικογένειας των φασινών (19.9). Τέλος κοντά στα 14 kDa εμφανίζονται 

σε όλες τις θέσεις δύο πολύ κοντινές λωρίδες, ωστόσο μόνο η φασίνη (15.9) ταιριάζει 

σε αυτό το μοριακό βάρος. 

 

4.5 Ταυτοποίηση πρωτεϊνών των απομονωμένων σφαιριδίων PHB με 

MALDI-TOF MS/MS 

Στην πηκτή της εικόνας 36 και συγκεκριμένα στα πηγαδάκια 7-12 πραγματοποιήθηκε 

θρυψινοποιήση με στόχο την ταυτοποίηση πρωτεϊνών που σχετίζονται με τον 

σχηματισμό και τον μεταβολισμό του PHB μέσω φασματομετρίας μάζας. Οι 

πρωτείνες που φαίνονται στον πίνακα 2 είναι εκείνες οι οποίες ταυτοποιήθηκαν με το 

καλύτερο score και με τον μεγαλύτερο αριθμό μοναδικών πεπτιδίων και  συνεπώς 

είναι οι πιο αξιόπιστες. Η ανάλυση αυτή έγινε με την χρήση της βάσης δεδομένων 

Uniprot μέσω της οποίας βρέθηκε για κάθε πρωτεΐνη ο βιολογικός της ρόλος και η 

τοπολογία της. Συγκεκριμένα πρόκειται για 23 πρωτεΐνες οι οποίες όμως δεν 

σχετίζονται με το PHB. Ωστόσο αρκετές από αυτές βρέθηκαν να είναι μεμβρανικές 

με κύρια λειτουργία τους τη μεταφορά ιόντων και την μετάδοση σήματος.  

Πίνακας 2: Οι πιο αξιόπιστες πρωτεΐνες που ταυτοποιήθηκαν με MALDI-TOF MS/MS 

Uniprot ID Protein Name 
Biological 

Process 
Topology 

Unique 

peptides 
Score 

A0A385B360 
AraC family 

transcriptional regulator 

Transcription 

regulation 
Unknown 22 36.3 
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A0A385B9T0 
Flagellar hook-basal body 

complex protein FliE 

bacterial-type 

flagellum-

dependent cell 

motility 

 

 

bacterial-type 

flagellum basal 

body 

 

66 45.7 

A0A385B4T8 
Methyl-accepting 

chemotaxis protein 

 

signal 

transduction 

 

 

integral 

component of 

membrane 

 

1 154.1 

A0A385BC44 
DUF3320 domain-

containing protein 
Unknown Unknown 22 42.6 

A0A385B7J0 

Efflux RND transporter 

periplasmic adaptor 

subunit 

Transport 

plasma 

membrane 

 

66 41.7 

A0A385B7G6 
Crotonase/enoyl-CoA 

hydratase family protein 
Unknown Unknown 22 38.1 

A0A385B398 
Purine nucleoside 

phosphorylase DeoD-type 

purine 

nucleoside 

metabolic 

process 

nucleoside 

catabolic 

process 

Unknown 1 42.4 

A0A385BB39 Uncharacterized protein Unknown Unknown 3 31.8 

A0A385B8X0 
Coproporphyrinogen-III 

oxidase 

 

protoporphyrino

gen IX 

biosynthetic 

process 

 

 

cytoplasm 

 

1 114.7 

A0A385B8Z4 
Replication-associated 

recombination protein A 

 

DNA 

replication 

Unknown 1 38.7 

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007165
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007165
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007165
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0016021
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0042278
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009164
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009164
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009164
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006782
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006782
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006782
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006782
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006782
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
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A0A385B817 
Copper resistance protein 

B 

 

cellular copper 

ion homeostasis 

 

 

cell outer 

membrane 

1 38.5 

A0A385BEG0 
DUF1329 domain-

containing protein 
Unknown Unknown 1 31.7 

A0A385B9J3 
Chromosome partition 

protein Smc 

chromosome 

condensation 

 

DNA 

replication 

 

sister chromatid 

cohesion 

 

cytoplasm 

chromosome 
22 154.1 

 

A0A385B3I6 

 

Trk system potassium 

uptake protein TrkA 

 

Potassium 

transport 

 

plasma 

membrane 

 

 

22 

 

38.3 

A0A385B3V1 
GlxA family 

transcriptional regulator 

positive 

regulation of 

metabolic 

process 

 

Unknown 22 87.5 

A0A385B4J2 

 

 

Biotin carboxylase 

 

 

 

malonyl-CoA 

biosynthetic 

process 

 

fatty acid 

biosynthetic 

process 

 

Unkown 44 45.8 

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009279
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009279
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006878
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006878
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030261
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0030261
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006260
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0007062
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005694
https://www.uniprot.org/keywords/KW-0633
https://www.uniprot.org/keywords/KW-0633
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009893
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2001295
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2001295
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:2001295
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006633
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006633
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006633
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006633
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A0A385B720 
TetR/AcrR family 

transcriptional regulator 
Unknown Unknown 1 35.5 

A0A385B788 
PBPb domain-containing 

protein 
Unknown Unknown 1 45.0 

A0A385BEE3 

tRNA uridine 5-

carboxymethylaminomet

hyl modification enzyme 

MnmG 

 

tRNA wobble 

uridine 

modification 

 

 

cytoplasm 

 

23 35.0 

A0A385BDN3 
PilT/PilU family type 4a 

pilus ATPase 
Unknown Unknown 3 154.1 

A0A385BCX3 Uncharacterized protein Unknown Unknown 22 154.1 

A0A385BAL7 

Flagellar motor switch 

protein FliG 

 

 

bacterial-type 

flagellum-

dependent cell 

motility 

 

chemotaxis 

 

bacterial-type 

flagellum basal 

body 

 

plasma 

membrane 

 

3 34.4 

A0A385BEG4 Uncharacterized protein Unknown membrane 22 36.3 

 

 

5. Συμπεράσματα και μελλοντικοί στόχοι 

5.1 Συμπεράσματα 

Στην παρούσα εργασία τα δύο γενετικά τροποποιημένα στελέχη του Pseudomonas sp. 

phDV1, ΔphaR και ΔphaZ, μελετήθηκαν συγκριτικά με το WT όσον αφορά την 

ανάπτυξη τους αλλά και την ικανότητα παραγωγής PHB σε θρεπτικό Μ9 και Μ9 με 

μειωμένο άζωτο, με πηγή άνθρακα και στις δύο περιπτώσεις το ηλεκτρικό οξύ. Κατά 

την ανάπτυξη και των τριών στελεχών παρατηρήθηκε μεγαλύτερη ανάπτυξη των 

μεταλλαγμάτων στο θρεπτικό Μ9 σε σχέση με το WT. Αντίθετα, στο θρεπτικό Μ9 με 

μειωμένο άζωτο η ανάπτυξη και των τριών στελεχών ήταν παρόμοια. Για την μελέτη 

της παραγωγής PHB πραγματοποιήθηκε μικροσκοπία φθορισμού που έδειξε ότι κάτω 

από συνθήκες καταπόνησης στο μέσο με έλλειψη αζώτου και τα τρία στελέχη έχουν 

https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002098
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002098
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002098
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0002098
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005737
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0071973
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006935
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0006935
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0009425
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
https://www.ebi.ac.uk/QuickGO/term/GO:0005886
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την ικανότητα παραγωγής PHB. Στις κανονικές συνθήκες τα μεταλλάγματα 

παρουσιάζουν ικανοποιητική παραγωγή, ενώ στο WT φαίνεται να είναι πιθανόν 

περιορισμένη. Επιπλέον, υπάρχει ένδειξη για εντονότερη παραγωγή στα 

μεταλλάγματα, ακόμα και στις συνθήκες καταπόνησης, αφού ο αριθμός σφαιριδίων 

ανά κύτταρο φαίνεται αυξημένος. Από την απομόνωση PHB από όλα τα στελέχη σε 

κάθε συνθήκη με σκοπό την μελέτη των πρωτεϊνών του καρβοσώματος με SDS-

PAGE, δεν παρατηρήθηκαν διαφοροποιήσεις όπως θα ήταν αναμενόμενο. Σε τελικό 

στάδιο έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης των πρωτεϊνών που σχετίζονται με το 

μεταβολισμό και τον σχηματισμό του πολυμερούς μέσω MALDI-TOF MS/MS. 

Καμία πρωτεΐνη ενδιαφέροντος δεν ταυτοποιήθηκε. Βέβαια, έγινε ταυτοποίηση 

αρκετών μεμβρανικών πρωτεϊνών. 

5.2 Μελλοντικοί στόχοι 

Κύριος στόχος για το μέλλον είναι η ποσοτικοποίηση του PHB και στα τρία στελέχη 

με αναλυτικές μεθόδους όπως χρωματογραφία υψηλής απόδοσης. Επιπλέον, η 

πρωτεομική ανάλυση θα οδηγήσει σε ασφαλέστερα συμπεράσματα για το πώς 

λειτουργούν τα μεταλλάγματα και πως η διαγραφή των γονιδίων επηρεάζει την 

παραγωγή του PHB. Τέλος, διαφορετικές πηγές άνθρακα μπορούν να 

χρησιμοποιηθούν όπως ρύποι και απόβλητα για να μελετηθεί η παραγωγή PHB κάτω 

από αυτές τις συνθήκες δεδομένου ότι προκαλούν καταπόνηση στο βακτήριο και ότι 

το βακτήριο έχει την ικανότητα να τα αποικοδομεί.  
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