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Ευχαριςτύεσ 

Θ παροφςα διδακτορικι διατριβι εκπονικθκε ςτο Εργαςτιριο Βιοτεχνολογίασ του Τμιματοσ 

Βιολογικϊν Εφαρμογϊν και Τεχνολογιϊν του Πανεπιςτθμίου Ιωαννίνων, ενϊ μζροσ τθσ 

εκπονικθκε ςε εργαςτιρια τθσ Ελλάδασ και του εξωτερικοφ. Σε αυτό το ςθμείο κα ικελα να 

ευχαριςτιςω όλουσ όςουσ ςυνζβαλαν ςτθν ολοκλιρωςθ αυτισ τθσ διατριβισ και ςυγκεκριμζνα: 

 Τον Αναπλθρωτι Κακθγθτι Χαράλαμπο Σταμάτθ, επιβλζποντα τθσ παροφςασ διατριβισ, για 

τθ ςτιριξθ και τθν επιςτθμονικι κακοδιγθςθ που μου παρείχε, αλλά και για τθν 

εμπιςτοςφνθ που ζδειξε ςτο πρόςωπο μου όλα αυτά τα χρόνια. Ελπίηω να κατάφερα, ζςτω 

και λίγο, να ςτακϊ αντάξιοσ των προςδοκιϊν του. Θ ςυνεργαςία μου μαηί του, μία 

ςυνεργαςία που κα με ακολουκεί ςε όλθ μου τθν ηωι, με ζκανε να αγαπιςω βιωματικά τον 

τομζα τθσ Βιοκατάλυςθσ και, ευρφτερα, τθσ Βιοτεχνολογίασ. 

 Τον Κακθγθτι Γεϊργιο Κ. Παπαδόπουλο, μζλοσ τθσ τριμελοφσ ςυμβουλευτικισ επιτροπισ, 

για τθ φιλοξενία ςτο εργαςτιριο Βιοχθμείασ και Βιοφυςικισ τθσ Σχολισ Τεχνολογίασ 

Γεωπονίασ του Τ.Ε.Ι. Θπείρου, για τθν κακοδιγθςθ του και για τθ ςυνειςφορά του ςτθν 

αποτίμθςθ των φαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Θ ςχολαςτικότθτα του και θ επιμονι του 

ςτθ λεπτομζρεια είναι μάκθμα ηωισ για ζνα νζο επιςτιμονα. 

 Τον Αναπλθρωτι Κακθγθτι Δθμιτριο Γουρνι για τθ φιλοξενία ςτο εργαςτιριο Κεραμικϊν 

και Σφνκετων Υλικϊν του Τμιματοσ Μθχανικϊν Επιςτιμθσ Υλικϊν του Πανεπιςτθμίου 

Ιωαννίνων για τθν κακοδιγθςθ του, ιδιαιτζρωσ όςον αφορά τα νανοχλικά και τισ τεχνικζσ 

χαρακτθριςμοφ. Επίςθσ, κα ικελα να ευχαριςτιςω τον Αποςτόλθ Ενωτιάδθ, τθ Φοφλθ 

Διαμαντι και τα υπόλοιπα μζλθ του εργαςτθρίου για τθ ςυνεργαςία. 

 Το Λζκτορα Πζτρο Καταπόδθ για τθ ςυνεργαςία, τθ ςθμαντικι ςυνειςφορά ςτθν επιμζλεια 

τθσ παροφςασ διατριβισ και τισ υπζροχεσ ςυηθτιςεισ (επιςτθμονικζσ και μθ). 

 Τον Κακθγθτι Φραγκίςκο Κολίςθ, μζλοσ τθσ ςυμβουλευτικισ επιτροπισ, για τθ ςυμβολι του 

ςτθν ολοκλιρωςθ τθσ παροφςασ διδακτορικισ διατριβισ. 

 Τα μζλθ τθσ εξεταςτικισ επιτροπισ για τισ υποδείξεισ και τισ παρατθριςεισ τουσ.  

 Τα μζλθ του Εργαςτθρίου Βιοτεχνολογίασ από το 2004 ζωσ και ςιμερα: Τον Μανόλθ 

Καλογερι για τθν κακοδιγθςθ και τθν υποςτιριξθ που μου παρείχε όςο βριςκόταν ςτο 

εργαςτιριο. Τισ ςυναδζρφουσ Μαρία Κατςοφρα, Κατερίνα Τηιάλλα, Βάςω Πατιλα και Ακθνά 

Παπαδοποφλου, τον Κϊςτα Κονιδάρθ, τθν Αγγελικι Πολφδερα, τον Ali Taha, τθν Ανκι 

Χατηθκυριακίδου και όλουσ τουσ προπτυχιακοφσ φοιτθτζσ που πζραςαν από το εργαςτιριο 

για τθ ςυνεργαςία και το ευχάριςτο κλίμα του εργαςτθρίου. Ιδιαιτζρωσ κα ικελα να 

ευχαριςτιςω τουσ φίλουσ μου Τάκθ Καρρά και τον Κυριάκο Τηαφζςτα, οι οποίοι εκπόνθςαν 

τθν πτυχιακι τουσ εργαςία ςτο Εργαςτιριο Βιοτεχνολογίασ. 

 Τον Κακθγθτι Uwe Bornscheuer και τον Torge Vorhaben για τθ φιλοξενία ςτο Ινςτιτοφτο 

Βιοχθμείασ του Πανεπιςτθμίου του Greifswald ςτθ Γερμανία, κακϊσ και το IKY και το DAAD 

για τθν δυνατότθτα που μου προςζφεραν να εργαςτϊ ςτο ςυγκεκριμζνο εργαςτιριο. 
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 Τον Enrico Maccallini, ερευνθτι του Τμιματοσ Φυςικισ του Πανεπιςτθμίου τθσ Calambria 

(Ιταλία) για τθν πολφτιμθ βοικεια του ςτθν αποτίμθςθ τθσ δευτεροταγοφσ δομισ πρωτεϊνϊν 

από φάςματα FTIR. 

 Τθν Κακθγιτρια Petra Rudolf και τον Θοδωρι Τςοφφθ από το Πανεπιςτιμιο του Groningen 
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Χθμείασ του Τμιματοσ Ιατρικισ του Πανεπιςτθμίου Ιωαννίνων. 

 Τον Δρ. Άγγελο Ντάντο για τθν ςυνεργαςία του και τισ υποδείξεισ του για το κομμάτι τθσ 

εκχφλιςθσ, κλαςμάτωςθσ και ανάλυςθσ των πολυκυκλικϊν αρωματικϊν υδρογονανκράκων. 

 Το Κδρυμα Μποδοςάκθ για τθν οικονομικι ενίςχυςθ για τθν εκπόνθςθ τθσ παροφςασ 

διδακτορικισ διατριβισ. 

 Τθν Ελζνθ Θεοδοςίου και τθ Διμθτρα Μάνκου για τθν πολφτιμθ βοικεια τουσ ςτθν 

επιμζλεια του παρόντοσ ςυγγράμματοσ.  

 Τον Θλία Αυδίκο και τον Αλζξανδρο Δευτεραίο για τθν λειτουργικι υποςτιριξθ ςε κζματα 

θλεκτρονικϊν υπολογιςτϊν και όχι μόνο. 

 Τουσ φίλουσ μου Δθμιτρθ Πανταηίδθ, Κϊςτα Υψθλό, Κατερίνα Ηαραλι, Αντϊνθ 

Αντωνόπουλο για τισ όμορφεσ ςτιγμζσ που μου χάριςαν, οι οποίεσ μου ζδιναν δφναμθ να 

ςυνεχίςω το ζργο μου. 

 Τθ ςφντροφο μου Βιργινία Χουλιαρά για τθ υποςτιριξθ τθσ και τθν Ιϊβεια υπομονι τθσ, 

ιδιαίτερα κατά τθ διάρκεια τθσ ςυγγραφισ. 

 Τουσ γονείσ μου, Βαςίλθ και Ευρυδίκθ, για τθν αγάπθ, τθν υποςτιριξθ και τθν υπομονι τουσ, 

κακϊσ και για τισ κυςίεσ που ζκαναν για να μπορζςω να ολοκλθρϊςω απρόςκοπτα τθν 

παροφςα διατριβι, κακϊσ και τισ αδερφζσ μου, Σταυροφλα και Στζλλα, που ομορφαίνουν τθ 

ηωι μου. 
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Δημοςιεύςεισ 
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60 (2009): 50-56. 

Οι ακόλουκεσ δθμοςιευμζνεσ περιλιψεισ εργαςιϊν ςυνεδρίων ςε διεκνι περιοδικά: 

1. I.V. Pavlidis, T. Tsoufis, D. Gournis, H. Stamatis. Enzyme immobilization on chemically 

functionalized multi-walled carbon nanotubes. New Biotechnology 25 (2009): S131 

2. M. Katsoura, M. Patila, I.V. Pavlidis, H. Stamatis. Structural and stability studies of lipases in 

ionic liquids. New biotechnology 25 (2009): S131 

Ζνα κεφάλαιο ςε βιβλίο του διεκνοφσ εκδοτικοφ οίκου Wiley: 

I.V. Pavlidis, A.A. Tzialla, A. Enotiadis, H. Stamatis, D. Gournis. Chapter 2: Enzyme immobilization 

on layered and nanostructured materials (2010) Biocatalysis in polymer chemistry (K. Loos ed.), 

Wiley-VCH Verlag, pp.35-64 ISBN-10: 3-527-32618-9. 

Και 17 ςυμμετοχζσ ςε ςυνζδρια εκ των οποίων: 

 2 ομιλίεσ και 9 αναρτθμζνεσ εργαςίεσ ςε διεκνι ςυνζδρια 

 2 ομιλίεσ και 4 αναρτθμζνεσ εργαςίεσ ςε πανελλινια ςυνζδρια 
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Περύληψη 

Τα ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν παρουςιάηουν ςθμαντικό ερευνθτικό 

ενδιαφζρον για το πεδίο ενηυμικισ βιοτεχνολογίασ. Στόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι θ 

μελζτθ και θ κατανόθςθ τθσ ςχζςθσ δομισ και λειτουργίασ υδρολυτικϊν ενηφμων ςε ςυςτιματα 

οργανωμζνων νανοδομϊν, με απϊτερο ςκοπό τον ορκολογικό ςχεδιαςμό καινοτόμων 

νανοβιοκαταλυτικϊν ςυςτθμάτων. Θ μελζτθ εςτιάηεται ςε δφο κατθγορίεσ νανοδομθμζνων 

ςυςτθμάτων: μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό και νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα. 

Τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό είναι νζα ςυςτιματα υδατικϊν νανο-

διαςπορϊν που ςυνδυάηουν τα πλεονεκτιματα των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων και των 

ιοντικϊν υγρϊν. Μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικά υγρά (όπωσ το [bmim]PF6) μποροφν να 

ςχθματιςτοφν με τθ χριςθ του επιφανειενεργοφ Tween 20. Οι λιπάςεσ ςτα ςυγκεκριμζνα 

μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ παρουςίαςαν βελτιωμζνα καταλυτικά χαρακτθριςτικά ςε 

ςχζςθ με άλλα μικροετερογενι ςυςτιματα, καταδεικνφοντασ τθ κετικι επίδραςθ των 

οργανωμζνων νανοδομϊν ςτθν καταλυτικι ςυμπεριφορά των ενηφμων. Θ ςφςταςθ των 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν επθρεάηει ςθμαντικά τα καταλυτικά χαρακτθριςτικά και τθ 

δομι των εγκλωβιςμζνων λιπαςϊν. Οι λιπάςεσ ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν 

παρουςιάηουν μία ςυμπαγι δομι πλοφςια ςε β-πτυχϊςεισ, ςτθν οποία οφείλεται θ αυξθμζνθ 

ςτακερότθτα ενϊ παράλλθλα διατθροφν τθν α-ζλικα τουσ, θ οποία ςχετίηεται με τθν αυξθμζνθ 

καταλυτικι δραςτικότθτα τουσ. Σθμαντικό πλεονζκτθμα τθσ χριςθσ των μικρογαλακτωμάτων 

ιοντικϊν υγρϊν αποτελεί θ δυνατότθτα επαναχρθςιμοποίθςθσ  των εγκλωβιςμζνων ενηφμων, 

κάτι το οποίο δεν είναι δυνατό ςε άλλα μικροετερογενι ςυςτιματα. 

Θ ακινθτοποίθςθ των εγκλωβιςμζνων ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ λιπαςϊν ςε 

πθκτϊματα που παραςκευάηονται με τθ χριςθ τθσ (υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθσ (HPMC) 

κακιςτά διακζςιμα ςε πλικοσ μθ ςυμβατικϊν μζςων τα βελτιωμζνα καταλυτικά χαρακτθριςτικά 

που παρουςιάηουν οι λιπάςεσ ςτα ςυγκεκριμζνα μικρογαλακτϊματα. Θ ακινθτοποίθςθ των 

λιπαςϊν ςε οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν οδιγθςε ςε αυξθμζνθ 

ςυνκετικι δραςτικότθτα ανεξαρτιτωσ του μζςου τθσ διεργαςίασ. Επιπλζον, θ ςτακερότθτα των 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν είναι αυξθμζνθ ςε ςχζςθ με αυτι που επιδεικνφουν μθ 

ακινθτοποιθμζνεσ ςε υδατικό διάλυμα (ζωσ 200 φορζσ) ι ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ 

(ζωσ 25 φορζσ). Θ αυξθμζνθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςτα οργανοπθκτϊματα 

μικρογαλακτωμάτων οφείλεται ςτθν υιοκζτθςθ μίασ περιςςότερο ςυμπαγοφσ δομισ, όπωσ και 

ςτθν περίπτωςθ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ.  

Τροποποιθμζνοι νανοςωλινεσ άνκρακα πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (CNTs) και παράγωγα του 

οξειδίου του γραφενίου τα οποία φζρουν ςτθν επιφάνεια τουσ χθμικζσ ομάδεσ (π.χ. 

καρβοξυλομάδεσ, υδροξυλομάδεσ, αμινομάδεσ) ι αλειφατικζσ αλυςίδεσ χρθςιμοποιικθκαν ωσ 

φορείσ ακινθτοποίθςθσ λιπαςϊν και εςτεραςϊν. Τα ζνηυμα ακινθτοποιικθκαν ςτα νανοχλικά με 
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φυςικι προςρόφθςθ και με ομοιοπολικι πρόςδεςθ, παράγοντασ βιοχλικά που φζρουν ζωσ και 

1.65 mg ενηφμου ανά mg νανοχλικοφ. Θ απόδοςθ τθσ ακινθτοποίθςθσ και θ καταλυτικι 

ςυμπεριφορά των ενηφμων επθρεάηονται από τθ γεωμετρία και τισ λειτουργικζσ ομάδεσ των 

νανοχλικϊν και από το πρωτόκολλο ακινθτοποίθςθσ. Τα πειραματικά αποτελζςματα 

υποδεικνφουν ωσ καταλλθλότερουσ φορείσ ακινθτοποίθςθσ τουσ τροποποιθμζνουσ CNTs από τα 

αντίςτοιχα παράγωγα του οξειδίου του γραφενίου. Όςον αφορά τισ λειτουργικζσ ομάδεσ, οι 

καρβοξυλομάδεσ φαίνεται να αναγνωρίηονται από το ενεργό κζντρο των ενηφμων οδθγϊντασ ςε 

μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ, ενϊ θ περαιτζρω τροποποίθςθ των νανοχλικϊν με 

εξαμεκυλοδιαμίνθ ζχει κετικι επίδραςθ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριφορά των ενηφμων, πικανϊσ 

λόγω του τθσ αφξθςθσ τθσ υδροφοβικότθτασ. Θ ςυνκετικι δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι 

υδρολάςεσ μετά τθν ακινθτοποίθςθ είναι ζωσ 75 φορζσ αυξθμζνθ ςε ςχζςθ με αυτι του 

ελεφκερου ενηφμου. Θ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των ενηφμων παράγει βιοκαταλυτικά υλικά 

ςυγκρίςιμθσ ενεργότθτασ με τθ φυςικι προςρόφθςθ και οδθγεί ςε ςθμαντικι ςτακεροποίθςθ 

των ενηφμων. 

Οι αλλθλεπιδράςεισ που αναπτφςςονται μεταξφ ενηφμων και νανοχλικϊν οδθγοφν ςε 

δομικζσ αλλαγζσ των ενηφμων, ιδιαιτζρωσ κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ. Σε υδατικό 

διάλυμα θ παρουςία νανοχλικϊν οδθγεί ςε μείωςθ τθσ α-ζλικασ. Αυτι θ μείωςθ δρα αρνθτικά 

ςτθν καταλυτικι δραςτικότθτα των εςτεραςϊν, ενϊ ςτισ λιπάςεσ οδιγθςε ςε ενεργοποίθςθ, κάτι 

το οποίο ςχετίηεται με τθ μεςεπιφανειακι ενεργοποίθςι τουσ. Φαίνεται πωσ οι οργανωμζνεσ 

νανοδομζσ (είτε ωσ μικρογαλακτϊματα, είτε ωσ νανοχλικά) προςομοιϊνουν καλφτερα το φυςικό 

μικροπεριβάλλον αυτϊν των ενηφμων ςε ςχζςθ με το υδατικό διάλυμα, με ςυνζπεια θ δομι του 

ενηφμου που παρατθρείται ςε αυτά τα ςυςτιματα να είναι πιο κοντά ςτθν ενεργι δομι των 

λιπαςϊν όταν αυτά δρουν ςτθ φφςθ. Τα καινοτόμα αυτά νανοβιοκαταλυτικά ςυςτιματα  

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν ανάπτυξθ βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν, όπωσ θ 

τροποποίθςθ φυςικϊν βιοδραςτικϊν ενϊςεων και θ παραγωγι βιοντιηελ.  

Εν κατακλείδι, τα ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν βελτιϊνουν ςθμαντικά τθν 

καταλυτικι δράςθ των υδρολυτικϊν ενηφμων οδθγϊντασ ςε νζα νανοβιοκαταλυτικά ςυςτιματα 

με ενδιαφζρουςεσ ιδιότθτεσ. Τα ςυςτιματα που αναπτφχκθκαν ςτθν παροφςα διατριβι 

ςυνάδουν με τισ επιταγζσ τθσ «πράςινθσ χθμείασ», κακϊσ τα δομικά ςυςτατικά τουσ  

παρουςιάηουν χαμθλι τοξικότθτα και υψθλι βιοςυμβατότθτα. Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ 

διατριβισ καταδεικνφουν τα ςθμαντικά πλεονεκτιματα που προκφπτουν από τον εγκλωβιςμό 

και τθν ακινθτοποίθςθ υδρολυτικϊν ενηφμων ςε οργανωμζνεσ νανοδομζσ για τθν ανάπτυξθ 

καινοτόμων βιοκαταλυτικϊν ςυςτθμάτων, τα οποία αποτελοφν τθ βάςθ για τθν ανάπτυξθ 

πλικουσ εφαρμογϊν ςτο πεδίο τθσ νανοβιοκατάλυςθσ και ευρφτερα τθσ νανοβιοτεχνολογίασ.  
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Abstract 

Nanostructured systems are of considerable research interest in the field of enzyme 

biotechnology. The aim of this thesis is to study and understand the structure-function 

relationship of hydrolytic enzymes in nanostructured systems, leading to the rational design of 

novel nanobiocatalytic systems. The study focuses on two types of nanostructured systems: water 

in ionic liquid microemulsions and carbon-based nanomaterials. 

Water in ionic liquid microemulsions are novel water-nanodispersion systems which 

combine the advantages of both microemulsions and ionic liquids (IL). Such microemulsions can 

be formed using the ionic liquid [bmim]PF6 and the non-ionic surfactant Tween 20. Lipases 

entrapped in these IL microemulsions exhibited improved catalytic behaviour compared to other 

microheterogeneous systems, indicating the positive effect of the organized nanostructures on 

the catalytic behavior of enzymes. The composition of IL microemulsions affects significantly the 

catalytic characteristics and the structure of encapsulated lipases. Lipases in IL microemulsions 

adopt a rigid structure rich in β-sheets, which is responsible for the observed increase in 

thermostability. At the same time, lipases retain their α-helices, which are associated with their 

increased catalytic activity. A significant advantage of the use of IL microemulsions is the 

possibility of reuse of the entrapped enzymes, something that is not feasible in other 

microheterogeneous systems. 

Immobilization of lipases which are entrapped in IL microemulsions in gels prepared with 

(hydroxypropyl)methyl cellulose (HPMC) confers the improved catalytic features that the lipases 

exhibit in these microemulsions available to various non-conventional media. The immobilized 

lipase in IL microemulsion-based organogels led to increased synthetic activity, independently of 

the reaction medium. Moreover, the stability of immobilized lipases is increased compared with 

that exhibited by non-immobilized enzymes in an aqueous solution (up to 200 times) or IL 

microemulsions (up to 25 times). The increased stability of lipases in microemulsion-based 

organogels is due to the adoption of a more rigid structure, as in the case of IL microemulsions. 

Functionalized multi-walled carbon nanotubes (CNTs) and graphene oxide derivatives 

which bear chemical groups (such as carboxyl-, hydroxyl- and amino-groups) or aliphatic chains on 

their surface were used as immobilization carriers for lipases and esterases. Enzymes can be 

immobilized onto these nanomaterials with physical adsorption and covalent attachment, 

producing biomaterials that can be loaded with up to 1.65 mg enzyme per mg of nanomaterial. 

The immobilization yield and catalytic activity of enzymes is greatly affected by the geometry and 

the functional groups of the nanomaterials and the immobilization protocol. The experimental 

results suggest the functionalized CNTs as more appropriate immobilization carriers than the 

respective graphene oxide derivatives. Regarding the functional groups on the surface of the 

nanomaterials, carboxyl-groups seem to be recognized by the active site of hydrolytic enzymes, 

leading to reduced activity, while further modification of these nanomaterials with 

hexamethylenediamine have a positive effect on the catalytic activity of enzymes. The synthetic 



Abstract 

x 

activity of immobilized hydrolases is up to 75 times greater than that of free enzymes. The 

covalent immobilization of enzymes producing materials with comparable biocatalytic activity to 

the physical absorption protocol and leads to significant stabilization of enzymes. 

The enzyme - nanomaterial interactions lead to structural changes of enzymes, particularly 

during non-covalent immobilization. The presence of nanomaterials in aqueous solution leads to 

reduction of enzyme’s α-helical content. This reduction has a negative impact on the catalytic 

activity of esterases and while for lipases it led to activation. This can be related to the interfacial 

activation of lipases. It seems that organized nanostructures (either microemulsions or 

nanomaterials) simulate in a better way the natural microenvironment of these enzymes 

compared with the aqueous solution, resulting in a structure of the enzyme observed in these 

systems which is closer to the active structure of lipases when they act in nature. These novel 

nanobiocatalytic systems can be used to develop biocatalytic processes, such as modification of 

bioactive natural compounds and the production of biodiesel. 

Conclusively, organized nanostructured systems significantly improve the catalytic activity 

of hydrolytic enzymes, leading to novel nanobiocatalytic systems with interesting properties. The 

systems developed in the present study are consistent with the requirements of 'green 

chemistry', as their structural components exhibit low toxicity and high biocompatibility. The 

results of this study demonstrate the significant benefits arising from the implementation of 

organized nanostructures to entrapment and immobilization of hydrolytic enzymes for the 

development of novel innovative biocatalytic systems, which constitute the basis for the 

development of numerous applications in the field of nanobiocatalysis and, in a more wide 

perspective, in the field of nanobiotechnology.  
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υντμόςεισ & υμβολιςμού 

υντμόςεισ και ςυμβολιςμού ςτην Αγγλικό: 

 [Bdmim]BF4 1,3-διβουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο τετραφκοριοφχο βόριο 

 [Bmim]BF4 1-βουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο τετραφκοριοφχο βόριο 

 [Bmim]PF6 1-βουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο εξαφκοριοφχοσ φωςφόροσ 

 AOT Δισ-(2-αικυλεξυλ)ςουλφοθλεκτρικό νάτριο 

 ATR Εξαςκζνθςθ ολικισ ανάκλαςθσ  

 Bs2 Εςτεράςθ από Bacillus subtilis  

 CalA Λιπάςθ A από Pseudozyma (πρϊθν Candida) antarctica 

 CalB Λιπάςθ Β από Pseudozyma (πρϊθν Candida) antarctica 

 CI Ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 

 CNT Νανοςωλινεσ άνκρακα (πολλαπλοφ τοιχϊματοσ) 

 CNT-COOH Οξειδωμζνοι νανοςωλινεσ άνκρακα 

 CNT-NH Νανοςωλινεσ άνκρακα με ελεφκερεσ αμινομάδεσ ςτθν επιφάνεια τουσ 

 CNT-R Νανοςωλινεσ άνκρακα με αλκυλομάδεσ ςτθν επιφάνεια τουσ 

 Crl Λιπάςθ από Candida rugosa 

 CTAB Βρωμιοφχο εξαδεκυλο-τριμεκυλαμμϊνιο 

 Cvl Λιπάςθ από Chromobacterium viscosum 

 F Ζνταςθ φκοριςμοφ 

 FTIR Φαςματοςκοπία υπερφκρου με μεταςχθματιςμό Fourier 

 Fο Ζνταςθ φκοριςμοφ απουςία του αποςβζςτθ 

 GC Αζριοσ χρωματογράφοσ, αζρια χρωματογραφία 

 Gr-COOH Οξείδιο του γραφενίου  

 Gr-NH Γραφίτθσ με ελεφκερεσ αμινομάδεσ ςτθν επιφάνεια του 

 Gtl Λιπάςθ από Geobacillum thermoleovorans 

 HPLC Υγρι χρωματογραφία υψθλισ πίεςθσ 

 HPMC (Υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθ 

 IL Ιοντικό υγρό 

 NCI Μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 

 PestE Εςτεράςθ από Pyrobaculum calidifontis 

 Pfe I Εςτεράςθ από Pseudomonas fluorescens 

 pNPB Βουτυρικόσ εςτζρασ τθσ 4-νιτροφαινόλθσ 

 pNPP Παλμιτικόσ (C16) εςτζρασ τθσ 4-νιτροφαινόλθσ 

 r Συντελεςτισ ςυςχζτιςθσ 

 r2 Συντελεςτισ προςδιοριςμοφ 

 RM Μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται παρουςία ΑΟΤ 
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 Rml Λιπάςθ από Rhizomucor miehei 

 RMSD μζςθ τετραγωνικι ρίηα τθσ απόκλιςθσ 

 SDS Δωδεκυλοκειικό νάτριο 

 SLM Μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο χωρίσ επιφανειενεργό 

 t1/2 Χρόνοσ θμίςειασ ηωισ 

 TEOS Τετρααικοξυ ςιλάνιο 

 Tll Λιπάςθ από Thermomyces lanuginosa 

 TMMS Τριμεκοξυ(μεκυλo) ςιλάνιο 

 TMOS Τετραμεκοξυ ςιλάνιο 

 TMPS Τριμεκοξυ(προπυλo) ςιλάνιο 

 Tris 2-Aμινο-2-(υδροξυμεκυλο)-1,3-προπανοδιόλθ  

 Triton X-100 p-(1,1,3,3-τετραμεκυλoβουτυλo) φαινυλαικζρασ τθσ πολυαικυλενογλυκόλθσ 

 Tween 20 Mονολαουρικόσ εςτζρασ τθσ πολυοξυ-αικυλενο-ςορβιτάνθσ 

 wo Βακμόσ ενυδάτωςθσ 

 XPS Φαςματοςκοπία φωτοθλεκτρονίων ακτίνων Χ 

υντμόςεισ και ςυμβολιςμού ςτην Ελληνικό: 

 λmax Μικοσ κφματοσ μζγιςτθσ απορρόφθςθσ (ι μζγιςτθσ ζνταςθσ φκοριςμοφ) 

 ΜΜΕ Μζςθ μοριακι ελλειπτικότθτα (ανά αμινοξφ) 

Εμπορικϋσ ονομαςύεσ: 

 Ιςοοκτάνιο  2,2,4-Τριμεκυλοπεντάνιο 

 Καπρυλικό οξφ Οκτανοϊκό οξφ 

 Λαυρικό οξφ  Δωδεκανοϊκό οξφ 

 Παλμιτικό οξφ Εξαδεκανοϊκό οξφ 

 Ελαϊκό οξφ  cis-9-Οκταδεκενοϊκό οξφ 

 Τριλαυρίνη  1,2,3-τριδωδεκανοϊκόσ εςτζρασ τθσ γλυκερόλθσ 

 Novozyme 435 Εμπορικό ςκεφαςμα λιπάςθσ B από Pseudozyma antarctica  

  ακινθτοποιθμζνθσ ςε ακρυλικι ρθτίνθ 
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Ειςαγωγό 

Η νανοβιοτεχνολογία, το πεδίο το οποίο ζχει ωσ αντικείμενο τον ςυγκεραςμό τθσ 

βιολογίασ με τθν νανοτεχνολογία, ζχει προςελκφςει το επιςτθμονικό ενδιαωζρον τα τελευταία 

χρόνια λόγω των ςθμαντικϊν εωαρμογϊν που ζχουν προκφψει ςε τομείσ όπωσ θ μεταωορά και 

χοριγθςθ ωαρμάκων, θ μοριακι απεικόνιςθ, θ βιοαποκατάςταςθ και θ νανοβιοκατάλυςθ, αλλά 

και από τθν ανάπτυξθ βιοαιςκθτιρων και κυψελϊν βιοκαυςίμων. Σθμαντικό ρόλο ςτθν 

ανάπτυξθ όλων αυτϊν των εωαρμογϊν διαδραματίηει θ αλλθλεπίδραςθ των βιομορίων με τισ 

οργανωμζνεσ νανοδομζσ, πεδίο το οποίο δεν ζχει μελετθκεί εκτενϊσ ζωσ και ςιμερα. Η 

κατανόθςθ των παραγόντων που επιδροφν ςτθν αποτελεςματικότθτα τζτοιων υβριδικϊν 

ςυςτθμάτων βιομορίων - οργανωμζνων νανοδομϊν είναι μείηονοσ ςθμαςίασ για τον ορκολογικό 

ςχεδιαςμό τουσ και τθν επακόλουκθ επιτυχι εωαρμογι τουσ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τα προρρθκζντα, ςτόχοσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι θ μελζτθ και 

κατανόθςθ τθσ καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ υδρολυτικϊν ενηφμων, ενηφμων με τισ περιςςότερεσ 

πρακτικζσ εωαρμογζσ, ςε ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν. Η μελζτθ εςτιάηεται ςε 

νανοδομθμζνα ςυςτιματα όπωσ τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό τα οποία 

παρουςιάηουν υδατικζσ νανοδιαςπορζσ και ςε νανοδομθμζνα υλικά με βάςθ τον άνκρακα, υλικά 

τα οποία ζχουν προςελκφςει το ενδιαωζρον τα τελευταία χρόνια και με τα οποία ζχουν 

αναπτυχκεί αρκετζσ βιοκαταλυτικζσ εωαρμογζσ. Τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό 

είναι μία νζα κατθγορία μικροετερογενϊν ςυςτθμάτων τα οποία ςυνδυάηουν τα πλεονεκτιματα 

των μικρογαλακτωμάτων και των ιοντικϊν υγρϊν. Ραράλλθλα, αν και τα νανοδομθμζνα υλικά με 

βάςθ τον άνκρακα ανακαλφωκθκαν μόλισ εδϊ και λίγα χρόνια, οι εωαρμογζσ που ζχουν 

προκφψει αυξάνονται χρόνο με το χρόνο με ραγδαίο ρυκμό. Κακϊσ θ καταλυτικι δραςτικότθτα 

των ενηφμων ςυςχετίηεται με τθν ενεργι τουσ δομι, γίνεται ςαωζσ ότι θ κατανόθςθ τθσ 

καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα δεν είναι εωικτι δίχωσ τθ 

μελζτθ τθσ δομισ τουσ. Ζτςι, απϊτεροσ ςκοπόσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι να γίνει μία 

ςυςχζτιςθ τθσ δομισ και τθσ λειτουργίασ των υδρολυτικϊν ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα 

οργανωμζνων νανοδομϊν. 

Η παροφςα διατριβι διαρκρϊνεται ςε τζςςερισ βαςικζσ ενότθτεσ οι οποίεσ 

περιλαμβάνουν το κεωρθτικό μζροσ, τα υλικά και τισ μεκόδουσ, μία εκτενι ςυηιτθςθ των 

αποτελεςμάτων και τζλοσ τα κφρια ςυμπεράςματα που προζκυψαν. 

Στα κεωάλαια 1 ζωσ 5 (κεωρθτικό μζροσ) επιχειρείται θ κεωρθτικι προςζγγιςθ του 

κζματοσ μζςα από τθ βιβλιογραωικι αναςκόπθςθ, παρακζτοντασ τισ απαραίτθτεσ πλθροωορίεσ 

για τθν κατανόθςθ των εννοιϊν και των ωαινομζνων που παρουςιάηονται ςτθν παροφςα 

διατριβι. Ραράλλθλα, αυτι θ αναςκόπθςθ κα διευκολφνει τθ ςφγκριςθ των αποτελεςμάτων με 

τα βιβλιογραωικά δεδομζνα. Αναλυτικότερα, ςτο κεωάλαιο 1 γίνεται εκτενισ αναωορά ςτο ρόλο 

των βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν και ςτισ εωαρμογζσ που ζχουν προκφψει από το επιςτθμονικό 

πεδίο τθσ βιοκατάλυςθσ. Κακϊσ οι υδρολάςεσ αποτελοφν ζωσ και ςιμερα τθν κατθγορία 
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ενηφμων που παρουςιάηει τισ περιςςότερεσ εωαρμογζσ ςτθ βιομθχανία, γίνεται εκτενισ 

αναωορά ςτα ςυγκεκριμζνα ζνηυμα, τα οποία είναι και οι βιοκαταλφτεσ ενδιαωζροντοσ ςτθν 

παροφςα διατριβι. Στο κεωάλαιο 2 αναπτφςςονται οι βαςικζσ αρχζσ του ςχθματιςμοφ 

νανοδομθμζνων μικροετερογενϊν ςυςτθμάτων όπωσ τα μικρογαλακτϊματα, ο εγκλωβιςμόσ των 

ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα και οι νανοβιοκαταλυτικζσ εωαρμογζσ που προκφπτουν. 

Επιπλζον, ςτο 3ο κεωάλαιο αναπτφςςεται θ μεκοδολογία τθσ πθκτωματοποίθςθσ τζτοιων 

μικροετερογενϊν ςυςτθμάτων με τθ χριςθ βιοπολυμερϊν, κακϊσ και περιπτϊςεισ 

ακινθτοποίθςθσ ενηφμων ςε τζτοια ςυςτιματα. Στο 4ο κεωάλαιο επιχειρείται μία κεωρθτικι 

ειςαγωγι ςτα νανοδομθμζνα υλικά, με ζμωαςθ ςτα νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα, τα οποία 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθ παροφςα εργαςία. Ραρουςιάηονται τα πλεονεκτιματα και οι ιδιότθτεσ 

των νανοδομθμζνων υλικϊν, εςτιάηοντασ ςε αυτά που αωοροφν τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων 

πάνω ςτα νανοχλικά. Στο ςυγκεκριμζνο κεωάλαιο γίνεται μία μικρι αναςκόπθςθ τθσ 

βιβλιογραωίασ όςον αωορά τισ προςεγγίςεισ που χρθςιμοποιικθκαν για τθν ακινθτοποίθςθ 

ενηφμων ςε νανοχλικά, κακϊσ και εωαρμογζσ που αναπτφχκθκαν με τθ χριςθ των βιοχλικϊν 

που προζκυψαν. Τζλοσ, κακϊσ ςκοπόσ τθσ παροφςασ διατριβισ είναι θ μελζτθ τθσ ςχζςθσ μεταξφ 

καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ και δομισ των ενηφμων, ςτο 5ο κεωάλαιο γίνεται μία ειςαγωγι ςτθ 

δομι των πρωτεϊνϊν, κακϊσ και ςτισ βαςικζσ αρχζσ των ωαςματοςκοπικϊν τεχνικϊν που 

χρθςιμοποιοφνται ςυνθκζςτερα για τθ μελζτθ τθσ δομισ των ενηφμων in situ. Στο τζλοσ του 

κεωαλαίου γίνεται αναςκόπθςθ τθσ βιβλιογραωίασ ςχετικά με τισ ςχζςεισ δομισ – λειτουργίασ 

ενηφμων ςε ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν, όπωσ τα μικρογαλακτϊματα ι τα νανοχλικά. 

Στθ δεφτερθ ενότθτα (κεωάλαια 6 και 7) αναωζρονται τα υλικά και οι μζκοδοι που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι, ενϊ ςτθν τρίτθ ενότθτα (κεωάλαια 8 ζωσ 11) 

παρατίκενται τα πειραματικά αποτελζςματα τα οποία προζκυψαν από τθν παροφςα εργαςία, τα 

οποία ςχολιάηονται και ςυςχετίηονται με τθν υπάρχουςα βιβλιογραωία.  

Στο 8ο κεωάλαιο παρατίκενται τα αποτελζςματα του εγκλωβιςμοφ των μικροβιακϊν 

λιπαςϊν από Candida rugosa, Chromobacterium viscosum, Rhizomucor miehei, Thermomyces 

lanuginosa και τθσ λιπάςθσ Β από Pseudozyma antarctica ςε ςυςτιματα που παρουςιάηουν 

υδατικζσ νανοδιαςπορζσ. Ριο ςυγκεκριμζνα, αναπτφχκθκαν δφο νζα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό *bmim]PF6 με τθ χριςθ μθ ιοντικϊν επιωανειενεργϊν 

και μελετικθκε θ ικανότθτα χρθςιμοποίθςθσ τουσ ωσ μζςο για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ ςε 

ςφγκριςθ με ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα μικροετερογενι ςυςτιματα όπωσ τα μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο. Η καταλυτικι ςυμπεριωορά των λιπαςϊν μελετικθκε ςτα ςυγκεκριμζνα μζςα 

όςον αωορά τθ δραςτικότθτα, τθν εκλεκτικότθτα και τθ ςτακερότθτα, ενϊ μελετικθκε θ 

επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ των ςυςτθμάτων και του μεγζκουσ των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν ςτα 

καταλυτικά χαρακτθριςτικά των λιπαςϊν που εγκλωβίηονται ςε αυτζσ. Η δομι των λιπαςϊν ςε 

αυτά τα ςυςτιματα μελετικθκε με διάωορεσ ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ, όπωσ θ 

ωαςματοςκοπίεσ υπερφκρου, ωκοριςμοφ και κυκλικοφ διχρωιςμοφ, και ςυςχετίςκθκε με τθν 

καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα. Ενδεικτικά, ωσ εωαρμογι προτείνεται θ χριςθ λιπαςϊν ςε τζτοια 
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ςυςτιματα για τθν παραγωγι λιπόωιλων παραγϊγων ωυςικϊν βιοδραςτικϊν ενϊςεων, μζςω 

τθσ εςτεροποίθςισ τουσ με αλειωατικζσ αλκοόλεσ. 

Στο 9ο κεωάλαιο παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ ακινθτοποίθςθσ των λιπαςϊν ςε 

οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν, θ οποία κακιςτά διακζςιμα ςε πλικοσ 

διαλυτϊν τα ενδιαωζροντα καταλυτικά χαρακτθριςτικά που επιδεικνφουν οι λιπάςεσ ςτα 

ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν, ςφμωωνα με το κεωάλαιο 8. Η διαδικαςία 

τθσ ακινθτοποίθςθσ βελτιςτοποιικθκε, ενϊ ζγινε αποτίμθςθ τθσ επίδραςθσ διάωορων 

παραγόντων ςτθ καταλυτικι ςυμπεριωορά των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. Η δομι των 

ακινθτοποιθμζνων ενηφμων ςτα οργανοπθκτϊματα αυτά μελετικθκε με ωαςματοςκοπία 

υπερφκρου και ςυςχετίςκθκε με τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων. Επιπλζον, ςτο 

παρόν κεωάλαιο διερευνάται θ τροποποίθςθ των οργανοπθκτωμάτων με τθ χριςθ ςιλανίων για 

τθ βελτίωςθ των καταλυτικϊν ιδιοτιτων των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων, ενϊ ωσ εωαρμογι 

αυτϊν των ςυςτθμάτων προτείνεται θ παραγωγι βιοντιηελ, μελετϊντασ τθν καταλλθλότθτα 

αυτϊν των ςυςτθμάτων ςε μία πρότυπθ αντίδραςθ, τθν αντίδραςθ μετεςτεροποίθςθσ τθσ 

τριλαυρίνθσ με μεκανόλθ. 

Κακϊσ οι αλλθλεπίδραςεισ των ενηυμικϊν μορίων με το μικροπεριβάλλον τουσ είναι 

ςθμαντικζσ, ςτο 10ο κεωάλαιο μελετικθκε θ αλλθλεπίδραςθ διάωορων υδρολαςϊν με 

τροποποιθμζνα νανοχλικά. Συγκεκριμζνα μελετικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά των λιπαςϊν 

από Pseudozyma antarctica, από Candida rugosa και από Geobacillus thermoleovorans και των 

αναςυνδυαςμζνων εςτεραςϊν από Bacillus subtilis, από Pyrobaculum calidifontis και από 

Pseudomonas fluorescens, παρουςία νανοςωλινων άνκρακα και γραωίτθ που ζχουν υποςτεί 

χθμικι τροποποίθςθ ϊςτε ςτθν επιωάνεια τουσ να ωζρουν καρβοξυλομάδεσ, εςτερομάδεσ ι 

αμινομάδεσ. Στο κεωάλαιο αυτό περιγράωεται θ χθμικι τροποποίθςθ και ο χαρακτθριςμόσ 

νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα μζςω δονθτικϊν ωαςματοςκοπικϊν τεχνικϊν, όπωσ θ 

ωαςματοςκοπία υπερφκρου και Raman. Γίνεται αποτίμθςθ τθσ επίδραςθσ των νανοχλικϊν ςτθν 

καταλυτικι ςυμπεριωορά των υδρολυτικϊν ενηφμων (δραςτικότθτα και ςτακερότθτα), ενϊ 

ταυτόχρονα μελετάται θ δομι των ενηφμων παρουςία των νανοχλικϊν, με απϊτερο ςκοπό τθ 

μελζτθ τθσ ςχζςθσ δομισ – λειτουργίασ των ενηφμων ςε ςυςτιματα με οργανωμζνεσ νανοδομζσ. 

Οι γνϊςεισ που αποκομίςτθκαν από το κεωάλαιο 10 περί των αλλθλεπιδράςεων που 

διζπουν τισ ςχζςεισ μεταξφ ενηφμων και νανοχλικϊν ςυνετζλεςαν ςτον ορκολογικό ςχεδιαςμό 

ακινθτοποιθμζνων βιοκαταλυτικϊν ςυςτθμάτων, τα χαρακτθριςτικά των οποίων παρουςιάηονται 

ςτο κεωάλαιο 11. Αναπτφχκθκαν πρωτόκολλα τόςο ομοιοπολικισ όςο και μθ ομοιοπολικισ 

ακινθτοποίθςθσ των υδρολαςϊν ςτα νανοχλικά και διερευνικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά 

των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. Τα βιοχλικά τα οποία προζκυψαν χαρακτθρίςτθκαν με 

εωαρμογι τθσ ωαςματοωωτομετρίασ ωωτοθλεκτρονίων ακτίνων Χ (XPS), ενϊ θ καταλυτικι 

δραςτικότθτά τουσ ςυςχετίςκθκε με τα δομικά χαρακτθριςτικά των υδρολαςϊν μετά τθν 

ακινθτοποίθςθ, όπωσ αυτά προζκυψαν από τθν εωαρμογι τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. Η 

δυνατότθτα εωαρμογισ των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςε νανοχλικά για τθ παραγωγι 
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βιοντιηελ μελετάται ςε μία πρότυπθ αντίδραςθ, τθν αντίδραςθ αλκοόλυςθσ τθσ τριλαυρίνθσ από 

τθ μεκανόλθ. 

Τζλοσ, ςτθν τζταρτθ ενότθτα (κεωάλαιο 12) αναπτφςςονται ςυνοπτικά τα κφρια 

ςυμπεράςματα των πειραμάτων τθσ παροφςασ μελζτθσ, γίνεται ςφγκριςθ με τθν υπάρχουςα 

βιβλιογραωία και προτείνονται μελλοντικοί ςτόχοι. 
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1 Εφαρμογό υδρολαςϐν ςε βιοκαταλυτικϋσ διεργαςύεσ 

1.1 Βιοκατϊλυςη 

Η χριςθ βιολογικϊν ςυςτθμάτων ι ςυςτατικϊν τουσ για τθν παραγωγι προϊόντων ι τθν 

παροχι υπθρεςιϊν αποτελεί ζναν ευρφ οριςμό τθσ βιοτεχνολογίασ. Αν και βιοτεχνολογικζσ 

διεργαςίεσ χρθςιμοποιοφνται από αρχαιοτάτων χρόνων για τθν παραγωγι τροωίμων και άλλων 

αγακϊν, ο όροσ χρθςιμοποιικθκε μόλισ ςτισ αρχζσ του 20ου αιϊνα. Ρλζον, θ βιοτεχνολογία είναι 

από τισ τεχνολογίεσ αιχμισ που ςυντελοφν ςτθν ανάπτυξθ τθσ κοινωνίασ και περιλαμβάνει 

πλικοσ εωαρμογϊν ςε ςθμαντικοφσ τομείσ, όπωσ θ παραγωγι και μετατροπι ενϊςεων, θ 

ανάλυςθ και διάγνωςθ, κυρίωσ ςε ιατρικζσ εωαρμογζσ και θ προςταςία του περιβάλλοντοσ και 

βιοαποκατάςταςθ. 

Οι βιοτεχνολογικζσ μετατροπζσ μποροφν να κατθγοριοποιθκοφν ςε ςυγκεκριμζνεσ 

κατθγορίεσ, τα όρια των οποίων όμωσ δεν είναι αυςτθρά οριςμζνα (Bommarius and Riebel 2004): 

 Ζυμϊςεισ: μετατροπι ακατζργαςτων πρϊτων υλϊν ςε πιο ςφνκετα προϊόντα με τθ 

χριςθ ηωντανϊν κυττάρων. 

 Βιομετατροπζσ: μετατροπι ςυγκεκριμζνων πρόδρομων ενϊςεων μζςω ενόσ ι 

περιςςότερων βθμάτων με χριςθ ενηφμων ι κυττάρων, ςε επικυμθτό προϊόν. 

 Ενηυμικι κατάλυςθ: μερικϊσ κακαριςμζνα ζνηυμα ι ακατζργαςτα εκχυλίςματα 

κυττάρων χρθςιμοποιοφνται για τθ μετατροπι ςυγκεκριμζνου υποςτρϊματοσ ςε 

ςυγκεκριμζνο προϊόν. Τα κακαριςμζνα ζνηυμα, λόγω του υψθλοφ κόςτουσ 

παραγωγισ και κακαριςμοφ, χρθςιμοποιοφνται κυρίωσ για τθν παραγωγι προϊόντων 

υψθλισ προςτικζμενθσ αξίασ, όπωσ ωαρμακευτικϊν ουςιϊν.  

Ακολουκϊντασ τθ ςυγκεκριμζνθ κατθγοριοποίθςθ, οι βιομετατροπζσ και θ ενηυμικι 

κατάλυςθ ςυμπεριλαμβάνονται κάτω από το γενικότερο όρο «βιοκατάλυςθ». Υπό αυτι τθν 

ζννοια, βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ ορίηονται οι μετατροπζσ ενόσ ςυγκεκριμζνου υποςτρϊματοσ 

ςε ζνα προκακοριςμζνο προϊόν μζςω ενόσ ι περιςςότερων ενηυμικά καταλυόμενων βθμάτων 

(Bommarius and Riebel 2004). 

Η χριςθ βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν ςτθ βιομθχανικι παραγωγι, καλοφμενθ και ωσ 

«λευκι βιοτεχνολογία», ζχει καταςτεί αναγκαιότθτα φςτερα από τθν κοινωνικοπολιτικι 

απαίτθςθ για περιβαλλοντικά ωιλικζσ διεργαςίεσ (Tang and Zhao 2009, Wohlgemuth 2009). Η 

λευκι βιοτεχνολογία καλείται να παίξει κακοριςτικό ρόλο ςτθ ςφγχρονθ εποχι, αντικακιςτϊντασ 

τισ ρυπογόνεσ και ενεργειοβόρεσ χθμικζσ διεργαςίεσ που εωαρμόηονται ςτθ βιομθχανία. Η 

τεχνογνωςία που χρειάηεται για τθν κατανόθςθ των ωαινομζνων και τον ορκολογικό ςχεδιαςμό 

μίασ βιοτεχνολογικισ διεργαςίασ προζρχεται από διάωορα επιςτθμονικά πεδία, όπωσ θ Χθμεία, 

θ Βιολογία και θ Χθμικι Μθχανικι. Το γεγονόσ αυτό κακιςτά τθ βιοτεχνολογία και τθ 

βιοκατάλυςθ διακεματικά επιςτθμονικά πεδία, ςφμωωνα με τισ ςφγχρονεσ απαιτιςεισ τθσ 

επιςτιμθσ (εικόνα 1). 
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Εικόνα 1: Ο διεπιςτθμονικόσ χαρακτιρασ τθσ βιοτεχνολογίασ και οριςμζνοι από τουσ κλάδουσ ςτουσ 

οποίουσ βρίςκει εωαρμογι. 

Τα ζνηυμα είναι βιολογικοί καταλφτεσ οι οποίοι παρουςιάηουν ςθμαντικά πλεονεκτιματα, 

ςε ςχζςθ με τουσ χθμικοφσ καταλφτεσ. Οι περιςςότερεσ από τισ ιδιότθτεσ τουσ ςχετίηονται άμεςα 

με τθ μοριακι τουσ δομι και τθ βιολογικι τουσ προζλευςθ. Τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ 

ενηυμικϊν καταλυτϊν για τθν ανάπτυξθ διεργαςιϊν ςυνοψίηονται ςτα εξισ ςθμεία (Bommarius 

and Riebel 2004, Illanes 2008). 

 Ραρουςιάηουν υψθλι εκλεκτικότθτα ωσ προσ το υπόςτρωμα, τοπο-εκλεκτικότθτα και 

ενάντιο-εκλεκτικότθτα, οδθγϊντασ ςτθν παραγωγι κακαρϊν προϊόντων. 

 Απαιτοφν ιπιεσ ςυνκικεσ λειτουργίασ (πίεςθσ και κερμοκραςίασ), μειϊνοντασ κατ’ αυτόν 

τον τρόπο το ενεργειακό κόςτοσ τθσ διεργαςίασ. 

 Είναι βιοαποικοδομιςιμοι καταλφτεσ. 

 Δρουν ςε υδατικά ςυςτιματα, παρουςιάηουν ςθμαντικι δραςτικότθτα και ςε άλλα μζςα. 

 Ραρουςιάηουν υψθλό αρικμό μετατροπισ, δθλαδι μορίων προϊόντοσ που παράγονται 

ανά μόριο ενηφμου.  

 Τα προϊόντα που παράγονται με βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ κεωροφνται ωυςικά 

προϊόντα, αυξάνοντασ κατ’ αυτό τον τρόπο τθν αξία τουσ. 

Τα πλεονεκτιματα αυτά ζχουν προςελκφςει το ενδιαωζρον τα τελευταία χρόνια, 

οδθγϊντασ ςτθν εωαρμογι βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν ςε διάωορουσ τομείσ για τθν παραγωγι 

χθμικϊν προϊόντων, εξειδικευμζνων χθμικϊν, ωαρμακευτικϊν ενϊςεων, τροωίμων, καλλυντικϊν, 
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αναλυτικϊν και διαγνωςτικϊν προϊόντων, βιοκαυςίμων, βιοδιαςπϊμενων πολυμερϊν, κακϊσ 

επίςθσ για τθν προςταςία του περιβάλλοντοσ και τθ βιοαποκατάςταςθ (Bommarius and Riebel 

2004, Mahmoudian 2009, Patel 2006, Tan et al. 2009, Woodley 2008) 

Αρκετζσ επιωυλάξεισ ζχουν διατυπωκεί ςχετικά με τθν ικανότθτα πρακτικισ εωαρμογισ 

των βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν. Η κριτικι εςτιάηεται κυρίωσ ςτα μειονεκτιματα τθσ ενηυμικισ 

βιοκατάλυςθσ, τα οποία ςυνοψίηονται ςτα εξισ ςθμεία: 

 Ρεπεραςμζνοσ αρικμόσ ενηφμων ζχουν απομονωκεί 

 Η διακεςιμότθτα των ενηφμων είναι περιοριςμζνθ 

 Τα ζνηυμα χαρακτθρίηονται από περιοριςμζνθ εξειδίκευςθ ςε υποςτρϊματα 

 Η ςτακερότθτα των ενηφμων είναι περιοριςμζνθ 

 Η απόδοςθ των ενηυμικϊν αντιδράςεων είναι χαμθλι 

 Οριςμζνα ζνηυμα απαιτοφν ςυμπαράγοντεσ για τθ δράςθ τουσ 

 Ο χρόνοσ ανάπτυξθσ μίασ βιοκαταλυόμενθσ διεργαςίασ είναι πολφ μεγάλοσ 

Ρλζον, θ ζρευνα πάνω ςτθν ενηυμικι βιοτεχνολογία και θ ανάπτυξθ νζων τεχνολογιϊν 

ζχουν βοθκιςει τον τομζα τθσ βιοτεχνολογίασ να ξεπεράςει τουσ περιςςότερουσ από τουσ 

προαναωερκζντεσ περιοριςτικοφσ παράγοντεσ και να βρει ο τομζασ αυτόσ εωαρμογι ςε αρκετά 

πεδία. Ζτςι, ενϊ τα πλεονεκτιματα οωείλονται ςτα εγγενι χαρακτθριςτικά των ενηφμων και δεν 

πρόκειται να εξαλειωκοφν, οι περιοριςμοί επιλφονται μζςω τθσ ζρευνασ και τθσ ανάπτυξθσ ςε 

διάωορουσ επιςτθμονικοφσ κλάδουσ.  

Η τεχνολογία του αναςυνδυαςμζνου DNA είναι ζνα ςθμαντικό εργαλείο τθσ ςφγχρονθσ 

βιοτεχνολογίασ. Η χριςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ τεχνολογίασ και θ υπερζκωραςθ ενηφμων ςε 

κφτταρα – ξενιςτζσ οδιγθςε ςε ςθμαντικι αφξθςθ των διακζςιμων ενηφμων, με χαμθλότερο 

κόςτοσ παραγωγισ και κακαριςμοφ. Οι τεχνικζσ τθσ τεχνολογίασ του αναςυνδυαςμζνου DNA 

κακιςτοφν πλζον εωικτι τθν παραγωγι ενηφμων από μικροοργανιςμοφσ που είναι δφςκολο να 

καλλιεργθκοφν ςε εργαςτθριακζσ ςυνκικεσ μζςω τθσ ζκωραςθσ των ςυγκεκριμζνων γονιδίων ςε 

κφτταρα – ξενιςτζσ. Αυτι θ εξζλιξθ βοικθςε ςθμαντικά ςτθν αφξθςθ του αρικμοφ των ενηφμων 

που ζχουν απομονωκεί τα τελευταία χρόνια. Ρλζον υπάρχουν διακζςιμα ζνηυμα ςχεδόν για 

κάκε αντίδραςθ. Ραρόλα αυτά, οι περιςςότεροι βιοκαταλφτεσ είναι είτε μθ επαρκϊσ 

χαρακτθριςμζνοι, ι πατενταριςμζνοι, ι τουλάχιςτον όχι εμπορικά διακζςιμοι. Για αυτό το λόγο 

είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί ότι μεγάλο ερευνθτικό ενδιαωζρον υπάρχει τα τελευταία χρόνια 

για το χαρακτθριςμό των ενηφμων που παράγονται, με απϊτερο ςκοπό τθν ορκολογικι χριςθ 

τουσ ςε εμπορικι κλίμακα.  

Η εξειδίκευςθ των ενηφμων ςε ςυγκεκριμζνα υποςτρϊματα είναι εν γζνει χαρακτθριςτικό 

των ενηφμων, θ οποία ζχει τθ βάςθ τθσ ςτο αυςτθρά κακοριςμζνο χωρικά ενεργό κζντρο. 

Ραρόλα αυτά, αρκετά ζνηυμα μποροφν να καταλφςουν αντιδράςεισ με ζνα ευρφ ωάςμα 

ενϊςεων, όπωσ για παράδειγμα οι υδρολάςεσ (παράγραωοσ 1.2). Τεχνολογίεσ όπωσ ο 

ορκολογικόσ ςχεδιαςμόσ πρωτεϊνϊν και θ κατευκυνόμενθ εξζλιξθ μποροφν να επζμβουν ςτθ 



Εφαρμογή υδρολαςών ςε βιοκαταλυτικέσ διεργαςίεσ 

10 

δομι του ενεργοφ κζντρου του ενηφμου και να δθμιουργιςουν ζνηυμα με τθν επικυμθτι 

εξειδίκευςθ, τόςο ωσ προσ ζνα ςυγκεκριμζνο υπόςτρωμα, όςο και ωσ προσ το εφροσ των 

ενϊςεων που μπορεί ζνα ζνηυμο να ωιλοξενιςει ςτο ενεργό του κζντρο (Bornscheuer 2001, 

Bornscheuer et al. 2002, Bornscheuer and Kazlauskas 2004, Kourist et al. 2010). Εδϊ πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ ςε βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ που χρειάηονται προϊόντα υψθλισ κακαρότθτασ 

(π.χ. ωαρμακευτικά ςκευάςματα), θ υψθλι ενάντιο-εκλεκτικότθτα των ενηφμων είναι επικυμθτι 

και ςτθν προκειμζνθ περίπτωςθ είναι ζνα από τα ςθμαντικότερα πλεονεκτιματα τθσ 

βιοκατάλυςθσ (Bornscheuer 2002a).  

Η περιοριςμζνθ ςτακερότθτα των ενηφμων είναι ζνα από τα ςθμαντικότερα 

μειονεκτιματα τθσ ενηυμικισ κατάλυςθσ. Η παροχι ελάχιςτθσ ενζργειασ (τθσ τάξθσ λίγων ΚJ/mol) 

αρκεί για τθν αποδιάταξθ ενόσ ενηυμικοφ μορίου, ενϊ δομικζσ αλλαγζσ 1 Å μποροφν να 

οδθγιςουν ςε ςθμαντικι μείωςθ τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ. Τα ζνηυμα είναι επιρρεπι ςε 

αποδιάταξθ ςε ακραίεσ τιμζσ pH, υψθλζσ κερμοκραςίεσ και πιζςεισ, ακόμα και ωυςικζσ δυνάμεισ 

όπωσ μθχανικι πίεςθ. Από τα παραπάνω ωαίνεται πωσ θ ςτακεροποίθςθ των ενηφμων είναι ζνα 

βαςικό κριτιριο για τθν εωαρμογι των ενηφμων ςε διεργαςίεσ, και για αυτό το λόγο γίνεται 

ςθμαντικι ερευνθτικι προςπάκεια ςτο ςυγκεκριμζνο τομζα (         2003, Polizzi et al. 2007). 

Αρκετζσ τεχνικζσ ζχουν αναπτυχκεί για να βελτιϊςουν τθ ςτακερότθτα των ενηφμων όπωσ θ 

ακινθτοποίθςθ ενηφμων (Kim et al. 2006a, Mateo et al. 2007, Vamvakaki and Chaniotakis 2007), θ 

μθχανικι του μζςου και θ χριςθ μθ ςυμβατικϊν μζςων όπωσ τα ιοντικά υγρά (Feher et al. 2007, 

Kaar et al. 2003, Persson and Bornscheuer 2003, Ulbert et al. 2005) και τα μικρογαλακτϊματα 

(Tzialla et al. 2008, Wu et al. 2001), θ πρωτεϊνικι μθχανικι (Bommarius et al. 2006, Kourist et al. 

2010) και θ χθμικι τροποποίθςθ των ενηφμων (         2003, Siddiqui and Cavicchioli 2005).  

Αρκετζσ κατθγορίεσ ενηφμων απαιτοφν ςυμπαράγοντεσ για να επιδείξουν καταλυτικι 

ενεργότθτα. Για παράδειγμα, οι αωυδρογονάςεσ δρουν παρουςία νικοτιναμιδο-ενϊςεων και οι 

οξειδάςεσ παρουςία ωλαβινϊν. Η αναγκαιότθτα τθσ παρουςίασ του ςυμπαράγοντα αυξάνει το 

κόςτοσ τθσ διεργαςίασ και για αυτό το λόγο θ εωαρμογι των ςυγκεκριμζνων ενηφμων ςτθ 

βιομθχανία κακυςτζρθςε, κακϊσ δόκθκε βαρφτθτα ςτθν ανάπτυξθ διεργαςιϊν με ζνηυμα που 

δεν απαιτοφν ςυμπαράγοντεσ, όπωσ οι λιπάςεσ και οι υδρολάςεσ. Τα τελευταία χρόνια όμωσ 

αναπτφχκθκαν διάωορεσ τεχνικζσ για τθν επίλυςθ του ςυγκεκριμζνου προβλιματοσ, όπωσ θ 

αναγζννθςθ του ςυμπαράγοντα (π.χ. μζςω ςυηευγμζνων ενηυμικϊν αντιδράςεων ι μζςω 

χθμικϊν, ωωτοχθμικϊν ι θλεκτροχθμικϊν πορειϊν) (De Wildeman et al. 2007, Wichmann and 

Vasic-Racki 2005, Zhao and Van Der Donk 2003) και θ ακινθτοποίθςθ του ςυμπαράγοντα μαηί με 

το ζνηυμο (Liu and Wang 2007). Η εξζλιξθ αυτι, μαηί με τθν ανάγκθ για νζεσ ενηυμικά 

καταλυόμενεσ εωαρμογζσ, οδιγθςε τα τελευταία χρόνια ςτθ χριςθ τζτοιων ενηφμων ςτθ 

βιομθχανία. 

Τα προθγοφμενα χρόνια, ο μζςοσ χρόνοσ ανάπτυξθσ μίασ βιοκαταλυτικισ διεργαςίασ για 

εμπορικι αξιοποίθςθ ιταν 10 ζωσ 20 χρόνια. Είναι ςαωζσ πωσ θ ςυγκρίςιμθ διάρκεια μίασ 

πατζντασ και το κόςτοσ για τθν ανάπτυξθ μίασ τζτοιασ διεργαςίασ δεν κακιςτοφςαν δελεαςτικι 
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τθ χριςθ τζτοιων ςυςτθμάτων. Η μθ ολοκλθρωμζνθ γνϊςθ γφρω από τθν ενηυμικι 

βιοτεχνολογία και τθ βιοκατάλυςθ ιταν ο κφριοσ παράγοντασ που απαιτοφςε τόςο χρονοβόρεσ 

διαδικαςίεσ. Η ζρευνα τα τελευταία χρόνια πάνω ςε αυτά τα κζματα οδιγθςε ςε εμπλουτιςμό 

τθσ γνωςιακισ βάςθσ, βοθκϊντασ ςτον ευκολότερο και πιο ςτοχευμζνο ςχεδιαςμό των 

μελλοντικϊν διεργαςιϊν. 

1.2 Τδρολϊςεσ καρβοξυλεςτϋρων 

Οι υδρολάςεσ (EC 3) είναι μία μεγάλθ κατθγορία ενηφμων με ςθμαντικό ωυςιολογικό ρόλο 

και αξιόλογεσ βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ. Χαρακτθρίηονται από τθν ικανότθτα τουσ να 

καταλφουν αντιδράςεισ υδρόλυςθσ χθμικϊν δεςμϊν, όπωσ εςτερικϊν, γλυκοηιτικϊν, πεπτιδικϊν 

και αμιδικϊν. Η εξειδίκευςθ των ενηφμων αυτϊν ςτθν υδρόλυςθ ςυγκεκριμζνων δεςμϊν 

οδιγθςε ςτθν περαιτζρω κατθγοριοποίθςι τουσ. Μία από τισ ςθμαντικότερεσ κατθγορίεσ 

υδρολαςϊν είναι οι υδρολάςεσ καρβοξυλεςτζρων (EC 3.1.1). Είναι υποκατθγορία των εςτεραςϊν 

(EC 3.1) και, όπωσ γίνεται κατανοθτό από το όνομά τουσ, μποροφν να διαςπάςουν εςτζρεσ που 

προζρχονται από καρβοξυλικά οξζα. Τα περιςςότερα ζνηυμα αυτισ τθσ κατθγορίασ ανικουν ςτθν 

υπερ-οικογζνεια των α/β υδρολαςϊν, και μοιράηονται δομικά και λειτουργικά χαρακτθριςτικά 

όπωσ θ κοινι καταλυτικι τριάδα, θ αναδίπλωςθ α/β υδρολάςθσ, και θ μθ απαίτθςθ 

ςυμπαραγόντων (Levisson et al. 2009). Σθμαντικό εμπορικό και ερευνθτικό ενδιαωζρον 

παρουςιάηουν οι λιπάςεσ (υδρολάςεσ τριακυλο-γλυκερολϊν, EC 3.1.1.3) και οι εςτεράςεσ 

(εςτεράςεσ καρβοξυλεςτζρων, EC 3.1.1.1) (Busto et al. 2010, Jaeger and Eggert 2002, Kirk et al. 

2002, Reetz 2002).  

Οι λιπάςεσ ςυναντϊνται κυρίωσ ςε ηϊα, ωυτά και μικροοργανιςμοφσ, όπου ο 

ωυςιολογικόσ τουσ ρόλοσ ςχετίηεται με τθ διεργαςία τθσ πζψθσ (π.χ. ζναρξθ του μεταβολιςμοφ 

των λιπιδίων/γλυκεριδίων), κακιςτϊντασ εωικτι τθν εκμετάλλευςθ τθσ ενζργειασ που είναι 

αποκθκευμζνθ ςτα λιπίδια (Woolley and Petersen 1994). Οι λιπάςεσ είναι ςυνικωσ 

εξωκυττάριεσ, όξινεσ γλυκοπρωτεΐνεσ με μοριακό βάροσ 20 ζωσ 60 kDa, αν και μερικζσ ζχουν τθν 

τάςθ να ςχθματίηουν αρκετά μεγαλφτερα ςυςςωματϊματα (Schmid and Verger 1998). Για 

παράδειγμα, θ λιπάςθ από Candida rugosa τείνει να δθμιουργεί διμερι, τετραμερι, ι και ακόμα 

μεγαλφτερα ςυςςωματϊματα ςε υδατικό διάλυμα (Liou et al. 1998), ενϊ θ λιπάςθ από ιπαρ 

επίμυοσ δθμιουργεί τετραμερι ςυςςωματϊματα (Twu et al. 1984). Η παρουςία μίασ μικρισ α-

ζλικασ θ οποία καλφπτει το ενεργό κζντρο των ενηφμων (παράγραωοσ 1.2.1), κακϊσ και θ 

μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ (παράγραωοσ 1.2.3) χρθςιμοποιικθκαν ωσ διακριτικά 

χαρακτθριςτικά των λιπαςϊν από τισ εςτεράςεσ (Secundo et al. 2006, Verger 1997), κακϊσ οι 

εςτεράςεσ δεν παρουςιάηουν αυτά τα χαρακτθριςτικά (Chahinian et al. 2002, Levisson et al. 

2009). Κακϊσ όμωσ χαρακτθρίςτθκαν αρκετά ζνηυμα αυτϊν των κατθγοριϊν αποδείχκθκε πωσ τα 

ςυγκεκριμζνα κριτιρια κατθγοριοποίθςθσ δεν ιταν ικανοποιθτικά (Verger 1997). Αξίηει να 

ςθμειωκεί πωσ οι δφο αυτζσ κατθγορίεσ ενηφμων ςχετίηονται εξελικτικά και λειτουργικά και για 

αυτό τα όρια μεταξφ λιπαςϊν και εςτεραςϊν δεν είναι αυςτθρά κακοριςμζνα (Anthonsen et al. 
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1995, Ollis et al. 1992). Το κφριο χαρακτθριςτικό το οποίο διαχωρίηει τισ λιπάςεσ από τισ 

εςτεράςεσ είναι θ εκλεκτικότθτα ωσ προσ το υπόςτρωμα. Ωσ λιπάςεσ ορίηονται 

καρβοξυλεςτεράςεσ που μποροφν να καταλφςουν τθν υδρόλυςθ ακυλογλυκερολϊν μεγάλθσ 

ανκρακικισ αλυςίδασ (Verger 1997), ενϊ οι εςτεράςεσ επιδεικνφουν εξειδίκευςθ προσ τουσ 

ακυλ-εςτζρεσ μικρισ ανκρακικισ αλυςίδασ (Chahinian et al. 2002, Levisson et al. 2009).  

 

Εικόνα 2: Αντιδράςεισ που καταλφονται από υδρολάςεσ. 

Η ευκολία τθσ παραγωγισ των υδρολαςϊν, θ μθ απαίτθςθ ςυμπαράγοντα για τθν 

καταλυτικι λειτουργία τουσ, θ υψθλι τοπο- και ςτερεο-εκλεκτικότθτα, κακϊσ και θ ικανότθτά 

τουσ να καταλφουν αντιδράςεισ προσ τθν αντίκετθ κατεφκυνςθ (ςφνκεςθ δεςμϊν) ςε μθ υδατικά 

ςυςτιματα οδιγθςε ςε γριγορθ εωαρμογι τουσ ςτθ βιομθχανία, καταλαμβάνοντασ το 44 % των 

βιομθχανικϊν βιοκαταλυτικϊν εωαρμογϊν (Bommarius and Riebel 2004). Οι υδρολάςεσ ζχουν 

βρει εωαρμογι ςτθν παραγωγι προϊόντων υψθλισ προςτικζμενθσ αξίασ, ςτθν τροποποίθςθ 

λιπιδίων, ςτθ βιομθχανία απορρυπαντικϊν, τροωίμων και ωαρμάκων (Busto et al. 2010, Hari 

Krishna and Karanth 2002, Villeneuve 2007), ενϊ τα τελευταία χρόνια οι λιπάςεσ 

χρθςιμοποιοφνται για τθν παραγωγι βιοκαυςίμων (Adamczak et al. 2009, Parawira 2009, Tan et 

al. 2010). Το πλικοσ των αντιδράςεων που μποροφν να καταλφςουν παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 

2, ενϊ ςτον πίνακα 1 παρατίκενται ενδεικτικά οριςμζνεσ από τισ πιο ενδιαωζρουςεσ εωαρμογζσ 
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των υδρολαςϊν. Ο Busto και οι ςυνεργάτεσ του ςυνζταξαν μία ενδιαωζρουςα εργαςία 

αναςκόπθςθσ με τισ αντιδράςεισ βιοτεχνολογικοφ ενδιαωζροντοσ που μποροφν να καταλφςουν 

οι υδρολάςεσ (Busto et al. 2010). Χαρακτθριςτικό του ενδιαωζροντοσ ωσ προσ αυτά τα ζνηυμα 

είναι πωσ ζωσ ςιμερα ζχουν απομονωκεί και χαρακτθριςτεί πάνω από 150 εςτεράςεσ και 

λιπάςεσ (ςτοιχεία Protein Data Bank).  

Πίνακασ 1: Ενδεικτικζσ εωαρμογζσ υδρολαςϊν ςτθ βιομθχανία. 

Εφαρμογι Αναφορά 

Ραραγωγι εναντιομερϊν ενϊςεων (Ghanem 2007, Santaniello et al. 1993) 

Ραραγωγι ωαρμακευτικϊν ενϊςεων (     -               . 2006, Patel 2001) 

Ραραγωγι λιπόωιλων παραγϊγων (Hari Krishna and Karanth 2002, Villeneuve 2007) 

Τροποποίθςθ λιπϊν και ελαίων (Gupta et al. 2003, Hills 2003) 

Βιοαποικοδόμθςθ (Gianfreda and Rao 2004, Singh and Walker 2006) 

Ραραγωγι βιοντιηελ (Fukuda et al. 2001, Tan et al. 2010) 

1.2.1 Δομό 

Η μελζτθ τθσ τριτοταγοφσ δομισ των πρωτεϊνϊν με τεχνικζσ όπωσ θ κρυςταλλογραωία και 

ο πυρθνικόσ μαγνθτικόσ ςυντονιςμόσ ζδειξαν πωσ οι εςτεράςεσ και οι λιπάςεσ, όπωσ οι 

περιςςότερεσ υδρολάςεσ, μοιράηονται το ίδιο δομικό πρότυπο των α/β υδρολαςϊν (Schrag and 

Cygler 1997). Οι πρωτεΐνεσ που ακολουκοφν το ςυγκεκριμζνο δομικό πρότυπο αποτελοφνται από 

μία κεντρικι υδρόωοβθ β-πτυχωτι επιωάνεια, ζωσ 8 β-πτυχϊν (β1-β8) ςυνικωσ, θ οποία 

βρίςκεται πακεταριςμζνθ μεταξφ δφο ςτρωμάτων αμωίωιλων α-ελίκων (Pleiss et al. 1998). Μία 

ςχθματικι απεικόνιςθ τθσ δομισ των α/β υδρολαςϊν παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 3.  

Το ενεργό κζντρο των υδρολαςϊν εμωανίηει μεγάλθ ομοιότθτα με εκείνο των 

ςερινοπρωτεαςϊν. Αποτελείται από μία καταλυτικι τριάδα, αποτελοφμενθ από μία ςερίνθ (Ser), 

μία ιςτιδίνθ (His) και ζνα αςπαραγινικό (Asp) ι γλουταμινικό (Glu) οξφ (Jaeger et al. 1999, Neves 

Petersen et al. 2001, Schrag and Cygler 1997). Η πυρθνόωιλθ ςερίνθ βρίςκεται ςυνικωσ ςτο 

εςωτερικό ενόσ ιδιαίτερα ςυντθρθμζνου πενταπεπτιδίου Gly-X-Ser-X-Gly (Gly για γλυκίνθ και Χ 

μπορεί να είναι οποιοδιποτε αμινοξφ), το οποίο πεπταπεπτίδιο ςχθματίηει μία γ-ςτροωι μετά τθ 

πτυχι β5 και πριν τθν ζλικα αC (εικόνα 3Α). Η εξαιρετικά ςυντθρθμζνθ αυτι δομι καλείται 

«πυρθνόωιλοσ αγκϊνασ», και ωζρνει τθν πλευρικι ομάδα τθσ ςερίνθσ ςε κατάλλθλο 

προςανατολιςμό ϊςτε να μπορζςει να καταλφςει τθν αντίδραςθ.  

Το ενεργό κζντρο των λιπαςϊν καλφπτεται από ζνα επιωανειακό κινοφμενο ςτοιχείο, το 

αποκαλοφμενο «καπάκι», το οποίο δεν εμωανίηεται ςτισ εςτεράςεσ. Ρρόκειται για ζνα 

ολιγοπεπτίδιο ςε διαμόρωωςθ α-ζλικασ, ςυνδεδεμζνο με το ζνηυμο μζςω ευζλικτων δομικϊν 

ςτοιχείων (Jaeger et al. 1999, Pleiss et al. 1998). Αρχικά αυτό το δομικό ςτοιχείο 

χρθςιμοποιικθκε (μαηί με τθ μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ) ωσ κριτιριο διαχωριςμοφ των 
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λιπαςϊν από τισ εςτεράςεσ (Brady et al. 1990, Sarda and Desnuelle 1958). Ρρόςωατα όμωσ, 

δομικζσ μελζτεσ ζδειξαν πωσ οριςμζνεσ λιπάςεσ δεν εμωανίηουν το ςυγκεκριμζνο δομικό 

ςτοιχείο (π.χ. λιπάςθ από Bacillus subtilis) ι εμωανίηουν ζνα υπόλειμμα α-ζλικασ ωσ καπάκι (π.χ. 

θ λιπάςθ Β από Pseudozyma antarctica) (Uppenberg et al. 1994, van Pouderoyen et al. 2001).  

 

Ρζρα από τθν καταλυτικι τριάδα, ςθμαντικό ρόλο ςτθ καταλυτικι δραςτικότθτα των 

υδρολαςϊν παίηει και μία άλλθ δομικι περιοχι, θ οξυανιοντικι οπι. Η οξιανιοντικι οπι 

ςχθματίηεται από τισ αμιδικζσ ομάδεσ ενόσ καταλοίπου του Ν-τελικοφ άκρου του ενηφμου και 

ενόσ γειτονικοφ καταλοίπου τθσ καταλυτικισ ςερίνθσ (Hari Krishna and Karanth 2002, Paiva et al. 

2000). Τα δφο αυτά κατάλοιπα δθμιουργοφν μία θλεκτρονιόωιλθ περιοχι γφρω από τθν 

καταλυτικι ςερίνθ, ο ρόλοσ τθσ οποίασ είναι να ςτακεροποιεί το τετραεδρικό ενδιάμεςο κατά τθ 

διαδικαςία τθσ κατάλυςθσ. 

1.2.2 Καταλυτικόσ μηχανιςμόσ 

Ο καταλυτικόσ μθχανιςμόσ των εςτεραςϊν και των λιπαςϊν είναι παρόμοιοσ με αυτόν των 

ςερινοπρωτεαςϊν. Οι υδρολάςεσ δρουν ςτουσ καρβοξυλεςτερικοφσ δεςμοφσ για να τουσ 

διαςπάςουν προσ μία αλκοόλθ και ζνα καρβοξυλικό οξφ. Στθν περίπτωςθ των λιπαςϊν, αν το 

Εικόνα 3: (Α) Τοπολογικό διάγραμμα τθσ διαμόρωωςθσ μίασ τυπικισ α/β υδρολάςθσ. Με μαφρα βζλθ 

ςυμβολίηονται οι β-πτυχζσ και με γκρι κυλίνδρουσ οι α-ζλικεσ. (Β) Η τριςδιάςτατθ δομι τθσ λιπάςθσ Β από 

Pseudozyma antarctica (CalB, pdb 1TCA) από δφο οπτικζσ γωνίεσ. Με ςωαίρεσ ςυμβολίηονται τα αμινοξζα 

του ενεργοφ κζντρου. 
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υπόςτρωμα είναι ακυλο-γλυκερόλθ, παράγονται λιπαρά οξζα και γλυκερόλθ. Ππωσ αναωζρκθκε 

και νωρίτερα, το ενεργό κζντρο αποτελείται από μία καταλυτικι τριάδα Ser-His-Asp/Glu, 

παρόμοια με αυτι που ςυναντάται ςτισ ςερινοπρωτεάςεσ, και για αυτό το λόγο ο καταλυτικόσ 

μθχανιςμόσ παρουςιάηει αρκετζσ ομοιότθτεσ. Ο μθχανιςμόσ υδρόλυςθσ λαμβάνει χϊρα ςε 2 

ςτάδια (εικόνα 4). 

 

Εικόνα 4: Καταλυτικόσ μθχανιςμόσ υδρολαςϊν. Τθ κζςθ του αςπαραγινικοφ οξζοσ (Asp) μπορεί να λάβει 

και το γλουταμινικό οξφ, ενϊ τθ κζςθ τθσ ςερίνθσ μπορεί ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ να λάβει οποιοδιποτε 

άλλο πυρθνόωιλο αμινοξφ. 

Η υδρόλυςθ του υποςτρϊματοσ ξεκινά με μία πυρθνόωιλθ προςβολι του καρβονυλικοφ 

άνκρακα του εςτερικοφ δεςμοφ από το οξυγόνο του υδροξυλίου τθσ καταλυτικισ ςερίνθσ (εικόνα 

4-Ι). Ζνα μεταβατικό τετραεδρικό ενδιάμεςο δθμιουργείται, το οποίο χαρακτθρίηεται από το 

αρνθτικό ωορτίο του καρβονυλικοφ οξυγόνου του εςτζρα και από τζςςερα άτομα ςυνδεδεμζνα 

με το καρβονυλικό άνκρακα ςε τετραεδρικι διάταξθ (εικόνα 4-ΙΙ). Το υπόςτρωμα 

ςτακεροποιείται ςτθ μεταβατικι κατάςταςθ με τθ ςφναψθ δεςμϊν υδρογόνου. Τα αμινοξζα τθσ 

οξυανιοντικισ οπισ δθμιουργοφν δεςμοφσ υδρογόνου με το αρνθτικά ωορτιςμζνο καρβοξυλικό 
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οξυγόνο του υποςτρϊματοσ, ενϊ θ ιςτιδίνθ, τθσ οποίασ ο δακτφλιοσ βρίςκεται ςτο ςωςτό 

προςανατολιςμό λόγω του καταλυτικοφ οξζοσ (Asp/Glu), δζχεται ζνα πρωτόνιο από τθν 

καταλυτικι ςερίνθ, ϊςτε να υποβοθκιςει τθν πυρθνόωιλθ προςβολι. Ακολοφκωσ, το πρωτόνιο 

μεταωζρεται ςτο εςτερικό οξυγόνο με αποτζλεςμα τθ ςχάςθ του εςτερικοφ δεςμοφ. Σε αυτό το 

ςτάδιο το οξικό τμιμα του υποςτρϊματοσ και θ πυρθνόωιλθ ςερίνθ εςτεροποιοφνται με 

αποτζλεςμα τθ δθμιουργία ενόσ ομοιοπολικοφ ενδιαμζςου και το αλκοολικό τμιμα του 

υποςτρϊματοσ αποχωρεί (εικόνα 4-ΙΙΙ). Το επόμενο ςτάδιο είναι αυτό τθσ αποακυλίωςθσ, όπου 

ζνα μόριο νεροφ υδρολφει το ομοιοπολικό ενδιάμεςο. Αυτό το μόριο νεροφ ενεργοποιείται από 

τθν ιςτιδίνθ, θ οποία του αποςπά ζνα πρωτόνιο. Το προκφπτον ιόν (ΟΗ-) προςβάλλει τον 

καρβονυλικό άνκρακα τθσ ακυλομάδασ που είναι ομοιοπολικά ςυνδεδεμζνθ με τθ ςερίνθ. Και 

πάλι ςχθματίηεται ζνα μεταβατικό, αρνθτικά ωορτιςμζνο τετραεδρικό ενδιάμεςο, το οποίο 

ςτακεροποιείται μζςω αλλθλεπιδράςεων με τθν οξυαντιονικι οπι. Η ιςτιδίνθ δίνει ζνα πρωτόνιο 

ςτο οξυγόνο τθσ καταλυτικισ ςερίνθσ, θ οποία ςτθ ςυνζχεια απελευκερϊνει τθν ακυλομάδα. 

Μετά τθν απομάκρυνςθ του δεφτερου προϊόντοσ το ζνηυμο είναι και πάλι ζτοιμο να δεχτεί 

υπόςτρωμα και να το υδρολφςει (Bornscheuer and Kazlauskas 2004, Cygler et al. 1994, Jaeger et 

al. 1999). 

1.2.3 Μεςεπιφανειακό ενεργοπούηςη λιπαςϐν 

Ωσ μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ ορίηεται το ωαινόμενο κατά το οποίο μία λιπάςθ είναι 

περιςςότερο ενεργι όταν βρίςκεται ςε μεςεπιωάνειεσ μεταξφ νεροφ και ελαίου (Martinelle et al. 

1995, Verger 1997). Το ωαινόμενο μελετικθκε εκτενϊσ και προτάκθκαν διάωορεσ ερμθνείεσ. Ζωσ 

ςιμερα, δφο κεωρίεσ κυριαρχοφν: θ ενεργοποίθςθ των υποςτρωμάτων ςτθ μεςεπιωάνεια και θ 

μετάβαςθ τθσ λιπάςθσ μζςω δομικϊν αλλαγϊν ςε μία πιο ενεργι μορωι μόλισ ζρκει ςε επαωι 

με τθ μεςεπιωάνεια (Hari Krishna and Karanth 2002). Πςον αωορά τθν πρϊτθ κεωρία, ο 

Brockman απζδωςε το ωαινόμενο τθσ μεςεπιωανειακισ ενεργοποίθςθσ ςτθν αυξθμζνθ 

πικανότθτα ςφγκρουςθσ του ενηφμου με το υπόςτρωμα όταν το υπόςτρωμα δθμιουργεί 

ςυςςωματϊματα (Brockman et al. 1973). Αυτό ςυμβαίνει όταν θ ςυγκζντρωςθ του 

υποςτρϊματοσ υπερβαίνει τα όρια τθσ διαλυτότθτασ του ςτο υδατικό μζςο. Επίςθσ, θ 

οργανωμζνθ δομι του νεροφ και θ καλφτερθ διευκζτθςθ των λιπιδίων ςτισ μεςεπιωάνειεσ 

ωαίνεται να εξθγοφν επαρκϊσ τθν ενεργοποίθςθ των υποςτρωμάτων (Entressangles and 

Desnuelle 1974, Hari Krishna and Karanth 2002, Silber et al. 1999).  

Μεγαλφτερθ αναγνϊριςθ ζλαβε θ δεφτερθ κεωρία, αωοφ θ ανάλυςθ τθσ τριςδιάςτατθσ 

δομισ των λιπαςϊν από Rhizomucor miehei και ανκρϊπινο ιπαρ το 1990 επιβεβαίωςε τθν 

φπαρξθ μίασ εφκαμπτθσ αμωίωιλθσ δομισ θ οποία καλφπτει το ενεργό κζντρο («καπάκι») και θ 

οποία μετακινείται κατά τθν επαωι τθσ λιπάςθσ με τθ μεςεπιωάνεια (Brady et al. 1990, Winkler 

et al. 1990). Ρεραιτζρω μελζτεσ τθσ δομισ διάωορων λιπαςϊν με τεχνικζσ όπωσ o πυρθνικόσ 

μαγνθτικόσ ςυντονιςμόσ και θ κρυςταλλογραωία απζδειξαν ότι όταν μία λιπάςθ βρεκεί ςε μία 

μεςεπιωάνεια, το «καπάκι» μετακινείται και κακιςτά το ενεργό κζντρο προςβάςιμο ςτα 
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υποςτρϊματα. Ριο ςυγκεκριμζνα, το «καπάκι» ςτθν κλειςτι του διαμόρωωςθ ζχει εκτεκειμζνα 

ςτο περιβάλλον υδρόωιλα κατάλοιπα. Κατά τθν επαωι τθσ λιπάςθσ με τθ μεςεπιωάνεια, το 

καπάκι μετακινείται, τα υδρόωιλα αμινοξζα κάβονται ςε μία πολικι κοιλότθτα, ενϊ ταυτόχρονα 

το υδρόωοβο τμιμα του «καπακιοφ» εκτίκεται ςτο διαλφτθ, με αποτζλεςμα να δθμιουργθκεί μία 

υδρόωοβθ περιοχι γφρω από το ενεργό κζντρο (Paiva et al. 2000). Η υδρόωοβθ αυτι επιωάνεια 

που εκτίκεται ςτο διαλφτθ ςτακεροποιείται από τθν φπαρξθ τθσ μεςεπιωάνειασ (Brzozowski et al. 

1991, Marangoni and Rousseau 1995) και οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ ςυγγζνειασ του ενηφμου για το 

υπόςτρωμα του (Overbeeke et al. 2000, Verger 1997).  

Η μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ, από τθν πρϊτθ περιγραωι του ωαινομζνου το 1958, 

κακιερϊκθκε ωσ βαςικό χαρακτθριςτικό των λιπαςϊν και , όπωσ αναωζρκθκε και νωρίτερα, ζχει 

χρθςιμοποιθκεί ωσ κφριοσ παράγοντασ διάκριςθσ τουσ από τισ εςτεράςεσ (Sarda and Desnuelle 

1958). Τα τελευταία χρόνια όμωσ ζχει αποδειχκεί πωσ δεν παρουςιάηουν όλεσ οι λιπάςεσ τθ 

ςυγκεκριμζνθ ενεργοποίθςθ. Για παράδειγμα, θ λιπάςθ Β από Pseudozyma (Candida) antarctica 

και οι λιπάςεσ από Pseudomonas glumae και Pseudomonas aeruginosa δεν παρουςιάηουν 

μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ (Jaeger et al. 1994, Verger 1997). Επιπλζον, οριςμζνεσ λιπάςεσ 

επιδεικνφουν μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ μόνο παρουςία ςυγκεκριμζνων υποςτρωμάτων 

(Hari Krishna and Karanth 2002, Jaeger and Reetz 1998). 
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2 Βιοκατϊλυςη ςε μικρογαλακτϐματα 

2.1 Τδατικϋσ νανοδιαςπορϋσ - Μικρογαλακτϐματα  

Η μεγάλθ επιωανειακι τάςθ μεταξφ νεροφ και ελαίου 1 προκαλεί τθν ελαχιςτοποίθςθ τθσ 

διαχωριςτικισ επιωάνειασ και για αυτό το λόγο τα δφο υγρά δεν αναμιγνφονται, αλλά 

διαχωρίηονται αυκόρμθτα ςε δφο ωάςεισ. Αν τα υγρά υποβλθκοφν ςε μθχανικι ανάδευςθ, 

προκφπτει ζνα γαλάκτωμα το οποίο όμωσ και πάλι διαχωρίηεται ςε δφο διακριτζσ ωάςεισ μόλισ 

ςταματιςει θ ανάδευςθ. Ζνα γαλάκτωμα μπορεί να ςτακεροποιθκεί με τθν προςκικθ 

κατάλλθλων αμωίωιλων ενϊςεων, οι οποίεσ καλοφνται επιωανειενεργά. 

Οι επιωανειενεργζσ ενϊςεισ2 είναι μόρια με αμωίωιλο χαρακτιρα κακϊσ αποτελοφνται 

από δφο περιοχζσ διαωορετικισ πολικότθτασ. Η πολικι περιοχι αποκαλείται και πολικι 

«κεωαλι» ενϊ θ μθ πολικι περιοχι, θ οποία αποτελείται από μία ι περιςςότερεσ αλκυλικζσ 

ομάδεσ, αποκαλείται και υδρόωοβθ ουρά (εικόνα 5). Η ςυνφπαρξθ πολικϊν και μθ πολικϊν 

περιοχϊν ςτο ίδιο μόριο επιτρζπει τον εντοπιςμό τουσ ςτισ μεςεπιωάνειεσ διωαςικϊν 

ςυςτθμάτων. Τα μόρια αυτά προςανατολίηονται κατάλλθλα, ζχοντασ ςτραμμζνεσ τισ πολικζσ 

κεωαλζσ προσ το νερό και τισ υδρόωοβεσ ουρζσ προσ το ζλαιο, δθμιουργϊντασ μία 

μονοςτοιβάδα. Η παρουςία αυτϊν των ενϊςεων αυξάνει τθ μεςεπιωάνεια και μειϊνει τθν 

επιωανειακι τάςθ (Fanun 2008, Sottmann and Stubenrauch 2009). 

 
Εικόνα 5: Γραωικι απεικόνιςθ τυπικϊν επιωανειενεργϊν μορίων και δομι τεςςάρων ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενων επιωανειενεργϊν ενϊςεων. 

                                                           
1
 Ο όροσ «ζλαιο» αναωζρεται ςε κάκε οργανικό μθ πολικό διαλφτθ όπωσ π.χ. οι υδρογονάνκρακεσ. 

2
 Αναωζρονται και ωσ ταςιενεργζσ ι επιωανειοδραςτικζσ ενϊςεισ. 
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Οι επιωανειενεργζσ ενϊςεισ διακρίνονται ςε διάωορεσ κατθγορίεσ ανάλογα με τα 

χαρακτθριςτικά τουσ. Ζνα ςυχνά χρθςιμοποιοφμενο χαρακτθριςτικό για τθν κατθγοριοποίθςθ 

των ενϊςεων αυτϊν είναι θ φπαρξθ ωορτίου ςτθν πολικι κεωαλι. Σφμωωνα με αυτό το 

χαρακτθριςτικό τα επιωανειενεργά διαχωρίηονται ςε μθ ιοντικά (π.χ. Tween 20 3, Triton X-100 4) 

και ιοντικά. Τα ιοντικά επιωανειενεργά διαχωρίηονται περαιτζρω ςε ανιοντικά όταν το ωορτίο 

είναι αρνθτικό (π.χ. AOT 5), κατιοντικά όταν είναι κετικό (π.χ. CTAB 6) και αμωοτερικά όταν ςτθν 

πολικι κεωαλι ςυνυπάρχουν κετικά και αρνθτικά ωορτία.  

Πταν τα επιωανειενεργά μόρια βρεκοφν ςτο νερό ςε ςυγκεντρϊςεισ μεγαλφτερεσ από τθν 

κρίςιμθ μικκυλιακι ςυγκζντρωςθ (critical micellar concentration, CMC) τότε δθμιουργοφν τζτοιεσ 

δομζσ ϊςτε να περιορίςουν τθν επαωι των υδρόωοβων περιοχϊν τουσ με το νερό. Οι δομζσ 

αυτζσ καλοφνται μικκφλια. Οι υδρόωοβεσ ουρζσ ςυνακροίηονται ςτο εςωτερικό των μικκυλίων, 

ενϊ οι υδρόωιλεσ κεωαλζσ παραμζνουν ςτθν εξωτερικι επιωάνεια προκειμζνου να αυξιςουν τθν 

επιωάνεια επαωισ τουσ με το νερό (εικόνα 6Α). 

 
Εικόνα 6: Ενδεικτικό διάγραμμα ωάςθσ ςυςτιματοσ νεροφ - ελαίου - επιωανειενεργοφ. Αναπαράςταςθ των 

ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων ελαίου ςε νερό (ςθμείο Α) και νεροφ ςε ζλαιο (ςθμείο Β). 

Ζνα ςφςτθμα τριϊν ςυςτατικϊν μπορεί να παραςτακεί από ζνα τριγωνικό διάγραμμα 

ωάςεων, όπωσ αυτό που παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 6. Κάκε κορυωι του τριγϊνου αντιςτοιχεί 

                                                           
3
 Mονολαυρικόσ εςτζρασ τθσ πολυοξυ-αικυλενο-ςορβιτάνθσ 

4
 π-(1,1,3,3-Τετραμεκυλοβουτυλο) ωαινυλαικζρασ τθσ πολυαικυλενογλυκόλθσ 

5
 Δισ-(2-αικυλεξυλ)ςουλωοθλεκτρικό νάτριο 

6
 Βρωμιοφχο εξαδεκυλο-τριμεκυλαμμϊνιο 
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ςε ζνα ςυςτατικό, και τα ςθμεία τθσ πλευράσ που ορίηονται από δφο κορυωζσ αντιςτοιχοφν ςε 

μείγματα των δφο ςυςτατικϊν. Κάκε ςθμείο ςτο εςωτερικό του τριγϊνου αντιςτοιχεί ςε μείγμα 

των τριϊν ςυςτατικϊν με οριςμζνθ αναλογία, θ οποία ορίηεται όπωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα. Σε 

κάκε τριγωνικό διάγραμμα διακρίνονται δφο διακριτζσ περιοχζσ: αυτι που το ςφςτθμα είναι 

μονοωαςικό και αυτι ςτθν οποία το ςφςτθμα είναι πολυωαςικό. Στθ μονοωαςικι περιοχι του 

διαγράμματοσ εντοπίηονται τα μικρογαλακτϊματα. Ωσ μικρογαλακτϊματα μποροφμε να 

ορίςουμε τα ςυςτιματα νεροφ, ελαίου και επιωανειενεργοφ που ςχθματίηουν ζνα υγρό διάλυμα, 

οπτικά ιςότροπο και κερμοδυναμικά ςτακερό (Danielsson and Lindman 1981). Τα όρια μεταξφ 

μονοωαςικισ και πολυωαςικισ περιοχισ εξαρτϊνται από παράγοντεσ όπωσ θ κερμοκραςία και θ 

πίεςθ του ςυςτιματοσ (Fanun 2008, Sottmann and Stubenrauch 2009).  

Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι ο όροσ μικρογαλάκτωμα κακιερϊκθκε κακϊσ αρχικά 

πιςτευόταν πωσ θ διάμετροσ των διαςπορϊν που δθμιουργοφνται ιταν τθσ τάξθσ των μm. Ο 

όροσ αυτόσ όμωσ κα μποροφςε να κεωρθκεί παραπλανθτικόσ, κακότι ζχει αποδειχκεί πλζον ότι 

οι διαςπορζσ που δθμιουργοφνται ζχουν διάμετρο τθσ τάξθσ 1.5 - 100 nm. Ουςιαςτικά πρόκειται 

για ςυςτιματα νανο-διαςποράσ, τα οποία εςωαλμζνα ζχει κακιερωκεί να αποκαλοφνται 

μικρογαλακτϊματα.  

Η ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων εξαρτάται από τθν αναλογία των επιμζρουσ 

ςυςτατικϊν. Στο ςθμείο Α του τριγωνικοφ διαγράμματοσ τθσ εικόνασ 6 αντιςτοιχεί ςφςτθμα 

υψθλισ ςυγκζντρωςθσ ςε νερό και χαμθλισ ςε ζλαιο, για αυτό και προκφπτουν μικροςταγονίδια 

ελαίου ςε νερό τα οποία διαχωρίηονται με μία μονοςτοιβάδα επιωανειενεργοφ (εικόνα 6Α). Τα 

ςυςτιματα αυτά αναωζρονται ωσ μικρογαλακτϊματα ελαίου ςε νερό (oil in water, o/w). Στο 

ςθμείο Β αντιςτοιχεί μικρογαλάκτωμα υψθλισ περιεκτικότθτασ ςε ζλαιο και χαμθλισ ςε νερό, 

και προκφπτουν μικροςταγονίδια νεροφ ςε ςυνεχι ωάςθ ελαίου (εικόνα 6Β). Τα ςυςτιματα αυτά 

αναωζρονται ωσ μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο (water in oil, w/o) ι αντίςτροωα μικκφλια, 

λόγω του ανεςτραμμζνου προςανατολιςμοφ τθσ ςτοιβάδασ του επιωανειενεργοφ. Οι δομζσ που 

αντιςτοιχοφν ςτο ςθμείο Γ (παρόμοιεσ ςυγκεντρϊςεισ νεροφ και ελαίου) δεν ζχουν 

αποςαωθνιςτεί πλιρωσ, αλλά ζωσ ςιμερα πιςτεφεται πωσ είναι διςυνεχείσ ωάςεισ των δφο 

κφριων ςυςτατικϊν του ςυςτιματοσ (Fanun 2008). 

Η επίδραςθ τθσ ποςότθτασ του νεροφ που περιζχεται ςε ζνα μικρογαλάκτωμα είναι μία 

από τισ παραμζτρουσ που ζχει μελετθκεί εκτενϊσ. Ζχει βρεκεί ότι θ διάμετροσ και ο αρικμόσ των 

μικρογαλακτωμάτων εξαρτάται από το βακμόσ ενυδάτωςθσ (wo) του ςυςτιματοσ (εξίςωςθ 1), ο 

οποίοσ ορίηεται ωσ ο γραμμομοριακόσ λόγοσ του νεροφ ωσ προσ το επιωανειενεργό ςτο ςφςτθμα 

(Carvalho and Cabral 2000).  

    
     

    
      { 

                                     
                                              

}               

Η επίδραςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 7. Αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του νεροφ με ταυτόχρονθ διατιρθςθ 
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τθσ ποςότθτασ του επιωανειενεργοφ ςτακερισ οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ διαμζτρου των μικκυλίων. 

Αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του επιωανειενεργοφ ςε ςφςτθμα με ςτακερι ποςότθτα νεροφ οδθγεί 

ςε μείωςθ τθσ διαμζτρου των μικκυλίων και πικανι αφξθςθ του αρικμοφ τουσ. Είναι εμωανζσ 

πωσ ίδιοσ βακμόσ ενυδάτωςθσ μπορεί να επιτευχκεί με διαωορετικζσ ςυγκεντρϊςεισ νεροφ και 

επιωανειενεργοφ, διατθρϊντασ όμωσ το λόγο τουσ ςτακερό. Σε αυτι τθν περίπτωςθ 

δθμιουργοφνται μικκφλια τθσ ίδιασ διαμζτρου, αλλά όςο αυξάνονται οι ςυγκεντρϊςεισ των 

επιμζρουσ ςυςτατικϊν (νεροφ και επιωανειενεργοφ) αυξάνεται ο αρικμόσ των μικκυλίων 

(Carvalho and Cabral 2000). 

 
Εικόνα 7: Επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του νεροφ και του επιωανειενεργοφ ςτθ δομι των 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. 

Σε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ θ προςκικθ των επιωανειενεργϊν ενϊςεων δεν είναι αρκετι 

από μόνθ τθσ για να μειϊςει τθν επιωανειακι τάςθ και να οδθγιςει ςε ςχθματιςμό 

μικρογαλακτωμάτων, αλλά χρειάηεται και θ προςκικθ ενϊςεων μικρισ πολικότθτασ που δρουν 

ωσ ςυν-επιωανειενεργά. Τζτοια δράςθ ζχουν ςυνικωσ οι αλκοόλεσ και οι αμίνεσ μικρισ 

ανκρακικισ αλυςίδασ (Sottmann and Stubenrauch 2009). Η παρουςία τουσ ωαίνεται να 

ςχετίηεται με μία αφξθςθ τθσ ελαςτικότθτασ ςτθ μεςεπιωάνεια, ζτςι ϊςτε να ευνοθκεί θ 

διαςπορά (De Gennes and Taupin 1982).  

2.2 Κατηγορύεσ μικρογαλακτωμϊτων 

2.2.1 Μικρογαλακτϐματα νερού ςε ϋλαιο παρουςύα επιφανειενεργού 

Τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται με τθν προςκικθ 

επιωανειενεργοφ είναι τα πρϊτα που μελετικθκαν και τα περιςςότερο μελετθμζνα ζωσ ςιμερα. 

Τα ςυςτιματα που μελετικθκαν εκτενζςτερα ιταν αυτά που ςχθματίηονται παρουςία ιοντικϊν 
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επιωανειενεργϊν όπωσ το ΑΟΤ ι το CTAB, αν και ζχουν αναωερκεί ςυςτιματα που 

ςχθματίηονται με μθ ιοντικά επιωανειενεργά, ςυνικωσ παρουςία κάποιου ςυνεπιωανειενεργοφ. 

Ωσ οργανικι ωάςθ (ζλαιο) χρθςιμοποιοφνται ςυνικωσ μθ πολικοί αλειωατικοί οργανικοί 

διαλφτεσ όπωσ n-εξάνιο, n-επτάνιο ι ιςοοκτάνιο. Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκε το 

ςφςτθμα νερό / ιςοοκτάνιο / ΑΟΤ, και για αυτό το λόγο ακολουκεί εκτενζςτερθ παρουςίαςθ των 

ςυςτθμάτων που ςχθματίηονται με το ςυγκεκριμζνο επιωανειενεργό μόριο. 

Το ανιοντικό επιωανειοενεργό δισ-(2-αικυλεξυλ)ςουλωοθλεκτρικό νάτριο, γνωςτό με τθν 

εμπορικι ονομαςία Aerosol OT ι ΑΟΤ (εικόνα 5), ζχει τθν ικανότθτα να ςχθματίηει 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε διάωορουσ μθ πολικοφσ οργανικοφσ διαλφτεσ, όπωσ n-επτάνιο και 

ιςοοκτάνιο (Zulauf and Eicke 1979). Τα αντίςτροωα μικκφλια που ςχθματίηονται αυκόρμθτα 

ζχουν τθν ικανότθτα να ενςωματϊνουν ςτο εςωτερικό τουσ ςθμαντικζσ ποςότθτεσ νεροφ χωρίσ 

τθν παρουςία ςυνεπιωανειενεργοφ (ζωσ 8% v/v), με αποτζλεςμα το ςχθματιςμό 

μικροςταγονιδίων νεροφ ςτο ζλαιο (Luisi et al. 1988, Luisi and Magid 1986). Ρρζπει να ςθμειωκεί 

πωσ το όριο διαλυτότθτασ του νεροφ μειϊνεται αυξανομζνθσ τθσ αλειωατικισ αλυςίδασ του 

υδρογονάνκρακα που αποτελεί τθ ςυνεχι ωάςθ. Η διάμετροσ των ενυδατωμζνων αντίςτροωων 

μικκυλίων κυμαίνεται από 15 Å ζωσ και πάνω 100 Å, ςτο εςωτερικό των οποίων είναι δυνατό να 

ωιλοξενθκοφν ιόντα, πολικά μόρια ι ακόμα νουκλεϊκά οξζα και πρωτεΐνεσ (Luisi et al. 1988). Οι 

διαςτάςεισ αυτζσ κακιςτοφν εωικτι τθ ωιλοξενία ιόντων, πολικϊν μορίων, ι ακόμα νουκλεϊκϊν 

οξζων και πρωτεϊνϊν ςτο εςωτερικό των αντίςτροωων μικκυλίων, ζνα γεγονόσ που ζχει οδθγιςει 

ςε πολλζσ εωαρμογζσ, όπωσ θ βιοκατάλυςθ (Carvalho and Cabral 2000, Klyachko and Levashov 

2003, O   ch     Sch mäck   2002), και θ ςφνκεςθ νανοςωματιδίων (D s  é      B.N  y 2006, 

Eastoe et al. 2006, Husein and Nassar 2008, Turco Liveri 2006).  

 
Εικόνα 8: Πικανοί μθχανιςμοί ανταλλαγισ του περιεχομζνου των αντίςτροωων μικκυλίων. 
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Τα αντίςτροωα μικκφλια είναι ζνα δυναμικό ςφςτθμα (Luisi et al. 1988). Για παράδειγμα, 

υπολογίςτθκε πωσ ο χρόνοσ παραμονισ των επιωανειενεργϊν μορίων ςτθ μεμβράνθ των 

μικκυλίων δεν είναι μεγαλφτεροσ από 10-7 s, κακϊσ μετακινοφνται μεταξφ των μικκυλίων και του 

οργανικοφ διαλφτθ (Martinek et al. 1986). Σθμαντικό ρόλο για τισ βιοκαταλυτικζσ εωαρμογζσ 

αυτϊν των ςυςτθμάτων διαδραματίηει θ διαμικκυλιακι ανταλλαγι του περιεχομζνου των 

υδατικϊν νανοδιαςπορϊν τουσ. Η διεργαςία αυτι ολοκλθρϊνεται είτε μζςω τθσ μικκυλιακισ 

μεμβράνθσ, είτε μζςω ενόσ μεταβατικοφ διμεροφσ που δθμιουργείται από τθ ςυγχϊνευςθ δφο 

αντίςτροωων μικκυλίων (εικόνα 8) (Luisi et al. 1988, Luisi and Magid 1986). Η διαδικαςία 

ςυνικωσ ολοκλθρϊνεται ςε λιγότερα από 10-4 s , αυτι εξαρτάται από το μζγεκοσ των μικκυλίων 

και από τθ κερμοκραςία του ςυςτιματοσ (Fletcher et al. 1987). 

2.2.2 Μικρογαλακτϐματα νερού ςε ϋλαιο απουςύα επιφανειενεργϐν ενϐςεων 

Από τα ςθμαντικότερα μειονεκτιματα τθσ χριςθσ των μικρογαλακτωμάτων ςτθ 

βιομθχανία είναι ο διαχωριςμόσ του προϊόντοσ και θ δυςκολία ανάκτθςθσ του μορίων (π.χ. 

ζνηυμα) που ζχουν εγκλωβιςτεί ςτισ υδατικζσ νανο-διαςπορζσ. Τα προβλιματα αυτά πθγάηουν 

από τθν παρουςία των επιωανειενεργϊν μορίων, που οδθγεί ςτθ δθμιουργία γαλακτωμάτων και 

αωριςμοφ κατά τθ διαδικαςία διαχωριςμοφ. Για να ξεπεραςτοφν αυτά τα προβλιματα, 

αναπτφχκθκαν ςυςτιματα ςτα οποία τα μικρογαλακτϊματα ςχθματίηονται χωρίσ τθν παρουςία 

επιωανειενεργϊν ουςιϊν. Αντί του επιωανειενεργοφ χρθςιμοποιοφνται αλκοόλεσ μικρισ 

αλκυλικισ αλυςίδασ, όπου το ρόλο τθσ υδρόωιλθσ κεωαλισ παίηει θ πολικι υδροξυλομάδα, ενϊ 

το ρόλο τθσ υδρόωοβθσ ουράσ θ αλκυλικι αλυςίδα. Τα μικρογαλακτϊματα αυτϊν των 

ςυςτθμάτων είναι κερμοδυναμικά ςτακερά και μποροφν να δθμιουργιςουν οπτικϊσ διαυγείσ 

διαςπορζσ νεροφ μζςα ςε ζναν μθ πολικό οργανικό διαλφτθ (Lund and Holt 1980, Smith et al. 

1977). Τθ ςτακερότθτα τθν αποκομίηουν από τθν προςρόωθςθ τθσ αλκοόλθσ ςτθν επιωάνεια των 

υδατικϊν νανο-διαςπορϊν, προςδίδοντασ τουσ ςωαιρικι ςυμμετρία. Τα ςυςτιματα αυτά ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ (Khmelnitsky et al. 1988a, Tzialla et al. 

2008, Tzialla et al. 2009).  

Πίνακασ 2: Συςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο χωρίσ επιωανειενεργό. 

Σφςταςθ ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων Αναφορά 

τολουζνιο / νερό / 2-προπανόλθ (Lund and Holt 1980) 

n-εξάνιο / νερό / 1-βουτανόλθ ι τριτοταγισ βουτανόλθ (Topakas et al. 2005) 

n-εξάνιο / νερό / 1-προπανόλθ (Topakas et al. 2003a) 

α-πινζνιο ι D-λιμονζνιο / νερό / τριτοταγισ βουτανόλθ (Tzialla et al. 2009) 

α-πινζνιο / νερό / 2-προπανόλθ ι τριτοταγισ βουτανόλθ (Tzialla et al. 2008) 

Το πρϊτο ςφςτθμα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο χωρίσ επιωανειενεργό που 

αναωζρκθκε ςτθ βιβλιογραωία είναι το ςφςτθμα n-εξάνιο / νερό / 2-προπανόλθ (Smith et al. 
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1977), το οποίο χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα διατριβι. Τα επόμενα χρόνια αναπτυχκικαν και 

άλλα τζτοια ςυςτιματα, μερικά από τα οποία παρουςιάηονται ςτον πίνακα 2. Είναι ςθμαντικό να 

ςθμειωκεί πωσ θ κερμοδυναμικι ςυμπεριωορά αυτϊν των ςυςτθμάτων μπορεί να 

μοντελοποιθκεί, και ςυνεπϊσ να προβλεωκεί το διάγραμμα ωάςθσ κάκε ςυςτιματοσ νεροφ / 

αλκοόλθσ / αλκανίου (Voutsas et al. 1999). 

2.2.3 Μικρογαλακτϐματα νερού ςε ιοντικϊ υγρϊ 

Τα τελευταία χρόνια μία νζα κατθγορία διαλυτϊν ζχει τραβιξει το ζντονο ενδιαωζρον τθσ 

ακαδθμαϊκισ κοινότθτασ, τα αποκαλοφμενα ιοντικά υγρά. Τα ιοντικά υγρά αποτελοφν άλατα 

(εικόνα 9), τα οποία παραμζνουν υγρά ςε κερμοκραςίεσ κάτω των 100 οC.  

 

Εικόνα 9: Τυπικά ιόντα που χρθςιμοποιοφνται για το ςχθματιςμό ιοντικϊν υγρϊν. 

Το ενδιαωζρον για αυτι τθ νζα κατθγορία διαλυτϊν προκφπτει από το γεγονόσ ότι ζχουν 

προτακεί ωσ αντικαταςτάτεσ των οργανικϊν διαλυτϊν ςε αρκετζσ διεργαςίεσ, κακότι είναι 

ςφμωωνοι με τισ αρχζσ τθσ «πράςινθσ» χθμείασ (Kragl et al. 2002, Park and Kazlauskas 2003, 

Sheldon et al. 2002, van Rantwijk and Sheldon 2007), ενϊ παράλλθλα ζχουν χρθςιμοποιθκεί ωσ 

μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ με μεγάλθ επιτυχία (Sheldon 2007, van Rantwijk and 

Sheldon 2007). Τα ιοντικά υγρά επιδεικνφουν χαμθλι τάςθ ατμϊν, χαμθλι τοξικότθτα, δεν είναι 

εφωλεκτα και είναι αποικοδομιςιμα. Σθμαντικό τουσ πλεονζκτθμα είναι θ μεταβλθτότθτα τουσ. 

Μία μικρι αλλαγι ςτο ανιόν ι το κατιόν μπορεί να επιδράςει ςθμαντικά ςτισ ιδιότθτεσ τουσ, 

όπωσ για παράδειγμα ςτθν υδροωιλικότθτα.  



Βιοκατάλυςη ςε μικρογαλακτώματα 

25 

Το ενδιαωζρον για τθ χριςθ των ιοντικϊν υγρϊν οδιγθςε τα τελευταία χρόνια ςτθν 

ανάπτυξθ ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων με τα ιοντικά υγρά να παίηουν είτε το ρόλο του 

νεροφ είτε του ελαίου. Μερικά από τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικά υγρά 

που αναπτφχκθκαν παρουςιάηονται ςτον πίνακα 3. Το ενδιαωζρον που παρουςιάηουν τα 

ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα αντικατοπτρίηεται ςτο γεγονόσ ότι από τθν πρϊτθ αναωορά που ζγινε 

ςε τζτοια ςυςτιματα το 2004 (Gao et al. 2004), ιδθ ζχουν δθμοςιευτεί εργαςίεσ αναςκόπθςθσ 

(Moniruzzaman et al. 2010c, Qiu and Texter 2008, Zhao 2010) κακϊσ και αρκετζσ εωαρμογζσ 

αυτϊν των ςυςτθμάτων ςτθ βιοκατάλυςθ (Moniruzzaman et al. 2008b, Xue et al. 2011) και ωσ 

ςφςτθμα χοριγθςθσ ωαρμάκων (Moniruzzaman et al. 2010b). 

Πίνακασ 3: Συςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό. 

Σφςταςθ ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων Αναφορά 

[bmim] PF6 
7 / νερό / Tween 20 (Gao et al. 2006) 

[bmim] PF6 / νερό / Triton X-100 (Gao et al. 2005) 

[bmim] PF6 / νερό / ΑΟΤ (Shu et al. 2008) 

[omim] Tf2N 8 / νερό / ΑΟΤ / 1-εξανόλθ (Moniruzzaman et al. 2008a) 

[bmim]PF6 /νερό / ΑΟΤ / Triton X-100 (Xue et al. 2011) 

2.3 Ένζυμα ςε μικρογαλακτϐματα 

Τα πρϊτα χρόνια θ ενηυμικι κατάλυςθ περιορίηονταν ςε υδατικά ςυςτιματα, κακότι τα 

ςυςτιματα αυτά κεωροφταν ωσ το ωυςικό περιβάλλον του ενηφμου. Η χριςθ όμωσ των 

ςυγκεκριμζνων ςυςτθμάτων περιόριηε ςε ςθμαντικό βακμό τισ βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ που 

μποροφςαν να αναπτυχκοφν κακϊσ δεν μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν μθ υδατοδιαλυτά 

υποςτρϊματα. Για τθν επζκταςθ των δυνατοτιτων τθσ ενηυμικισ κατάλυςθσ ζπρεπε να βρεκεί 

ζνασ τρόποσ οι υδρόωοβεσ ενϊςεισ να βρεκοφν ςτο μικροπεριβάλλον των ενηφμων. Σε αυτό το 

πλαίςιο αναπτφχκθκαν διάωορα μθ ςυμβατικά ςυςτιματα τα οποία είχαν περιοριςμζνθ 

περιεκτικότθτα ςε νερό, όπωσ τα διωαςικά ςυςτιματα νεροφ-οργανικοφ διαλφτθ, τα ςυςτιματα 

ελεφκερα διαλυτϊν και τα υπερκρίςιμα ρευςτά. Μεταξφ των ςυςτθμάτων που αναπτφχκθκαν 

ιταν και τα μικρογαλακτϊματα που, όπωσ αναωζρκθκε και νωρίτερα, ζχουν τθ δυνατότθτα να 

ωιλοξενιςουν ζνηυμα ςτισ υδατικζσ τουσ νανο-διαςπορζσ.  

Η πρϊτθ εργαςία ςχετικά με τθ χριςθ ενηφμων ςε μικρογαλάκτωμα δθμοςιεφτθκε το 

1977, όταν ο Martinek και οι ςυνεργάτεσ του ανζωεραν ότι θ α-χυμοκρυψίνθ και θ υπεροξειδάςθ 

διατθροφν τισ καταλυτικζσ τθσ ιδιότθτεσ ςε ζνα ςφςτθμα μικρογαλακτϊματοσ νεροφ ςε 

οργανικοφσ διαλφτεσ, όπωσ οκτάνιο και βενηόλιο (Martinek et al. 1977). Ραράλλθλα, μελζτεσ του 

ωάςματοσ απορρόωθςθσ του ίδιου ενηφμου ςε παρόμοια μικρογαλακτϊματα ζδειξαν ότι το 

                                                           
7
 1-βουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο εξαωκοριοφχοσ ωωςωόροσ 

8
 1-μεκυλο-3-οκτυλιμιδαηόλιο δισ(τριωκορομεκυλοςουλωονυλ)ιμίδιο 
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ζνηυμο διατθρεί τθ δομι του μζςα ςε αυτά τα ςυςτιματα (Luisi et al. 1977). Το ερευνθτικό πεδίο 

άνκθςε τα επόμενα χρόνια, με τθ χριςθ αρκετϊν ενηφμων ςε τζτοια ςυςτιματα.  

Ο εγκλωβιςμόσ ενηφμων ςτισ υδατικζσ νανο-διαςπορζσ των ςυςτθμάτων 

μικρογαλακτωμάτων παρουςιάηει δφο βαςικά πλεονεκτιματα. Αωενόσ θ επιωάνεια μεταξφ 

νεροφ και ελαίου αυξάνεται ςθμαντικά, διευκολφνοντασ τθ μεταωορά, αωετζρου το ζνηυμο 

προςτατεφεται από τον οργανικό διαλφτθ (Stamatis et al. 1999). Η επαωι του ενηυμικοφ μορίου 

με κάποιον οργανικό διαλφτθ τισ περιςςότερεσ ωορζσ διαταράςςει τθ δομι του, επιδρϊντασ 

αρνθτικά ςτθ δραςτικότθτα του. Τα μόρια του επιωανειενεργοφ ςτα μικρογαλακτϊματα 

δθμιουργοφν μία μεμβράνθ θ οποία προςτατεφει το ζνηυμο από τον οργανικό διαλφτθ, ενϊ 

ταυτόχρονα κακιςτά εωικτι τθ ρφκμιςθ του υδατικοφ μικροπεριβάλλοντοσ του ενηφμου. 

Τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ μικρογαλακτωμάτων για τθ πραγματοποίθςθ ενηυμικά 

καταλυόμενων αντιδράςεων ςυνοψίηονται ςτα εξισ ςθμεία (O   ch     Sch mäck   2002, 

Stamatis et al. 1999): 

 Διαλυτοποίθςθ υδρόωιλων και υδρόωοβων αντιδρϊντων 

 Αυξθμζνθ επιωάνεια αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ νεροφ - ελαίου 

 Μείωςθ τθσ αναςτολισ από το προϊόν 

 Αφξθςθ τθσ κερμοςτακερότθτασ του ενηφμου 

 Δυνατότθτα ελζγχου τθσ τοπο-, ςτερεο- και ενάντιο-εξειδίκευςθσ των ενηφμων 

 Δυνατότθτα μετατόπιςθσ τθσ κερμοδυναμικισ ιςορροπίασ μίασ αντίδραςθσ προσ τθν 

επικυμθτι κατεφκυνςθ 

 Μειωμζνοσ κίνδυνοσ μικροβιακισ επιμόλυνςθσ  

Ρζρα από τα παραπάνω πλεονεκτιματα, δεν πρζπει να παραγκωνιςτεί το γεγονόσ ότι θ 

διαμεριςματοποίθςθ που λαμβάνει χϊρα ςε αυτά τα ςυςτιματα και θ παρουςία τθσ 

μεςεπιωάνειασ προςομοιάηουν ςε καλφτερο βακμό τισ ςυνκικεσ κάτω από τισ οποίεσ 

λειτουργοφν τα ζνηυμα μζςα ςτα κφτταρα (in vivo) από ότι ζνα υδατικό ςφςτθμα. Ζχει αναωερκεί 

θ χριςθ ωωςωολιπιδίων ωσ επιωανειενεργϊν μορίων για το ςχθματιςμό μικρογαλακτωμάτων, 

ζτςι ϊςτε θ μεςεπιωάνεια μεταξφ νεροφ και ελαίου να προςομοιϊνει ακόμα περιςςότερο τισ 

βιολογικζσ μεμβράνεσ (Avramiotis et al. 1996, Svensson et al. 1996, Walde et al. 1990). 

Η βζλτιςτθ καταλυτικι δράςθ των ενηφμων ςε κάκε ςφςτθμα ζχει άμεςθ ςχζςθ με τθ δομι 

τουσ. Η δομι των πρωτεϊνϊν προκφπτει από δεςμοφσ υδρογόνου και θλεκτροςτατικζσ και 

υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ που αναπτφςςονται μεταξφ των αμινοξζων τθσ πολυπεπτιδικισ 

αλυςίδασ. Είναι προωανζσ ότι για να διατθριςει το ζνηυμο τθ διαμόρωωςθ του, κα πρζπει το 

περιβάλλον να ευνοεί τθν ανάπτυξθ τζτοιων αλλθλεπιδράςεων. Ζχει αναωερκεί πωσ για τθ 

ςωςτι αναδίπλωςθ του ενηφμου είναι αναγκαία μία ελάχιςτθ ποςότθτα νεροφ για τθν 

ενυδάτωςθ του μορίου (Hari Krishna and Karanth 2002, Khmelnitsky et al. 1988b). Η απϊλεια 

αυτισ τθσ ποςότθτασ του νεροφ και θ επαωι του ενηφμου με μόρια επιωανειενεργοφ ι 
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οργανικοφ διαλφτθ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν αλλαγι τθσ διαμόρωωςθσ του ενηφμου, με ςυνζπεια 

ςυνικωσ τθν απϊλεια τθσ καταλυτικισ δραςτικότθτασ (Zaks and Klibanov 1988).  

Από τα προθγοφμενα ωαίνεται πωσ θ καταλυτικι δραςτικότθτα των ενηφμων ςτα 

μικρογαλακτϊματα εξαρτάται ςε ςθμαντικό βακμό από το βακμό ενυδάτωςθσ του 

μικρογαλακτϊματοσ (wo). Η εξάρτθςθ αυτι ςυχνά εμωανίηει κωδωνοειδι μορωι με μζγιςτο ςε 

ςχετικά χαμθλι τιμι του βακμοφ ενυδάτωςθσ. Σε αρκετζσ περιπτϊςεισ, θ τιμι του wo όπου 

εμωανίηεται το μζγιςτο τθσ ταχφτθτασ αντιςτοιχεί ςε νανο-δομζσ με διάμετρο ςυγκρίςιμθ με 

αυτι του ενηφμου. Στθν προκειμζνθ περίπτωςθ το ζνηυμο διατθρεί τθν καταλυτικι του 

δραςτικότθτα, αωοφ είναι επαρκϊσ ενυδατωμζνο, και παράλλθλα βρίςκεται ςε μικρι απόςταςθ 

από τθ μεςεπιωάνεια, όπου και αλλθλεπιδρά με τα υδρόωοβα υποςτρϊματα. Θα πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ θ διαλυτοποίθςθ των ενηφμων (και άλλων ενϊςεων) ςε μικρογαλακτϊματα 

διαταράςςει τθ δομι των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν, ςυνικωσ αυξάνοντασ τθ διάμετρο τουσ και 

αλλάηοντασ το διάγραμμα ωάςθσ (O   ch     Sch mäck   2002). 

Ο βακμόσ υδροωοβικότθτασ ενόσ βιομορίου παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτον εντοπιςμό του 

ενηφμου μζςα ςτο ςφςτθμα (Luisi et al. 1988, Stamatis et al. 1993). Μία υδρόωιλθ πρωτεΐνθ 

μπορεί να αποωφγει τθν επαωι με τον οργανικό διαλφτθ και να παραμείνει ςτθν υδατικι νανο-

διαςπορά, εωόςον θ διάμετροσ τθσ νανο-διαςποράσ είναι επαρκισ. Ζνα ζνηυμο που λειτουργεί 

ςε μεςεπιωάνειεσ, όπωσ οι λιπάςεσ, μπορεί να αλλθλεπιδράςει με τθ μικκυλιακι μεςεπιωάνεια, 

ενϊ μία διαμεμβρανικι πρωτεΐνθ μπορεί να είναι μερικϊσ εκτεκειμζνθ ςτον οργανικό διαλφτθ 

(Stamatis et al. 1999). Στθν εικόνα 10 παρουςιάηονται οι διάωορεσ κζςεισ ςτισ οποίεσ μπορεί να 

εντοπιςτεί ζνα ενηυμικό μόριο ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. 

 
Εικόνα 10: Εντοπιςμόσ του ενηφμου ςτο εςωτερικό τθσ υδατικισ νανο-διαςποράσ (Α), ςτθ μεςεπιωάνεια (Β)  

και μερικϊσ εκτεκειμζνο ςτον οργανικό διαλφτθ (Γ). 

Ζνασ άλλοσ ςθμαντικόσ παράγοντασ που επιδρά ςτθν καταλυτικι δραςτικότθτα του 

ενηφμου είναι ο τφποσ του επιωανειενεργοφ που χρθςιμοποιείται για το ςχθματιςμό του 

ςυςτιματοσ. Ζχει αναωερκεί πωσ θ παρουςία και μόνο του επιωανειενεργοφ ςε υδατικά 

διαλφματα επθρεάηει ςθμαντικά τθν εναντιοεκλεκτικότθτα και τθν ενεργότθτα των λιπαςϊν, 

λόγω ωαινομζνων που ςχετίηονται με τθ διαλυτοποίθςθ υδρόωοβων υποςτρωμάτων και τθν 
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ενεργοποίθςθ των λιπαςϊν ςε μεςεπιωάνειεσ (    s               1998, Liu et al. 2000, Rees and 

Robinson 1995). Η ςυγκζντρωςθ και ο τφποσ του επιωανειενεργοφ ζχουν ςθμαντικι επίδραςθ 

ςτθ μεςεπιωάνεια που δθμιουργείται, κακϊσ επιδροφν ςτισ διαςτάςεισ τθσ (Orlich and 

Sch mäck   2002, Stamatis et al. 1999). Η ζκταςι τθσ ειδικά ζχει ιδιαίτερθ ςθμαςία, κακϊσ μζςω 

τθσ μεςεπιωάνειασ γίνεται θ αλλθλεπίδραςθ ενηφμου – υποςτρϊματοσ. Τζλοσ, κα πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ οι τιμζσ του pH, του wo και τθσ κερμοκραςίασ που αντιςτοιχοφν ςτθ μζγιςτθ 

ενηυμικι δραςτικότθτα μπορεί να διαωζρουν ςθμαντικά ανάλογα με το επιωανειενεργό μόριο 

που χρθςιμοποιείται για το ςχθματιςμό του ςυςτιματοσ (Valis et al. 1992). 

2.4 Νανoβιοκατϊλυςη ςε ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

Η ζρευνα ςτο πεδίο τθσ μικκυλιακισ ενηυμολογίασ τα τελευταία χρόνια ζχει αποδϊςει 

καρποφσ και πλζον ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ εωαρμογζσ αυτϊν των ςυςτθμάτων ςε πεδία όπωσ 

θ βιοκατάλυςθ, θ βιοαποικοδόμθςθ, θ πεπτιδοχθμεία, θ αναλυτικι χθμεία και θ ωαρμακευτικι. 

Στον πίνακα 4 παρουςιάηονται ενδεικτικά οριςμζνεσ εωαρμογζσ που απορρζουν από τθ χριςθ 

ενηφμων ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ. Είναι ενδιαωζρον πωσ 

πλικοσ διαωορετικϊν ενηφμων χρθςιμοποιοφνται για τθν ανάπτυξθ των εωαρμογϊν, ενϊ για το 

ςχεδιαςμό εωαρμογϊν δεν περιορίηονται μόνο ςε ζνα ςφςτθμα μικρογαλακτϊματοσ, αν και οι 

περιςςότερεσ εργαςίεσ χρθςιμοποιοφν μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιςοοκτάνιο παρουςία ΑΟΤ.  

Πίνακασ 4: Ενδεικτικζσ εωαρμογζσ ενηφμων ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. 

Ζνηυμο Σφςτθμα Εφαρμογι Αναφορά 

Αλκαλικι 

ωωςωατάςθ 

ΑΟΤ, ιςοοκτάνιο – 

αικυλεςτζρασ οξικοφ οξζοσ 

Ρροςδιοριςμόσ 

κεοωυλλίνθσ 

(Jourquin and 

Kauffmann 1998) 

α-χυμοκρυψίνθ ΑΟΤ-Brij30, n-επτάνιο Σφνκεςθ ολιγοπεπτιδίου (Barbaric and Luisi 1981) 

Λακκάςθ ΑΟΤ, ιςοοκτάνιο 
Οξείδωςθ ωαινολικϊν 

οξζων 

(Rodakiewicz-Nowak et 

al. 2005) 

Λιπάςεσ ΑΟΤ, ιςοοκτάνιο Εςτεροποίθςθ διολϊν (Macris et al. 1996) 

Λιπάςθ ΑΟΤ, ιςοοκτάνιο 
Σφνκεςθ οπτικϊν αντιπόδων 

εςτζρων ibuprofen 
(Ayyagari and John 1995) 

Υδρογενάςθ, 

αωυδρογονάςθ 

CTAB - 1-εξανόλθ,  

n-οκτάνιο 

Αναγωγι 

κετοςτεροειδϊν 
(Hilhorst et al. 1983) 

Υπεροξειδάςθ ΑΟΤ, ιςοοκτάνιο 
Ραραγωγι 

βιοπολυμερϊν 
(Karayigitoglu et al. 1995) 

Μία από τισ ςθμαντικότερεσ εωαρμογζσ των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων ςτθ 

βιοτεχνολογία είναι θ βιοκατάλυςθ και θ βιοςφνκεςθ ουςιϊν που είναι αδιάλυτεσ ςε υδατικά 
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μζςα, όπωσ λίπθ, λιπίδια, ςτεροειδι, προςταγλαδίνεσ, αλκαλοειδι κ.ά.. Ρλικοσ ενηφμων με 

διαωορετικι καταλυτικι δράςθ ζχουν εγκλωβιςτεί ςε μικρογαλακτϊματα, ζτςι ζχουν αναπτυχκεί 

πλικοσ διαωορετικϊν εωαρμογϊν. Η οξείδωςθ ωαινολικϊν οξζων από λακκάςεσ μπορεί να 

ςυνειςωζρει ςτθ βιοαποικοδόμθςθ ωαινολικϊν ρφπων πετρελαίου (Rodakiewicz-Nowak et al. 

2005), ενϊ θ εναντιοεκλεκτικότθτα που επιδεικνφουν τα ζνηυμα μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθ 

ςφνκεςθ ρακεμικϊν λιπόωιλων παραγϊγων βιοδραςτικϊν ενϊςεων, όπωσ το ibuprofen (Ayyagari 

and John 1995).  

Ρζρα από τθν οργανικι ςφνκεςθ, τα ζνηυμα ζχουν χρθςιμοποιθκεί ςε μικρογαλακτϊματα 

για αναλυτικζσ εωαρμογζσ, όπωσ ο προςδιοριςμόσ τθσ βιταμίνθσ Β2 (Kurganov et al. 1985) και 

τθσ κεοωυλλίνθσ, μίασ ουςίασ με βρογχοδιαςταλτικζσ ιδιότθτεσ (Jourquin and Kauffmann 1998). 

Η αρχι λειτουργίασ αυτϊν των ςυςτθμάτων ζγκειται ςτο ότι τα ζνηυμα που εγκλωβίηονται ςτα 

μικρογαλακτϊματα αναγνωρίηουν τισ ςυγκεκριμζνεσ ενϊςεισ ωσ υποςτρϊματα ι ωσ αναςτολείσ 

και ςυνεπϊσ θ παρουςία τουσ ςτο διάλυμα προκαλεί διαωορά ςτθν ενηυμικι δραςτικότθτα. Η 

ευαιςκθςία και θ αξιοπιςτία των μετριςεων ςτισ ςυγκεκριμζνεσ αναλυτικζσ τεχνικζσ ζγκειται 

ςτθν αυξθμζνθ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν τα ζνηυμα ςε αυτά τα ςυςτιματα. 

Η χριςθ ενηφμων ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ και θ 

διαωοροποίθςθ τθσ δραςτικότθτασ τουσ, αλλά και του εντοπιςμοφ τουσ ςτο ςφςτθμα οδιγθςε 

ςτθν ανάπτυξθ τθσ υγρισ εκχφλιςθσ πρωτεϊνϊν. Η υγρι εκχφλιςθ είναι μία μζκοδοσ απομόνωςθσ 

και κακαριςμοφ πρωτεϊνϊν που βαςίηεται ςε διάωορεσ ιδιότθτεσ των πρωτεϊνικϊν μορίων όπωσ 

το μζγεκοσ, το ιςοθλεκτρικό ςθμείο και τθν υδροωοβικότθτα τθσ επιωάνειασ. Αρκετζσ εργαςίεσ 

ζχουν δθμοςιευτεί ςτο ςυγκεκριμζνο τομζα με μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ 

(Hayes and Marchio 1998, Noritomi et al. 2008, Watarai 1997), ενϊ ενδιαωζρον παρουςιάηει το 

γεγονόσ ότι ιδθ ζχουν χρθςιμοποιθκεί τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό 

για τθν απομόνωςθ πρωτεϊνϊν (Shu et al. 2008). 

Η πρϊτθ χριςθ ενηφμων ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό 

αναωζρκθκε ςτισ αρχζσ του 2008 (Zhang et al. 2008). Ζκτοτε ςε αυτά τα ςυςτιματα ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί επιτυχϊσ για βιοκαταλυτικζσ αντιδράςεισ διάωοροι τφποι ενηφμων όπωσ λιπάςεσ 

(Moniruzzaman et al. 2008b), λακκάςεσ (Xue et al. 2011), υπεροξειδάςεσ (Moniruzzaman et al. 

2009, Zhou et al. 2008) και αωυδρογονάςεσ (Zhang et al. 2008). Είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί ότι 

ςε αρκετζσ από τισ εργαςίεσ αναωζρεται πωσ θ δραςτικότθτα των ενηφμων ςε αυτά τα 

ςυςτιματα είναι αυξθμζνθ ςε ςχζςθ με τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν είτε ςε 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ, είτε ςε ιοντικά υγρά. Αν και αρκετά ζνηυμα 

επιδεικνφουν πολφ καλι ενεργότθτα ςε ιοντικά υγρά, θ χριςθ ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό υπερτερεί, κακϊσ κακιςτά εωικτι τθ διαλυτοποίθςθ των ενηφμων ςε αυτά 

τα ςυςτιματα, ενϊ ταυτόχρονα επιτρζπει τθ ςυνφπαρξθ δφο ωάςεων διαωορετικισ πολικότθτασ 

ςτο ίδιο ςφςτθμα. Θα μποροφςε λοιπόν να λεχκεί πωσ τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα ςυνδυάηουν 

τα πλεονεκτιματα των ιοντικϊν υγρϊν και των μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ.  
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3 Βιοκατϊλυςη ςε πηκτϐματα μικρογαλακτωμϊτων 

3.1 Πηκτϐματα μικρογαλακτωμϊτων - Οργανοπηκτϐματα 

Στο κεωάλαιο που προθγικθκε αναωζρκθκαν τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ των 

ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων για τθ πραγματοποίθςθ βιομετατροπϊν ςε μθ πολικοφσ 

οργανικοφσ διαλφτεσ, κακϊσ και οριςμζνεσ εναλλακτικζσ προςεγγίςεισ, όπωσ θ χριςθ των 

ιοντικϊν υγρϊν. Η πρακτικι εωαρμογι όμωσ ενόσ τζτοιου μικροετερογενοφσ ςυςτιματοσ ςε 

βιομθχανικι κλίμακα ςυναντά ςθμαντικά εμπόδια ςχετικά με τθν αναγζννθςθ του ενηφμου και 

τθν απομόνωςθ των προϊόντων. Οι ςυνικεισ τεχνικζσ οδθγοφν ςε ανεπαρκι διαχωριςμό εξαιτίασ 

προβλθμάτων όπωσ ο ςχθματιςμόσ γαλακτϊματοσ και ο αωριςμόσ που προκαλοφνται από τθν 

παρουςία του επιωανειενεργοφ. Η χριςθ μικρογαλακτωμάτων που ςχθματίηονται χωρίσ 

επιωανειενεργό λφνει ςε ζνα βακμό το πρόβλθμα του διαχωριςμοφ, αλλά δεν προςωζρει λφςθ 

ςτο πρόβλθμα τθσ ανάκτθςθσ του ενηφμου.  

Ζνασ τρόποσ να αντιμετωπιςτοφν αυτά τα προβλιματα είναι θ πθκτωματοποίθςθ των 

ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων. Αρκετά ςυςτιματα αντίςτροωων μικκυλίων μποροφν να 

πθκτωματοποιθκοφν, κακιςτϊντασ τα με αυτό τον τρόπο κατάλλθλα ςυςτιματα για 

ακινθτοποίθςθ ενηφμων (Luisi et al. 1990, Zoumpanioti et al. 2010). Με τον όρο πθκτϊματα (gels) 

χαρακτθρίηονται τα ςτερεά ι θμιςτερεά ςυςτιματα που αποτελοφνται από δφο τουλάχιςτον 

ςυςτατικά: ζνα παράγοντα πθκτωματοποίθςθσ και ζνα υγρό. Εάν το υγρό ςυςτατικό είναι νερό 

ονομάηονται υδροπθκτϊματα (hydrogels), ενϊ αν είναι ζλαιο ι μικρογαλάκτωμα ονομάηονται 

οργανοπθκτϊματα (organogels)(Zoumpanioti et al. 2010). 

Οι πρϊτεσ αναωορζσ για τθν παραςκευι τζτοιων πθκτωμάτων εμωανίςτθκαν το 1986 

(Haering and Luisi 1986, Quellet and Eicke 1986), με χριςθ ηελατίνθσ ωσ παράγοντα 

πθκτωματοποίθςθσ. Τα πθκτϊματα παραςκευάςτθκαν με ανάμειξθ μικρογαλακτωμάτων νεροφ 

ςε ζλαιο με προκερμαςμζνο υδατικό διάλυμα ηελατίνθσ. Η ψφξθ που ακολουκεί οδθγεί ςτθ 

πθκτωματοποίθςθ και τον εγκλωβιςμό των μικρογαλακτωμάτων μζςα ςτθ ηελατίνθ. Ρθκτϊματα 

μποροφν να παραχκοφν και με τθ χριςθ άλλων παραγόντων πθκτωματοποίθςθσ, αλλά και άλλου 

τφπου μικρογαλακτωμάτων, όπωσ κα αναωερκεί και παρακάτω.  

Τα μορωολογικά και δομικά χαρακτθριςτικά των οργανοπθκτωμάτων ζχουν μελετθκεί 

εκτενϊσ με τεχνικζσ όπωσ ο πυρθνικόσ μαγνθτικόσ ςυντονιςμόσ (Capitani et al. 1988, Capitani et 

al. 1991), θ θλεκτρονικι μικροςκοπία ςάρωςθσ (Zhao et al. 2006), θ μικρισ γωνίασ ςκζδαςθ 

νετρονίων και ακτίνων Χ (Atkinson et al. 1991, Petit et al. 1991), ςκζδαςθ ωωτόσ (Petit et al. 

1991), κυκλικόσ διχρωιςμόσ και μζτρθςθ αγωγιμότθτασ (Quellet et al. 1991). Από τα 

αποτελζςματα αυτϊν των μελετϊν προτάκθκαν τρία διαωορετικά μοντζλα για τθ μικροδομι 

ενόσ τζτοιου ςυςτιματοσ που παραςκευάηεται με ηελατίνθ, τα οποία παρουςιάηονται ςτθν 

εικόνα 11:  
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Εικόνα 11: Μοντζλα δομισ οργανοπθκτωμάτων που ςχθματίηονται με ηελατίνθ. Τα μοντζλα Α,Β, Γ 

περιγράωονται ςτο κείμενο. 

Α. Κφλινδροι νεροφ περιζχουν το δίκτυο τθσ ηελατίνθσ και διαχωρίηονται από τα μόρια του 

ελαίου με ζνα ςτρϊμα επιωανειενεργϊν μορίων. Το μοντζλο αυτό υποςτθρίηεται από το 

γεγονόσ ότι θ ηελατίνθ δε διαλυτοποιείται ςτον οργανικό διαλφτθ. 

Β. Οι δομζσ που προτείνονται ςτο πρϊτο μοντζλο ςυνυπάρχουν με αντίςτροωα μικκφλια. 

Γ. Τα αντίςτροωα μικκφλια του μικρογαλακτϊματοσ ςυνδζονται μεταξφ τουσ μζςω τθσ 

ηελατίνθσ που υιοκετεί μία ελικοειδι μορωι, ενϊ μζροσ τθσ ηελατίνθσ είναι διαλελυμζνθ 

ςτισ υδατικζσ μικροωάςεισ του ςυςτιματοσ.  

Κατά τθν παραςκευι πθκτωμάτων τον παράγοντα πθκτωματοποίθςθσ αποτελεί ςυχνά 

κάποιο βιοπολυμερζσ. Τα βιοπολυμερι είναι ουςίεσ ωυςικζσ και βιοςυμβατζσ, ιδιότθτεσ που 

κακιςτοφν τα πθκτϊματά τουσ ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα ςε ωαρμακευτικά ςκευάςματα και 

τρόωιμα. Τα βιοπολυμερι που χρθςιμοποιοφνται κατά κόρον ςτθν παραγωγι 

οργανοπθκτωμάτων είναι θ ηελατίνθ (Luisi et al. 1990, Trickett and Eastoe 2008, Zhao et al. 2006), 

το άγαρ (Delimitsou et al. 2002, Feng et al. 2009, Pastou et al. 2000b, Stamatis and Xenakis 1999), 

θ καραγενάνθ (Feng et al. 2009, Stamatis and Xenakis 1999) και οριςμζνα παράγωγα κυτταρίνθσ 

(Delimitsou et al. 2002, Pastou et al. 2000b, Zoumpanioti et al. 2008). Ραρακάτω παρουςιάηονται 

τα χαρακτθριςτικά δφο παραγόντων πθκτωματοποίθςθσ που χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ για το 

ςχθματιςμό οργανοπθκτωμάτων, τθσ ηελατίνθσ και των παραγϊγων κυτταρίνθσ.  
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Ζελατίνθ: Η ηελατίνθ είναι ζνα βιοπολυμερζσ το οποίο παράγεται από τθ αποδιάταξθ του 

κολλαγόνου, το οποίο είναι μία πρωτεΐνθ. Το κολλαγόνο αποτελείται από τρεισ αριςτερόςτροωεσ 

ζλικεσ που ςτακεροποιοφνται με δεςμοφσ υδρογόνου που αναπτφςςονται μεταξφ τουσ. Η 

ηελατίνθ αποτελείται από μεμονωμζνουσ κλϊνουσ των ελίκων του κολλαγόνου οι οποίοι 

παράγονται μζςω μθ αντιςτρεπτισ υδρόλυςθσ. Η ηελατίνθ είναι διαλυτι ςτο νερό ςε 

κερμοκραςίεσ άνω των 30 οC. Ψφχοντασ το διάλυμα κάτω από αυτι τθ κερμοκραςία 

ςχθματίηεται ζνα ελαςτικό πικτωμα, λόγω του δικτφου που ςχθματίηεται από το μερικό 

επαναςχθματιςμό τθσ τριπλισ ζλικασ του κολλαγόνου. 

Παράγωγα κυτταρίνθσ: Η κυτταρίνθ είναι ζνασ πολυςακχαρίτθσ που αποτελείται από μία 

ευκεία αλυςίδα μονομερϊν D-γλυκόηθσ, ενωμζνων με (1,4) β-γλυκοςιδικό δεςμό. Βρίςκεται ςε 

αωκονία ςτο περιβάλλον, κακϊσ είναι το κφριο ςυςτατικό του κυτταρικοφ τοιχϊματοσ των 

ωυτϊν, και ωυςικά είναι βιοδιαςπϊμενθ. Η κυτταρίνθ δεν είναι υδατοδιαλυτι αλλά είναι 

υγροςκοπικι, δθλαδι ζχει τθν ιδιότθτα να απορροωά νερό. Ζτςι, θ κυτταρίνθ και τα παράγωγα 

τθσ δεν παρουςιάηουν κερμικζσ ιδιότθτεσ πθκτωματοποίθςθσ. Η υποκατάςταςθ των ομάδων 

ςτθν κυτταρίνθ τροποποιεί τισ ιδιότθτεσ των παραγϊγων και ο βακμόσ υποκατάςταςθσ τουσ 

επθρεάηει τθ ςυμπεριωορά των παραγϊγων ςε ζνα υδατικό διάλυμα. Πταν βρεκοφν ςε υδατικό 

διάλυμα, τα παράγωγα τθσ κυτταρίνθσ διογκϊνονται, αυξάνοντασ το ιξϊδεσ του διαλφματοσ.  

Η (υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθ (HPMC), θ οποία χρθςιμοποιικθκε ςτθν παροφςα 

διατριβι, είναι ζνα θμιςυνκετικό αδρανζσ ελαςτικό πολυμερζσ. Ππωσ και θ κυτταρίνθ, είναι 

υγροςκοπικι και τείνει να δθμιουργεί κολλοειδι όταν διαλφεται ςτο νερό. Η 

(υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθ, εκτόσ από παράγοντασ πθκτωματοποίθςθσ ζχει βρει 

αρκετζσ εωαρμογζσ ωσ ςφςτθμα χοριγθςθσ ωαρμάκων (Li et al. 2005a, Siepmann and Peppas 

2001), ωσ πρόςκετο τροωίμων (Burdock 2007) και ωσ λιπαντικό για οωκαλμολογικζσ πακιςεισ 

(Doughty and Glavin 2009) 

3.2 Ακινητοπούηςη ενζύμων ςε οργανοπηκτϐματα 

Τα πθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ζχουν χρθςιμοποιθκεί ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ 

ενηφμων για τθν επίτευξθ ενηυμικά καταλυόμενων αντιδράςεων ςε μθ ςυμβατικά ςυςτιματα. Τα 

οργανοπθκτϊματα ωαίνεται να διατθροφν τθ δομι τουσ για μεγάλθ περίοδο, ακόμα και μζςα ςε 

αυτά τα ςυςτιματα, επιτρζποντασ τθ διάχυςθ μθ πολικϊν υποςτρωμάτων από και προσ το 

εςωτερικό τουσ (Backlund et al. 1996, Rees et al. 1991). Ο Nascimento και οι ςυνεργάτεσ τουσ 

ιταν οι πρϊτοι που ανζωεραν τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε τζτοια πθκτϊματα (Da Graca 

Nascimento et al. 1992). Στθ ςυγκεκριμζνθ εργαςία παραςκεφαςαν οργανοπθκτϊματα με χριςθ 

ηελατίνθσ και ΑΟΤ μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο, ςτα οποία ακινθτοποιικθκαν διάωορεσ 

λιπάςεσ, όπωσ οι λιπάςεσ από Chromobacterium viscosum και από Candida rugosa.  

Ζκτοτε θ ηελατίνθ χρθςιμοποιικθκε κατά κόρον ωσ παράγοντασ πθκτωματοποίθςθσ, ενϊ 

τα οργανοπθκτϊματα ςχθματίηονταν ςυνικωσ με ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα, αν και ςχθματίςτθκαν 
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και πθκτϊματα με μικρογαλακτϊματα που ςχθματίηονται παρουςία CTAB ι λεκικίνθ. Στον 

πίνακα 5 παρουςιάηονται μερικζσ από τισ μελζτεσ που ζγιναν πάνω ςτθν ακινθτοποίθςθ λιπαςϊν 

ςε τζτοια ςυςτιματα. Η εωαρμογι ςυνικωσ αυτϊν των ςυςτθμάτων είχε να κάνει με ςφνκεςθ 

εςτζρων λιπαρϊν οξζων ι εναντιοεκλεκτικϊν ενϊςεων. 

Πίνακασ 5: Συςτιματα οργανοπθκτωμάτων ςτα οποία εγκλωβίςτθκαν λιπάςεσ. 

Μικροοργανιςμόσ 

προζλευςθσ  

Παράγοντασ 

πθκτωματοποίθςθσ 
Επιφανειενεργό Αναφορά 

Candida rugosa HPMC λεκικίνθ (D mí  u   D  M  í       . 2004) 

ηελατίνθ CTAB (Lopez et al. 2006) 

ηελατίνθ AOT, CTAB (Dandavate and Madamwar 2008) 

ηελατίνθ Triton X-100 (Dave and Madamwar 2008) 

Chromobacterium 

viscosum, Candida sp. 
ηελατίνθ ΑΟΤ, λεκικίνθ (Backlund et al. 1996) 

Rhizopus delemar ηελατίνθ AOT (Nagayama et al. 2003) 

Chromobacterium 

viscosum 
ηελατίνθ AOT (Rees et al. 1995) 

Trichosporon 

capitatum 
ηελατίνθ AOT (Song et al. 2008) 

Rhizomucor miehei,  

Candida antarctica (Β) 
Άγαρ, HPMC λεκικίνθ (Pastou et al. 2000b) 

Pseudomonas cepacia ηελατίνθ, άγαρ λεκικίνθ, ΑΟΤ (Xenakis and Stamatis 1999) 

Rhizomucor miehei Άγαρ, HPMC λεκικίνθ, ΑΟΤ (Zoumpanioti et al. 2008) 

Τα οργανοπθκτϊματα που χρθςιμοποιοφνται ωσ ωορείσ για τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων 

χαρακτθρίηονται από υψθλι περιεκτικότθτα ςε νερό και από υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ ηελατίνθσ, 

ςυνικωσ 10-14 % (w/v). Τα ενηυμικά ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων παρουςιάηουν αρκετά 

πλεονεκτιματα τθσ βιοκατάλυςθσ ςτα μικρογαλακτϊματα, όπωσ θ διαςπορά του βιοκαταλφτθ ςε 

μοριακό επίπεδο και θ ςτακεροποίθςθ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων (Zoumpanioti et al. 

2010). Τα ζνηυμα που ακινθτοποιοφνται ςε τζτοια πθκτϊματα μποροφν να διατθριςουν τθν 

καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα και ςτακερότθτα για μεγάλο χρονικό διάςτθμα, ενϊ είναι 

ςθμαντικό πωσ είναι εωικτι θ επαναχρθςιμοποίθςθ των ενηφμων μετά από μία βιοκαταλυτικι 

διεργαςία. Αξίηει να ςθμειωκεί ότι τα πθκτϊματα παρουςιάηουν το πλεονζκτθμα τθσ διπλισ 

ακινθτοποίθςθσ του ενηφμου, αρχικά ςτα αντίςτροωα μικκφλια του μικρογαλακτϊματοσ και ςτθ 

ςυνζχεια ςτο πλζγμα του βιοπολυμεροφσ.  
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Ωςτόςο, τα οργανοπθκτϊματα παρουςιάηουν οριςμζνα μειονεκτιματα. Τα πθκτϊματα 

που ςχθματίηονται με ηελατίνθ παρουςιάηουν χαμθλι μθχανικι και κερμικι αντοχι, αωοφ θ 

ηελατίνθ τείνει να διαλυτοποιείται ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ και το πικτωμα να χάνει τθ δομι 

του. Η χριςθ παραγϊγων κυτταρίνθσ μπορεί να λφςει τα ςυγκεκριμζνα προβλιματα ςε ζνα 

βακμό, αωοφ τα ςυγκεκριμζνα βιοπολυμερι δεν παρουςιάηουν κερμικζσ ιδιότθτεσ 

πθκτωματοποίθςθσ (Delimitsou et al. 2002). Ζχει αναωερκεί ότι τα πθκτϊματα που 

ςχθματίηονται με χριςθ HPMC διατθροφν τθ δομι τουσ ςε κερμοκραςίεσ άνω των 50 οC, ενϊ το 

ζνηυμο εξακολουκεί να επιδεικνφει καταλυτικι δραςτικότθτα (Zoumpanioti et al. 2008). 

Επιπλζον, τα οργανοπθκτϊματα, λόγο τθσ ωφςθσ του βιοπολυμεροφσ, ζχουν χαμθλι αντοχι ςε 

υδατικά ςυςτιματα, αωοφ τείνουν να ενυδατωκοφν και να χάςουν τθν αρχικι τουσ δομι. Οι 

Schuleit και Luisi πρότειναν τθν ενίςχυςθ του πθκτϊματοσ με τθ χριςθ ςιλανίων (Schuleit and 

Luisi 2001). Ο πολυμεριςμόσ των ςιλανίων γφρω από το βιοπολυμερζσ αυξάνει τθ μθχανικι 

αντοχι του υλικοφ, κακϊσ και τθν αντοχι του ςε υδατικά ςυςτιματα, ενϊ τα ακινθτοποιθμζνα 

ζνηυμα επιδεικνφουν αυξθμζνθ δραςτικότθτα.  
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4 Νανοδομημϋνα υλικϊ 

4.1 Νανοβιοτεχνολογύα και νανοδομημϋνα υλικϊ 

Το πρόκεμα “νανο-” είναι ζνα ςυνκετικό το οποίο υποδθλϊνει το ζνα διςεκατομμυριοςτό 

μίασ μονάδασ μζτρθςθσ, το οποίο όμωσ ζχει καταωζρει να επανακακορίςει τθν αντίλθψθ μασ για 

τθν φλθ τα τελευταία χρόνια. Η νανοτεχνολογία είναι ζνα ταχφτατα αναπτυςςόμενο 

επιςτθμονικό πεδίο το οποίο αςχολείται με τθ μελζτθ και τθν εωαρμογι υλικϊν και ςωμάτων 

μεγζκουσ από 1 ζωσ 100 nm. Ζωσ το πρόςωατο παρελκόν, το πεδίο αυτό είχε ςυςχετιςκεί με 

δομζσ όπωσ τα κολλοειδι, τα μικκφλια ι πολυμερι μόρια. Η ανακάλυψθ νανοδομθμζνων υλικϊν 

όπωσ τα ωουλερζνια (Kroto et al. 1985) και οι νανοςωλινεσ άνκρακα (Iijima 1991) ιγειραν το 

ερευνθτικό ενδιαωζρον γφρω από το χαρακτθριςμό και τθν αξιοποίθςθ αυτϊν των νανοδομϊν. 

Τα κίνθτρα που οδιγθςαν ςτθν αφξθςθ του επιςτθμονικοφ ενδιαωζροντοσ προσ αυτό το πεδίο 

ςυνοψίηονται ςτα εξισ ςθμεία (Kuchibhatla et al. 2007, Whitesides 2005): 

 Η κλίμακα μεγζκουσ των νανοχλικϊν κακιςτά τθν επίδραςθ των κβαντικϊν ωαινομζνων 

ςτθν φλθ αρκετά ςθμαντικι, ςυνεπϊσ εωικτι τθ μελζτθ τουσ.  

 Η μελζτθ των νζων αυτϊν νανοδομθμζνων υλικϊν μπορεί να οδθγιςει ςε καταγραωι 

νζων ωαινομζνων, αωοφ για πρϊτθ ωορά μελετϊνται τζτοια ςυςτιματα. 

 Μερικζσ από τισ ςθμαντικότερεσ λειτουργικζσ μονάδεσ βιολογικϊν ςυςτθμάτων, όπωσ τα 

νουκλεϊκά οξζα και τα ζνηυμα, ζχουν διαςτάςεισ νανομζτρων. 

 Η παραςκευι νανοδομθμζνων υλικϊν είναι πολφ ενδιαωζρουςα, κακϊσ απαιτεί τθν 

ανάπτυξθ ςυνκετικϊν τεχνικϊν υψθλισ ακρίβειασ με μεγάλθ επαναλθψιμότθτα. 

 Τα νανοδομθμζνα υλικά πρόκειται να βρουν πλικοσ εωαρμογϊν τα επόμενα χρόνια. 

Το αυξθμζνο επιςτθμονικό ενδιαωζρον για τθ νανοτεχνολογία και τισ νανοεπιςτιμεσ, το 

οποίο αποτυπϊνεται ςτισ πολυάρικμζσ εργαςίεσ αναςκόπθςθσ και βιβλία που ζχουν 

δθμοςιευτεί τα τελευταία χρόνια (ενδεικτικά: (Pagliaro 2010, Schmid 2010, Whitesides 2005)), 

προζρχεται από τισ μοναδικζσ ιδιότθτεσ των νανοδομθμζνων υλικϊν. Τα νανοχλικά επιδεικνφουν 

εξαιρετικζσ θλεκτρονικζσ, μθχανικζσ, οπτικζσ και μαγνθτικζσ ιδιότθτεσ, οι οποίεσ είναι ςθμαντικά 

διαωοροποιθμζνεσ από τισ αντίςτοιχεσ των μακροςκοπικϊν υλικϊν (Kuchibhatla et al. 2007, 

Whitesides 2005). Η διαωοροποίθςθ αυτι μπορεί να αποδοκεί ςτισ διαςτάςεισ των υλικϊν 

αυτϊν, ςφμωωνα με τθ κεωρία του κβαντικοφ περιοριςμοφ (Kuchibhatla et al. 2007).  

Μζςα ςτθν τελευταία δεκαετία τα νανοδομθμζνα υλικά ζχουν βρει πολλζσ εωαρμογζσ ςε 

διάωορα επιςτθμονικά πεδία, επιβεβαιϊνοντασ τθ ςπουδαιότθτά τουσ. Διάωοροι τφποι 

νανοχλικϊν ζχουν αναπτυχκεί και ζχουν βρει εωαρμογι ςε πεδία όπωσ θ Ηλεκτρονικι, θ 

Φαρμακευτικι, θ Ιατρικι, θ Φυςικι, θ Βιολογία, θ Γεωργία, θ Τεχνολογία τροωίμων και θ 

Βιοτεχνολογία. Στον πίνακα 6 παρουςιάηονται οριςμζνεσ εωαρμογζσ νανοδομθμζνων υλικϊν που 

ζχουν προτακεί ζωσ ςιμερα. Σθμαντικό ενδιαωζρον παρουςιάηει ο τομζασ τθσ 

νανοβιοτεχνολογίασ, ο ςυγκεραςμόσ δθλαδι τθσ βιοτεχνολογίασ με τθ νανοτεχνολογία, πεδίο το 
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οποίο απαςχόλθςε τθν παροφςα διατριβι κακϊσ μελετικθκε θ δομι και θ λειτουργία ενηφμων 

ςε οργανωμζνεσ νανοδομζσ (υδατικζσ νανοδιαςπορζσ και νανοδομθμζνα υλικά). 

Πίνακασ 6: Εωαρμογζσ νανοδομθμζνων υλικϊν. 

Νανοδομθμζνο υλικό Εφαρμογι Αναφορά 

Νανοςωλινεσ 

άνκρακα 

Βιοϊατρικζσ εωαρμογζσ (Ji et al. 2010) 

Εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ (Ravelo-Pé         . 2010) 

 Ηλεκτροχθμεία (Fujigaya et al. 2010) 

 Αποκατάςταςθ υδάτων (Upadhyayula et al. 2009) 

 Χοριγθςθ ωαρμάκων (Foldvari and Bagonluri 2008) 

Νανοςωματίδια Ηλεκτρονικοί και οπτικοί αιςκθτιρεσ (Shipway et al. 2000) 

 Χοριγθςθ ωαρμάκων, βιοαιςκθτιρεσ (Brayner 2006) 

 Εκχφλιςθ ςτερεισ ωάςθσ (Ding et al. 2010) 

 Φωτοβολταϊκά και κυψζλεσ καυςίμων (Pauliac-Vaujour et al. 2011) 

Φουλερζνια Βιοϊατρικζσ εωαρμογζσ (Bosi et al. 2003) 

 Ηλεκτρονικά κυκλϊματα (Babu et al. 2010) 

Γραωζνιο Ηλεκτρονικά κυκλϊματα (Ghosh et al. 2008) 

 Κυψζλεσ καυςίμων (Liang et al. 2009) 

4.2 Νανοώλικϊ βαςιςμϋνα ςτον ϊνθρακα  

Τα νανοχλικά που βαςίηονται ςτον άνκρακα ζχουν προςελκφςει το επιςτθμονικό 

ενδιαωζρον τα τελευταία χρόνια, λόγω των ιδιοτιτων του άνκρακα. Ο άνκρακασ είναι από τα πιο 

μεταβλθτά ςτοιχεία του περιοδικοφ πίνακα, όςον αωορά τον αρικμό, τον τφπο και τθν ιςχφ των 

δεςμϊν που μπορεί να ςυνάψει. Το πλικοσ των δεςμϊν που ςυνάπτει και οι αντίςτοιχεσ 

γεωμετρίεσ των δεςμϊν κακιςτοφν ικανι τθν φπαρξθ δομικϊν ιςομερϊν, ςτερεοϊςομερϊν και 

εναντιομερϊν. Αυτά βρίςκονται ςε μεγάλεσ, ςφνκετεσ και ποικίλεσ δομζσ, το οποίο οδθγεί ςτθν 

αςτείρευτθ ποικιλότθτα των οργανικϊν μορίων (Hennrich et al. 2006). 

Οι ιδιότθτεσ του άνκρακα απορρζουν από τθ διάταξθσ των θλεκτρονίων γφρω από τον 

πυρινα του ατόμου. Υπάρχουν 6 θλεκτρόνια ςτο άτομο του άνκρακα, κατανεμθμζνα κατά ηεφγθ 

ςτα τροχιακά 1s, 2s και 2p. Ο άνκρακασ μπορεί να ςυνάψει ζωσ 4 δεςμοφσ, ςτουσ οποίουσ 

δεςμοφσ μποροφν να ςυμμετζχουν τα θλεκτρόνια ςκζνουσ από τα τροχιακά 2s και 2p. Οι 

ομοιοπολικοί δεςμοί ςχθματίηονται από διζγερςθ των 2s θλεκτρονίων ςε 2p τροχιακά, 

δθμιουργϊντασ υβριδικά τροχιακά. Ανάλογα με το πόςα p τροχιακά εμπλζκονται, παράγονται τα 

sp1, sp2 και sp3 υβριδικά τροχιακά. Ο υβριδιςμόσ sp3 είναι υπεφκυνοσ για τθν τετραεδρικι 

διαμόρωωςθ των δεςμϊν (Hennrich et al. 2006). 
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Ο άνκρακασ μπορεί υπάρξει ςε τρεισ αλλότροπεσ μορωζσ: διαμάντι, γραωίτθσ και 

ωουλερζνια (Hennrich et al. 2006, Mostofizadeh et al. 2011). Η γεωμετρία των ςυγκεκριμζνων 

υλικϊν είναι εντυπωςιακι, κακϊσ το ίδιο άτομο μπορεί να δθμιουργιςει υλικά που ζχουν από 0 

ζωσ 3 διαςτάςεισ. Οι τυπικζσ δομζσ των υλικϊν αυτϊν παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 12. 

 
Εικόνα 12: Τα αλλότροπα του άνκρακα (Ι) Διαμάντι, (ΙΙ) ωουλερζνιο C60, (ΙΙΙ) γραωίτθσ, (ΙV) νανοςωλινασ 

άνκρακα (ανικει ςτα ωουλερζνια). 

Ο άνκρακασ ςτο διαμάντι ζχει sp3 υβριδιςμό και κάκε άτομο αναπτφςςει δεςμοφσ με άλλα 

4 άτομα άνκρακα ςε τετραεδρικι μορωι. Η κρυςταλλικι αυτι τριςδιάςτατθ δομι δίνει ςτο 

διαμάντι τθν υψθλι μθχανικι αντοχι του και τθν εκπλθκτικι κερμικι αγωγιμότθτα του. Ο 

υβριδιςμόσ sp3 των ατόμων άνκρακα είναι υπεφκυνοσ για τθ ςυμπεριωορά του υλικοφ ωσ 

μονωτισ, αλλά και για τθ διαφγεια του (Hennrich et al. 2006). 

Ο γραωίτθσ αποτελείται από επίπεδα ωφλλα sp2 υβριδιςμζνων ατόμων άνκρακα, τα οποία 

δθμιουργοφν δεςμοφσ με τα γειτονικά τουσ ςε ζνα εξαγωνικό δίκτυο, ςαν μία κυψζλθ. Η 

διαμόρωωςθ του αυτι τον κατατάςςει ςτα υλικά δφο διαςτάςεων. Η διαωορετικι γεωμετρία 

από το διαμάντι κακιςτά το γραωίτθ μαλακό, αςτακι, αδιαωανι και αγϊγιμο. Αντίκετα με τθ 

δομι ςτο διαμάντι, κάκε άτομο άνκρακα δθμιουργεί δεςμοφσ με μόνο τρία γειτονικά άτομα 

άνκρακα. Τα θλεκτρόνια μποροφν ελεφκερα να μετακινθκοφν από ζνα p τροχιακό που δεν ζχει 

υβριδοποιθκεί ςε ζνα άλλο, δθμιουργϊντασ ζτςι ζνα δίκτυο μθ εντοπιςμζνων π-δεςμϊν. Αυτό το 

απεντοπιςμζνο δίκτυο π-δεςμϊν είναι υπεφκυνο και για τθν αγωγιμότθτα του γραωίτθ. Τα 

τελευταία χρόνια προςζλκυςε το ερευνθτικό ενδιαωζρον λόγω του ότι αποτελεί ζνα πρόδρομο 

μόριο για τθ παραγωγι αυτόνομων ωφλλων γραωενίου (Park and Ruoff 2009, Tung et al. 2009). 

Τα ωουλερζνια είναι το τρίτο αλλότροπο του άνκρακα και θ διαωορά τουσ από το γραωίτθ 

ζγκειται ςτθ διαωορετικι γεωμετρία των ατόμων του άνκρακα. Ενϊ το γραωζνιο αποτελείται 

από ζνα πλζγμα ανκράκων ςε sp2 υβριδιςμό ςτο επίπεδο, ςτα ωουλερζνια το πλζγμα 

οργανϊνεται ςε ςωαιρικι ι κυλινδρικι διάταξθ. Τα ωουλερζνια, λόγω τθσ γεωμετρίασ τουσ 

κατατάςςονται ωσ υλικά μθδενικισ διάςταςθσ (ι ςθμείου) ι ωσ μίασ διάςταςθσ. Η διαωορά ςτθ 

γεωμετρία τουσ οδθγεί και ςτισ διαωορζσ των ιδιοτιτων τουσ, όπωσ κα αναωερκεί και ςτθν 

ενότθτα 4.4 (Bosi et al. 2003, Hennrich et al. 2006). Οι νανοςωλινεσ άνκρακα, υλικά τα οποία 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι, είναι υποκατθγορία των ωουλερενίων. 
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Τα ωουλερζνια ανακαλφωκθκαν το 1985 από τον Smalley και του ςυνεργάτεσ του (Kroto et 

al. 1985). Ζκτοτε υπιρξαν εργαςίεσ που πρότειναν τθν φπαρξθ κυλινδρικϊν ωουλερενίων, αλλά 

μόλισ το 1991 ιρκε θ πειραματικι επιβεβαίωςθ, όταν ο Iijima παρουςίαςε τισ πρϊτεσ εικόνεσ 

νανοςωλινων άνκρακα πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (2-20 ςτρωμάτων) από μικροςκόπιο διζλευςθσ 

θλεκτρονίων (Iijima 1991). Δφο χρόνια αργότερα απομονϊκθκαν και νανοςωλινεσ άνκρακα 

μονοφ τοιχϊματοσ (Bethune et al. 1993, Iijima and Ichihashi 1993). Είναι ενδιαωζρον να 

ςθμειωκεί πωσ αν και θ ανακάλυψθ των νανοςωλινων άνκρακα ζχει αποδοκεί ςτον Iijima, θ 

πρϊτθ αναωορά ςτθ βιβλιογραωία ζγινε το 1960 από τον Bacon, o οποίοσ παρατιρθςε 

κυλινδρικζσ δομζσ ςε ίνεσ άνκρακα μζςω θλεκτρονικισ μικροςκοπίασ ςάρωςθσ, τισ οποίεσ τισ 

απζδωςε ςε δομζσ παπφρου (Bacon 1960).  

Οι νανοςωλινεσ άνκρακα (carbon nanotubes, CNTs) αποτελοφν μία ςχετικά νζα κατθγορία 

νανοχλικϊν που ζχουν προςελκφςει ςθμαντικό ενδιαωζρον λόγω των θλεκτρονικϊν, μθχανικϊν, 

οπτικϊν και μαγνθτικϊν τουσ ιδιοτιτων (Ajayan and Tour 2007, W            . 1998). Οι 

νανοςωλινεσ άνκρακα αποτελοφνται είτε από ζνα κυλινδρικό ωφλλο γραωενίου (μονοφ 

τοιχϊματοσ), είτε από πολλά ωφλλα ςε ομόκεντρθ διάταξθ (πολλαπλοφ τοιχϊματοσ), όπωσ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 13. Οι νανοςωλινεσ μποροφν να παραςκευαςτοφν ζχοντασ διάμετρο 

ζωσ 100 nm, ενϊ μποροφν να επεκτακοφν ζωσ και μερικά εκατοςτά ςε μικοσ (Capek 2009). Οι 

άκρεσ τουσ μπορεί να είναι κλειςτζσ από δομζσ που μοιάηουν με ωουλερζνια (Dyke and Tour 

2006) , είτε να είναι ανοιχτζσ ϊςτε το εςωτερικό να είναι προςβάςιμο ςε μικρότερα μόρια 

(Chamberlain et al. 2010, Tasis et al. 2006). Αν και ζχουν αναπτυχκεί διάωορεσ τεχνικζσ 

παραγωγισ νανοςωλινων, θ πιο ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενθ τεχνικι είναι θ καταλυτικι χθμικι 

απόκεςθ από ατμό, λόγω τθσ ευκολίασ τθσ, των ιπιων ςυνκθκϊν που απαιτοφνται αλλά και τθσ 

κακαρότθτασ του τελικοφ προϊόντοσ (Baddour and Briens 2005, Kumar and Ando 2010).  

Εικόνα 13: Νανοςωλινεσ άνκρακα μονοφ (Ι-ΙΙΙ) και πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (IV). Η διαωορετικι αναδίπλωςθ 

του ωφλλου γραωενίου ςτουσ νανοςωλινεσ μονοφ τοιχϊματοσ οδθγεί ςε δομι ανάκλιντρου (Ι), ηιγκ-ηαγκ 

(ΙΙ) και χειρόμορωουσ νανοςωλινεσ (ΙΙΙ). 

I II III 

IV 
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Οι νανοςωλινεσ μονοφ τοιχϊματοσ παρουςιάηουν τθν απλοφςτερθ γεωμετρία μεταξφ των 

νανοςωλινων και ζχουν παρατθρθκεί να ζχουν διαμζτρουσ από 0.4 ζωσ 3 nm. Οι δεςμοί μεταξφ 

ατόμων άνκρακα ζχουν μικοσ 0.14 nm, μικρότερο ακόμα και από τουσ δεςμοφσ ςτο διαμάντι, 

κάτι που ευκφνεται για τθν υψθλι μθχανικι τουσ αντοχι (Bonard et al. 2001). Το ωφλλο του 

γραωενίου μπορεί να τυλιχκεί με διάωορουσ τρόπουσ πάνω ςτον άξονα ςυμμετρίασ, παράγοντασ 

νανοςωλινεσ ςε δομι ανακλίντρου ι ηιγκ-ηαγκ (εικόνα 13Ι και εικόνα13ΙΙ αντίςτοιχα). Αν θ 

αναδίπλωςθ γίνει ςε κατεφκυνςθ διαωορετικι από τον άξονα ςυμμετρίασ, παράγονται 

χειρόμορωοι νανοςωλινεσ (εικόνα 13ΙΙΙ). Αυτό το χαρακτθριςτικό είναι ςθμαντικό για τισ 

ιδιότθτεσ του νανοςωλινα που παράγεται, κακϊσ και μόνο θ διαωορετικι αναδίπλωςθ μπορεί 

να κάνει τουσ νανοςωλινεσ να λειτουργοφν ωσ μζταλλα ι ωσ θμιαγωγοί. 

Οι νανοςωλινεσ πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (εικόνα 13IV) ζχουν διάμετρο ζωσ και 100 nm, 

ενϊ ςυνικωσ αποτελοφνται από 2 ζωσ 20 ωφλλα. Η απόςταςθ μεταξφ των ωφλλων είναι 0.34-

0.36 nm, το οποίο είναι και θ απόςταςθ μεταξφ των διαωορετικϊν ωφλλων ςτο γραωίτθ (Capek 

2009). Λόγω τθσ γεωμετρίασ τουσ, δεν μποροφν να ςχθματιςτοφν νανοςωλινεσ άνκρακα 

πολλαπλοφ τοιχϊματοσ με διαμόρωωςθ ηιγκ-ηαγκ, παρά μόνο με δομι ανάκλιντρου ι άλλθ 

χειρόμορωθ μορωι (Kuchibhatla et al. 2007). 

4.3 Ομοιοπολικό τροποπούηςη νανοδομημϋνων υλικϐν 

Η τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ των νανοδομθμζνων υλικϊν είναι μία ευρζωσ 

χρθςιμοποιοφμενθ τεχνικι για τθν παραςκευι νανοχλικϊν με επικυμθτζσ ιδιότθτεσ. Η τεχνικι 

αυτι ςυνζβαλε ςθμαντικά ςτθν αξιοποίθςθ των υλικϊν αυτϊν, λόγω των νζων ιδιοτιτων που 

τουσ προςδίδει. Η τροποποίθςθ μπορεί να γίνει είτε με ομοιοπολικό δεςμό, είτε μθ ομοιοπολικά. 

Η μθ ομοιοπολικι τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν είναι μια ιπια μζκοδοσ 

τροποποίθςθσ τθσ χθμείασ τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν που βαςίηεται ςε υδρόωοβεσ, 

θλεκτροςτατικζσ ι van der Waals αλλθλεπιδράςεισ (            M   í  2010). Συνικωσ δεν 

επθρεάηει τισ ιδιότθτεσ του νανοχλικοφ, αλλά είναι ευαίςκθτθ ςε αλλαγζσ του περιβάλλοντοσ. Η 

χθμικι ομοιοπολικι τροποποίθςθ βρικε ευρεία εωαρμογι ςτα νανοχλικά που είναι βαςιςμζνα 

ςτον άνκρακα, κακϊσ θ δομι των ςυγκεκριμζνων νανοχλικϊν δεν διαταράςςεται από τθ χθμικι 

τροποποίθςθ, λόγω του ιςχυροφ δεςμοφ που αναπτφςςεται μεταξφ ατόμων άνκρακα (Dyke and 

Tour 2006). Η ομοιοπολικι τροποποίθςθ εκμεταλλεφεται τουσ διπλοφσ δεςμοφσ ςτθν επιωάνεια 

αυτϊν των υλικϊν, προςβάλλοντασ τουσ και δθμιουργϊντασ ομοιοπολικοφσ δεςμοφσ με τα 

ςυγκεκριμζνα άτομα άνκρακα τθσ επιωάνειασ. Τα άτομα αυτά μεταπίπτουν από sp2 ςε sp3 

υβριδιςμό, κάτι το οποίο διαταράςςει τθν ομοιογζνεια τθσ επιωάνειασ των υλικϊν, και ςυνεπϊσ 

ςυγκεκριμζνεσ ιδιότθτεσ όπωσ θ αγωγιμότθτα και θ μθχανικι αντοχι (            M   í  2010). 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν τροποποιθμζνα νανοχλικά που παριχκθςαν με 

χθμικι ομοιοπολικι τροποποίθςθ και για αυτό το λόγο κα γίνει εκτενζςτερθ αναωορά ςτθ 

ςυγκεκριμζνθ τεχνικι με οριςμζνα ενδεικτικά παραδείγματα. 
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Ζνα ςθμαντικό εμπόδιο ςτθν αξιοποίθςθ των νανοδομθμζνων υλικϊν με βάςθ τον 

άνκρακα είναι θ χαμθλι διαλυτοποίθςθ των ςυγκεκριμζνων υλικϊν ςε διάωορα υδατικά ι 

οργανικά ςυςτιματα. Τα νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα είναι αρκετά υδρόωοβα και δεν 

μποροφν να διαλυτοποιθκοφν ςε υδατικά ςυςτιματα και ςε αρκετά οργανικά μζςα. Η χθμικι 

οξείδωςθ των ςυγκεκριμζνων υλικϊν με ανόργανα οξζα ειςαγάγει άτομα οξυγόνου ςτθν 

επιωάνεια τουσ με τθ μορωι υδροξυ-, καρβοξυ- και εποξυ- ομάδων, τα οποία υποβοθκοφν τθ 

διαλυτοποίθςθ τουσ ςε υδατικά ςυςτιματα. Η ςυγκεκριμζνθ τροποποίθςθ ζχει βρει εωαρμογι 

τόςο ςε νανοςωλινεσ άνκρακα (Asuri et al. 2007, Asuri et al. 2006a, Capek 2009), όςο και ςε 

γραωίτθ, όπου και παράγονται μεμονωμζνα ωφλλα οξειδίου του γραωενίου (Bourlinos et al. 

2003, Zhang et al. 2010b). Η διαςπορά των νανοχλικϊν μπορεί να υποβοθκθκεί και με άλλεσ 

τεχνικζσ ομοιοπολικισ τροποποίθςθσ. Για παράδειγμα, ο Γεωργακίλασ και οι ςυνεργάτεσ του 

ειςιγαγαν ωαινολικζσ ομάδεσ ςτθν επιωάνεια νανοςωλινων για να αυξιςουν τθ διαλυτότθτα 

τουσ ςε πολικοφσ διαλφτεσ (Georgakilas et al. 2008). 

Ρζρα από το πρόβλθμα τθσ διαλυτοποίθςθσ, τα νανοχλικά βαςιςμζνα ςε άνκρακα δεν 

παρουςιάηουν λειτουργικζσ ομάδεσ ςτθν επιωάνεια τουσ και ο μόνοσ τρόποσ να 

αλλθλεπιδράςουν τα ςυγκεκριμζνα υλικά με άλλα μόρια είναι μζςω των απεντοπιςμζνων π-

δεςμϊν (Tasis et al. 2006). Η ομοιοπολικι τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν 

αναπτφχκθκε ζτςι ϊςτε να δθμιουργιςει ςυγκεκριμζνεσ ομάδεσ ςτθν επιωάνεια του υλικοφ, ζτςι 

ϊςτε να κακίςτανται εωικτζσ ςυγκεκριμζνεσ αντιδράςεισ και αλλθλεπιδράςεισ. Δφο προςεγγίςεισ 

αναπτφχκθκαν για τθν ομοιοπολικι τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν που 

βαςίηονται ςε άνκρακα: (α) δζςμευςθ ςτουσ διπλοφσ δεςμοφσ τθσ επιωάνειασ του νανοχλικοφ, 

(β) οξείδωςθ του υλικοφ για τθν παραγωγι καρβοξυλομάδων ςτθν επιωάνεια και προςκικθ των 

ομάδων ςτοχευμζνα ςε αυτζσ τισ κζςεισ (Hauke and Hirsch 2010, Tasis et al. 2006). Η χθμικι 

τροποποίθςθ ζχει γνωρίςει ευρεία εωαρμογι, προςκζτοντασ ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν 

διάωορεσ λειτουργικζσ ομάδεσ, όπωσ αμινομάδεσ, αλκυλομάδεσ, αλογόνα, και κυκλικοί 

υδρογονάνκρακεσ, ανάλογα με τισ εωαρμογζσ για τισ οποίεσ προορίηονται (Dyke and Tour 2006, 

Tasis et al. 2006).  

Η βιοςυμβατότθτα των νανοχλικϊν που βαςίηονται ςε άνκρακα είναι χαμθλι, ζνα γεγονόσ 

που επθρεάηει ςθμαντικά τθν εωαρμογι αυτϊν των υλικϊν ςε βιολογικζσ εωαρμογζσ 

(Kuchibhatla et al. 2007, Shim et al. 2002). Τα υλικά αυτά, όπωσ και άλλα νανοςωματίδια, 

παρουςιάηουν υψθλι τοξικότθτα ςε κυτταρικζσ ςειρζσ ι μικροοργανιςμοφσ (Karakoti et al. 2006, 

Sohaebuddin et al. 2010), θ οποία ςυνικωσ οωείλεται ςτθν υδρόωοβθ ωφςθ αυτϊν των 

ςωματιδίων και ςτθ μθ διαλυτοποίθςθ τουσ ςε υδατικά μζςα (Bianco et al. 2005). 

Χαρακτθριςτικά όπωσ το μζγεκοσ των νανοχλικϊν, θ ενεργι επιωάνεια τουσ και θ χθμεία τθσ 

επιωάνειασ τουσ (λειτουργικζσ ομάδεσ, ωορτίο κ.ά.) επθρεάηουν ςθμαντικά τθν τοξικότθτα 

αυτϊν των υλικϊν (Karakoti et al. 2006). Είναι ενδιαωζρον να ςθμειωκεί ότι οι νανοςωλινεσ 

πολλαπλοφ τοιχϊματοσ παρουςιάηουν χαμθλότερθ κυτταροτοξικότθτα από τουσ νανοςωλινεσ 

μονοφ τοιχϊματοσ (Jia et al. 2005). Η τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ τουσ τα κακιςτά περιςςότερο 
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βιοςυμβατά και λιγότερο τοξικά, κακιςτϊντασ τα ζτςι κατάλλθλα για βιολογικζσ εωαρμογζσ 

(Bianco et al. 2005, Kuchibhatla et al. 2007, Shim et al. 2002). Σε μοριακό επίπεδο, θ τροποποίθςθ 

τθσ επιωάνειασ των υλικϊν ζχει χρθςιμοποιθκεί για τθν αναγνϊριςθ πρωτεϊνϊν και άλλων 

βιομορίων (Shim et al. 2002), αν και το ωαινόμενο είναι εξαρτϊμενο και από το μόριο μελζτθσ 

(π.χ. πρωτεΐνθ, νουκλεϊκό οξφ). 

Η ςθμαςία τθσ τροποποίθςθσ των νανοχλικϊν για τθν αξιοποίθςθ τουσ τονίηεται από τισ 

εωαρμογζσ που ζχουν βρει ιδθ τα παράγωγα των νανοδομθμζνων υλικϊν. Συγκεκριμζνα, ζωσ 

ςιμερα ζχει δθμιουργθκεί ζνα πλικοσ τροποποιθμζνων νανοχλικϊν με διαωορετικζσ 

λειτουργικζσ ομάδεσ ςτθν επιωάνεια τουσ, τα οποία ζχουν επιδείξει ελπιδοωόρεσ εωαρμογζσ ςτθ 

νανο-θλεκτρονικι (Thomas 2009), ςτθ βιολογία (Cirillo et al. 2011, Iancu et al. 2011), ςτθν 

κατάλυςθ (Lu and Liu 2009)ι ακόμα και για τθ ςφνκεςθ ςφνκετων υλικϊν (Mitchell et al. 2002). 

4.4 Ιδιότητεσ νανοώλικϐν με βϊςη τον ϊνθρακα 

Οι ιδιαίτερεσ ιδιότθτεσ των αλλότροπων του άνκρακα προςζλκυςαν το επιςτθμονικό 

ενδιαωζρον πολφ ςφντομα. Το 1992 μόλισ 6 εργαςίεσ δθμοςιεφτθκαν με τον όρο “carbon 

nanotubes” ενϊ το 2010 δθμοςιεφτθκαν πάνω από 8000 εργαςίεσ (ςτοιχεία Web of Science – 

ISI). Ακόμα πιο εντυπωςιακό είναι το γεγονόσ πωσ για μία τόςο πρόςωατθ ανακάλυψθ ιδθ 

δόκθκαν δφο βραβεία Νομπζλ: το Νομπζλ Χθμείασ του 1996 απονεμικθκε ςτον Smalley και τθν 

ομάδα του για τθν ανακάλυψθ των ωουλερενίων (Kroto et al. 1985), ενϊ το Νομπζλ Φυςικισ του 

2010 απονεμικθκε ςτουσ Geim και Novoselov για τθν ανακάλυψθ του γραωενίου (Geim and 

Novoselov 2007). Το ενδιαωζρον προσ τα ςυγκεκριμζνα υλικά προιλκε από τισ μοναδικζσ 

ιδιότθτεσ των ςυγκεκριμζνων υλικϊν, κακϊσ των πολυάρικμων εωαρμογϊν τουσ.  

Ππωσ αναωζρκθκε και νωρίτερα, ο sp2 υβριδιςμόσ του άνκρακα ςτο γραωίτθ και ςτουσ 

νανοςωλινεσ είναι υπεφκυνοσ για τθν αγωγιμότθτα αυτϊν των υλικϊν, λόγω των 

απεντοπιςμζνων π-δεςμϊν. Η θλεκτρονιακι ςυμπεριωορά των νανοχλικϊν όμωσ εξαρτάται 

ςθμαντικά από τθ δομι τουσ. Για παράδειγμα, δεν παρουςιάηουν όλοι οι νανοςωλινεσ άνκρακα 

μονοφ τοιχϊματοσ τθν ίδια ςυμπεριωορά, αλλά οι νανοςωλινεσ ςε διαμόρωωςθ ανακλίντρου 

ζχουν ςυμπεριωορά μετάλλου, ενϊ οι χειρόμορωοι νανοςωλινεσ θμιαγωγοφ (Capek 2009). 

Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι ο γραωίτθσ, από τον οποίο προζρχονται οι νανοςωλινεσ 

κατατάςςεται ςτα θμιμζταλλα (Hennrich et al. 2006), δθλαδι παρουςιάηει εντελϊσ διαωορετικι 

ςυμπεριωορά από τα παράγωγα του. Η τροποποίθςθ των πρωταρχικϊν υλικϊν με μεταλλικά 

ςωματίδια ι άτομα μπορεί να αυξιςει περαιτζρω τθν αγωγιμότθτα, ενϊ θ ομοιοπολικι 

τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν ςυνικωσ καταςτρζωει το πλζγμα των sp2 

υβριδιςμζνων ανκράκων και μειϊνει τθν αγωγιμότθτα.  

Ο δεςμόσ άνκρακα – άνκρακα είναι από τουσ ιςχυρότερουσ δεςμοφσ ςτθ ωφςθ. Η 

κανονικι διάταξθ των ατόμων άνκρακα ςτα νανοδομθμζνα υλικά είναι υπεφκυνθ για τθν 

αυξθμζνθ μθχανικι αντοχι που παρουςιάηουν. Οι νανοςωλινεσ άνκρακα παρουςιάηουν υψθλι 
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ακαμψία και αξονικι δφναμθ ςε ςχζςθ με άλλα νανοχλικά από άνκρακα, όπωσ οι νανοΐνεσ 

άνκρακα (Treacy et al. 1996). Οι νανοςωλινεσ άνκρακα μονοφ τοιχϊματοσ παρουςιάηουν 

μεγαλφτερθ αντοχι ςε εωελκυςμό, ενϊ ςτουσ νανοςωλινεσ πολλαπλοφ τοιχϊματοσ, θ αντοχι 

εξαρτάται από τθ διάμετρο. Συγκεκριμζνα, όςο μικρότερθ είναι θ διάμετροσ, τόςο πιο αυξθμζνθ 

είναι θ αντοχι του υλικοφ (De Heer 2002). Υπολογίςτθκε πωσ θ απόςταςθ μεταξφ δφο ατόμων 

άνκρακα ςε sp2 υβριδιςμό είναι 0.14 nm, μικρότερθ από αυτι που ςυναντάται ςτα διαμάντια. Η 

ιςχφσ αυτοφ του δεςμοφ είναι ακόμα μεγαλφτερθ από του δεςμοφ μεταξφ sp3 υβριδιςμζνων 

ατόμων άνκρακα, άρα αναμζνεται τα νανοχλικά αυτά να ζχουν μεγαλφτερθ μθχανικι αντοχι 

από το διαμάντι (Yu 2004). 

Μία από τισ ςθμαντικότερεσ ιδιότθτεσ των νανοχλικϊν αποτελεί θ αυξθμζνθ επιωάνεια 

ανά μονάδα όγκου. Η ςυγκεκριμζνθ ιδιότθτα των υλικϊν αυτϊν αξιοποιείται ςτθν περίπτωςθ τθσ 

ακινθτοποίθςθσ ενηφμων ςε αυτά τα υλικά. Η αυξθμζνθ επιωάνεια επιτρζπει ουςιαςτικά τθ 

διαςπορά των ενηυμικϊν μορίων ςε μοριακό επίπεδο, ενϊ ςυνδυάηει και τα πλεονεκτιματα τθσ 

ακινθτοποίθςθσ των ενηφμων όπωσ θ ςτακεροποίθςθ και θ ανάκτθςθ του βιοκαταλφτθ 

(Bornscheuer 2003, Gao and Kyratzis 2008, Kim et al. 2006a). Για να μπορζςει όμωσ να 

αξιοποιθκεί θ μεγάλθ επιωάνεια χρειάηεται να αυξθκεί θ διαλυτοποίθςθ των υλικϊν ςε υδατικά 

ςυςτιματα, είτε με τθ χριςθ χθμικισ ομοιοπολικισ τροποποίθςθσ, είτε με τθ χριςθ κάποιου 

επιωανειενεργοφ μορίου (Capek 2009). 

Πςον αωορά τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων, ςθμαντικό είναι και το πλικοσ των ομάδων ςτθν 

επιωάνεια των νανοχλικϊν. Από μελζτεσ που ζχουν γίνει, ζχει αποδειχκεί ότι οι νανοςωλινεσ 

πολλαπλοφ τοιχϊματοσ μποροφν να ωιλοξενιςουν ςτθν επιωάνεια τουσ μεγαλφτερο πλικοσ 

λειτουργικϊν ομάδων από ότι οι νανοςωλινεσ μονοφ τοιχϊματοσ (Bianco et al. 2005). Το 

ςυγκεκριμζνο χαρακτθριςτικό είναι ςθμαντικό κακϊσ οι προςπάκειεσ ομοιοπολικισ 

ακινθτοποίθςθσ των ενηφμων ςε αυτά τα νανοχλικά γίνονται ςε αυτζσ τισ κζςεισ και ςαωϊσ 

εξαρτϊνται από το πλικοσ των ομάδων.  

4.5 Ακινητοπούηςη ενζύμων ςε νανοώλικϊ βαςιςμϋνα ςε ϊνθρακα 

4.5.1 Προςεγγύςεισ ακινητοπούηςησ 

Τα βιματα προόδου που ςυντελζςτθκαν ςτθ δεκαετία του 1990 ςτον τομζα τθσ 

νανοτεχνολογίασ δεν άωθςαν ανεπθρζαςτθ τθ βιοτεχνολογία, και ςυγκεκριμζνα τον τομζα τθσ 

βιοκατάλυςθσ. Από τθ «ηφμωςθ» μεταξφ των δφο αυτϊν πεδίων προζκυψε θ νανοβιοκατάλυςθ, 

θ οποία αναωζρεται ςτθ χριςθ ενηφμων που ζχουν ακινθτοποιθκεί ςε νανοδομθμζνα υλικά (Kim 

et al. 2008). Αρχικά το ενδιαωζρον ωσ προσ τθ χριςθ νανοδομθμζνων υλικϊν εςτιάςτθκε ςτθν 

αυξθμζνθ ενεργι επιωάνεια τουσ, ζνα χαρακτθριςτικό των νανοχλικϊν που επιτρζπει τθν 

ακινθτοποίθςθ περιςςότερων ενηυμικϊν μορίων (ζωσ και 1.3 mg πρωτεΐνθσ ανά mg ωορζα) και 

ςυνεπάγεται αυξθμζνθ ενηυμικι δραςτικότθτα ανά μονάδα βάρουσ ςε ςχζςθ με τα ςυμβατικά 

υλικά (Asuri et al. 2007). Ραρόλα αυτά, τα νανοχλικά παρουςιάηουν και άλλα πλεονεκτιματα ωσ 
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ωορείσ ακινθτοποίθςθσ. Τα νανοδομθμζνα υλικά μποροφν να ςυντεκοφν με ςυγκεκριμζνεσ 

διαςτάςεισ, ιδιότθτεσ (π.χ. θλεκτρονικζσ ι μαγνθτικζσ) και λειτουργικζσ ομάδεσ, οπότε δεν κα 

ιταν άςτοχο να λεχκεί πωσ είναι μία κατθγορία υλικϊν ωτιαγμζνθ για να καλφψει κάκε ανάγκθ 

(tailor-made). Η ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτθν επιωάνεια των νανοδομθμζνων υλικϊν 

μειϊνει ςθμαντικά τα ωαινόμενα μεταωοράσ που μπορεί να παρατθροφνται ςτον εγκλωβιςμό 

των ενηφμων ςε άλλουσ ωορείσ, όπωσ τα οργανοπθκτϊματα, ενϊ ςυνικωσ αυξάνει τθ 

ςτακερότθτά τουσ (Du et al. 2007b, Lin et al. 2009). 

Οι πρϊτεσ εργαςίεσ νανοβιοκατάλυςθσ που δθμοςιεφτθκαν βαςίςτθκαν ςτθν 

ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοδομθμζνα υλικά με ωυςικι προςρόωθςθ ςτθν επιωάνεια των 

νανοχλικϊν ι ςτο εςωτερικό πορωδϊν υλικϊν. Η μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ζλαβε 

αναγνϊριςθ κακϊσ είναι ζνασ απλόσ τρόποσ ακινθτοποίθςθσ, ο οποίοσ δεν είναι επεμβατικόσ. Η 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ μπορεί να απενεργοποιιςει το ζνηυμο, ενϊ ςυνικωσ διαταράςςει 

τισ ιδιότθτεσ του υλικοφ (Gao and Kyratzis 2008). Στισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, θ μθ 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ αποδίδεται ςε αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν και νανοχλικϊν 

που βαςίηονται ςε θλεκτροςτατικζσ και υδρόωοβεσ δυνάμεισ ( óm        . 2005, Shim et al. 

2002). Οι θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν και νανοχλικϊν με βάςθ τον 

άνκρακα προζρχονται από τθν αλλθλεπίδραςθ των π θλεκτρονίων τθσ επιωάνειασ των υλικϊν με 

τα π θλεκτρόνια των αρωματικϊν δακτυλίων των αμινοξζων ςτθν επιωάνεια τθσ πρωτεΐνθσ (π-π 

ςτοίβαγμα). Ππωσ γίνεται κατανοθτό, θ ςυγκεκριμζνθ προςζγγιςθ προχποκζτει τθν φπαρξθ 

αρωματικϊν αμινοξζων ςτθν επιωάνεια τθσ πρωτεΐνθσ και το ςωςτό προςανατολιςμό τουσ. Ριο 

ευρεία αναγνϊριςθ ζλαβε θ κεωρία των υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων. Οι μθ τροποποιθμζνοι 

νανοςωλινεσ άνκρακα είναι υδρόωοβοι, όπωσ και τα υπόλοιπα αλλότροπα του άνκρακα, οπότε 

ςε ζνα υδατικό διάλυμα, οι υδρόωοβεσ περιοχζσ ςτθν επιωάνεια μιασ πρωτεΐνθσ αλλθλεπιδροφν 

με τθν επιωάνεια των ςυγκεκριμζνων νανοχλικϊν ϊςτε να μθν είναι εκτεκειμζνεσ ςτο υδατικό 

περιβάλλον (Gao and Kyratzis 2008). Ο Azamian και οι ςυνεργάτεσ του υποςτιριξαν με 

πειραματικά αποτελζςματα ότι θ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ πρωτεϊνϊν ςε νανοςωλινεσ 

μονοφ τοιχϊματοσ είναι ανεξάρτθτθ του ιςοθλεκτρικοφ ςθμείου τθσ πρωτεΐνθσ και ςυνεπϊσ δεν 

ςχετίηεται με θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ (Azamian et al. 2002). Σε κάκε περίπτωςθ, το 

πλικοσ των υδρόωοβων ι των αρωματικϊν αμινοξζων τθσ πρωτεΐνθσ δεν μπορεί να βοθκιςει 

ςτθν πρόβλεψθ των αλλθλεπιδράςεων που κα αναπτυχκοφν, λόγω τθσ αναδίπλωςθσ του 

πρωτεϊνικοφ μορίου (Matsuura et al. 2006).  

Η μθ ομοιοπολικι προςρόωθςθ των πρωτεϊνϊν είναι ζνα ενδιαωζρον ωαινόμενο, αλλά 

αντιπροςωπεφει ζνα ςχετικά τυχαίο και μθ ελεγχόμενο τρόπο ακινθτοποίθςθσ ενηφμων. 

Επιπλζον, κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ, το ζνηυμο βρίςκεται ςε μία ιςορροπία μεταξφ 

του ωορζα ακινθτοποίθςθσ και του διαλφματοσ. Αυτό ζχει ωσ ςυνζπεια τθ ςταδιακι απϊλεια 

μορίων του βιοκαταλφτθ από τθν επιωάνεια του νανοχλικοφ, ζνα ωαινόμενο το οποίο καλείται 

«πρωτεϊνικι διαρροι» (Gao and Kyratzis 2008). Για να αποωευχκεί θ διαρροι του ενηφμου, 

ομοιοπολικοί δεςμοί χρθςιμοποιικθκαν για να ακινθτοποιθκοφν τα πρωτεϊνικά μόρια ςτθν 
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επιωάνεια των νανοδομθμζνων υλικϊν, κάτι το οποίο οδθγεί ςε πιο ςτακερι και ςτοχευμζνθ 

ακινθτοποίθςθ. Είναι ενδεικτικό πωσ τα ζνηυμα τα οποία ακινθτοποιοφνται με ομοιοπολικό 

δεςμό παρουςιάηουν καλφτερθ ςτακερότθτα από τα μθ-ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνα (Asuri et 

al. 2007, Chen et al. 2009, Li et al. 2005b). Μία ςυνθκιςμζνθ μζκοδοσ για ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοδομθμζνα υλικά είναι θ χριςθ μορίων τα οποία δρουν ωσ 

γζωυρεσ μεταξφ των πρωτεϊνϊν και των ωορζων ακινθτοποίθςθσ. Ζνα τζτοιο μόριο, το οποίο ζχει 

χρθςιμοποιθκεί αρκετά με νανοχλικά βαςιςμζνα ςε άνκρακα, είναι το 1-αικυλο-3-(3-

διμεκυλαμινοπροπυλο) καρβοδιιμίδιο (EDC), το οποίο μπορεί να προςδζςει ομοιοπολικά 

πρωτεΐνεσ ςε νανοχλικά που ζχουν ςτθν επιωάνεια τουσ καρβοξυλομάδεσ (Gao and Kyratzis 

2008, Lin et al. 2004). Η αποτελεςματικότθτα τθσ ςυγκεκριμζνθσ διαδικαςίασ είναι υπό 

αμωιςβιτθςθ. Ο Azamian και οι ςυνεργάτεσ του ακινθτοποίθςαν πρωτεΐνεσ ςε νανοςωλινεσ 

μονοφ τοιχϊματοσ παρουςία και απουςία του EDC ςε διαλφματα υψθλισ αλατότθτασ και 

παρουςία επιωανειενεργϊν μορίων ϊςτε να μειωκεί θ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ (Azamian 

et al. 2002). Αν και αναμενόταν θ απόδοςθ τθσ ακινθτοποίθςθσ να είναι μεγαλφτερθ ςτο δείγμα 

με τον παράγοντα EDC, δεν υπιρξε ςτατιςτικά ςθμαντικι διαωοροποίθςθ, υποδεικνφοντασ ότι θ 

ακινθτοποίθςθ ςυμβαίνει κυρίωσ μθ ομοιοπολικά. Μία διαωορετικι προςζγγιςθ είναι θ χριςθ 

του 1-πυρενβουτυλεςτζρα του θλεκτριμίδιου ωσ μορίου γζωυρα (Chen et al. 2001). Η 

ςυγκεκριμζνθ τεχνικι βαςίηεται ςτο γεγονόσ ότι οι δακτφλιοι του πυρενίου αλλθλεπιδροφν 

ιςχυρά με τθν επιωάνεια των νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα μζςω π-π ςτοιβάγματοσ, ενϊ ο 

αμιδικόσ δεςμόσ μπορεί να προςβλθκεί από πρωτοταγείσ και δευτεροταγείσ αμίνεσ που 

υπάρχουν ςτθν επιωάνεια του ενηφμου. Το ζνηυμο δεςμεφεται ομοιοπολικά ςτο 1-

πυρενβουτυρικό οξφ, αλλά δεν είναι ομοιοπολικά δεςμευμζνο ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν. 

Ο ζλεγχοσ τθσ μθ ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ των πρωτεϊνϊν είναι ςθμαντικόσ ςτα 

πρωτόκολλα ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ. Υπάρχουν αρκετά μόρια τα οποία χρθςιμοποιοφνται 

για τθν προςταςία των επιωανειϊν από πρωτεΐνεσ με μθχανιςμοφσ όπωσ θ ςτερικι παρεμπόδιςθ 

– απϊκθςθ, ενυδάτωςθ και θ δόμθςθ του διαλφτθ γφρω από τθν επιωάνεια. Η 

πολυαικυλενογλυκόλθ (PEG) είναι ζνα από τα περιςςότερο χρθςιμοποιοφμενα μόρια για τθν 

αποωυγι μθ ομοιοπολικισ πρόςδεςθσ πρωτεϊνϊν (Lin et al. 2004, Shim et al. 2002), αν και 

υπάρχουν προβλιματα που ςχετίηονται με τθν προςρόωθςθ τθσ ςτθν επιωάνεια των 

νανοςωλινων, λόγω του υδρόωιλου χαρακτιρα τθσ (Foldvari and Bagonluri 2008). Σθμαντικι 

προσ αυτι τθν κατεφκυνςθ είναι και θ χριςθ επιωανειενεργϊν μορίων. Τα επιωανειενεργά 

μόρια καλφπτουν τθν επιωάνεια των νανοχλικϊν με τισ υδρόωοβεσ ουρζσ τουσ, κακιςτϊντασ τα 

πιο υδρόωιλα και αποτρζποντασ τθν ανάπτυξθ υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων με τα πρωτεϊνικά 

μόρια. Επιωανειενεργζσ ενϊςεισ που ζχουν χρθςιμοποιθκεί εκτενϊσ για αυτόν το λόγο είναι το 

CTAB (Wang et al. 2009), το Triton X-100 (Azamian et al. 2002, Shim et al. 2002) και το Tween 20 

(Chen et al. 2003). Ενδιαωζρον παρουςιάηει θ τροποποίθςθ νανοςωλινων άνκρακα με ζνα 

υβριδικό μόριο Tween 20 – βιοτίνθσ, θ οποία επζτρεψε ςτθ ςτρεπταβιδίνθ να ακινθτοποιθκεί 
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ςτουσ νανοςωλινεσ λόγω τθσ αναγνϊριςθσ τθσ βιοτίνθσ, αλλά προςτάτευςε τθν επιωάνεια των 

νανοςωλινων από τθν ακινθτοποίθςθ άλλων πρωτεϊνϊν (Chen et al. 2003).  

Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι αυτζσ οι δφο προςεγγίςεισ εςτιάηουν ςτισ υδρόωοβεσ 

αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ πρωτεϊνϊν και νανοχλικϊν κυρίωσ για δφο λόγουσ. Αωενόσ, όπωσ 

αναωζρκθκε και νωρίτερα, οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ είναι οι κφριεσ αλλθλεπιδράςεισ ςτισ 

οποίεσ βαςίηεται θ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ, αωετζρου, θ θλεκτρονιακι δομι των 

νανοχλικϊν άνκρακα καταςτρζωεται κατά τθν τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ του και ζτςι ο ρόλοσ 

των θλεκτροςτατικϊν αλλθλεπιδράςεων υποβακμίηεται ακόμα περιςςότερο. 

4.5.2 Εφαρμογϋσ ενζύμων ακινητοποιημϋνων ςε νανοώλικϊ με βϊςη τον ϊνθρακα 

Από τθν ανακάλυψι τουσ, οι νανοςωλινεσ άνκρακα μελετικθκαν εκτενϊσ, και ζγιναν 

ςθμαντικζσ μελζτεσ για τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων, με αποτζλεςμα τθν ανάπτυξθ διάωορων 

εωαρμογϊν. Ο γραωίτθσ, αν και ιταν γνωςτόσ πριν από τουσ νανοςωλινεσ άνκρακα, δεν ζτυχε 

αναγνϊριςθσ ζωσ πρόςωατα, όπου αποδείχκθκε πωσ είναι πρόδρομθ ζνωςθ από τθν οποία 

μποροφν να παραχκοφν εφκολα ωφλλα γραωενίου (Park and Ruoff 2009, Tung et al. 2009). Για 

αυτό το λόγο οι εωαρμογζσ που αναπτφχκθκαν ζωσ ςιμερα με γραωζνιο ι γραωίτθ είναι αρκετά 

περιοριςμζνεσ ςε ςχζςθ με αυτζσ που χρθςιμοποιοφν νανοςωλινεσ άνκρακα, αν και αναμζνεται 

να παρουςιάςουν ςθμαντικι αφξθςθ τα επόμενα χρόνια. 

Μεγάλο ποςοςτό των εωαρμογϊν που αναπτφχκθκαν με ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα ςε 

νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα αωορά τθν ανάπτυξθ βιοαιςκθτιρων. Η αγωγιμότθτα και 

γενικότερα θ καλι θλεκτρονιακι ςυμπεριωορά των ςυγκεκριμζνων νανοχλικϊν κακιςτά εωικτι 

τθ μεταωορά θλεκτρονίων από ζνα οξειδοαναγωγικό ζνηυμο ςε ζνα θλεκτρόδιο, ειδικά όταν το 

ενεργό κζντρο του ενηφμου βρίςκεται κοντά ςτθν επιωάνεια του νανοχλικοφ (A űí      . 2008). Οι 

βιοαιςκθτιρεσ που αναπτφχκθκαν με τζτοια υλικά ζχουν επιδείξει ικανοποιθτικι θλεκτρικι 

μετάδοςθ και ευαιςκθςία, χαρακτθριςτικά που είναι πολφ ςθμαντικά για εωαρμογι ςτα πεδία 

τθσ αναγνϊριςθσ αντιγόνων, ενηυμικά καταλυόμενων αντιδράςεων και υβριδιςμοφ DNA 

(Foldvari and Bagonluri 2008). Η ανάπτυξθ και εωαρμογι τζτοιων βιοαιςκθτιρων ζχει αναωερκεί 

εκτενϊσ ςε διάωορεσ εργαςίεσ αναςκόπθςθσ (A űí      . 2008, Arya et al. 2008, Shao et al. 2010, 

Y ñ  -S   ñ       . 2010). Ενδεικτικά, για το ςχεδιαςμό βιοαιςκθτιρων χολθςτερόλθσ ζχουν 

χρθςιμοποιθκεί διάωορα ζνηυμα όπωσ θ υπεροξειδάςθ τθσ ραωανίδασ, θ οξειδάςθ και θ 

εςτεράςθ τθσ χολθςτερόλθσ και το ωλαβοκυτόχρωμα P450scc (A űí      . 2008, Arya et al. 2008).  

Άλλθ μία πολλά υποςχόμενθ εωαρμογι των ενηφμων που ακινθτοποιοφνται ςε νανοχλικά 

με βάςθ τον άνκρακα είναι θ ανάπτυξθ κυψελϊν βιοκαυςίμων. Οι κυψζλεσ βιοκαυςίμων που 

βαςίηονται ςε ζνηυμα είναι μία πολλά υποςχόμενθ τεχνολογία θ οποία χρθςιμοποιεί βιομόρια ι 

και ολόκλθρα κφτταρα για τθ παραγωγι ενζργειασ (Kim et al. 2008, Kim et al. 2006b). Ζωσ 

ςιμερα θ πρακτικι τουσ εωαρμογι ζχει βρει ωσ εμπόδιο τθ χαμθλι ςτακερότθτα των ενηφμων 

και τθ χαμθλι πυκνότθτα ιςχφοσ των ςυγκεκριμζνων κυψελϊν. Οι αγϊγιμεσ ιδιότθτεσ των 
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νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα ςε ςυνδυαςμό με τθν αυξθμζνο ενηυμικό ωορτίο το οποίο 

μποροφν να ωιλοξενιςουν ςτθν επιωάνεια τουσ μποροφν να ςυνειςωζρουν ςτθν αφξθςθ τθσ 

πυκνότθτασ ιςχφοσ. Ραράλλθλα, θ ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςυνειςωζρει ςθμαντικά ςτθ 

ςτακεροποίθςθ τουσ (Du et al. 2007b, Kim et al. 2008, Kim et al. 2006b). 

Σθμαντικι πρόοδοσ ζχει γίνει και ςτον τομζα τθσ βιοϊατρικισ. Οι νανοςωλινεσ άνκρακα 

χρθςιμοποιοφνται ωσ ωορείσ για τθ μεταωορά και χοριγθςθ πεπτιδίων, νουκλεϊκϊν οξζων και 

ωαρμάκων, λόγω τθσ εγγενοφσ τουσ ιδιότθτασ να διαπερνοφν τισ κυτταρικζσ μεμβράνεσ (Bianco 

et al. 2005, Foldvari and Bagonluri 2008). Η ζρευνα τα τελευταία χρόνια ςτθν τροποποίθςθ τθσ 

επιωάνειασ τουσ για μείωςθ τθσ τοξικότθτασ τουσ και αποωυγι τθσ ανοςοαπόκριςθσ ζχει 

παρουςιάςει ενκαρρυντικά αποτελζςματα και ανοίγει το δρόμο για νζεσ εωαρμογζσ ςτον τομζα 

τθσ χοριγθςθσ ωαρμάκων μζςω νανοχλικϊν (Bianco et al. 2005). 

Ρζρα από αυτά τα τρία πεδία, θ ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοδομθμζνα υλικά με βάςθ 

τον άνκρακα ζχει οδθγιςει ςε πολλζσ ακόμα εωαρμογζσ ςτθ βιοκατάλυςθ, τθ βιοαποκατάςταςθ, 

τον κακαριςμό πρωτεϊνϊν και άλλουσ τομείσ. Στον πίνακα 7 παρουςιάηονται ενδεικτικά μερικζσ 

από τισ πιο ενδιαωζρουςεσ εωαρμογζσ ενηφμων ακινθτοποιθμζνων ςε νανοχλικά με βάςθ τον 

άνκρακα.  
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Πίνακασ 7: Εωαρμογζσ ενηφμων ακινθτοποιθμζνων ςε νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα. 

Νανοχλικό Τφποσ ενηφμου Εφαρμογι Αναφορά 

Γραωίτθσ Λακάςθ Ανιχνευτισ ωαινολικϊν (Portaccio et al. 2006) 

 Οξειδάςθ γλυκόηθσ Κυψζλεσ βιοκαυςίμων (Boland et al. 2009) 

 Ουρεάςθ Ανιχνευτισ ουρίασ (Pizzariello et al. 2001) 

Γραωζνιο Κυτόχρωμα C Ανιχνευτισ νιτρικϊν (Wu et al. 2010a) 

Λακάςθ Ανιχνευτισ οξυγόνου (Wu et al. 2010b) 

Οξειδάςθ γλυκόηθσ Ανιχνευτισ γλυκόηθσ (Wang et al. 2011) 

Οξειδάςθ χολθςτερόλθσ Ανιχνευτισ χολθςτερόλθσ (Dey and Raj 2010) 

Υπεροξειδάςθ Ανιχνευτισ καρκινικϊν δεικτϊν (Yang et al. 2010) 

Οξείδιο του 

γραωενίου 

Τυροςινάςθ Ανιχνευτισ ωαινολικϊν (Song et al. 2011) 

Υπεροξειδάςθ Βιοαποκατάςταςθ (Zhang et al. 2010a) 

Υπεροξειδάςθ Βιοκατάλυςθ (Zhang et al. 2010b) 

Νανοςωλινεσ 

άνκρακα 

Αλκοολικι δεχδρογονάςθ Αιςκθτιρασ αικανόλθσ (Liu and Cai 2007) 

Κυτόχρωμα C Κυψζλεσ βιοκαυςίμων (Yin et al. 2007) 

Κυτόχρωμα C Ανιχνευτισ H2O2 (Zhang and Zheng 2008) 

Κυτόχρωμα C Ανιχνευτισ νιτρικϊν (Chen et al. 2009) 

Λακάςθ Κυψζλεσ βιοκαυςίμων (Smolander et al. 2008) 

Λακάςθ Ανιχνευτισ οξυγόνου (Liu et al. 2006) 

Ξυλανάςθ Ρρωτεϊνικι αναδίπλωςθ (Shah and Gupta 2008) 

Υπεροξειδάςθ Ανιχνευτισ νιτρικϊν (Jiang et al. 2009) 

Οξειδωμζνοι 

νανοςωλινεσ 

άνκρακα 

β-Γλυκοςιδάςθ Βιοκατάλυςθ ( óm        . 2005) 

Λιπάςθ Βιοκατάλυςθ (Shi et al. 2007) 

Ουρεάςθ Ανιχνευτισ ουρίασ (Ahuja et al. 2011) 

ιβονουκλεάςθ Α Απομόνωςθ RNA (Yi et al. 2008) 

Φουλερζνια Κυτόχρωμα C Ηλεκτροχθμεία (D'Souza et al. 2005) 

 
Λιπάςθ 

Ανιχνευτισ ςτερεοϊςομερϊν 

αμινοξζων 
(Chen et al. 2007) 

 Οξειδάςθ γλυκόηθσ Ανιχνευτισ γλυκόηθσ (Chuang and Shih 2001) 

 Σαμπτιλυςίνθ Βιοκατάλυςθ (Nednoor et al. 2004) 
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5 Δομό ενζύμων ςε ςυςτόματα με οργανωμϋνεσ νανοδομϋσ 

5.1 Δομό πρωτεώνϐν 

Τα ζνηυμα είναι βιοπολυμερι, ςυνικωσ πρωτεϊνικισ ωφςεωσ9, τα οποία επιδεικνφουν 

καταλυτικι δράςθ λόγω τθσ οργανωμζνθσ δομισ τουσ. Η αναδίπλωςθ τθσ πολυπεπτιδικισ 

αλυςίδασ επιτελείται μζςα ςτα κφτταρα κατά τθν ζκωραςθ τθσ πρωτεΐνθσ, ενϊ θ διατιρθςθ 

αυτισ τθσ δομισ είναι πολφ ςθμαντικι για τθ καταλυτικι δραςτικότθτα των ενηφμων. Για να γίνει 

περιςςότερο κατανοθτό αυτό, κα πρζπει να αναλογιςτοφμε τον καταλυτικό μθχανιςμό των 

ενηφμων και τθ δομι του ενεργοφ κζντρου, όπωσ αυτά αναλφκθκαν για τισ υδρολάςεσ ςε 

προθγοφμενθ ενότθτα (παράγραωοσ 1.2). Αλλαγζσ ςτθ δομι των ενηφμων μποροφν να 

επιωζρουν αλλαγζσ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά (για παράδειγμα διαωορετικι εκλεκτικότθτα) 

ι, αν είναι αρκετά εκτεταμζνεσ, μπορεί να οδθγιςουν ςε πλιρθ απϊλεια τθσ δραςτικότθτασ του 

μορίου. Είναι προωανζσ λοιπόν ότι θ δομι των ενηφμων είναι άρρθκτα ςυνδεδεμζνθ με τθ 

λειτουργία τουσ, και για αυτό το λόγο θ ανάλυςθ τθσ δομισ των ενηφμων δεν είναι ζνα κζμα που 

απαςχολεί μόνο τθ βαςικι ζρευνα, αλλά και τθν εωαρμοςμζνθ. 

Οι πρωτεΐνεσ είναι πολυμερι L-αμινοξζων τα οποία διευκετοφνται ςε μία μθ 

διακλαδιςμζνθ πολυπεπτιδικι αλυςίδα. Τα αμινοξζα ςυνδζονται μεταξφ τουσ με ζναν πεπτιδικό 

(αμιδικό) δεςμό, ο οποίοσ αναπτφςςεται μεταξφ του καρβονυλικοφ άνκρακα και του αηϊτου τθσ 

αμινομάδασ δφο γειτονικϊν αμινοξζων. Η αντίδραςθ ςυμπφκνωςθσ για τθν παραγωγι ενόσ 

πεπτιδικοφ δεςμοφ παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 14. Η πρωτοταγισ δομι των πρωτεϊνϊν ορίηεται 

από τθν ακολουκία των αμινοξζων που αποτελοφν τθν πολυπεπτιδικι αλυςίδα, ξεκινϊντασ από 

το αμινοτελικό άκρο, κακϊσ και από τουσ διςουλωιδικοφσ δεςμοφσ που αναπτφςςονται μεταξφ 

καταλοίπων κυςτεΐνθσ. 

 

Εικόνα 14: Συμπφκνωςθ 2 αμινοξζων για τθ δθμιουργία ενόσ διπεπτιδίου. 

Η εκτεταμζνθ μορωι τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ δεν ευνοείται κερμοδυναμικά. Η 

αναδίπλωςθ των πρωτεϊνϊν είναι μία αυκόρμθτθ διαδικαςία που ζχει ωσ ςκοπό τθ μετάπτωςθ 

                                                           
9
 Στθν παροφςα διατριβι δεν χρθςιμοποιικθκαν ζνηυμα μθ πρωτεϊνικισ ωφςεωσ (π.χ. ριβοζνηυμα) και για 

αυτό το λόγο το κεωάλαιο εςτιάηεται ςτθν ανάλυςθ τθσ δομισ ενηφμων πρωτεϊνικισ ωφςεωσ. 
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τθσ πρωτεΐνθσ ςε ζνα χαμθλότερο ενεργειακό επίπεδο (van Holde et al. 2006). Είναι προωανζσ 

πωσ θ ενεργειακι κατάςταςθ τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ ςχετίηεται άμεςα με το περιβάλλον 

ςτο οποίο βρίςκεται. Για παράδειγμα, ςε ζνα υδατικό ςφςτθμα θ πρωτεΐνθ κα πρζπει να 

αναδιπλωκεί με τζτοιο τρόπο ζτςι ϊςτε να μειωκεί θ αλλθλεπίδραςθ των υδρόωοβων αμινοξζων 

με τα μόρια του νεροφ. Η κφρια δφναμθ που ωκεί τθν πρωτεΐνθ ςτθν αναδίπλωςθ τθσ είναι θ 

προςταςία των υδρόωοβων περιοχϊν τθσ και θ ελαχιςτοποίθςθ τθσ επαωισ τουσ με το νερό. Η 

αναδίπλωςθ γίνεται με δφο βαςικοφσ κανόνεσ: (α) οι δομζσ είναι όςο το δυνατόν πιο ςυμπαγείσ, 

ζτςι ϊςτε να μειωκεί θ υδρόωοβθ επιωάνεια που είναι εκτεκειμζνθ ςτο διαλφτθ (νερό), (β) οι 

«καμμζνεσ» ςτο εςωτερικό πολικζσ ομάδεσ δθμιουργοφν δεςμοφσ υδρογόνου μεταξφ τουσ ϊςτε 

να μθν αποςτακεροποιοφν τθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ εκ των ζςω (Fersht 1999).  

Τα ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ όπωσ θ α-ζλικα και οι β-πτυχωτζσ επιωάνειεσ  

(β-πτυχϊςεισ) είναι τοπικζσ διευκετιςεισ αμινοξζων ςτο χϊρο οι οποίεσ ςτακεροποιοφνται από 

δεςμοφσ υδρογόνου μεταξφ αμινοξικϊν καταλοίπων. Η οργανωμζνθ τουσ δομι προςανατολίηει 

τισ πλευρικζσ ομάδεσ των αμινοξζων προσ μία οριςμζνθ κατεφκυνςθ ζτςι ϊςτε να διευκολφνεται 

θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ τουσ. Γίνεται ςαωζσ ότι αυτι θ τοπικι οργάνωςθ τθσ πολυπεπτιδικισ 

αλυςίδασ υποβοθκά τθν πρωτεΐνθ ςτθ ςωςτι αναδίπλωςι τθσ ςτθ τριτοταγι και τεταρτοταγι 

δομι.  

 

Εικόνα 15: (Α) Οι γωνίεσ ω και ψ γφρω από τον άξονα τθσ πεπτιδικισ αλυςίδασ. (Β) Διάγραμμα 

Ramachandran. Με ςκοφρο γκρι ςθμειϊνονται οι επιτρεπτζσ περιοχζσ χωρίσ ςτερικι παρεμπόδιςθ και με 

ανοιχτό γκρι οι επιτρεπτζσ περιοχζσ με μικρι ςτερικι παρεμπόδιςθ. 

Σε μια αναδιπλωμζνθ πολυπεπτιδικι αλυςίδα, οι διαμορωϊςεισ που μποροφν να λάβουν 

τα αμινοξζα είναι ςυγκεκριμζνεσ. Υπάρχουν 2 βακμοί ελευκερίασ ςτον άξονα που ορίηεται από 

τθν πεπτιδικι αλυςίδα. Η γωνία που δθμιουργεί ο α-άνκρακασ με τον άνκρακα τθσ 

καρβοξυλομάδασ ονομάηεται ψ, ενϊ θ γωνία μεταξφ α-άνκρακα και αηϊτου ονομάηεται ω 

Α Β 
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(εικόνα 15Α). Το ηεφγοσ τιμϊν των γωνιϊν ω και ψ κακορίηουν τθ δομι του κάκε αμινοξζοσ και 

ςυνεπϊσ τθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ. Αν και οι γωνίεσ αυτζσ κεωρθτικά μποροφν να πάρουν τιμζσ 

από +180 ο ζωσ -180 ο, ςτερικζσ παρεμποδίςεισ λόγω των πλευρικϊν ομάδων επιτρζπουν 

οριςμζνουσ μόνο ςυνδυαςμοφσ τιμϊν. Τα επιτρεπόμενα ηεφγθ τιμϊν παρουςιάηονται ςτο 

διάγραμμα Ramachandran (εικόνα 15Β).  

Ππωσ ωαίνεται από το διάγραμμα Ramachandran, θ διαμόρωωςθ των αμινοξζων ζχει ωσ 

αποτζλεςμα ςυγκεκριμζνα ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ. Οι δεξιόςτροωεσ α-ζλικεσ και οι β-

πτυχωτζσ επιωάνειεσ είναι από τισ πιο ςτακερζσ δομζσ δευτεροταγοφσ, κακϊσ ςτθ ςυγκεκριμζνθ 

διαμόρωωςθ τα αμινοξζα δεν αντιμετωπίηουν ωαινόμενα ςτερικισ παρεμπόδιςθσ (Fersht 1999). 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ τετραεδρικι δομι των 4 διαωορετικϊν υποκαταςτατϊν των α-

ανκράκων τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ είναι υπεφκυνθ για τθν οπτικι ενεργότθτα των 

πρωτεϊνϊν, όπωσ κα αναλυκεί ςτθν επόμενθ παράγραωο. 

5.2 Υαςματοςκοπύα και δομό πρωτεώνϐν 

Ζωσ και ςιμερα θ μζκοδοσ που χρθςιμοποιείται κατά κόρον για τθν ανάλυςθ τθσ 

τριςδιάςτατθσ δομισ των πρωτεϊνϊν είναι θ κρυςταλλογραωία ακτινϊν Χ, ενϊ θ δομι οριςμζνων 

πρωτεϊνϊν ζχει αναλυκεί με τθ μζκοδο του πυρθνικοφ μαγνθτικοφ ςυντονιςμοφ. Οι τεχνικζσ 

αυτζσ ζχουν υψθλι ακρίβεια, ςυνικωσ μερικϊν Ångstr m, και μποροφν να δϊςουν πλθροωορίεσ 

για ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ ενδιαωζροντοσ (π.χ. για το ενεργό κζντρο του ενηφμου), κακϊσ και 

για τθ λειτουργικι ςθμαςία του κάκε αμινοξζοσ. Το μειονζκτθμα αυτϊν των τεχνικϊν είναι οι 

περιοριςμοί τουσ. Για να γίνει μελζτθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν με ακτίνεσ Χ είναι απαραίτθτθ θ 

κρυςτάλλωςθ των πρωτεϊνϊν, κάτι το οποίο απαιτεί ςθμαντικι ποςότθτα πρωτεΐνθσ, ενϊ θ 

κρυςτάλλωςθ γίνεται κάτω από οριςμζνεσ ςυνκικεσ, οι οποίεσ τισ περιςςότερεσ ωορζσ δεν είναι 

αυτζσ ςτισ οποίεσ το ζνηυμο παρουςιάηει τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα. Είναι πικανόν θ δομι του 

κρυςταλλωμζνου ενηφμου να διαωζρει από αυτι που ζχει ςε ζνα διάλυμα, ενϊ αρκετζσ 

πρωτεΐνεσ παρουςιάηουν δυςκολίεσ ςτθν κρυςτάλλωςι τουσ. Ο πυρθνικόσ μαγνθτικόσ 

ςυντονιςμόσ μπορεί να αποτυπϊςει τθ τριςδιάςτατθ δομι των ενηφμων ςε ζνα διάλυμα, αλλά οι 

πρωτεΐνεσ ενδιαωζροντοσ κα πρζπει να είναι μικρότερεσ από 30 KDa, κακϊσ ςε μεγαλφτερεσ 

πρωτεΐνεσ θ ποιότθτα τθσ ανάλυςθσ μειϊνεται (Clore and Gronenborn 1998). Δεν κα πρζπει να 

κεωρθκεί αμελθτζο το γεγονόσ ότι θ ανάλυςθ των δεδομζνων που εξάγονται από αυτζσ τισ 

τεχνικζσ είναι αρκετά χρονοβόρα. Συνικωσ χρειάηονται αρκετοί μινεσ για να αναλυκεί θ 

τριςδιάςτατθ δομι ενόσ ενηφμου ςε ζνα ςφςτθμα (Kelly and Price 2000).  

Για τθν εωαρμοςμζνθ βιοκατάλυςθ, όπου τα ζνηυμα μπορεί να βρεκοφν ςε ζνα ςφςτθμα 

αρκετά διαωορετικό από ζνα υδατικό διάλυμα, ι ακόμα και να ακινθτοποιθκοφν, οι 

ςυγκεκριμζνεσ τεχνικζσ δεν μποροφν να προςωζρουν αξιόλογεσ πλθροωορίεσ. Χαρακτθριςτικό 

παράδειγμα είναι το γεγονόσ πωσ θ εκλεκτικότθτα ωσ προσ τα υποςτρϊματα που προβλζπεται 

για κάποια ζνηυμα in silico μπορεί να διαψευςτεί ςε ζνα μθ ςυμβατικό ςφςτθμα (Katsoura et al. 

2009, Otto et al. 2000). Αυτό οωείλεται ςτισ δομικζσ αλλαγζσ ςτισ οποίεσ μπορεί να υπόκειται ζνα 
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ενηυμικό μόριο ςε ζνα διαωορετικό ςφςτθμα από αυτό ςτο οποίο ζγινε θ κρυςτάλλωςθ. Η 

ανάπτυξθ νζων μθ ςυμβατικϊν μζςων όπωσ τα ιοντικά υγρά και οι ευτεκτικοί διαλφτεσ 

τροωοδοτεί τθ βιοκατάλυςθ με νζα μζςα για τθν επίτευξθ ενηυμικά καταλυόμενων αντιδράςεων, 

με εντυπωςιακά αποτελζςματα ζωσ ςιμερα (Gorke et al. 2010, Kragl et al. 2002, Park and 

Kazlauskas 2003, Sheldon et al. 2002, van Rantwijk et al. 2003, van Rantwijk and Sheldon 2007). Η 

ενδιαωζρουςα καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα ςχετίηεται με τθ 

δομι τουσ, όμωσ οι τεχνικζσ που προαναωζρκθκαν δεν μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν 

ανάλυςθ τθσ δομισ των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα (Kelly et al. 2005). Στθν προκειμζνθ 

περίπτωςθ εωαρμόηονται τεχνικζσ χαμθλότερθσ διακριτικισ ικανότθτασ, οι οποίεσ μποροφν να 

εωαρμοςτοφν in situ, ςτα ςυςτιματα μελζτθσ ςτα οποία χρθςιμοποιοφνται τα ζνηυμα. Αρκετζσ 

από τισ τεχνικζσ αυτζσ βαςίηονται ςτθν οπτικι ενεργότθτα των πρωτεϊνϊν, κακϊσ θ τετραεδρικι 

δομι των 4 διαωορετικϊν υποκαταςτατϊν του α-άνκρακα, αλλά και διάωορεσ πλευρικζσ ομάδεσ 

κακιςτοφν τισ πρωτεΐνεσ οπτικά ενεργζσ.  

Το ωωσ είναι ζνα ταχφτατα ταλαντευόμενο θλεκτρομαγνθτικό κφμα, το οποίο αλλθλεπιδρά 

με τισ πρωτεΐνεσ και από αυτι τθν αλλθλεπίδραςθ μποροφν εξαχκοφν πλθροωορίεσ για τθ δομι 

βιολογικϊν μακρομορίων. Η οπτικι ωαςματοςκοπία καλφπτει ακτινοβολίεσ από το πζραν 

υπεριϊδεσ ζωσ το πζραν υπζρυκρο (150 nm - 25 μm). Η οπτικι ωαςματοςκοπία περιλαμβάνει 

τθν ακτινοβόλθςθ του δείγματοσ με θλεκτρομαγνθτικι ακτινοβολία, μζτρθςθ κάποιασ 

ωαςματικισ ιδιότθτασ όπωσ θ απορρόωθςθ, θ εκπομπι ι θ ςκζδαςθ και ανάλυςθ των 

ςυγκεκριμζνων δεδομζνων, θ οποία παρζχει πλθροωορίεσ για τθ δομι των πρωτεϊνϊν (Van 

Mierlo et al. 2000). Από τισ πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ είναι ο 

κυκλικόσ διχρωιςμόσ (Circular Dichroism - CD), θ ωαςματοςκοπία υπερφκρου (Fourier Transform 

Infrared – FTIR) και θ ωκοριςμομετρία. Οι ςυγκεκριμζνεσ τεχνικζσ χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ για 

τθν ανάλυςθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν in situ κακϊσ ζχουν μικρό χρόνο ανάλυςθσ και ανιχνεφουν 

αλλαγζσ ςτθ δομι τόςο ςτο δευτεροταγζσ επίπεδο, όςο και ςτο μικροπεριβάλλον ςυγκεκριμζνων 

αμινοξζων, όπωσ τα αρωματικά αμινοξζα (Ganesan et al. 2009).  

5.2.1 Υαςματοςκοπύα κυκλικού διχρωιςμού 

Μία ακτίνα γραμμικά πολωμζνου ωωτόσ μπορεί να αναλυκεί ςε δφο κυκλικά πολωμζνεσ 

ςυνιςτϊςεσ (μία αριςτερόςτροωθ και μία δεξιόςτροωθ) που ζχουν ίδιο μζτρο και βρίςκονται ςε 

ωάςθ (εικόνα 16Α). Πταν θ ςυγκεκριμζνθ ακτινοβολία περάςει από ζνα οπτικά ενεργό μόριο, θ 

κάκε ςυνιςτϊςα αλλθλεπιδρά με το μόριο με διαωορετικό τρόπο. Συγκεκριμζνα, το 

αριςτερόςτροωα και δεξιόςτροωα κυκλικά πολωμζνο ωωσ ταξιδεφουν με διαωορετικζσ 

ταχφτθτεσ μζςα από μία οπτικά ενεργι ζνωςθ, ζνα ωαινόμενο που καλείται οπτικι περιςτροωι, 

ενϊ ταυτόχρονα απορροωοφνται ςε διαωορετικό βακμό, ζνα ωαινόμενο το οποίο καλείται 

κυκλικόσ διχρωιςμόσ. Η διαωορετικι μοριακι απορροωθτικότθτα ςτισ δφο ςυνιςτϊςεσ τθσ 

επίπεδα πολωμζνθσ ακτινοβολίασ ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν ελλειπτικι πόλωςθ τθσ ακτινοβολίασ 
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(εικόνα 16Β), θ οποία καταγράωεται ςτον ανιχνευτι ωσ ελλειπτικότθτα (ςε χιλιοςτά τθσ μοίρασ) 

ςυναρτιςει του μικουσ κφματοσ τθσ ακτινοβολίασ (Berova et al. 2007). 

 

Εικόνα 16: (Α) Ανάλυςθ μίασ επίπεδα πολωμζνθσ ακτινοβολίασ ςτθ δεξιόςτροωθ και αριςτερόςτροωθ 

ςυνιςτϊςα τθσ. (Β) Ελλειπτικι πόλωςθ ακτινοβολίασ (van Mierlo et al. 2000). 

Η ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ είναι μια τεχνικι που χρθςιμοποιείται ευρζωσ για 

τθν ανάλυςθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν που βρίςκονται ςε διάλυμα ι ςε ωιλμ. Πλα τα αμινοξζα 

πζραν τθσ γλυκίνθσ είναι οπτικά ενεργά λόγω τθσ αςυμμετρίασ τουσ. Ρζρα από τον πεπτιδικό 

δεςμό, ο οποίοσ λογίηεται ωσ χρωμοωόρα ομάδα ςτο πζραν υπεριϊδεσ, θ οπτικι ενεργότθτα των 

πρωτεϊνϊν προκφπτει και από τα αρωματικά τουσ αμινοξζα, ι ακόμα και από προςκετικζσ 

ομάδεσ, όπωσ θ αίμθ. Ζτςι, ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ είναι ευαίςκθτοσ τόςο ςτθ δευτεροταγι δομι 

των πρωτεϊνϊν, αλλά και ςε αλλαγζσ ςτθν τριτοταγι δομι (Kelly and Price 2000). 

 

Εικόνα 17: Φάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ των ςτοιχείων δευτεροταγοφσ δομισ των πρωτεϊνϊν  

(Kelly et al. 2005). 

Β Α 
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Ο πεπτιδικόσ δεςμόσ αποτελεί τθν κφρια αιτία απορρόωθςθσ ακτινοβολίασ από τισ 

πρωτεΐνεσ ςτθν περιοχι του πζραν υπεριϊδουσ (180 ζωσ 250 nm). Ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ ςε 

αυτι τθν περιοχι οωείλεται ςτο αςφμμετρο περιβάλλον του πεπτιδικοφ δεςμοφ, όπωσ αυτό 

αποτυπϊνεται ςτα ηεφγθ γωνιϊν ω και ψ του διαγράμματοσ Ramachandran, και ςυνεπϊσ ςτα 

ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ. Κάκε ςτοιχείο δευτεροταγοφσ δομισ παρουςιάηει 

χαρακτθριςτικό ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτθν περιοχι του πζραν υπεριϊδουσ, όπωσ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 17. Για παράδειγμα, θ α-ζλικα παρουςιάηει δφο αρνθτικζσ κορυωζσ 

ςτα 222 nm και ςτα 208 nm και μία κετικι ςτα 190 nm περίπου, ενϊ το ωάςμα β-πτυχωτϊν 

επιωανειϊν παρουςιάηει μια αρνθτικι κορυωι ςτα 218 nm και μια κετικι ςτα 195-200 nm. 

Το ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ μίασ πρωτεΐνθσ είναι θ ςυνιςταμζνθ των τυπικϊν 

ωαςμάτων των ςτοιχείων δευτεροταγοφσ δομισ, με ςυνειςωορά του κακενόσ ςτο ωάςμα 

ανάλογθσ με το ποςοςτό εμωάνιςθσ του ςτθ δομι του πρωτεϊνικοφ μορίου. Ζνασ αρικμόσ 

αλγορίκμων ζχει αναπτυχκεί οι οποίοι χρθςιμοποιοφν δεδομζνα ωαςμάτων κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ ςτο πζραν υπεριϊδεσ για να παρζχουν μία εκτίμθςθ τθσ ςφςταςθσ τθσ 

δευτεροταγοφσ δομισ των πρωτεϊνϊν (Greenfield 1996, Greenfield 2004, Van Mierlo et al. 2000). 

Οι περιςςότεροι από αυτοφσ χρθςιμοποιοφν ςφνολα δεδομζνων που περιλαμβάνουν ωάςματα 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ πρωτεϊνϊν που ζχουν αναλυκεί με κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ για τθν 

προςαρμογι των ωαςμάτων. Από τουσ περιςςότερο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενουσ είναι οι SELCON 

(Sreerama and Woody 1993), VARSLC (Manavalan and Johnson Jr 1987), CONTIN (P     ch       

   ckner 1981)και K2D (Andrade et al. 1993), χωρίσ όμωσ κάποιοσ να ζχει γνωρίςει κακολικι 

αναγνϊριςθ, κακϊσ από ότι ωαίνεται ςθμαντικό ρόλο ςτθν ανάλυςθ διαδραματίηει τόςο θ 

πρωτεΐνθ ενδιαωζροντοσ, όςο και τα δεδομζνα με τα οποία γίνεται θ προςαρμογι του ωάςματοσ 

(Greenfield 2004).  

 

Εικόνα 18: Φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ μίασ πρωτεΐνθσ ςτο εγγφσ υπεριϊδεσ. Σθμειϊνονται οι περιοχζσ 

ςτισ οποίεσ ςυνειςωζρουν τα αρωματικά αμινοξζα (Ranjbar and Gill 2009). 
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Ρζρα από τον πεπτιδικό δεςμό, ςτοιχεία για τθ δομι των πρωτεϊνϊν μποροφν να εξαχκοφν 

από άλλεσ ομάδεσ που υπάρχουν ςε ζνα πρωτεϊνικό μόριο. Τα αρωματικά αμινοξζα απορροωοφν 

ιςχυρά ςτθν εγγφσ υπεριϊδθ περιοχι (250-350 nm), ενϊ ο προςανατολιςμόσ τουσ και το 

μικροπεριβάλλον τουσ επθρεάηουν ςθμαντικά το ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ. όπωσ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 18. Το ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο εγγφσ υπεριϊδεσ είναι 

ευαίςκθτο ςε αλλαγζσ τθσ τριτοταγοφσ δομισ μιασ πρωτεΐνθσ, κακϊσ ο μικρόσ αρικμόσ των 

αρωματικϊν αμινοξζων ςε ςχζςθ με το ςφνολο των αμινοξζων μιασ πρωτεΐνθσ, τα κακιςτά 

ιδανικοφσ δείκτεσ για αλλαγζσ ςτθν τριτοταγι δομι. Η ζνταςθ του κυκλικοφ διχρωιςμοφ είναι 

αρκετά χαμθλότερθ από τθν ζνταςθ ςτο πζραν υπεριϊδεσ, και για αυτόν το λόγο είναι 

απαραίτθτθ θ χριςθ πολλαπλάςιασ ποςότθτασ ενηφμου από αυτι που χρειάηεται για τθ λιψθ 

ωαςμάτων ςτο πζραν υπεριϊδεσ. 

Στθ βιβλιογραωία ζχουν αναωερκεί μελζτεσ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν από ωάςμα κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ που οωείλεται ςε κάποια προςκετικι ομάδα, όπωσ θ αίμθ και οι ωλαβίνεσ (Kelly and 

Price 2000). Ενδεικτικό παράδειγμα είναι θ περίπτωςθ του κυτοχρϊματοσ c, το οποίο ωιλοξενεί 

μία ομάδα αίμθσ ςτο ενεργό κζντρο, θ οποία είναι υπεφκυνθ για τθν καταλυτικι δραςτικότθτα 

του μορίου. Η οξειδωτικι κατάςταςθ του ατόμου του ςιδιρου, κακϊσ και το μικροπεριβάλλον 

τθσ αίμθσ παράγουν χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ ςτα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ από το πζραν 

υπεριϊδεσ ζωσ το ορατό (Blauer et al. 1993, Santucci and Ascoli 1997). Οι περιοχζσ αυτζσ, 

αποκαλοφμενεσ Soret, είναι χαρακτθριςτικζσ για τθ δομι και τθν οξειδωτικι κατάςταςθ τθσ 

αίμθσ, και ζτςι αλλαγζσ ςε αυτζσ τισ κορυωζσ ςτα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ είναι 

ενδεικτικζσ για αλλαγζσ ςτθ τριςδιάςτατθ δομι του μορίου. 

Τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ του κυκλικοφ διχρωιςμοφ για τθν ανάλυςθ τθσ δομισ 

πρωτεϊνϊν πθγάηουν από τθν ταχφτθτα λιψθσ δεδομζνων και το εφροσ των πλθροωοριϊν που 

παρζχουν (Berova et al. 2007, Kelly and Price 2000). Σε ςχζςθ με τθν κρυςταλλογραωία ακτίνων Χ 

ι τον πυρθνικό μαγνθτικό ςυντονιςμό, οι λιψεισ ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ είναι πολφ 

γριγορεσ, ενϊ χρειάηεται πολφ μικρι ποςότθτα πρωτεΐνθσ. Επίςθσ, εωόςον θ τεχνικι είναι μθ 

καταςτροωικι για το δείγμα, το ζνηυμο μπορεί να ανακτθκεί και να επαναχρθςιμοποιθκεί. 

Σθμαντικό είναι το γεγονόσ ότι θ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί ςε ζνα εφροσ ςυςτθμάτων, τα οποία δεν είναι απαραίτθτο να είναι υδατικά. 

Το ςθμαντικότερο μειονζκτθμα τθσ ωαςματοςκοπίασ κυκλικοφ διχρωιςμοφ είναι το 

γεγονόσ ότι αν και παρζχει αξιόπιςτα δεδομζνα για τθ δευτεροταγι δομι των πρωτεϊνϊν, δεν 

μπορεί να αποδϊςει αυτά τα δομικά ςτοιχεία ςε ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ του μορίου. Επιπλζον, 

δεν μποροφν να εξαχκοφν δεδομζνα για τθν τριτοταγι και τθν τεταρτοταγι δομι των πρωτεϊνϊν, 

παρά μόνο να καταγραωοφν αλλαγζσ ςε αυτά τα επίπεδα δομισ (Berova et al. 2007, Kelly and 

Price 2000). Ακόμα όμωσ και με αυτοφσ τουσ περιοριςμοφσ, θ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ παίηει ζνα ςθμαντικό ρόλο τόςο ςτθ μελζτθ τθσ αναδίπλωςθσ και αποδιάταξθσ 

πρωτεϊνϊν, όςο και ςτθ μελζτθ τθσ χριςθσ ενηφμων ςε μθ ςυμβατικά μζςα.  
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5.2.2 Υαςματοςκοπύα υπερύθρου 

Η ωαςματοςκοπία υπερφκρου είναι μία από τισ κλαςςικζσ μεκόδουσ για τθν ανάλυςθ τθσ 

δομισ μικρϊν μορίων, λόγω τθσ ευαιςκθςίασ τθσ τόςο ςτθ χθμικι ςφςταςθ, όςο και ςτθν 

αρχιτεκτονικι των μορίων. Η ςυχνότθτα τθσ υπζρυκρθσ ακτινοβολίασ είναι ςε τάξθ μεγζκουσ 

εκεί που βρίςκεται και θ ςυχνότθτα δόνθςθσ των μοριακϊν δεςμϊν. Ζτςι, όταν μία υπζρυκρθ 

ακτινοβολία απορροωάται από ζνα μόριο, ουςιαςτικά επάγει δονθτικζσ μεταπτϊςεισ ςε αυτό. Η 

ςυχνότθτα δόνθςθσ και ςυνεπϊσ θ ικανότθτα απορρόωθςθσ μίασ υπζρυκρθσ ακτινοβολίασ 

εξαρτάται από τθν ατομικι μάηα των ατόμων που ςχθματίηουν το δεςμό, από τον τφπο του 

δεςμοφ (απλόσ, διπλόσ, τριπλόσ) και τθν θλεκτρονιακι κατάςταςθ που προκφπτει από το 

ενδομοριακό και διαμοριακό περιβάλλον (Barth 2007). 

Το γεγονόσ ότι όλοι οι δεςμοί ενόσ μορίου ςυνειςωζρουν ςτο ωάςμα απορρόωθςθσ ςτο 

υπζρυκρο, είναι ςθμαντικό πλεονζκτθμα τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου, κακϊσ δεν χρειάηεται 

ειδικι ςιμανςθ των μορίων προσ μελζτθ πριν τθ λιψθ των ωαςμάτων. Ταυτόχρονα όμωσ, το 

πλικοσ τθσ πλθροωορίασ για μεγάλα μόρια όπωσ οι πρωτεΐνεσ είναι τεράςτιο, κακϊσ το ωάςμα 

απορρόωθςθσ υπερφκρου αποτελείται από πολλζσ αλλθλεπικαλυπτόμενεσ κορυωζσ, κάτι το 

οποίο δυςκολεφει τθν ανάλυςθ και πολλζσ ωορζσ αποκρφπτει πλθροωορίεσ (Barth 2007, Jackson 

and Mantsch 1995). 

Η ωαςματοςκοπία υπερφκρου ζχει χρθςιμοποιθκεί για τθ μελζτθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν 

(A             ñ  1999, Cooper and Knutson 1995, Goormaghtigh et al. 1994a, Goormaghtigh et 

al. 1994b, Jung 2000, Manning 2005, Surewicz et al. 1993), για τθν ανάλυςθ του μθχανιςμοφ 

κατάλυςθσ ενηυμικϊν αντιδράςεων (Barth and Zscherp 2002, Breton 2001, Mantele 1993, 

Marshall and Rich 2009), αλλά και για τθ μελζτθ του μθχανιςμοφ αναδίπλωςθσ ι αποδιάταξθσ 

των πρωτεϊνϊν (Ganim et al. 2008, Lewandowska et al. 2010, Seshadri et al. 2009, Tantipolphan 

et al. 2008). Αν και θ ςυγκεκριμζνθ τεχνικι μπορεί να εωαρμοςτεί ςε πλικοσ πρωτεϊνϊν, από τισ 

μικρότερεσ πρωτεΐνεσ ζωσ και ςε ςυμπλζγματα μεμβρανικϊν πρωτεϊνϊν (Barth 2007), ακόμα δεν 

ζχει γνωρίςει ευρεία εωαρμογι ςτθν πρωτεϊνικι ανάλυςθ. Τα ωάςματα υπερφκρου δεν 

εμπεριζχουν πλθροωορίεσ για τθν τριςδιάςτατθ δομι μίασ πρωτεΐνθσ, αλλά θ ανάλυςθ τουσ 

κακιςτά εωικτι τθν ανίχνευςθ δομικϊν αλλαγϊν. Το γεγονόσ ότι θ ωαςματοςκοπία υπερφκρου 

μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για να δϊςει πλθροωορίεσ για τθ δευτεροταγι δομι πρωτεϊνϊν 

αναωζρκθκε για πρϊτθ ωορά το 1950, όταν αποδείχκθκε ότι υπάρχει ςυςχετιςμόσ μεταξφ τθσ 

ςυχνότθτασ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι και ΙΙ και των ςτοιχείων τθσ δευτεροταγοφσ δομισ, όπωσ 

αυτόσ είχε καταγραωεί από κρυςταλλογραωικζσ μελζτεσ (Elliott and Ambrose 1950). 

Η δομι των πρωτεϊνϊν οωείλεται ςτθ διευκζτθςθ τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ ςτο χϊρο, 

όπωσ αυτι προκφπτει από ςυγκεκριμζνεσ γεωμετρίεσ των δεςμϊν τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ, 

ςφμωωνα με το διάγραμμα Ramachandran (Mirkin and Krimm 2002). Για τθ μελζτθ τθσ δομισ 

πρωτεϊνϊν με τθ ωαςματοςκοπία υπερφκρου καταγράωονται οι κορυωζσ που οωείλονται ςε 

δονιςεισ των δεςμϊν τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ. Ο πεπτιδικόσ δεςμόσ εμωανίηει 9 κορυωζσ 
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ςτο ωάςμα απορρόωθςθσ υπερφκρου οι οποίεσ ονομάηονται αμιδικζσ κορυωζσ (Ι ζωσ VII, Α και 

Β) και οωείλονται ςε διαωορετικζσ δονθτικζσ καταςτάςεισ και ςε διαωορετικοφσ δεςμοφσ (Barth 

2007, Barth and Zscherp 2002). Οι πιο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ για τθν ανάλυςθ τθσ 

πρωτεϊνικισ δομισ είναι οι αμιδικζσ κορυωζσ Ι, ΙΙ και ΙΙΙ, τα χαρακτθριςτικά των οποίων 

παρουςιάηονται ςτον πίνακα 8. Οι ςυγκεκριμζνεσ κορυωζσ αποτελοφνται από 

αλλθλεπικαλυπτόμενεσ κορυωζσ που οωείλονται ςτον ίδιο τφπο δονιςεων αλλά θ ακριβισ τουσ 

κζςθ είναι ελάχιςτα διαωορετικι λόγω τθσ διευκζτθςθσ αυτϊν των δεςμϊν ςτο χϊρο. Ζτςι, ο 

διαχωριςμόσ των αμιδικϊν κορυωϊν είναι αυτόσ που κακιςτά εωικτι τθν ανάλυςθ τθσ 

δευτεροταγοφσ δομισ των πρωτεϊνϊν με τθ χριςθ τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. 

Πίνακασ 8: Οι κφριεσ αμιδικζσ κορυωζσ απορρόωθςθσ που εντοπίηονται ςτο ωάςμα υπερφκρου. 

Αμιδικι κορυφι Περιοχι υπερφκρου (cm-1) Αναγωγι ςε δεςμό (ςυνειςφορά, %) 

Αμιδικι Ι 1600 – 1700 Δόνθςθ ζκταςθσ C=O (80%) 

Δόνθςθ ζκταςθσ C-N (20%) 

Αμιδικι ΙΙ 1500 – 1600 Δόνθςθ κάμψθσ Ν-Η (60%)  

Δόνθςθ ζκταςθσ C-N (40%) και C-C (10%) 

Αμιδικι ΙΙΙ 1200 – 1350 Δόνθςθ κάμψθσ N-H και C=O 

Δόνθςθ ζκταςθσ C-N και C-C  

(μθ οριςμζνθ ςυνειςωορά) 

Η αμιδικι κορυωι Ι είναι θ περιςςότερο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενθ κορυωι για τθ δομικι 

μελζτθ πρωτεϊνϊν, κακϊσ παρουςιάηει τθν ιςχυρότερθ τιμι μοριακισ απορροωθτικότθτασ ςε 

ςχζςθ με τισ άλλεσ αμιδικζσ κορυωζσ. Επιπλζον, ζχουν ταυτοποιθκεί οι περιοχζσ των ςτοιχείων 

δευτεροταγοφσ δομισ, κάτι το οποίο κακιςτά ευαίςκθτθ τθ μζκοδο ανάλυςθσ ςτισ αλλαγζσ των 

ςτοιχείων δευτεροταγοφσ δομισ των πρωτεϊνϊν. Επίςθσ, θ απορρόωθςθ βαςίηεται κυρίωσ ςτθ 

δόνθςθ ενόσ δεςμοφ, κάτι το οποίο παράγει πιο εφκολα ερμθνεφςιμο ςιμα (Jackson and 

Mantsch 1995). Το μειονζκτθμα τθσ χριςθσ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι είναι πωσ ςτθν ίδια περιοχι 

απορροωά το νερό (Arrondo et al. 1993, Cai and Singh 1999, Jackson and Mantsch 1995). 

Διάωορεσ λφςεισ ζχουν προτακεί όπωσ θ μείωςθ του μικουσ τθσ κυψελίδασ ι θ χριςθ 

δευτεριωμζνου νεροφ για να μετατοπιςτεί θ κορυωι του νεροφ (Chittur 1998, Dong et al. 1990). 

Ωσ εναλλακτικι ζχει προτακεί θ χριςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ ΙΙΙ. Ζχει το πλεονζκτθμα ότι 

ζχει κακοριςμζνεσ περιοχζσ για τα ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ, δίχωσ να απορροωοφν οι 

δεςμοί του νεροφ ςτθν περιοχι (Cai and Singh 1999). Ραρόλα αυτά, θ ςυνειςωορά διάωορων 

δεςμϊν ςτθν κορυωι, κακϊσ και θ ςυνειςωορά από τισ πλευρικζσ αλυςίδεσ δθμιουργοφν μία 

κορυωι θ οποία είναι δφςκολα ερμθνεφςιμθ, ενϊ θ ζνταςθ απορρόωθςθσ είναι 10 ωορζσ 

μικρότερθ από αυτι ςτθν αμιδικι περιοχι Ι (Barth 2007). Για αυτό το λόγο θ ςυγκεκριμζνθ 

αμιδικι κορυωι δεν ζχει βρει ευρεία εωαρμογι ςτθ μελζτθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν. 
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Ζνα ςθμαντικό πλεονζκτθμα τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου όςον αωορά τθν εωαρμογι 

τθσ για τθ μελζτθ τθσ δομισ πρωτεϊνϊν είναι το γεγονόσ πωσ ζχουν αναπτυχκεί αρκετζσ τεχνικζσ 

λιψθσ ωαςμάτων ϊςτε να μποροφν να μελετθκοφν τόςο υγρά αλλά και ςτερεά δείγματα. Αυτό 

κακιςτά εωικτι τθ λιψθ ωαςμάτων ςε ακινθτοποιθμζνα ι λυοωυλιωμζνα ζνηυμα, κάτι το οποίο 

ςτθν πλειονότθτα των περιπτϊςεων είναι ανζωικτο για τθ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ 

ι τθ ωκοριςμομετρία. Ζτςι, τα ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα ι τα λυοωυλιωμζνα μποροφν να 

μελετθκοφν ςε διςκία που ςχθματίηονται με τθν προςκικθ άλατοσ βρωμιοφχου καλίου (Forato et 

al. 1998), ενϊ τα υγρά δείγματα μποροφν να μελετθκοφν είτε ςε κυψελίδεσ, είτε με τθν τεχνικι 

τθσ εξαςκζνθςθσ ολικισ ανάκλαςθσ (Chittur 1998). 

5.2.3 Υαςματοςκοπύα φθοριςμού 

Ο ωκοριςμόσ είναι το αποτζλεςμα μίασ διεργαςίασ τριϊν ςταδίων θ οποία ςυμβαίνει ςε 

ςυγκεκριμζνα μόρια, τα οποία καλοφνται ωκορίηουςεσ ενϊςεισ. Αρχικά ζνα ωωτόνιο 

ςυγκεκριμζνθσ ενζργειασ παρζχεται από μία εξωτερικι πθγι και απορροωάται από τθ 

ωκορίηουςα ζνωςθ, θ οποία μεταπίπτει ςε μία διεγερμζνθ θλεκτρονιακι κατάςταςθ. Η ζνωςθ 

αυτι παραμζνει ςτθ διεγερμζνθ κατάςταςθ για πεπεραςμζνο χρονικό διάςτθμα (ςυνικωσ 1-10 

nsec), όπου ςε αυτό το ςτάδιο ζνα μζροσ τθσ ενζργειασ εκλφεται και το διεγερμζνο μόριο 

μεταπίπτει ςε μία διεγερμζνθ κατάςταςθ χαμθλότερθσ ενζργειασ, λόγω των αλλθλεπιδράςεων 

με το μικροπεριβάλλον τθσ. Τελικά το διεγερμζνο μόριο εκπζμπει ζνα ωωτόνιο ζτςι ϊςτε να 

επανζλκει ςτθν αρχικι του ενεργειακι κατάςταςθ. Η απϊλεια τθσ ενζργειασ κατά το δεφτερο 

ςτάδιο οδθγεί ςε μείωςθ τθσ ενζργειασ του εκπεμπόμενου ωωτονίου ςε ςχζςθ με τθν ενζργεια 

του ωωτονίου διζγερςθσ, και ςυνεπϊσ εντοπίηεται ςε μεγαλφτερα μικθ κφματοσ. Η διαδικαςία 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 19. 

 

Εικόνα 19: Σχθματικι απεικόνιςθ του ωαινομζνου του ωκοριςμοφ. (1) Διζγερςθ, (2) απϊλεια ενζργειασ 

κατά τθν παραμονι ςτθ διεγερμζνθ κατάςταςθ, (3) εκπομπι ωωτονίου και επαναωορά ςτθν αρχικι 

κατάςταςθ. 
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Σε ζνα πρωτεϊνικό μόριο απαντϊνται τρία αμινοξζα τα οποία παρουςιάςουν εγγενείσ 

ωκορίηουςεσ ιδιότθτεσ, θ ωαινυλαλανίνθ, θ τυροςίνθ και θ κρυπτοωάνθ, λόγω των αρωματικϊν 

τουσ δακτυλίων. Ζνα ωωτόνιο με μικοσ κφματοσ 280 nm ζχει τθν ικανότθτα να διεγείρει και τα 

τρία αρωματικά αμινοξζα. Σε περιπτϊςεισ όμωσ που απαιτείται μεγαλφτερθ ακρίβεια υπάρχει θ 

πικανότθτα τθσ επιλεκτικισ διζγερςθσ τθσ κρυπτοωάνθσ, θ οποία παρουςιάηει τθν υψθλότερθ 

απόδοςθ ωκοριςμοφ, με ζνα ωωτόνιο μικουσ κφματοσ 295 nm (Eftink 1991, Eftink 1998). Οι 

περιςςότερεσ μελζτεσ ωκοριςμοφ πρωτεϊνϊν αωοροφν τθν τυροςίνθ και τθ κρυπτοωάνθ, των 

οποίων θ κβαντικι ενζργεια είναι αρκετά υψθλι και οδθγεί ςε ικανοποιθτικό ςιμα ωκοριςμοφ. 

Εδϊ εντοπίηεται το μεγαλφτερο μειονζκτθμα τθσ ωκοριςμομετρίασ. Η πρωτεΐνθ ενδιαωζροντοσ 

πρζπει να ωζρει αρκετά αρωματικά αμινοξζα, κυρίωσ κρυπτοωάνεσ, για να μπορζςει να 

μελετθκεί θ δομι του με τθ ςυγκεκριμζνθ τεχνικι. 

Ο ωκοριςμόσ των αρωματικϊν αμινοξζων μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για τθ μελζτθ των 

δομικϊν αλλαγϊν των πρωτεϊνϊν, κακϊσ τα ωάςματα ωκοριςμοφ τουσ είναι ευαίςκθτα ςε 

αλλαγζσ που εντοπίηονται ςτο μικροπεριβάλλον των ςυγκεκριμζνων αμινοξζων. Τα κφρια 

χαρακτθριςτικά ενόσ ωάςματοσ ωκοριςμοφ που επθρεάηονται από τισ αλλαγζσ ςτο 

μικροπεριβάλλον και ςτθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ είναι θ ζνταςθ ωκοριςμοφ (F) και το μικοσ 

κφματοσ μζγιςτθσ εκπομπισ (λmax) (Eftink 1998, Monsellier and Bedouelle 2005). Ενδεικτικά, ζχει 

αναωερκεί πωσ οι κρυπτοωάνεσ οι οποίεσ είναι πλιρωσ εκτεκειμζνεσ ςε ζνα υδατικό διάλυμα 

παρουςιάηουν μζγιςτο εκπομπισ ςτα 350 nm, ενϊ αυτζσ που είναι καμμζνεσ ςτο εςωτερικό των 

πρωτεϊνϊν ςε μθ πολικό περιβάλλον παρουςιάηουν μζγιςτο ςτα 308 nm περίπου. Το γεγονόσ 

αυτό ζχει ςυςχετιςκεί με τθν αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν. Κατά τθν αποδιάταξθ των πρωτεϊνϊν 

παρατθρείται αφξθςθ του μικουσ κφματοσ μζγιςτθσ εκπομπισ, ενϊ όταν θ πρωτεΐνθ υιοκετεί 

μία πιο ςυμπαγι δομι παρατθρείται μείωςθ (Eftink 1994). Η μζγιςτθ τιμι ζνταςθσ ωκοριςμοφ 

δεν μπορεί εφκολα να χρθςιμοποιθκεί για τθ μελζτθ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν, κακϊσ εξαρτάται 

ςθμαντικά από τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ωκορίηουςασ ουςίασ (των αρωματικϊν αμινοξζων και 

ςυνεπϊσ τθσ πρωτεΐνθσ), ενϊ ζχουν αναωερκεί ωαινόμενα απόςβεςθσ ωκοριςμοφ από 

γειτνιάηουςεσ ομάδεσ αμινοξζων, άλλα μόρια ςτο διάλυμα ι ακόμα και από το διαλφτθ 

(Dumoulin et al. 2002, Monsellier and Bedouelle 2005, Mu et al. 2008, Ruiz et al. 2003). 

5.3 Μελϋτη τησ ςχϋςησ δομόσ-λειτουργύασ ενζύμων ςε ςυςτόματα 

οργανωμϋνων νανοδομϐν 

Η χριςθ ενηφμων ςε μθ ςυμβατικά ςυςτιματα, κακϊσ και θ ακινθτοποίθςθ τουσ 

παρουςιάηουν ςθμαντικό ερευνθτικό και εμπορικό ενδιαωζρον, κακϊσ τα ζνηυμα παρουςιάηουν 

βελτιωμζνθ καταλυτικι ςυμπεριωορά (καλφτερθ ςτακερότθτα, διαωορετικι εκλεκτικότθτα κ.τ.λ.) 

ςε αυτά τα ςυςτιματα (Moniruzzaman et al. 2010c, Pavlidis et al. 2010, Stamatis et al. 1999, van 

Rantwijk and Sheldon 2007, Zoumpanioti et al. 2010). Ρλζον είναι ευρζωσ αποδεκτό ότι τα 

ζνηυμα μποροφν να ζχουν πάνω από μία καταλυτικά ενεργζσ διαμορωϊςεισ, οι οποίεσ είναι και 

υπεφκυνεσ για τθ διαωορετικι δραςτικότθτα που παρατθρείται ςε αυτά τα ςυςτιματα. Οι 
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ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ με τα δεδομζνα που παρζχουν για τθ δομι των ενηφμων in situ ςε 

αυτά τα ςυςτιματα, κακιςτοφν εωικτό τον ορκολογικό ςχεδιαςμό ενηυμικϊν ςυςτθμάτων. 

Οι ςυγκεκριμζνεσ τεχνικζσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί εκτενϊσ για τθ μελζτθ τθσ δομισ 

ενηφμων ςε μθ ςυμβατικά ςυςτιματα, όπωσ τα ιοντικά υγρά και τα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. Η De Diego και οι ςυνεργάτεσ τθσ μελζτθςαν τθ δομι και 

τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά τθσ λιπάςθσ Β από Candida antarctica ςε ιοντικά υγρά και 

μπόρεςαν να ςυςχετίςουν τθ ςτακεροποίθςθ τθσ λιπάςθσ ςτα ιοντικά υγρά με μία περιςςότερο 

ςυμπαγι δομι (De Diego et al. 2005). Ραρόλα αυτά τα ιοντικά υγρά μποροφν να διαταράξουν ςε 

ςθμαντικό βακμό τθ δομι των ενηφμων και να οδθγιςουν ςε αποδιάταξθ, λόγω των ιςχυρϊν 

δεςμϊν υδρογόνου που μποροφν να ςυνάψουν με το ζνηυμο (Lau et al. 2004). Ραρόμοια 

ςυμπεριωορά ζχει παρατθρθκεί και ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, όπου τα ζνηυμα 

υιοκετοφν μία περιςςότερο ςυμπαγι δομι ςε ςχζςθ με αυτι που ζχουν ςε ζνα υδατικό διάλυμα, 

κάτι το οποίο ςχετίηεται τισ περιςςότερεσ ωορζσ με αυξθμζνθ ςτακερότθτα των ενηφμων ςε αυτά 

τα ςυςτιματα (Mukherjee et al. 2007, Palomo et al. 2003). Τα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ και 

ωκοριςμοφ υποδεικνφουν δομικζσ αλλαγζσ κατά τον εγκλωβιςμό των ενηφμων ςε ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων, κάτι το οποίο τισ περιςςότερεσ ωορζσ ςυςχετίηεται μια τθ διαωορετικι 

καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων (Marangoni 1993, Walde 1993). 

Οι ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί και για τθν ανάλυςθ τθσ δομισ 

ενηφμων τα οποία ζχουν ακινθτοποιθκεί ςε νανοχλικά. Η κλίμακα μεγζκουσ αυτϊν των υλικϊν 

κακιςτά εωικτι τθ χριςθ οπτικϊν τεχνικϊν, είτε ςε διαςπορζσ τουσ ςε διάλυμα, είτε ωσ ςτερεό 

υλικό. Η επίδραςθ που ζχει θ ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοςωλινεσ άνκρακα ωαίνεται να μθν 

είναι όμοια ςε όλα τα ζνηυμα. Υπάρχουν μελζτεσ που υποςτθρίηουν ότι θ ακινθτοποίθςθ 

ενηφμων ςτουσ νανοςωλινεσ επάγει δομικζσ αλλαγζσ ςτα ζνηυμα (Karajanagi et al. 2004, 

Matsuura et al. 2006, Yi et al. 2008), ενϊ ζχει αναωερκεί πωσ τα ζνηυμα μπορεί να διατθριςουν 

τθ δομι τουσ κατά τθν ακινθτοποίθςθ (Asuri et al. 2006a, Chen et al. 2009, Du et al. 2007b). 

Ππωσ και ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων, ζτςι και ςτα ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα θ 

αυξθμζνθ ςτακερότθτα ζχει ςυςχετιςκεί με μία περιςςότερο ςυμπαγι δομι (Jiang et al. 2004). 

Το ωαινόμενο είναι περιςςότερο πολφπλοκο και ωαίνεται πωσ διάωοροι παράγοντεσ επθρεάηουν 

τθ δομι του ενηφμου κατά τθν ακινθτοποίθςθ, πζρα από τθ ωφςθ του ενηφμου, όπωσ ο τφποσ 

των νανοχλικϊν που χρθςιμοποιοφνται, οι λειτουργικζσ ομάδεσ ςτθν επιωάνεια τουσ και το 

πρωτόκολλο ακινθτοποίθςθσ (Mu et al. 2008).  

Γίνεται προωανζσ από τα προθγοφμενα πωσ τα δεδομζνα που εξάγονται από τισ 

ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ για τθ δομι των ενηφμων ςε ςυςτιματα νανο-διαςποράσ είναι πολφ 

ςθμαντικά για τθν κατανόθςθ τθσ λειτουργίασ των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα. Ο 

ςυςχετιςμόσ τθσ δομισ με τθν καταλυτικι δράςθ των ενηφμων που προκφπτει από τθ ςυγκριτικι 

μελζτθ δεδομζνων καταλυτικισ δραςτικότθτασ και δομισ των ενηφμων οδθγοφν ςτον 

ορκολογικό ςχεδιαςμό ενηυμικϊν ςυςτθμάτων με επικυμθτζσ ιδιότθτεσ, τα οποία κα μποροφν 

να χρθςιμοποιθκοφν ςε βιομθχανικζσ εωαρμογζσ.  
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6 Τλικϊ  

6.1 Αντιδραςτόρια 

6.1.1 Ένζυμα 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν οι εξισ εμπορικά διακζςιμεσ λιπάςεσ: 

1. Λιπάςθ Α από Pseudozyma (πρϊθν Candida) antarctica (CalA). Χρθςιμοποιικθκε ςε 

διαωορετικά ςκευάςματα: 

 Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 2.04 U/m  (  uk ) 

 Υδατικό διάλυμα περιεκτικότθτασ 22.4 m /mL (Novozyme 735, προςωορά τθσ 

Novozymes) 

2. Λιπάςθ Β από Pseudozyma (πρϊθν Candida) antarctica (CalB). Χρθςιμοποιικθκε ςε 

διαωορετικά ςκευάςματα:  

 Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 10.8 U/m  και 13.2 % w/w περιεκτικότθτα (  uk ) 

 Υδατικό διάλυμα περιεκτικότθτασ 11.9 m /mL (L    ym  CALB L, προςωορά τθσ 

Novozymes) 

 Aκινθτοποιθμζνθ ςε υδρόωοβο ωορζα αποτελοφμενο από μακροπορϊδθ ακρυλικι 

ρθτίνθ (N    ym 435, προςωορά τθσ N    ym s) 

3. Λιπάςθ από Candida rugosa (Crl). Χρθςιμοποιικθκε ςε διαωορετικά ςκευάςματα: 

 Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 2.9 U/m  και 2.6 % w/w περιεκτικότθτα (S  m ) 

 Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 724 U/m  και 8.4% w/w περιεκτικότθτα (Sigma) 

4. Λιπάςθ από Chromobacterium viscosum (Cvl). Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 3040 U/m  και  

55.7 % w/w περιεκτικότθτα (B  Ch m c ) 

5. Λιπάςθ από Rhizomucor miehei (Rml). Λυοωιλιωμζνθ με ενεργότθτα 0.92 U/mg (Fluka) (14.0 

% w/w περιεκτικότθτα) 

6. Λιπάςθ από Thermomyces lanuginosa (Tll). Υδατικό διάλυμα περιεκτικότθτασ 34.7 mg/mL 

(L    ym  TL 100 L, προςωορά τθσ N    ym s) 

Στα πλαίςια ςυνεργαςίασ με το Ινςτιτοφτο Βιοχθμείασ του Ρανεπιςτθμίου του Greifswald 

(Γερμανία), ςτθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν οι ακόλουκεσ αναςυνδυαςμζνεσ 

υδρολάςεσ που εκωράςτθκαν ςε Escherichia coli. 

1. Εςτεράςθ από Bacillus subtilis (Bs2). Λυοωιλιωμζνθ με 28.8 % w/w περιεκτικότθτα 

2. Εςτεράςθ από Pyrobaculum calidifontis (PestE). Λυοωιλιωμζνθ με 82.5 % w/w περιεκτικότθτα 

3. Εςτεράςθ από Pseudomonas fluorescens (Pfe I). Υδατικό διάλυμα περιεκτικότθτασ 479 μg/mL 

4. Λιπάςθ από Geobacillus thermoleovorans (Gtl). Λυοωιλιωμζνθ με 60.5 % w/w περιεκτικότθτα 

Επίςθσ χρθςιμοποιικθκε θ αλβουμίνθ από ορό βόοσ (Sigma) ωσ πρότυπθ πρωτεΐνθ ςε 

διάωορεσ μελζτεσ όπωσ για τον κακοριςμό τθσ πρότυπθσ καμπφλθσ ςτα πρωτόκολλα ποςοτικοφ 

προςδιοριςμοφ πρωτεϊνϊν, ι για τθ μελζτθ διαλυτότθτασ πρωτεϊνϊν ςτα μικρογαλακτϊματα 

ιοντικοφ υγροφ. 
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6.1.2 Τποςτρϐματα  

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν εμπορικά διακζςιμα υποςτρϊματα τα οποία 

προμθκεφτθκαν από τισ εταιρίεσ M  ck, Sigma, Fluka, Pareac, Riedel de Häen και ιταν υψθλισ 

κακαρότθτασ (>99 %).  

Λιπαρά οξζα: Για τισ αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν κορεςμζνα λιπαρά οξζα με 

ανκρακικι αλυςίδα 2 ζωσ 18 ατόμων άνκρακα κακϊσ και ακόρεςτα λιπαρά οξζα, όπωσ το ελαϊκό 

οξφ (C18:1). 

Εςτζρεσ: Για τισ αντιδράςεισ υδρόλυςθσ εςτερικϊν δεςμϊν χρθςιμοποιικθκε βουτυρικόσ (C4) και 

ο παλμιτικόσ (C16) εςτζρασ τθσ 4-νιτροωαινόλθσ (pNPB και pNPP αντίςτοιχα) . Για τισ αντιδράςεισ 

μετεςτεροποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν τόςο ο βινυλεςτζρασ του οξικοφ οξζοσ, όςο και θ 

τριλαυρίνθ. 

Αλκοόλεσ: Για τισ αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ και μετεςτεροποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν 

πρωτοταγείσ αλειωατικζσ αλκοόλεσ με ανκρακικι αλυςίδα 1 ζωσ 8 ατόμων άνκρακα, κακϊσ και θ 

(±)1-ωαινυλαικανόλθ. 

Βιοδραςτικζσ ενϊςεισ: Για τισ αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ βιοδραςτικϊν ενϊςεων 

χρθςιμοποιικθκαν τα 2-ωαινυλο βουτυρικό οξφ, 3-ωαινυλο βουτυρικό οξφ, ωερουλικό οξφ, π-

υδροξυωαινυλο οξικό οξφ, π-υδροξυωαινυλο προπιονικό οξφ, κινναμωμικό οξφ, βινυλεςτζρασ 

του κινναμωμικοφ οξζοσ και λιποϊκό οξφ.  

6.1.3 Διαλύτεσ 

Τα αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν για τθν παραςκευι των ρυκμιςτικϊν 

διαλυμάτων (άλατα, οξζα, βάςεισ) ιταν προϊόντα αναλυτικοφ βακμοφ κακαρότθτασ των 

εταιρειϊν Fluka και Riedel de Häen. Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν ρυκμιςτικά 

διαλφματα 50 mΜ, pH 7.5. Για τισ μελζτεσ των μικρογαλακτωμάτων χρθςιμοποιικθκε ρυκμιςτικό 

διάλυμα Tris – HCl, ενϊ για τισ μελζτεσ των νανοχλικϊν χρθςιμοποιικθκε ρυκμιςτικό διάλυμα 

ωωςωορικϊν, κακϊσ οι αμινομάδεσ του Tris πικανόν να επθρζαηαν τθν ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά. 

Οι οργανικοί διαλφτεσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι ιταν κακαρότθτασ 

αναλυτικισ βακμίδασ και προμθκεφτθκαν από τισ εταιρείεσ M  ck, P    c και L bSc  . Τα 

ιμιδαηολικά ιοντικά υγρά που χρθςιμοποιικθκαν ιταν υψθλισ κακαρότθτασ (>97%): 

 [bmim]BF4: 1-βουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο τετραωκοριοφχο βόριο (A    ch) 

 [bmim]PF6: 1-βουτυλο-3-μεκυλιμιδαηόλιο εξαωκοριοφχοσ ωωςωόροσ (A  h  Α s  ) 

 [bdmim]BF4: 1-βουτυλο-2,3-διμεκυλιμιδαηόλιο τετραωκοριοφχο βόριο (S       I         ) 



   Τλικά 

65 

6.1.4 Υορεύσ ακινητοπούηςησ 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν διάωορα παράγωγα κυτταρίνθσ ωσ παράγοντεσ 

πθκτωματοποίθςθσ για τθν παραγωγι οργανοπθκτωμάτων. Συγκεκριμζνα, χρθςιμοποιικθκαν 

ςκευάςματα (υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθσ (HPMC) με διαωορετικό βακμό ιξϊδουσ10 τθσ 

εταιρείασ Sigma. Επίςθσ, ςτθ μελζτθ των οργανοπθκτωμάτων χρθςιμοποιικθκαν διάωοροι τφποι 

υποκατεςτθμζνων ςιλανίων τθσ εταιρείασ Fluka, των οποίων θ δομι και θ ςυντμιςεισ 

παρατίκενται ςτθν εικόνα 20.  

 
Εικόνα 20: Υποκατεςτθμζνα ςιλάνια που χρθςιμοποιικθκαν για τθν τροποποίθςθ των οργανοπθκτωμάτων. 

Ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ χρθςιμοποιικθκαν τροποποιθμζνα νανοχλικά με βάςθ τον 

άνκρακα. Συγκεκριμζνα χρθςιμοποιικθκαν νανοςωλινεσ πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (CNTs) τθσ 

εταιρείασ Aldrich με εςωτερικι διάμετρο 2-6 nm, εξωτερικι 10-15 nm και μικοσ 0.1-10 μm, 

κακϊσ και γραωίτθσ ςε μορωι ςκόνθσ από τθν Fluka. Η τροποποίθςθ των νανοχλικϊν ζγινε ςτο 

Εργαςτιριο Κεραμικϊν και Σφνκετων Υλικϊν του Τμιματοσ Μθχανικισ τθσ Επιςτιμθσ των 

Υλικϊν, ςφμωωνα με τθν παράγραωο 7.10.1. 

6.1.5 Άλλα αντιδραςτόρια / υλικϊ 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν το ανιοντικό επιωανειενεργό δισ-(2-

αικυλεξυλ)ςουλωοθλεκτρικό νάτριο (ΑΟΤ) και το μθ ιοντικό επιωανειενεργό p-(1,1,3,3-

τετραμεκυλβουτυλ) ωαινυλαικζρασ τθσ πολυαικυλενογλυκόλθσ (Triton X-100) τθσ εταιρείασ 

Sigma. Επίςθσ χρθςιμοποιικθκαν το μθ ιοντικό επιωανειενεργό μονολαυρικόσ εςτζρασ τθσ 

πολυοξυ-αικυλενο-ςορβιτάνθσ (Tween 20) τθσ εταιρείασ Fluka. 

Τα αντιδραςτιρια για τθν θλεκτροωόρθςθ (παράγραωοσ 7.3) ιταν κακαρότθτασ 

αναλυτικισ βακμίδασ και προϊόντα των εταιρειϊν Sigma και Fluka, ενϊ οι μάρτυρεσ μοριακϊν 

βαρϊν ιταν τθσ εταιρείασ Fermentas. Για τθν αωυδάτωςθ των οργανικϊν διαλυτϊν και των 

ιοντικϊν υγρϊν χρθςιμοποιικθκαν μοριακά κόςκινα πόρων 3 και 4 Å των εταιρειϊν Sigma και 

Fluka. Πλα τα υπόλοιπα αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι ιταν 

κακαρότθτασ αναλυτικισ βακμίδασ. 

                                                           
10

 Διάλυμα 2 % (w/v) των ςυγκεκριμζνων ςκευαςμάτων παρουςιάηει ιξϊδεσ 40 - 5600 cP ςτουσ 20 
ο
C.  
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7 Μεθοδολογύα 

7.1 Ποςοτικόσ προςδιοριςμόσ πρωτεώνϐν 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν 3 πρωτόκολλα ποςοτικοφ προςδιοριςμοφ πρωτεϊνϊν. 

Πλα τα πειράματα ζγιναν τουλάχιςτον εισ τριπλοφν και υπολογίςτθκε θ μζςθ τιμι. 

Ρρωτόκολλο Bradford: Το πρωτόκολλο βαςίηεται ςτθν πρόςδεςθ τθσ χρωςτικισ Coomassie 

Brilliant Blue G-250 ςτο πρωτεϊνικό μόριο (Bradford 1976). Η πρόςδεςθ τθσ χρωςτικισ ςτθν 

πρωτεΐνθ προκαλεί μετατόπιςθ του μεγίςτου απορρόωθςθσ τθσ χρωςτικισ από τα 465 nm ςτα 

595 nm. Μία τυπικι διαδικαςία μζτρθςθσ απαιτεί τθν ανάμειξθ 900 μL διαλφματοσ Bradford και 

100 μL πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ (<0.2 mg/mL). Το διάλυμα αναδεφεται και επωάηεται για 10 min 

ςε κερμοκραςία δωματίου ϊςτε να ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία πρόςδεςθσ. Η απορρόωθςθ 

μετράται ςτα 595 nm. Η ποςοτικοποίθςθ των παρατθροφμενων απορροωιςεων επιτυγχάνεται 

μζςω τθσ εωαρμογισ πρότυπθσ καμπφλθσ αλβουμίνθσ (1-20μg ςτο διάλυμα μζτρθςθσ).  

Ρρωτόκολλο Lοwry: Ο προςδιοριςμόσ τθσ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ με εωαρμογι του 

ςυγκεκριμζνου πρωτοκόλλου απαιτεί 2 ςτάδια: (α) αντίδραςθ τθσ πρωτεΐνθσ με κειικό χαλκό ςε 

αλκαλικό περιβάλλον (αντίδραςθ biuret) και (β) αναγωγι του ωωςωομολυβδικοφ - 

ωωςωοβολωραιμικοφ αντιδραςτθρίου (αντιδραςτιριο Folin-Ciocalteu phenol) από το ςφμπλοκο 

πρωτεΐνθσ – χαλκοφ (Lowry et al. 1951). Επί τθσ διαδικαςίασ, τα πρωτεϊνικά δείγματα (<20μg) 

αραιϊνονται με 0.5 Μ Ν O  ζωσ τελικοφ όγκου 0.5 mL. Σε κάκε δείγμα προςτίκεται 2.5 mL 

διαλφματοσ κειικοφ χαλκοφ 0.5 % (w/v) ςε 1 % κιτρικό νάτριο. Τα διαλφματα αναδεφονται και 

επωάηονται ςε κερμοκραςία δωματίου για 10 min. Στθ ςυνζχεια προςτίκενται 250 μL 

αντιδραςτθρίου Folin με ταυτόχρονθ ανάδευςθ. Τα δείγματα αωινονται για 15 min ςε 

κερμοκραςία δωματίου και ζπειτα ωωτομετροφνται ςτα 750  m. Η ποςοτικοποίθςθ των 

παρατθροφμενων απορροωιςεων επιτυγχάνεται μζςω τθσ εωαρμογισ πρότυπθσ καμπφλθσ 

αλβουμίνθσ (1-20μg ςτο διάλυμα μζτρθςθσ).  

Ρρωτόκολλο δικιγχονινικοφ οξζοσ (bicinchoninic acid, BCA): Ο προςδιοριςμόσ τθσ πρωτεϊνικισ 

ςυγκζντρωςθσ με εωαρμογι του ςυγκεκριμζνου πρωτοκόλλου απαιτεί 2 ςτάδια: (α) αντίδραςθ 

τθσ πρωτεΐνθσ με κειικό χαλκό ςε αλκαλικό περιβάλλον (αντίδραςθ biuret) και (β) δθμιουργία 

ςυμπλόκου μεταξφ δικιγχονινικοφ οξζοσ και μονοςκενοφσ ιόντοσ χαλκοφ (Cu+1) (Smith et al. 

1985). Για τθν εωαρμογι του ςυγκεκριμζνου πρωτοκόλλου χρθςιμοποιείται το ςετ (kit) τθσ 

Pierce. Επί τθσ διαδικαςίασ, προςτίκεται ζνα μζροσ αντιδραςτθρίου Α (που περιζχει το 

δικιγχονινικό οξφ και υδροξείδιο του νατρίου), ςε 50 μζρθ αντιδραςτθρίου Β (που περιζχουν 

κειικό χαλκό). Ζπειτα, ςε 1 mL του μείγματοσ των αντιδραςτθρίων προςτίκενται 50 μL 

πρωτεϊνικοφ διαλφματοσ (<20 μg). Το δείγμα αναδεφεται και επωάηεται ςε 60 οC για 30 min. 

Ζπειτα τα δείγματα ψφχονται ςε κερμοκραςία δωματίου και ωωτομετροφνται ςτα 562 nm. Η 

ποςοτικοποίθςθ των παρατθροφμενων απορροωιςεων επιτυγχάνεται μζςω τθσ εωαρμογισ 

πρότυπθσ καμπφλθσ αλβουμίνθσ (1-20 μg ςτο διάλυμα μζτρθςθσ). 
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7.2 Καθαριςμόσ πρωτεώνϐν 

7.2.1 Θερμικό κατεργαςύα πρωτεώνϐν 

Τα κερμοανκεκτικά ζνηυμα μποροφν να υποςτοφν κερμικι κατεργαςία για μερικό 

κακαριςμό τουσ από λιγότερο κερμοανκεκτικά ζνηυμα. Το ενηυμικό διάλυμα (ζωσ 100 mg/mL) 

επωάηεται ςτουσ 80 οC για 10 ζωσ 30 min. Ζπειτα το δείγμα ψφχεται ςε παγόλουτρο και 

ωυγοκεντρείται ςτισ 6000 rpm για 10 min ϊςτε να κακιηάνουν οι αποδιαταγμζνεσ πρωτεΐνεσ. Το 

υπερκείμενο διαχωρίηεται από το ίηθμα και ελζγχεται για τθν κακαρότθτά του, για τθν ενηυμικι 

ςυγκζντρωςθ και τθ δραςτικότθτα του ενηφμου. 

7.2.2 Φρωματογραφύα ςυγγϋνειασ 

Οι αναςυνδυαςμζνεσ εςτεράςεσ Bs2 και Pfe I ωζρουν ζνα εξαπεπτίδιο ιςτιδινϊν (His-tag) 

ςτο καρβοξυτελικό άκρο τθσ πολυπεπτιδικισ αλυςίδασ, το οποίο χρθςιμοποιικθκε για το 

κακαριςμό τουσ μζςω χρωματογραωίασ ςυγγζνειασ ςε ζνα ςφςτθμα υγρισ χρωματογραωίασ 

IMAC-FPLC (Pharmacia), το οποίο ςτεγάηεται ςτο Ινςτιτοφτο Βιοχθμείασ του Ρανεπιςτθμίου του 

Greifswald. Η χρωματογραωία ςυγγζνειασ ζγινε ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία (   bs ä          . 

1998). Το εκχφλιςμα των κυττάρων (15 mL) αραιϊνεται 1 : 10 με ζνα ρυκμιςτικό διάλυμα 

ωωςωωρικϊν pH 7.5 (50 mM) που περιζχει 0.5 M βεταΐνθ. Ζπειτα, το δείγμα ωορτϊνεται ςε μία 

εξιςορροπθμζνθ ςτιλθ ςεωαρόηθσ - ψευδαργφρου υψθλισ ροισ (1.8 cm x 9.8 cm, Pharmacia) με 

ροι 3.5 mL/min. Ο ιμιδαηολικόσ δακτφλιοσ τθσ ιςτιδίνθσ προςδζνεται ςτο υλικό πλιρωςθσ και θ 

ροι του ςυγκεκριμζνου ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ δεν επιτρζπει τθν ζκλουςθ τθσ πρωτεΐνθσ 

ενδιαωζροντοσ. Η ζκλουςθ γίνεται ςε δφο ςτάδια με ρυκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικϊν pH 7.5 

(50 mM) που περιζχει 0.5 Μ βεταΐνθσ και 0.3 Μ ιμιδαηολίου και ροι 1.5 mL/min. Αρχικά 

χρθςιμοποιείται το ςυγκεκριμζνο ρυκμιςτικό διάλυμα ςε ςυγκζντρωςθ 40 % (v/v) ϊςτε να 

εκλουςτοφν οι προςμίξεισ που προςδζκθκαν αςκενϊσ ςτθ ςτιλθ, ενϊ ζπειτα εκλοφεται θ 

πρωτεΐνθ ενδιαωζροντοσ με 100 % του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ που περιζχει το ιμιδαηίο. Σε ζνα 

κλάςμα 10 mL περιζχεται πάνω από το 85 % τθσ πρωτεΐνθσ ενδιαωζροντοσ. Η αωαίρεςθ τθσ 

βεταΐνθσ και του ιμιδαηολίου γίνεται με τθ χριςθ θμιπερατϊν μεμβρανϊν διαπίδυςθσ (5 ΚDa).  

7.3 Ηλεκτροφόρηςη πρωτεώνϐν υπό αποδιατακτικϋσ ςυνθόκεσ11 

Ραραςκευι πθκτϊματοσ: Για τθν θλεκτροωόρθςθ πρωτεϊνϊν υπό αποδιατακτικζσ ςυνκικεσ 

χρθςιμοποιείται πικτωμα πολυακρυλαμιδίου το οποίο αποτελείται από: (α) το πικτωμα 

διαχωριςμοφ και (β) το πικτωμα επιςτοίβαξθσ.  

Αρχικά παραςκευάηεται το πικτωμα διαχωριςμοφ ςφμωωνα με τισ αναλογίεσ του πίνακα 

9. Μόλισ το πικτωμα ειςαχκεί ςτθν θλεκτροωορθτικι ςυςκευι καλφπτεται με ζνα ςτρϊμα 1-

βουτανόλθσ για να επιταχυνκεί ο πολυμεριςμόσ. Μετά τθν πάροδο 30 min αωαιρείται θ 1-

                                                           
11

 SDS-PAGE: Sodium DodecylSulfate–PolyAcrylamide Gel Electrophoresis 
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βουτανόλθ και προςτίκεται το διάλυμα του πθκτϊματοσ επιςτοίβαξθσ και το χτζνι για τθ 

δθμιουργία των κζςεων ωόρτωςθσ. Το πικτωμα αωινεται για πολυμεριςμό για 90 min. 

Πίνακασ 9: Αναλογίεσ για τθν παραςκευι πθκτϊματοσ για SDS-PAGE. 

Διάλυμα Πικτωμα διαχωριςμοφ Πικτωμα επιςτοίβαξθσ 

dH2Ο 3.6 mL 1.525 mL 

υκμιςτικό δ/μα T  s-HCl 3.75 mL (1.5 Μ, pH 8.8) 625 μL (0.5 Μ,    6.8) 

Διάλυμα 10% SDS  150 μL 25 μL 

Διάλυμα 30% ακρυλαμίδιο/δισ-ακρυλαμίδιο  6 mL 325 μL 

TEMED 25 μL 2.5 μL 

Διάλυμα 10% υπερκειϊκό αμμϊνιο12 150 μL 25 μL 

Ρροετοιμαςία δειγμάτων: Τα πρωτεϊνικά δείγματα παραςκευάηονται με τθν προςκικθ 5 μL 

διαλφματοσ ωόρτωςθσ13 ςε 20 μL ενηυμικοφ διαλφματοσ (~25 μg). Αντίςτοιχθ ποςότθτα 

λαμβάνεται από τα πρότυπα δείγματα μοριακϊν βαρϊν (markers). Τα δείγματα επωάηονται για 5 

min ςτουσ 100 οC ϊςτε κερμικά να αποδιαταχκεί θ πρωτεΐνθ και να δθμιουργθκοφν ςφμπλοκα 

SDS-πρωτεΐνθσ. 

Διαδικαςία θλεκτροωόρθςθσ: Τα δείγματα και τα πρότυπα μοριακϊν βαρϊν ωορτϊνονται ςτο 

πικτωμα, το οποίο ζχει καλυωκεί με το διάλυμα θλεκτροωόρθςθσ14. Ο θλεκτροωορθτικόσ 

διαχωριςμόσ πραγματοποιείται ςτα 200 V, 0.04 Α για περίπου 60 min.  

Διαδικαςία χρϊςθσ: Με το πζρασ τθσ θλεκτροωόρθςθσ το πικτωμα μεταωζρεται ςε διάλυμα 

χρϊςθσ15 για 1 h υπό ανάδευςθ ςε κερμοκραςία δωματίου. Ο αποχρωματιςμόσ του πθκτϊματοσ 

πραγματοποιείται ςε διάλυμα αποχρωματιςμοφ16 υπό ανάδευςθ μζχρι να εμωανιςτοφν 

ευδιάκριτεσ ηϊνεσ.  

Στισ εικόνεσ 21 και 22 παρατίκενται οι ωωτογραωίεσ από τθν θλεκτροωόρθςθ των 

υδρολαςϊν που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι. Οι ωωτογραωίεσ ελιωκθςαν μετά 

τον κακαριςμό των πρωτεϊνϊν, οπότε παρουςιάηεται θ μορωι με τθν οποία χρθςιμοποιικθκαν 

τα ςυγκεκριμζνα ζνηυμα. Στθν εικόνα 21 παρουςιάηονται οι εμπορικά διακζςιμεσ λιπάςεσ, ενϊ 

ςτθν εικόνα 22 παρουςιάηονται οι υδρολάςεσ που παραςκευαςτικαν ςτο Ινςτιτοφτο Βιοχθμείασ 

του Ρανεπιςτθμίου του Greifswald. 

Οι εμπορικά διακζςιμεσ λιπάςεσ (εικόνα 21) είναι επαρκϊσ κακαριςμζνεσ, 

παρουςιάηοντασ περιεκτικότθτα ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ πάνω από 80 % (w/w). Θα πρζπει να 

                                                           
12

 Το υπερκειικό αμμϊνιο προςτίκεται τελευταίο γιατί με τθν προςκικθ του ξεκινά ο πολυμεριςμόσ. 
13

 285 μL νερό, 50 μL διαλφματοσ κυανοφν τθσ βρωμοωαινόλθσ 0.25%, 50 μL μερκαπτοαικανόλθσ 
14

 υκμιςτικό διάλυμα Tris-HCl (25 mM, pH 8.3), 0.192 M γλυκίνθ, 0.1 % SDS 
15

 250 mL αικανόλθ, 50 mL οξικοφ οξζοσ, 62.5 mL διαλφματοσ C  m ss   b u  1% 
16

 300 mL μεκανόλθ, 50 mL οξικό οξφ, 650 mL νερό 
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ςθμειωκεί πωσ οριςμζνεσ κερμοανκεκτικζσ λιπάςεσ, όπωσ θ Lipozyme CalB L και θ Novozyme 

735, υπζςτθςαν κερμικι κατεργαςία για τον κακαριςμό τουσ. 

 
Εικόνα 21: Πικτωμα θλεκτροωόρθςθσ SDS-PAGE εμπορικά διακζςιμων λιπαςϊν. 

Οι εςτεράςεσ Bs2 και Pfe I κακαρίςτθκαν με χρωματογραωία ςυγγζνειασ και όπωσ 

ωαίνεται ςτθν εικόνα 22 παρουςιάηουν μόνο μία ηϊνθ. Αντίκετα, θ λιπάςθ Gtl και θ PestE 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ κυτταρικό εκχφλιςμα, παρουςιάηοντασ ςτο ενηυμικό τουσ ςκεφαςμα όλο 

το πρωτεϊνικό προωίλ τθσ E.coli. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ πζρα των υδρολαςϊν 

ενδιαωζροντοσ, καμία πρωτεΐνθ τθσ E. coli δεν παρουςιάηει υδρολυτικι δραςτικότθτα, ϊςτε 

εςωαλμζνα να μετράται για δραςτικότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ενδιαωζροντοσ.  

 
Εικόνα 22: Πικτωμα θλεκτροωόρθςθσ SDS – PAGE εςτεραςϊν και λιπάςθσ Gtl. 

7.4 Παραςκευό ςυςτημϊτων νανοδιαςπορϊσ  

7.4.1 Παραςκευό μικρογαλακτωμϊτων νερού ςε ϋλαιο 

Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν 2 τφποι μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο 

(αντίςτροωων μικκυλίων): 
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Μικρογαλακτϊματα ΑΟΤ / ιςοοκτανίου / νεροφ: παραςκευάηεται διάλυμα του επιωανειενεργοφ 

ΑΟΤ ςε ιςοοκτάνιο, ςυγκζντρωςθσ 0.1 Μ. Το μικρογαλάκτωμα ςχθματίηεται με προςκικθ 

κατάλλθλθσ ποςότθτασ ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ (50 mM Tris – HCl, pH 7.5) ϊςτε να επιτευχκεί ο 

επικυμθτόσ βακμόσ ενυδάτωςθσ (wo) του κάκε ςυςτιματοσ. Ακολουκεί ζντονθ ανάδευςθ ζωσ 

ότου επιτευχκεί ζνα ςτακερό και διαυγζσ διάλυμα. 

Μικρογαλακτϊματα αλκοόλθσ / n-εξανίου / νεροφ: τα μικρογαλακτϊματα χωρίσ επιωανειενεργό, 

των οποίων θ ςφςταςθ παρουςιάηεται ςτον πίνακα 10, παραςκευάηονται ςφμωωνα με τθ 

βιβλιογραωία (Khmelnitsky et al. 1988a). Συγκεκριμζνα, αναμιγνφονται οι απαιτοφμενοι όγκοι n-

εξανίου, αλκοόλθσ (2-προπανόλθσ), και ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Tris – HCl (pH 7.5, 50 mΜ) και 

ακολουκεί ζντονθ ανάδευςθ ζωσ ότου επιτευχκεί ζνα ςτακερό και διαυγζσ διάλυμα. 

Πίνακασ 10: Σφςταςθ (v/v, %) των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων χωρίσ επιωανειενεργό. Τα ςυςτιματα 

SLM 1-7 είναι διςυνεχι, ενϊ τα ςυςτιματα SLM 8-15 είναι μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε n-εξάνιο. 

Σφςτθμα n-εξάνιο 2-προπανόλθ νερό Σφςτθμα n-εξάνιο 2-προπανόλθ νερό 

SLM 1 15.8 65.3 18.9 SLM 9 47.2 50.8 2.0 

SLM 2 23.4 64.6 12.0 SLM 10 55.7 39.7 4.6 

SLM 3 27.1 64.4 8.5 SLM 11 53.4 43.4 3.2 

SLM 4 19.8 74.7 5.5 SLM 12 56.9 41.5 1.6 

SLM 5 37.8 57.2 5.0 SLM 13 58.9 38.4 2.7 

SLM 6 34.1 63.4 2.5 SLM 14 64.4 33.4 2.2 

SLM 7 34.4 63.8 1.8 SLM 15 71.1 27.7 1.2 

SLM 8 45.9 47.8 6.3     

Και ςτισ δφο περιπτϊςεισ, το ζνηυμο ειςάγεται ςτο ςφςτθμα με τθ μορωι πυκνοφ υδατικοφ 

διαλφματοσ. Είναι επικυμθτό να ςχθματιςτοφν πρϊτα τα αντίςτροωα μικκφλια με μικρι 

ποςότθτα νεροφ και ζπειτα να προςτεκεί το ζνηυμο ϊςτε να εγκλωβιςτεί ςτισ ιδθ ςχθματιςμζνεσ 

νανοδομζσ και να επιτευχκεί ο επικυμθτόσ βακμόσ ενυδάτωςθσ (wo). 

7.4.2 Παραςκευό μικρογαλακτωμϊτων νερού ςε ιοντικό υγρό 

Το διάγραμμα ωάςθσ των μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό παραςκευάςτθκε με 

δυναμικι τιτλοδότθςθ ενόσ μείγματοσ των δφο ςυςτατικϊν με ςταδιακι προςκικθ του τρίτου 

ςυςτατικοφ (Clausse et al. 1987). Σε προκερμαςμζνο μείγμα ιοντικοφ υγροφ και επιωανειενεργοφ 

προςτίκενται ςταδιακά μικρζσ ποςότθτεσ νεροφ και το ςφςτθμα υπόκειται ςε ανάδευςθ. Το νζο 

ςφςτθμα αωινεται να θρεμιςει ςτθ κερμοκραςία ενδιαωζροντοσ (~5 min) και ζπειτα εξετάηεται 

προςεκτικά με οπτικι παρατιρθςθ και με παρατιρθςθ μζςω πολωμζνων ωίλτρων, ζτςι ϊςτε να 

διακρικεί εάν το ςφςτθμα παραμζνει μονοωαςικό ι τείνει να διαχωριςτεί ςε διακριτζσ ωάςεισ. 

Εωόςον το ςφςτθμα παραμζνει μονοωαςικό, θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται και ςθμειϊνονται 
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οι όγκοι που προςτίκενται ζωσ ότου προςδιοριςτεί το ςθμείο αλλαγισ των ωάςεων. Συςτιματα 

κοντά ςτα ςθμεία αλλαγισ ωάςεωσ παραςκευάςτθκαν και παρακολουκικθκαν για μεγάλα 

χρονικά διαςτιματα (ζωσ 24 ϊρεσ), ϊςτε να επιβεβαιωκεί θ ςτακερότθτα αυτϊν των 

ςυςτθμάτων και να οριςτεί ακριβζςτερα το διάγραμμα ωάςεωσ. 

Τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό παραςκευάηονται με ανάμειξθ των 

απαιτοφμενων όγκων *bmim]PF6, επιωανειενεργοφ και ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ Tris – HCl (pH 

7.5, 50 mΜ). Το μείγμα επωάηεται ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ για λίγο χρόνο ϊςτε να μειωκεί το 

ιξϊδεσ του διαλφματοσ και ζπειτα ακολουκεί ζντονθ ανάδευςθ ζωσ ότου επιτευχκεί ζνα οπτικά 

διαυγζσ ομοιογενζσ διάλυμα. Το ζνηυμο ειςάγεται ςτο ςφςτθμα με τθ μορωι πυκνοφ υδατικοφ 

διαλφματοσ, όπωσ ζχει αναωερκεί και για τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο. Στθν παροφςα 

διατριβι, αν και μελετικθκαν ςυςτιματα ςε όλο το εφροσ τθσ μονοωαςικισ περιοχισ του 

διαγράμματοσ ωάςθσ, κυρίωσ χρθςιμοποιικθκαν ςυςτιματα με ςτακερι ςυγκζντρωςθ 

επιωανειενεργοφ (50% w/w), τα οποία αναωζρονται ωσ S ςυςτιματα, κακϊσ και ςυςτιματα με 

ςτακερι ςυγκζντρωςθ φδατοσ (5% w/w), τα οποία αναωζρονται ωσ W. Η ςφςταςθ τουσ 

περιγράωεται ςτον πίνακα 11. 

Πίνακασ 11: Κατά βάροσ ςφςταςθ (%) των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό που 

ςχθματίηονται παρουςία επιωανειενεργοφ Tween 20. 

Σφςτθμα [bmim]PF6 Tween 20 νερό Σφςτθμα [bmim]PF6 Tween 20 νερό 

S1 47.5 50 2.5 W1 80 15 5 

S2 45 50 5 W2 70 25 5 

S3 40 50 10 W3 60 35 5 

S4 35 50 15 W4 50 45 5 

S5 30 50 20 W5 40 55 5 

S6 25 50 25 W6 30 65 5 

S7 20 50 30 W7 20 75 5 

S8 15 50 35 W8 10 85 5 

S9 10 50 40 W9 0 95 5 

S10 5 50 45     

7.4.3 Προςδιοριςμόσ πολικότητασ ςυςτημϊτων νανοδιαςπορϊσ 

Το πορτοκαλόχρουν του μεκυλενίου είναι ζνασ ευαίςκθτοσ κετικόσ διαλυτοχρωμικόσ 

δείκτθσ, δθλαδι αφξθςθ ςτθν πολικότθτα του ςυςτιματοσ οδθγεί ςε αφξθςθ του μικουσ 

κφματοσ ςτο οποίο παρατθρείται θ μζγιςτθ απορρόωθςθ (λmax). Η πολικότθτα μετρικθκε ςε 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων, αλλά και ςε οργανικοφσ διαλφτεσ. Σε μία τυπικι διαδικαςία, 

αρχικά παραςκευάηονται τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων και προκερμαίνονται ςτουσ 30 οC. 
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Ζπειτα προςτίκεται 1μM πορτοκαλόχρουν του μεκυλενίου από πυκνό υδατικό διάλυμα και το 

ςφςτθμα αναδεφεται. Για τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων θ ποςότθτα του νεροφ που 

προςτίκεται ζχει υπολογιςτεί για το βακμό ενυδάτωςθσ, ενϊ οι οργανικοί διαλφτεσ είχαν 

περιεκτικότθτα 0.5 % (v/v) ςε νερό. Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ, το υδατικό διάλυμα ιταν ρυκμιςτικό 

διάλυμα Tris – HCl pH 7.5 (50 mM). Το ωάςμα απορρόωθςθσ καταγράωεται ςτο εφροσ 300 – 600 

nm εισ διπλοφν και υπολογίηεται θ μζςθ τιμι του μεγίςτου απορρόωθςθσ (λmax). 

7.5 Ακινητοπούηςη υδρολαςϐν  

7.5.1 Ακινητοπούηςη λιπαςϐν ςε οργανοπηκτϐματα μικρογαλακτωμϊτων 

Σε μία τυπικι διαδικαςία, για τθν παραςκευι των πθκτωμάτων (υδροξυπροπυλο)μεκυλο 

κυτταρίνθσ (HPMC) αρχικά ενυδατϊνεται 1 g του παραγϊγου κυτταρίνθσ με 2 mL ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ (50 mM Tris – HCl, pH 7.5) ςε κερμοκραςία δωματίου. Ταυτόχρονα παραςκευάηεται 

1 mL μικρογαλακτϊματοσ ςτο οποίο ζχει ιδθ εγκλωβιςτεί το ζνηυμο προσ ακινθτοποίθςθ. Το 

μικρογαλάκτωμα προςτίκεται ςτθν ενυδατωμζνθ HPMC και ακολουκεί ζντονθ ανάδευςθ του 

υλικοφ με ςπακίδα (~ 5 min), ϊςτε το ζνηυμο να κατανεμθκεί ομοιόμορωα ςτο ωορζα. Το 

πικτωμα που προκφπτει απλϊνεται ςε γυάλινθ επιωάνεια και πιζηεται μεταξφ 2 γυάλινων 

επιωανειϊν ζτςι ϊςτε να ςχθματιςτοφν λεπτά τεμάχια πάχουσ περίπου 0.50 mm. Ακολουκεί 

ξιρανςθ ςτουσ 30 οC για 3 ϊρεσ. Το ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο μπορεί να χρθςιμοποιθκεί άμεςα ι 

να διατθρθκεί ςτουσ 4 οC ζωσ τθ χρθςιμοποίθςθ του. 

Η τροποποίθςθ των οργανοπθκτωμάτων με ςιλάνια προςκζτει ζνα ακόμα βιμα ςτο ιδθ 

υπάρχον πρωτόκολλο. Συγκεκριμζνα, μετά τθν προςκικθ του μικρογαλακτϊματοσ και τθν 

ανάδευςθ προςτίκεται ςυγκεκριμζνθ ποςότθτα υποκατεςτθμζνου ςιλανίου (10 – 20 % του όγκου 

του οργανοπθκτϊματοσ πριν τθν ξιρανςθ) και ακολουκεί ζντονθ ανάδευςθ του υλικοφ με 

ςπακίδα, ϊςτε το ςιλάνιο να κατανεμθκεί ομοιόμορωα ςτο οργανοπικτωμα. Ζπειτα το πικτωμα 

απλϊνεται ςε γυάλινθ επιωάνεια και ακολουκεί ξιρανςθ όπωσ ςτθ διαδικαςία που αναωζρκθκε 

για τα απλά οργανοπθκτϊματα. Τα υποκατεςτθμζνα ςιλάνια παρουςία υδροχλωρικοφ οξζοσ (το 

οποίο υπάρχει ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα) πολυμερίηονται (Lee et al. 2007a, Lee et al. 2007b), 

δθμιουργϊντασ ζτςι ζνα δίκτυο το οποίο δρα υποςτθρικτικά ςτο δίκτυο τθσ HPMC. 

7.5.2 Ακινητοπούηςη υδρολαςϐν ςε νανοδομημϋνα υλικϊ 

Τα πρωτόκολλα που παρατίκενται παρακάτω είναι ενδεικτικά και αναωζρονται ςτισ 

βζλτιςτεσ ςυνκικεσ. Για τισ μελζτεσ βελτιςτοποίθςθσ των ςυγκεκριμζνων πρωτοκόλλων ζχουν 

γίνει παρεκκλίςεισ από τθν τυπικι διαδικαςία που περιγράωεται εδϊ.  

Μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ: 5 mg νανοχλικϊν διαςπείρονται με τθ βοικεια υπεριχων (~ 30 

min) ςε 9 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ωωςωορικϊν αλάτων (50 mM, pH 7.5). Ζπειτα 

προςτίκενται 2 mL πυκνοφ ενηυμικοφ διαλφματοσ, ζτςι ϊςτε να ζχουμε τθν κατάλλθλθ αναλογία 

ενηφμου – νανοχλικοφ και τελικό όγκο 11 mL. Το μίγμα επωάηεται ςτουσ 30 οC για 1 ϊρα ζτςι 
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ϊςτε να ακινθτοποιθκεί το ζνηυμο ςτθν επιωάνεια του νανοχλικοφ. Ακολουκοφν δφο 

ωυγοκεντριςεισ ςτισ 6000 rpm για 15 min με ενδιάμεςθ ψφξθ του δείγματοσ για 5 λεπτά ϊςτε να 

μθν απενεργοποιθκεί το ζνηυμο. Το υπερκείμενο μετά τθ δεφτερθ ωυγοκζντρθςθ διατθρείται για 

μζτρθςθ πρωτεϊνικοφ ωορτίου και ενηυμικισ δραςτικότθτασ. Το ίηθμα μεταωζρεται ςε 

ςωλθνάρια μικροωυγοκζντρου και ωυγοκεντρείται για 5 min ςτισ 12000 rpm. Το υπερκείμενο 

απορρίπτεται και το ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο ξεπλζνεται 3 ωορζσ. Η διαδικαςία ζκπλυςθσ ζχει 

ωσ εξισ. Στο ίηθμα προςτίκεται 1 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ, γίνεται ανάδευςθ για 5 sec και 

ζπειτα ωυγοκεντρείται ςτισ 12000 rpm για 5 min. To υπερκείμενο απορρίπτεται και θ διαδικαςία 

επαναλαμβάνεται άλλεσ δφο ωορζσ. Μετά τθν τελευταία ωυγοκζντρθςθ αωαιρείται όςο το 

δυνατόν μεγαλφτερθ ποςότθτα νεροφ και το υλικό αωινεται ςε ξθραντιρα με silica gel, είτε για 

δφο θμζρεσ ςτουσ 4 oC, είτε για 4 ϊρεσ υπό κενό ςε κερμοκραςία δωματίου. Το ακινθτοποιθμζνο 

ζνηυμο ζπειτα μπορεί να διατθρθκεί ςτουσ 4 οC ζωσ τθ χρθςιμοποίθςθ του. 

Ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ: 5 mg νανοχλικϊν με ελεφκερεσ αμινομάδεσ διαςπείρονται με τθ 

βοικεια υπεριχων (~ 30 min) ςε 9 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ωωςωορικϊν αλάτων (50 mM, 

pH 7.5) που περιζχει 110 μL Tween 20. Ζπειτα προςτίκεται 4% (v/v) γλουταραλδεψδθσ ςε τελικό 

όγκο 11 mL και το μίγμα επωάηεται ςτουσ 30 οC για μιςι ϊρα, ζτςι ϊςτε να ςχθματιςκοφν δεςμοί 

μεταξφ των αμινομάδων του υλικοφ και τθσ γλουταραλδεψδθσ. Το υλικό ωυγοκεντρείται ςτισ 

6000 rpm για 30 min και το υπερκείμενο με τθν περίςςεια γλουταραλδεψδθσ και Tween 20 

απορρίπτεται. Το υλικό ξεπλζνεται με 2 mL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ και ωυγοκεντρείται ςτισ 

ίδιεσ ςυνκικεσ. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και ζπειτα προςτίκενται 11 mL ρυκμιςτικοφ 

διαλφματοσ που περιζχουν κατάλλθλθ ποςότθτα ενηφμου. Το μίγμα επωάηεται ςτουσ 30 οC για 

μία ϊρα ϊςτε το ζνηυμο να ακινθτοποιθκεί και ζπειτα, για να ανακτθκεί το ακινθτοποιθμζνο 

ζνηυμο, ακολουκείται θ διαδικαςία που περιγράωθκε για τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ.  

 

Εικόνα 23: Σχθματικι απεικόνιςθ του μθχανιςμοφ ακινθτοποίθςθσ ενηφμων ςε τροποποιθμζνα νανοχλικά. 
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Για τθν κατανόθςθ του μθχανιςμοφ ακινθτοποίθςθσ των ενηφμων ςτα νανοχλικά 

παρατίκεται θ εικόνα 23, θ οποία παρουςιάηει τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε παράγωγο του 

οξειδίου του γραωενίου που ωζρει ελεφκερεσ αμινομάδεσ. Κατά τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ το ζνηυμο αλλθλεπιδρά με τθν επιωάνεια του υλικοφ, ενϊ ςτθν ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ το ζνηυμο προςδζνεται ςτισ ελεφκερεσ αμινομάδεσ με χριςθ γλουταραλδεψδθσ. 

7.6 Μϋθοδοι προςδιοριςμού δραςτικότητασ ενζύμων 

7.6.1 Τδρόλυςη βουτυλεςτϋρα τησ 4-νιτροφαινόλησ 

Για τθ μελζτθ τθσ υδρολυτικισ δραςτικότθτασ λιπαςϊν και εςτεραςϊν χρθςιμοποιικθκε 

το πρωτόκολλο υδρόλυςθσ του βουτυλεςτζρα τθσ 4-νιτροωαινόλθσ (pNPB). Η αντίδραςθ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 24.  

 

Εικόνα 24: Αντίδραςθ υδρόλυςθσ βουτυλεςτζρα τθσ 4-νιτροωαινόλθσ ςε 4-νιτροωαινόλθ & βουτυρικό οξφ. 

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ςε προκερμαςμζνο ςφςτθμα (30 οC) ςτο οποίο κα λάβει χϊρα θ 

αντίδραςθ προςτίκεται pNPB από πυκνό διάλυμα ςε διμεκυλοςουλωοξείδιο (τελικι 

ςυγκζντρωςθ 0.5 mM για τισ μελζτεσ μικρογαλακτωμάτων και 1 mM για τισ μελζτεσ των 

νανοχλικϊν). Τζλοσ προςτίκεται το ζνηυμο, υπό μορωι υδατικοφ διαλφματοσ ςε ρυκμιςτικό 

διάλυμα pH 7.5 (50 mM) και το ςφςτθμα αναδεφεται ςτιγμιαία. Η αντίδραςθ παρακολουκείται 

ωωτομετρικά. Για τα υδατικά ςυςτιματα θ παρακολοφκθςθ γίνεται ςτα 405 nm, ενϊ για τα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων, λόγω μετατόπιςθσ του μεγίςτου απορρόωθςθσ, θ 

παρακολοφκθςθ γίνεται ςτα 340 nm. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.6.2 Εςτεροπούηςη λιπαρϐν οξϋων με αλκοόλεσ 

Η χριςθ μικρογαλακτωμάτων και ακινθτοποιθμζνων ενηφμων κακιςτά εωικτι τθν 

αντιςτροωι τθσ αντίδραςθσ υδρόλυςθσ που καταλφουν οι υδρολάςεσ ςτο ωυςικό περιβάλλον, 

προσ το ςχθματιςμό εςτζρων.  

Σε μια τυπικι διαδικαςία, ςε προκερμαςμζνο ςφςτθμα (30 οC) ςτο οποίο κα λάβει χϊρα θ 

αντίδραςθ προςτίκεται το ζνηυμο ςε ακινθτοποιθμζνθ ι ελεφκερθ μορωι. Ζπειτα προςτίκενται θ 

αλκοόλθ και το λιπαρό οξφ ςε μοριακό λόγο 2 : 1. Στισ μελζτεσ των μικρογαλακτωμάτων οι 

ακριβείσ ςυγκεντρϊςεισ ιταν 0.1 Μ και 0.05 Μ αντίςτοιχα, ενϊ ςτισ υπόλοιπεσ μελζτεσ 
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χρθςιμοποιικθκαν οι διπλάςιεσ ςυγκεντρϊςεισ. Στθν αντίδραςθ προςτίκενται 50 mM δεκανίου 

ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ. Γίνεται 

δειγματολθψία ςε τακτά χρονικά διαςτιματα και θ πορεία τθσ αντίδραςθσ παρακολουκείται με 

αζριο χρωματογράωο (GC). Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

Για να αναλυκεί μία ζνωςθ ςτο GC, κα πρζπει ςτο εφροσ των κερμοκραςιϊν που 

λειτουργεί να είναι πτθτικι θ ζνωςθ. Τα ιοντικά υγρά που χρθςιμοποιικθκαν ζχουν ςθμείο 

βραςμοφ πάνω από 600 οC και για αυτό το λόγο δεν μποροφν να αναλυκοφν ωσ ζχουν. Ομοίωσ, 

το επιωανειενεργό AOT ζχει πολφ υψθλό ςθμείο βραςμοφ και δεν μπορεί να αναλυκεί ςτο GC. 

Για αυτό το λόγο τα ςυςτιματα που περιζχουν ιοντικά υγρά εκχυλίηονται με ίςο όγκο n-εξανίου, 

ενϊ τα ςυςτιματα που περιζχουν ΑΟΤ εκχυλίηονται με ίςο όγκο ακετονιτριλίου.  

7.6.3 Μετεςτεροπούηςη βινυλ-οξικού οξϋοσ με την (±)1-φαινυλαιθανόλη  

Η ικανότθτα μετεςτεροποίθςθσ των εςτεραςϊν που ακινθτοποιικθκαν ςε νανοχλικά 

μελετικθκε ςτθν αντίδραςθ τθσ (±)1-ωαινυλαικανόλθσ με βινυλ-οξικό οξφ. Σε ωιαλίδιο 2 mL 

ηυγίηονται 0.5 mg ακινθτοποιθμζνου ενηφμου. Ζπειτα προςτίκεται 1 mL προκερμαςμζνου n-

εξανίου (30 οC) και θ διαςπορά του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου υποβοθκείται από υπεριχουσ για 

30 sec. Ζπειτα προςτίκενται 0.1 Μ (±)1-ωαινυλαικανόλθσ και 0.1 Μ βινυλ-οξικοφ οξζοσ. Στθν 

αντίδραςθ προςτίκενται 50 mM δεκανίου ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα 

ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ. Γίνεται δειγματολθψία ςε τακτά χρονικά διαςτιματα και θ πορεία 

τθσ αντίδραςθσ παρακολουκείται με αζριο χρωματογράωο (GC). Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν 

εισ διπλοφν. 

7.6.4 Ενζυμικό τροποπούηςη βιοδραςτικϐν ενϐςεων 

Δεδομζνου ότι τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό είναι ζνα νζο μζςο για 

βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ, μελετικθκε θ εωαρμογι τουσ ςτθν εςτεροποίθςθ βιοδραςτικϊν 

μορίων. Χρθςιμοποιικθκαν 3 ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό ςτα οποία 

οι λιπάςεσ παρουςιάηουν ςυνκετικι δραςτικότθτα και θ δραςτικότθτα τουσ ςυγκρίκθκε με τθ 

δραςτικότθτα ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο. 

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ςχθματίςτθκαν μικρογαλακτϊματα με ρυκμιςτικό διάλυμα Tris 

– HCl pH 7.5 (50 mM) ςτα οποία εγκλωβίςτθκαν 50 μ /mL από τισ λιπάςεσ CalB, Crl, Rml και Τll, 

ενϊ θ λιπάςθ Cvl χρθςιμοποιικθκε ςε ςυγκζντρωςθ 20 μg/mL. Ζπειτα προςτζκθκαν τα 

ωαινολικά οξζα (0.05 M) και θ 1-προπανόλθ (0.1 Μ) για να ξεκινιςει θ αντίδραςθ. Να ςθμειωκεί 

πωσ για τα μικρογαλακτϊματα χωρίσ επιωανειενεργό θ 1-προπανόλθ χρθςιμοποιικθκε ωσ 

ςυςτατικό του ςυςτιματοσ. Η αντίδραςθ ζλαβε χϊρα ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ. Τα 

βιοδραςτικά μόρια που χρθςιμοποιικθκαν παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 25. 
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Εικόνα 25: Βιοδραςτικζσ ενϊςεισ που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι. 

Σε τακτά χρονικά διαςτιματα γίνεται δειγματολθψία 50μL τα οποία αραιϊνονται με 250 

μL μεκανόλθσ. Το μείγμα ωιλτράρεται από ωίλτρο 0.45 μm νάιλον μεμβράνθσ (Nylaflo TM, Pall) 

και αναλφεται με HPLC. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. Στθν περίπτωςθ των 

μικρογαλακτωμάτων χωρίσ επιωανειενεργό γίνεται δειγματολθψία 300 μL τα οποία 

ωιλτράρονται ωσ ζχουν. Η αντίδραςθ παρακολουκείται ςτα 325 nm για το (R,S) λιποϊκό οξφ, το 

ωερουλικό οξφ και τα παράγωγα του, ςτα 220 nm τα ωαινολικά οξζα και ςτα 280 nm τα π-

υδροξυωαινολικά οξζα. 

7.6.5 Αλκοόλυςη τριλαυρύνησ από μεθανόλη 

Δεδομζνου ότι οι ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ που παριχκθςαν ςτθν παροφςα διατριβι 

παρουςίαςαν ςθμαντικι δραςτικότθτα και ςτακερότθτα, μελετικθκε θ εωαρμογι τουσ ςτθν 

παραγωγι βιοντιηελ. Η παραγωγι βιοντιηελ αποτελεί μία ςθμαντικι εωαρμογι των 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν, κακϊσ είναι μία περιβαλλοντικά ωιλικι διεργαςία, ςε ςχζςθ με τθ 

χθμικι μζκοδο παραςκευισ βιοντιηελ (Robles-Medina et al. 2009, Tan et al. 2010). Η 

βιοκαταλυτικι παραγωγι βιοντιηελ βαςίηεται ςτθν εςτεροποίθςθ λιπαρϊν οξζων ι τθ 

αλκοόλυςθ τριγλυκεριδίων ϊςτε να παραχκοφν μεκυλεςτζρεσ λιπαρϊν οξζων, το κφριο 

ςυςτατικό του βιοντιηελ. Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκε ωσ πρότυπθ αντίδραςθ 

παραγωγισ βιοντιηελ θ αλκοόλυςθ τθσ τριλαυρίνθσ από τθ μεκανόλθ. 

Λιπάςεσ ακινθτοποιθμζνεσ ςε νανοχλικά (0.5 μg) και ςε οργανοπθκτϊματα ιοντικοφ υγροφ 

(100 mg) προςτζκθκαν ςε 1 mL n-εξανίου, το οποίο περιείχε 33.3 Μ τριλαυρίνθσ, και 0.3 Μ 

μεκανόλθσ. Χρθςιμοποιικθκαν 50 mΜ δεκανίου ωσ εςωτερικόσ μάρτυρασ. Η αντίδραςθ 
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λαμβάνει χϊρα ςτουσ 50 οC υπό ανάδευςθ. Γίνεται δειγματολθψία ςε τακτά χρονικά διαςτιματα, 

το δείγμα αραιϊνεται 1:1 με n-εξάνιο και θ πορεία τθσ αντίδραςθσ παρακολουκείται με αζριο 

χρωματογράωο. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.6.6 Φημειοενζυμικό οξεύδωςη πολυαρωματικϐν υδρογονανθρϊκων 

Οι πολυαρωματικοί υδρογονάνκρακεσ είναι ενϊςεισ που βρίςκονται ςτα πετροχθμικά και 

παρουςιάηουν αυξθμζνθ τοξικότθτα, λόγω τθσ υψθλισ υδροωοβικότθτάσ τουσ. Το πρϊτο βιμα 

για τθ βιοαποικοδόμθςθ τουσ είναι θ οξείδωςθ τουσ (Gan et al. 2009, Haritash and Kaushik 2009). 

Οι λιπάςεσ μποροφν να καταλφςουν τθν οξείδωςθ χθμικϊν ενϊςεων μζςω μίασ χθμειοενηυμικισ 

διεργαςίασ (Warwel and Klaas 1995). Αρχικά οι λιπάςεσ οξειδϊνουν ζνα ακόρεςτο λιπαρό οξφ με 

τθ βοικεια ενόσ οξειδωτικοφ ωορζα. Σε επόμενο βιμα το υπεροξείδιο του λιπαροφ οξζοσ μπορεί 

να προςβάλει κάποια άλλθ χθμικι ζνωςθ και να τθν οξειδϊςει. Η παρουςία ενδιάμεςων ςταδίων 

αυξάνει τθ δυςκολία κατάλυςθσ τθσ αντίδραςθσ.  

Σε 0.5 mL εκχυλίςματοσ των πολυαρωματικϊν υδρογονανκράκων που ζχει 

επαναδιαλυτοποιθκεί ςε n-εξάνιο (παράγραωοσ 7.11.2) προςτίκενται 5 mg Novozyme 435 

(ακινθτοποιθμζνθ CalB), 0.1 mmol καπρυλικοφ οξζοσ και 0.11 mmol ςυμπλόκου ουρίασ-H2O2 ωσ 

οξειδωτικόσ ωορζασ. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 oC για 14 μζρεσ. Σε τακτά χρονικά 

διαςτιματα λαμβάνεται δείγμα και αναλφεται με αζρια χρωματογραωία. 

Η αντίδραςθ μελετικθκε και με πρότυπεσ πολυαρωματικζσ ενϊςεισ, όπωσ το ναωκαλζνιο 

και το ανκρακζνιο. Σε 0.5 mL n-εξανίου προςτίκενται 5 mg Novozyme 435 (ακινθτοποιθμζνθ 

CalB), 25 μmol τθσ πρότυπθσ πολυαρωματικισ ζνωςθσ, 0.1 mmol καπρυλικοφ οξζοσ και 0.11 

mmol ςυμπλόκου ουρίασ-H2O2. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 oC για 4 μζρεσ. Ωσ 

εςωτερικόσ μάρτυρασ χρθςιμοποιικθκαν 5 μmol δεκανίου. Σε τακτά χρονικά διαςτιματα 

λαμβάνεται δείγμα και αναλφεται με αζρια χρωματογραωία. 

Σκοπόσ ιταν να επιβεβαιωκεί θ ικανότθτα κατάλυςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ αντίδραςθσ από 

ζνα ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενο εμπορικό ςκεφαςμα τθσ CalB το οποίο είναι ικανό να καταλφει 

παρόμοιεσ αντιδράςεισ χθμειοενηυμικισ εποξείδωςθσ (Tzialla et al. 2010) ϊςτε ζπειτα να 

χρθςιμοποιθκοφν οι ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ που παραςκευάςτθκαν ςτθν παροφςα διατριβι. 

Το εμπορικό ςκεφαςμα δεν παρουςίαςε δραςτικότθτα και για αυτό δεν παρατίκενται δεδομζνα 

ςτο κεωάλαιο των αποτελεςμάτων. Δεδομζνα για τθν εκχφλιςθ και τισ δοκιμζσ παρατίκενται ςτο 

παράρτθμα Ι. 

7.7 Μϋθοδοι προςδιοριςμού θερμοςταθερότητασ ενζύμων  

7.7.1 Προςδιοριςμόσ ςταθερότητασ λιπαςϐν ςε υδατικϊ ςυςτόματα  

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε διάωορα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο μελετικθκε 

ακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ υδρόλυςθσ του pNPB, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.1. 
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Σε μία τυπικι διαδικαςία, ρυκμιςτικό διάλυμα Tris – HCl pH 7.5 (25 mM) προεπωάηεται 

ςτθ κερμοκραςία που κα μελετθκεί θ ςτακερότθτα και ζπειτα προςτίκεται το ζνηυμο υπό μορωι 

υδατικοφ διαλφματοσ. Οι τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ των ενηφμων είναι 13 μg/mL για τθ Crl, 10 μg/mL 

για τθ Tll, 6.6 μg/mL για τθ CalB και 1.1 μg/mL για τθ Cvl. Σε τακτά χρονικά διαςτιματα γίνεται 

δειγματολθψία 995 μL, αωινεται ςε κερμοκραςία δωματίου για 5 λεπτά και ζπειτα προςτίκενται 

5 μL διαλφματοσ pNPB (0.1 Μ ςε διμεκυλοςουλωοξείδιο), ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ του 

υποςτρϊματοσ να είναι 0.5 mM. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 οC και θ παραγωγι 4-

νιτροωαινόλθσ καταγράωεται ςτα 405 nm. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.7.2 Προςδιοριςμόσ ςταθερότητασ λιπαςϐν ςε μικρογαλακτϐματα νερού ςε ϋλαιο 

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε διάωορα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο μελετικθκε 

ακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ υδρόλυςθσ του pNPB, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.1. 

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ςχθματίηεται το επικυμθτό ςφςτθμα ςφμωωνα με το 

πρωτόκολλο ςτθν παράγραωο 7.4.1 χρθςιμοποιϊντασ ρυκμιςτικό διάλυμα Tris – HCl pH 7.5 (25 

mM), και πριν προςτεκεί το ζνηυμο, το ςφςτθμα επωάηεται ςτθ κερμοκραςία που κα μελετθκεί θ 

ςτακερότθτα. Ζπειτα προςτίκεται το ζνηυμο υπό μορωι υδατικοφ διαλφματοσ. Οι ςυγκεντρϊςεισ 

των ενηφμων είναι 200μg/mL για Crl και Tll, 50 μg/mL για CalB και Rml και 20 μg/mL για τθ Cvl. Σε 

τακτά χρονικά διαςτιματα γίνεται δειγματολθψία 995 μL, αωινεται ςε κερμοκραςία δωματίου 

για 5 λεπτά και ζπειτα προςτίκενται 5 μL διαλφματοσ pNPB (0.1 Μ ςε διμεκυλοςουλωοξείδιο), 

ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ του υποςτρϊματοσ να είναι 0.5 mM. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα 

ςτουσ 30 οC και θ παραγωγι 4-νιτροωαινόλθσ καταγράωεται ςτα 340 nm. Πλα τα πειράματα 

διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.7.3 Προςδιοριςμόσ ςταθερότητασ λιπαςϐν ςε μικρογαλακτϐματα νερού ςε 

ιοντικό υγρό 

Η ςτακερότθτα των ενηφμων ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό μελετικθκε 

ακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ υδρόλυςθσ του pNPB, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.1.  

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ςχθματίηεται το επικυμθτό ςφςτθμα ςφμωωνα με το 

πρωτόκολλο (παράγραωοσ 7.4.2) χρθςιμοποιϊντασ ρυκμιςτικό διάλυμα Tris – HCl pH 7.5 (25 

mM) και πριν προςτεκεί το ζνηυμο, το ςφςτθμα επωάηεται ςτθ κερμοκραςία που κα μελετθκεί θ 

ςτακερότθτα. Ζπειτα προςτίκεται το ζνηυμο υπό μορωι υδατικοφ διαλφματοσ. Οι ςυγκεντρϊςεισ 

των ενηφμων κατά τθν επϊαςθ είναι 200 μg/mL για όλα τα ζνηυμα. Σε τακτά χρονικά διαςτιματα 

γίνεται δειγματολθψία 20 μL, αραιϊνεται ςε 975 μL ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ που ζχει επωαςτεί 

ςε 30 οC και προςτίκενται 5 μL διαλφματοσ pNPB (0.1 Μ ςε διμεκυλοςουλωοξείδιο), ϊςτε θ 

τελικι ςυγκζντρωςθ του υποςτρϊματοσ να είναι 0.5 mM. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 
οC και θ παραγωγι 4-νιτροωαινόλθσ καταγράωεται ςτα 405 nm. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν 

εισ διπλοφν. 
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7.7.4 Προςδιοριςμόσ ςταθερότητασ λιπαςϐν ακινητοποιημϋνων ςε 

οργανοπηκτϐματα 

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν που ακινθτοποιικθκαν ςε οργανοπθκτϊματα μελετικθκε 

ακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του λαυρικοφ οξζοσ (0.1 Μ) με 1-βουτανόλθ (0.2 

Μ), όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.2.  

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ηυγίηονται 100 mg ακινθτοποιθμζνου ενηφμου και προςτίκενται 

0.5 mL προεπωαςμζνου ιςοοκτανίου. Το ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο επωάηεται για ςυγκεκριμζνο 

χρονικό διάςτθμα και ζπειτα προςτίκενται 0.5 mL ιςοοκτανίου που περιζχει τα αντιδρϊντα και 

τον εςωτερικό μάρτυρα ςτισ διπλάςιεσ ςυγκεντρϊςεισ και ζχει επωαςτεί ςτουσ 30 οC. Αν θ 

κερμοκραςία επϊαςθσ είναι αυξθμζνθ, πριν προςτεκοφν τα υποςτρϊματα, το ζνηυμο αωινεται 

ςε κερμοκραςία δωματίου για 5 λεπτά. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ. 

Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

Στθν περίπτωςθ τθσ μελζτθσ τθσ κερμοςτακερότθτασ ςε ιοντικό υγρό, 50 mg 

ακινθτοποιθμζνου ενηφμου προςτίκενται ςε 0.5 mL [bmim]PF6 προκερμαςμζνου ςτουσ 90 οC και 

το ςφςτθμα επωάηεται για ςυγκεκριμζνα χρονικά διαςτιματα ςτουσ 90 οC. Ζπειτα, το ςφςτθμα 

μεταωζρεται ςε παγόλουτρο για 2 min, επωάηεται ςτουσ 30 οC για 5 λεπτά και προςτίκενται τα 

υποςτρϊματα και ο μάρτυρασ. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 οC υπό ανάδευςθ. Πλα τα 

πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.7.5 Προςδιοριςμόσ ςταθερότητασ υδρολαςϐν παρουςύα νανοώλικϐν 

Η ςτακερότθτα των υδρολαςϊν ςε υδατικό διάλυμα παρουςία νανοχλικϊν μελετικθκε 

ακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ υδρόλυςθσ του pNPB, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.1. 

Σε μία τυπικι διαδικαςία, ρυκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικϊν pH 7.5 (50 mM) ςτο οποίο 

ζχουν διαςπαρκεί τα νανοχλικά προεπωάηεται ςτουσ 60 οC και ζπειτα προςτίκεται το ζνηυμο υπό 

μορωι υδατικοφ διαλφματοσ. Οι τελικζσ ςυγκεντρϊςεισ των ενηφμων είναι 0.5 μg/mL για τισ CalA, 

CalB, Crl και Pfe I , 5.0 μg/mL για τισ Gtl και PestE και 15.0 ng/mL για τθν Bs2. Σε τακτά χρονικά 

διαςτιματα γίνεται δειγματολθψία 990 μL, το δείγμα ψφχεται ςε παγόλουτρο για 1 min, και 

φςτερα αωινεται ςε κερμοκραςία δωματίου για 2 min. Ζπειτα προςτίκενται 10 μL διαλφματοσ 

pNPB (0.1 Μ ςε διμεκυλοςουλωοξείδιο) ϊςτε θ τελικι ςυγκζντρωςθ του υποςτρϊματοσ να είναι 

1 mM. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα ςτουσ 30 οC και θ παραγωγι 4-νιτροωαινόλθσ καταγράωεται 

ςτα 405 nm. Πλα τα πειράματα διεξιχκθςαν εισ διπλοφν. 

7.7.6 Προςδιοριςμόσ κινητικϐν ςταθερϐν απενεργοπούηςησ  

Ο μθχανιςμόσ τθσ διαδικαςίασ απενεργοποίθςθσ των ενηφμων είναι μείηονοσ ςθμαςία για 

τθν κατανόθςθ και τθν περαιτζρω βελτίωςθ τθσ καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ των ενηφμων. 

Είκιςται να χρθςιμοποιείται ζνα μοντζλο απενεργοποίθςθσ ενόσ ςταδίου, κατά το οποίο το 

ζνηυμο από τθν πλιρωσ ενεργι μορωι (E) μεταβαίνει ςε μία πλιρωσ απενεργοποιθμζνθ μορωι 
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(I) ςε ζνα ςτάδιο, μζςω εκκετικισ μείωςθσ τθσ δραςτικότθτασ του με ταχφτθτα k. Η 

απενεργοποίθςθ ενόσ ςταδίου περιγράωεται από τθν εξίςωςθ 2, όπου Αt θ ενεργότθτα ςε χρόνο 

t, Αο θ αρχικι ενεργότθτα, k θ ςτακερά απενεργοποίθςθσ και t ο χρόνοσ. 

  
 
→                            

                       

Το ςυγκεκριμζνο μοντζλο κεωρεί πωσ θ απενεργοποίθςθ του ενηφμου δεν επθρεάηεται 

από το πλικοσ των ενηυμικϊν μορίων ςε ενεργι και ανενεργι μορωι, αλλά οωείλεται ςε ζνα 

γεγονόσ το οποίο διαταράςςει τθν ενεργι διαμόρωωςθ του ενηφμου και οδθγεί ςτθν πλιρθ 

αποδιάταξθ του ενηφμου. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τθν πολυπλοκότθτα του ενηυμικοφ μορίου, ωαίνεται παράδοξο το 

γεγονόσ ότι θ εξίςωςθ 2 ζχει εωαρμοςτεί με επιτυχία ςτθν περιγραωι τθσ κινθτικισ 

απενεργοποίθςθσ πολλϊν ενηφμων. Η ςτακεροποίθςθ και θ ενεργοποίθςθ των ενηφμων ςε 

οριςμζνα ςυςτιματα δεν μπορεί να περιγραωεί με το ςυγκεκριμζνο μοντζλο. Είναι λογικό να 

αναμζνεται πωσ χρειάηονται παραπάνω από ζνα γεγονόσ για τθν πλιρθ απενεργοποίθςθ του 

ενηφμου, άρα και περιςςότερεσ από μία ενεργζσ καταςτάςεισ. Για αυτό το λόγο ζχουν 

αναπτυχκεί μοντζλα απενεργοποίθςθσ με περιςςότερα από ζνα ςτάδια, όπου μεταξφ τθσ 

αρχικισ κατάςταςθσ και του πλιρωσ απενεργοποιθμζνου ενηφμου παρεμβάλλονται ενδιάμεςεσ 

ενεργζσ διαμορωϊςεισ του ενηφμου. Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκε το μοντζλο δφο 

ςταδίων (Henley and Sadana 1985), κατά το οποίο το ζνηυμο από τθν πλιρωσ ενεργι μορωι (E) 

μεταβαίνει ςε μία ενδιάμεςθ κατάςταςθ (Ε1) με ρυκμό k1 και από τθν ενδιάμεςθ κατάςταςθ 

μεταβαίνει ςτθν τελικι κατάςταςθ (Ε2) με ρυκμό k2. Τα δφο ςτάδια τθσ απενεργοποίθςθσ 

περιγράωονται ικανοποιθτικά με τθν κινθτικι απενεργοποίθςθσ ενόσ ςταδίου, όταν αναλυκοφν 

αυτόνομα. Επειδι όμωσ δεν μπορεί κάποιοσ να γνωρίηει εκ των προτζρων τθν ενεργότθτα τθσ 

ενδιάμεςθσ κατάςταςθσ το μοντζλο δφο ςταδίων περιγράωεται από τθν εξίςωςθ 3. 

  
  
→   

  
→       

         [   
    

     
  

    

     
]          [ 

    

     
  

    

     
]                      

Στθν παροφςα εξίςωςθ α1 και α2 είναι οι ςχετικζσ ενεργότθτεσ των ενδιάμεςων ςταδίων Ε1 

και Ε2 (αντίςτοιχα) ωσ προσ τθν αρχικι ενεργότθτα τθσ κατάςταςθσ Ε, ενϊ τα k1 και k2 είναι οι 

κινθτικζσ απενεργοποίθςθσ πρϊτου ςταδίου για τα ςτάδια Ε → Ε1 και Ε1 → Ε2 αντίςτοιχα. Θα 

πρζπει να ςθμειωκεί πωσ το ςυγκεκριμζνο μοντζλο περιγράωει και τθν απενεργοποίθςθ ενόσ 

ςταδίου, αν το δεφτερο ςτάδιο δεν λθωκεί υπόψθ (ορίηονται τα α1,α2 και k2 ίςα με μθδζν). 

Τα πειραματικά αποτελζςματα αρχικά επεξεργάςτθκαν και με τα δφο μοντζλα. Οι 

εξιςϊςεισ ειςιχκθςαν ςτο λογιςμικό Origin 7.0 (Origin Lab) και χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ μθ 

γραμμικισ παλινδρόμθςθσ Levenberg - Marquadt για να προςαρμοςτεί θ εξίςωςθ ςτα 

πειραματικά δεδομζνα. Κακϊσ θ προςαρμογι ςτα πειραματικά αποτελζςματα ιταν καλφτερθ 
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για το μοντζλο απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων, αυτό το μοντζλο χρθςιμοποιικθκε για τθν 

επεξεργαςία των αποτελεςμάτων. Η μζκοδοσ Newton – Raphson χρθςιμοποιικθκε για να 

υπολογιςτεί ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ (t1/2) από τθν εξίςωςθ απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων, 

χρθςιμοποιϊντασ τισ τιμζσ των παραμζτρων που υπολογίςτθκαν από τα πειραματικά 

αποτελζςματα.  

7.8 Αναλυτικϋσ μϋθοδοι 

7.8.1 Αϋριοσ χρωματογραφύα (GC) 

Ο αζριοσ χρωματογράωοσ (GC) που χρθςιμοποιικθκε για τον προςδιοριςμό των λιπαρϊν 

οξζων, των εςτζρων τουσ αλλά και των κλαςμάτων πετρελαιοειδϊν ιταν τθσ εταιρείασ Shimadju 

(μοντζλο 17A), εωοδιαςμζνοσ με τισ ςτιλεσ β-DEX 120 (30m x 0.25mm I.D., 0.25 μm) και SBP5 

(30m x 0.32mm I.D., 1.0μm) τθσ Supelco, και με ανιχνευτι ιονιςμοφ ωλόγασ (FID). Ωσ ωζρον αζριο 

χρθςιμοποιικθκε ιλιο κακαρότθτασ 99.999%. Σε όλεσ τισ μεκόδουσ θ ροι τθσ ςτιλθσ ορίςτθκε 1 

mL/min, θ κερμοκραςία ςυςτιματοσ ζγχυςθσ 250 οC και θ κερμοκραςία του ανιχνευτι 300 οC. 

Ακολοφκωσ παρατίκενται το κερμοκραςιακό πρόγραμμα για κάκε μζκοδο ανάλυςθσ: 

Στιλθ βDEX: 

 Ανάλυςθ λιπαρϊν οξζων και εςτζρων: Η αρχικι κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ορίηεται 140 oC για 

3 m   και ζπειτα με ρυκμό 30 οC/m   αυξανόταν ςτουσ 220 oC όπου και παρζμενε για 10 min. 

Στιλθ SBP5: 

 Ανάλυςθ λιπαρϊν οξζων και εςτζρων: Η αρχικι κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ορίηεται 120 oC για 

3 m   και ζπειτα με ρυκμό 10 οC/m   αυξανόταν ςτουσ 220 oC όπου και παρζμενε για 10 min. 

 Ανάλυςθ τριλαυρίνθσ και προϊόντων: Η αρχικι κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ορίηεται 120 oC για 

10 m   και ζπειτα με ρυκμό 30 οC/m   αυξανόταν ςτουσ 300 oC όπου και παρζμενε για 10 

min. 

 Ανάλυςθ (±)1-ωαινυλαικανόλθσ και παραγϊγων: Η κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ορίηεται 80 oC 

όπου και παραμζνει για 15 m  . 

 Ανάλυςθ κλαςμάτων πετρελαίου: Η αρχικι κερμοκραςία τθσ ςτιλθσ ορίηεται 50 oC για 2 m   

και ζπειτα με ρυκμό 5 οC/m   αυξανόταν ςτουσ 280 oC όπου και παρζμενε για 10 min. 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ όταν θ ανάλυςθ γίνεται ςτθ ςτιλθ SBP5 γίνεται αραίωςθ του 

δείγματοσ 3 : 1 με το διαλφτθ τθσ αντίδραςθσ, εκτόσ τθσ ανάλυςθσ κλαςμάτων πετρελαίου. 

Επίςθσ, όταν χρθςιμοποιοφνται νανοχλικά ςτο διάλυμα αντίδραςθσ, το δείγμα που κα ειςαχκεί 

ςτον αζριο χρωματογράωο πρζπει πρϊτα να ωυγοκεντρθκεί (12000 rpm για 2 min) ϊςτε να 

αποωευχκεί θ ειςαγωγι νανοχλικϊν ςτθ ςτιλθ. 
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7.8.2 Τγρό χρωματογραφύα υψηλόσ πύεςησ (HPLC) 

H ςυςκευι υγρισ χρωματογραωίασ υψθλισ πίεςθσ (HPLC) που χρθςιμοποιικθκε ιταν τθσ 

εταιρείασ Shimadju, με ανιχνευτι παράταξθσ ωωτοδιόδων και ςτιλθ ανάςτροωθσ ωάςθσ μ-

Bondapack C18 (0.3m x 3.9mm, 10 μm) τθσ εταιρείασ W    s. Οι μζκοδοι ανάλυςθσ που 

χρθςιμοποιικθκαν ιταν ιςοκρατικζσ, με ροι ςτιλθσ 1 mL/min και κερμοκραςία ςτιλθσ 27 οC. 

 Ανάλυςθ ωαινολικϊν οξζων και παραγϊγων: Ο χρωματογραωικόσ διαχωριςμόσ και θ 

ζκλουςθ από τθ ςτιλθ γίνεται με χριςθ μείγματοσ 50 % ακετονιτριλίου και 50% νερό που 

περιζχει 0.1 % οξικό οξφ. Η πίεςθ που αναπτφςςεται ςτθν HPLC είναι 65 - 70 Bar. 

 Ανάλυςθ κινναμωμικοφ οξζοσ, λιποϊκοφ οξζοσ και παραγϊγων: Ο χρωματογραωικόσ 

διαχωριςμόσ και θ ζκλουςθ από τθ ςτιλθ γίνεται με χριςθ μείγματοσ 70 % ακετονιτριλίου 

και 30% νερό που περιζχει 0.1 % οξικό οξφ. Η πίεςθ που αναπτφςςεται ςτθν HPLC είναι 50 - 

54 Bar. 

7.9 Μϋθοδοι μελϋτησ τησ δομόσ ενζύμων 

7.9.1 Υαςματοςκοπύα φθοριςμού 

Τα ωάςματα ωκοριςμοφ λιωκθκαν ςε ωαςματοωκοριςμόμετρο RF-5301PC (Shimadju). Τα 

ενηυμικά διαλφματα ςυγκζντρωςθσ 25 – 225 μg/mL17 προετοιμάςτθκαν με ρυκμιςτικό διάλυμα 

ωωςωορικϊν pH 7.5 (50 mM) που περιείχε τα νανοδομθμζνα υλικά και είχε προεπωαςτεί ςτουσ 

30 οC. Το ενηυμικό διάλυμα μεταωζρεται ςε κυψελίδα χαλαηία με μικοσ διαδρομισ 1 cm, 

διεγείρεται ςτα 295 nm και καταγράωεται το ωάςμα ςε εφροσ 300 ζωσ 400 nm, χρθςιμοποιϊντασ 

διάωραγμα (slit) μικουσ κφματοσ διζγερςθσ και εκπομπισ ίςο με 5 nm. Επίςθσ το ωάςμα 

καταγράωθκε φςτερα από διζγερςθ ςτα 280 nm, χρθςιμοποιϊντασ διάωραγμα διζγερςθσ 3 nm 

και διάωραγμα εκπομπισ 5 nm. Για κάκε ςφςτθμα που μελετικθκε λιωκθκε ξεχωριςτό ωάςμα 

αναωοράσ το οποίο αωαιρζκθκε από το ωάςμα τθσ πρωτεΐνθσ. Για τθ μελζτθ των ωαςμάτων 

ωκοριςμοφ φςτερα από επϊαςθ ςτουσ 60 οC, ακολουκείται θ διαδικαςία τθσ παραγράωου 7.7.5 

και επωάηονται για χρονικά διαςτιματα ανάλογα με τθ ςτακερότθτα του κάκε ενηφμου. Τα 

δείγματα ψφχονται για 1 λεπτό ςε παγόλουτρο και ζπειτα αωινονται ςε κερμοκραςία δωματίου 

πριν καταγραωεί το ωάςμα ωκοριςμοφ τουσ. Τα αποτελζςματα είναι μζςεσ τιμζσ από 

τουλάχιςτον δφο μετριςεισ. 

Η αλλθλεπίδραςθ των νανοχλικϊν με τα ζνηυμα οδθγεί ςε ωαινόμενα απόςβεςθσ 

ωκοριςμοφ. Η εξίςωςθ Stern – Volmer (εξίςωςθ 4) ςυςχετίηει τθν απόςβεςθ ωκοριςμοφ με τθ 

ςυγκζντρωςθ του αποςβζςτθ: 

  

 
                                          

                                                           
17

 CalA: 225 μg/mL, CalB: 25 μg/mL, Crl: 225μg/mL, Bs2: 75 μg/mL, Pfe I: 100μg/mL. Οι ςυγκεντρϊςεισ 
επιλζχκθςαν ςφμωωνα με τθν ζνταςθ ωκοριςμοφ που παρουςίαηαν τα ςυγκεκριμζνα ζνηυμα. 
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όπου Fo και F είναι θ αρχικι και θ τελικι ζνταςθ ωκοριςμοφ αντίςτοιχα, [Q] είναι θ μοριακι 

ςυγκζντρωςθ του αποςβζςτθ και KSV θ ςτακερά Stern – Volmer (Stern and Volmer 1919). Κακϊσ 

τα νανοδομθμζνα υλικά παρουςιάηουν ζνα εφροσ ςτο μοριακό βάροσ τουσ, θ ςυγκζντρωςθ τουσ 

υπολογίςτθκε ωσ μg/mL. Η μετατροπι αυτι ζχει χρθςιμοποιθκεί ςτθ βιβλιογραωία (Mu et al. 

2008) και λόγω του ότι θ ςτακερά Stern – Volmer δεν υπολογίηεται ςωςτά, καλείται ψευδο–

ςτακερά Stern – Volmer. 

7.9.2 Υαςματοςκοπύα κυκλικού διχρωιςμού (CD) 

Τα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ λιωκθκαν ςε δφο ωαςματοπολωςίμετρα τφπου Jasco J-

815 που ςτεγάηονται ςτο εργαςτιριο Βιοχθμείασ και Βιοωυςικισ του Τμιματοσ Τεχνολογίασ 

Γεωπονίασ του Τ.Ε.Ι. Ηπείρου και ςτο εργαςτιριο Βιολογικισ Χθμείασ τθσ Ιατρικισ Σχολισ του 

Ρανεπιςτθμίου Ιωαννίνων. Και τα δφο ωαςματοπολωςίμετρα είναι εξοπλιςμζνα με ςφςτθμα 

Peltier για ρφκμιςθ τθσ κερμοκραςίασ κατά τθ διάρκεια τθσ λιψθσ ωαςμάτων. 

7.9.2.1  Λόψη φαςμϊτων ςε ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

Για τα ωάςματα λιπαςϊν ςε υδατικό ςφςτθμα χρθςιμοποιικθκε κυψελίδα χαλαηία με 

μικοσ διαδρομισ 1.0 cm, ενϊ για τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο 

χρθςιμοποιικθκε κυψελίδα με μικοσ διαδρομισ 0.1 cm. Τα ωάςματα λιωκθκαν ςε κερμοκραςία 

25 οC, με ταχφτθτα ςάρωςθσ 10 nm/min και εφροσ μικουσ κφματοσ (bandwidth) 2 nm. Για κάκε 

ςφςτθμα που μελετικθκε λιωκθκε ξεχωριςτό ωάςμα αναωοράσ το οποίο αωαιρζκθκε από το 

ωάςμα τθσ πρωτεΐνθσ. Η ςυγκζντρωςθ των λιπαςϊν ςτα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα ιταν από 1.3 

μg/mL ζωσ 46.2 μg/mL, ενϊ το ρυκμιςτικό διάλυμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν Tris-HCl pH 7.5 

(25 mM). Σε κάκε περίπτωςθ θ απορρόωθςθ των δειγμάτων δεν ξεπζραςε τισ 1.5 μονάδεσ. Τα 

αποτελζςματα είναι μζςεσ τιμζσ από τουλάχιςτον δφο μετριςεισ. 

7.9.2.2 Λόψη φαςμϊτων ςε υδατικϊ ςυςτόματα παρουςύα νανοώλικών 

Για τα ωάςματα λιπαςϊν ςε υδατικό ςφςτθμα χρθςιμοποιικθκε κυψελίδα χαλαηία με 

μικοσ διαδρομισ 1.0 cm. Τα ωάςματα λιωκθκαν με ταχφτθτα ςάρωςθσ 50 nm/min (2 ςαρϊςεισ), 

ϊςτε να μθν υπάρχει κατακριμνιςθ των νανοχλικϊν ςτθ διάρκεια τθ μζτρθςθσ. Η κερμοκραςία 

ρυκμίςτθκε ςτουσ 30 οC και το εφροσ μικουσ κφματοσ (bandwidth) ςτα 2 nm. Για κάκε 

ςυγκζντρωςθ νανοχλικοφ που μελετικθκε λιωκθκε ξεχωριςτό ωάςμα αναωοράσ το οποίο 

αωαιρζκθκε από το ωάςμα τθσ πρωτεΐνθσ. Η ςυγκζντρωςθ των λιπαςϊν ςτα ςυγκεκριμζνα 

ςυςτιματα ιταν από 4 μg/mL ζωσ 10 μg/mL, ενϊ το ρυκμιςτικό διάλυμα που χρθςιμοποιικθκε 

ιταν ρυκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικϊν pH 7.5 (0.5 mM). Σε κάκε περίπτωςθ θ απορρόωθςθ των 

δειγμάτων δεν ξεπζραςε τισ 1.5 μονάδεσ. Τα αποτελζςματα είναι μζςεσ τιμζσ από τουλάχιςτον 

δφο μετριςεισ. 
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7.9.2.3 Υπολογιςμόσ ςτοιχεύων δευτεροταγούσ δομόσ με τη χρόςη αλγορύθμων  

Το ωαςματοπολωςίμετρο εξάγει τα δεδομζνα των ωαςμάτων ςε μονάδεσ ελλειπτικότθτασ 

(mdeg) ανά μικοσ κφματοσ (nm). Για τθν κανονικοποίθςθ των ωαςμάτων είναι απαραίτθτο να 

λθωκεί υπόψθ θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου και το μικοσ τθσ διαδρομισ. Η μετατροπι των 

δεδομζνων κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςε μζςθ μοριακι ελλειπτικότθτα ανά αμινοξφ γίνεται ςφμωωνα 

με τθν εξίςωςθ 5: 

     
        

       
                      

Ππου: 

 ΜΜΕ  Μζςθ μοριακι ελλειπτικότθτα ανά αμινοξφ (deg cm2 dmol-1) 

 CD  Κυκλικόσ διχρωιςμόσ, ελλειπτικότθτα (deg) 

 l  Μικοσ οπτικισ διαδρομισ (cm) 

 c  Μοριακι ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ (M ι αλλιϊσ mol dm-3) 

 n  Αρικμόσ αμινοξικϊν καταλοίπων πρωτεΐνθσ 

Τα δεδομζνα τθσ μζςθσ μοριακισ ελλειπτικότθτασ μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τον 

υπολογιςμό των ςτοιχείων δευτεροταγοφσ δομισ μίασ πρωτεΐνθσ μζςω τθσ χριςθσ αλγορίκμων 

που ζχουν αναπτυχκεί για αυτό το ςκοπό. Ο υπολογιςμόσ γίνεται μζςω του λογιςμικοφ 

DichroProt (Deleage and Geourjon 1993) που ουςιαςτικά αποτελεί ζνα πακζτο των περιςςότερο 

ςυχνά χρθςιμοποιοφμενων αλγορίκμων. Για τισ μελζτεσ που παρουςιάηονται ςτθν παροφςα 

διατριβι χρθςιμοποιικθκαν ο αλγόρικμόσ SELCON 2 (Sreerama and Woody 1993) με τθ βάςθ 

δεδομζνων αναωοράσ των Kabsch και Sander (Kabsch and Sander 1983), κακϊσ και το νευρωνικό 

δίκτυο K2D (Andrade et al. 1993). Οι ςυγκεκριμζνοι αλγόρικμοι επιλζχκθκαν φςτερα από χριςθ 

όλων των αλγορίκμων ςτα ωάςματα των υδρολαςϊν ςε νερό και τθ ςφγκριςθ των 

αποτελεςμάτων που εξάγουν με τα κρυςταλλογραωικά δεδομζνα. 

7.9.3 Υαςματοςκοπύα υπερύθρου (FTIR) 

Τα ωάςματα υπερφκρου λιωκθκαν ςε ωαςματοωωτόμετρο υπερφκρου Perkin - Elmer 

Spectrum GX που ςτεγάηεται ςτο εργαςτιριο Κεραμικϊν και Σφνκετων Υλικϊν του Τμιματοσ 

Μθχανικϊν Επιςτιμθσ Υλικϊν του Ρανεπιςτθμίου Ιωαννίνων. Το ςυγκεκριμζνα 

ωαςματοωωτόμετρο FTIR είναι εξοπλιςμζνο με ανιχνευτι δευτεριωμζνθσ κειικισ τριγλυκίνθσ, 

ενϊ δζχεται υποδοχι για κρφςταλλο ψευδαργφρου – ςελθνίου για μζτρθςθ υγρϊν δειγμάτων με 

τθν τεχνικι εξαςκζνθςθσ ολικισ ανάκλαςθσ (ATR). 

7.9.3.1 Λόψη φαςμϊτων υπερύθρου υγρών δειγμϊτων 

Για τθ μελζτθ τθσ πρωτεϊνικισ δομισ με τθν τεχνικι τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου είναι 

απαραίτθτθ αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ πρωτεΐνθσ. Για τθ λιψθ των ςυγκεκριμζνων ωαςμάτων 

χρθςιμοποιικθκαν ενηυμικά ςυςτιματα με περιεκτικότθτα ενηφμου 1.5 mg/mL, ενϊ το 



   Μεθοδολογία 

85 

ρυκμιςτικό διάλυμα που χρθςιμοποιικθκε ιταν Tris-HCl pH 7.5 (25 mM). Το διάλυμα 

τοποκετείται ςτον κρφςταλλο του ATR ζτςι ϊςτε να καλφψει όλθ τθν επιωάνεια του. Τα ωάςματα 

των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων μετρικθκαν ςε εφροσ 4000 – 700 cm-1 ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Κάκε ωάςμα προκφπτει από τθ μζςθ τιμι 32 ςαρϊςεων του ωάςματοσ με ανάλυςθ 2 

cm-1. Για κάκε ςφςτθμα που μελετικθκε λιωκθκε ξεχωριςτό ωάςμα αναωοράσ το οποίο 

αωαιρζκθκε από το ωάςμα τθσ πρωτεΐνθσ. Η ςωςτι αωαίρεςθ του ωάςματοσ αναωοράσ 

ελζγχεται από τθν φπαρξθ μίασ επίπεδθσ γραμμισ αναωοράσ ςτθν περιοχι 2200-1800 cm-1. Σε 

κάκε περίπτωςθ θ απορρόωθςθ των δειγμάτων δεν ξεπζραςε τισ 1.5 μονάδεσ. 

7.9.3.2 Λόψη φαςμϊτων υπερύθρου ςτερεών δειγμϊτων 

Η ωαςματοςκοπία υπερφκρου παρουςιάηει το πλεονζκτθμα ότι κακιςτά εωικτι τθ μελζτθ 

τθσ δομισ ςε ςτερεά δείγματα. Τα δείγματα που μελετικθκαν με αυτι τθν τεχνικι 

περιλαμβάνουν λυοωυλιωμζνα και ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα, κακϊσ και τουσ ωορείσ 

ακινθτοποίθςθσ. Τα ςτερεά δείγματα προετοιμάηονται ωσ διςκία KBr. Ροςότθτα KBr αωινεται 

για 24 ϊρεσ ςτουσ 100 οC ϊςτε να εξατμιςτεί θ υγραςία, κακϊσ το άλασ είναι υγροςκοπικό. 

Ζπειτα ηυγίηονται περίπου 200 mg του άλατοσ μαηί με 1 - 5 mg του δείγματοσ και το μείγμα 

λειοτριβείται ςε ζνα γουδί από αχάτθ. Το 

μείγμα ειςάγεται ςε ειδικι κικθ και με 

τθ βοικεια υδραυλικισ πρζςασ αςκείται 

πίεςθ 7000 kg/cm2 για 10 sec ϊςτε να 

ςχθματιςτεί το διςκίο (εικόνα 26). Ζχει 

αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία πωσ θ 

διαδικαςία παραςκευισ των διςκίων δεν 

επθρεάηει τθ δομι τθσ πρωτεΐνθσ 

(Prestrelski et al. 1993). 

Τα ωάςματα των διςκίων καταγράωονται ςε εφροσ 4000 – 400 cm-1 ςε κερμοκραςία 

δωματίου παρουςία silica gel για τθν αωφγρανςθ τθσ ατμόςωαιρασ του καλάμου του δείγματοσ. 

Κάκε ωάςμα προκφπτει από τθ μζςθ τιμι 32 ςαρϊςεων με ανάλυςθ 2 cm-1. Για κάκε ςφςτθμα 

που μελετικθκε λιωκθκε ξεχωριςτό ωάςμα αναωοράσ το οποίο αωαιρζκθκε από το ωάςμα τθσ 

πρωτεΐνθσ. Το ωάςμα αναωοράσ για τα λυοωυλιωμζνα είναι το ωάςμα ενόσ διςκίου KBr ενϊ για 

τα ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα περιλαμβάνει το ωορζα ακινθτοποίθςθσ. Η ςωςτι αωαίρεςθ του 

ωάςματοσ αναωοράσ ελζγχεται από τθν φπαρξθ μίασ επίπεδθσ γραμμισ αναωοράσ ςτθν περιοχι 

2200-1800 cm-1. Σε καμία περίπτωςθ θ απορρόωθςθ των δειγμάτων δεν ξεπζραςε τθ 1.5 μονάδα. 

7.9.3.3 Υπολογιςμόσ ςτοιχεύων δευτεροταγούσ δομόσ με ανϊλυςη αμιδικών κορυφών 

Το ωάςμα τθσ πρωτεΐνθσ μετά από τθν αωαίρεςθ του ωάςματοσ αναωοράσ κα πρζπει να 

παρουςιάηει τισ χαρακτθριςτικζσ αμιδικζσ κορυωζσ. Οι αμιδικζσ περιοχζσ Ι (1700-1600 cm-1) και 

ΙΙΙ (1200-1350 cm-1) απομονϊνονται από το ωάςμα και ειςάγονται ςτο λογιςμικό Origin 7.0 

Εικόνα 26: Διςκία KBr που παραςκευάηονται για τθ μελζτθ 

δειγμάτων με ωαςματοςκοπία υπερφκρου. 
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(OriginLab). Ο πικανόσ κόρυβοσ των ωαςμάτων αωαιρείται φςτερα από εξομάλυνςθ των 

ωαςμάτων με το ωίλτρο εξομάλυνςθσ Savitsky-Golay 11 ςθμείων (Serefoglou et al. 2008), ενϊ 

χρθςιμοποιείται γραμμι αναωοράσ μεταξφ των ακραίων ςθμείων ϊςτε θ κορυωι να 

ευκυγραμμιςτεί με τον άξονα των κυματαρικμϊν.  

Σε αυτό το ςτάδιο μπορεί να ποςοτικοποιθκεί ο βακμόσ ομοιότθτασ των ωαςμάτων, μζςω 

του ςυντελεςτι ςυςχζτιςθσ r (Prestrelski et al. 1993, Secundo and Carrea 2005), ο οποίοσ 

παρουςιάηεται ςτθν εξίςωςθ 6:  

   
∑    

√∑  
 ∑  

 

              

όπου xi και yi οι τιμζσ απορρόωθςθσ του ωάςματοσ αναωοράσ και του ωάςματοσ του δείγματοσ 

για κάκε τιμι κυματαρικμοφ i. Σε περίπτωςθ όμοιων ωαςμάτων ο ςυντελεςτισ r ιςοφται με ζνα 

ενϊ για διαωορετικά ωάςματα θ τιμι του ςυντελεςτι μειϊνεται.  

Μζςω του λογιςμικοφ Origin 7.0 υπολογίηεται θ δεφτερθ παράγωγοσ τθσ αμιδικισ 

κορυωισ. Οι αρνθτικζσ κορυωζσ τθσ δεφτερθσ παραγϊγου προςδιορίηουν τθ κζςθ των κορυωϊν 

που ςυνκζτουν τθν αμιδικι κορυωι (Dong et al. 1990, Susi and Byler 1983). Η κορυωι προσ 

ανάλυςθ ειςάγεται ςτο λογιςμικό 

WinSpec (LISE – Facultés Universitaires 

Notre Dame de la Paix, Namur, Belgium). 

Στο λογιςμικό ορίηεται ο αρικμόσ των 

κορυωϊν που αποτελοφν τθν αμιδικι 

κορυωι και θ κζςθ τουσ ςφμωωνα με τα 

δεδομζνα τθσ δεφτερθσ παραγϊγου, 

κακϊσ και ότι οι κορυωζσ ακολουκοφν 

κατανομι Gauss. Το αρχικό πλάτοσ των 

κορυωϊν ςτο μιςό τθσ ζνταςθσ τουσ 

ορίηεται από 7 ζωσ 16 cm-1 ανάλογα με 

το πλικοσ και τθν απόςταςθ των 

κορυωϊν. Το λογιςμικό μζςα από ζνα 

κφκλο βελτίωςθσ τθσ προςαρμογισ των 

κορυωϊν ςτο αρχικό ωάςμα κακορίηει 

τισ βζλτιςτεσ τιμζσ ζνταςθσ, κζςθσ και 

πλάτουσ για τθν κάκε κορυωι. Για τθν 

επίτευξθ βζλτιςτθσ προςαρμογισ οι 

παράμετροι απελευκερϊνονται 

ςταδιακά. Στθν εικόνα 27 παρατίκεται 

μία τζτοια ανάλυςθ.  

Εικόνα 27: Δεφτερθ παράγωγοσ (πάνω) και ανάλυςθ τθσ 

αμιδικισ κορυωισ Ι (κάτω) τθσ CalB ςε υδατικό διάλυμα. 

Με ςθμεία ςυμβολίηονται τα πειραματικά δεδομζνα και με 

γραμμι τα αποτελζςματα τθσ προςαρμογισ. 



   Μεθοδολογία 

87 

Συγκεκριμζνεσ περιοχζσ των αμιδικϊν κορυωϊν ανάγονται ςτα ςτοιχεία δευτεροταγοφσ 

δομισ. Ο υπολογιςμόσ των ςτοιχείων δευτεροταγοφσ δομισ γίνεται φςτερα από αναγωγι των 

κορυωϊν, ςφμωωνα με τθ κζςθ τουσ, ςε ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ. Ο υπολογιςμόσ τθσ 

δομισ του ενηφμου βαςίηεται ςτθν ποςοςτιαία ςυνειςωορά τθσ κάκε κορυωισ ςτθν αμιδικι 

κορυωι, όςον αωορά τθν περιοχι. 

Η αναγωγι των κορυωϊν που υπολογίηονται ςε ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ γίνεται 

ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία (Halverson et al. 1991, Kreilgaard et al. 1999, Natalello et al. 2005) 

και παρατίκεται ςτον πίνακα 12. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι ςτθν αμιδικι κορυωι Ι μποροφν να 

διαχωριςτοφν οι παράλλθλεσ και οι αντιπαράλλθλεσ β-πτυχωτζσ επιωάνειεσ.  

Πίνακασ 12: Αναγωγι περιοχϊν του ωάςματοσ υπερφκρου (cm
-1

) ςε ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ. 

Στοιχείο δευτεροταγοφσ δομισ Αμιδικι κορυφι Ι Αμιδικι κορυφι ΙΙΙ 

α-Ζλικα 1650-1665 1295-1330 

β-Ρτυχωτζσ επιωάνειεσ Ραράλλθλεσ 1620-1640 

Αντιπαράλλθλεσ 1610-1620 & 1685-1695 
1220-1250 

β-Στροωζσ 1665-1685 1270-1295 

Τυχαίο ςπείραμα 1640-1650 1250-1270 

7.10 Μϋθοδοι τροποπούηςησ & χαρακτηριςμού νανοδομημϋνων υλικϐν 

7.10.1 Φημικό τροποπούηςη νανοδομημϋνων υλικϐν 

Η χθμικι τροποποίθςθ ζχει αναπτυχκεί με ςκοπό τθν ειςαγωγι λειτουργικϊν ομάδων 

ςτθν επιωάνεια των νανοδομθμζνων υλικϊν. Ππωσ αναωζρκθκε και ςτο κεωρθτικό μζροσ, θ 

επιωάνεια των νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα είναι αρκετά αδρανισ κακϊσ δεν παρουςιάηει 

ςυγκεκριμζνεσ ομάδεσ. Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν νανοχλικά με βάςθ τον 

άνκρακα τα οποία είχαν ςτθν επιωάνεια τουσ καρβοξυλομάδεσ, αλκυλομάδεσ ι αμινομάδεσ. Η 

τροποποίθςθ των νανοδομθμζνων υλικϊν ζλαβε χϊρα ςτο Εργαςτιριο Κεραμικϊν και Σφνκετων 

Υλικϊν του Τμιματοσ Μθχανικϊν τθσ Επιςτιμθσ των Υλικϊν. 

7.10.1.1 Τροποπούηςη νανοςωλόνων ϊνθρακα  

Η τροποποίθςθ των νανοςωλινων άνκρακα ζγινε ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία (Li et al. 

2004, Tsoufis et al. 2008). Εμπορικά διακζςιμοι νανοςωλινεσ άνκρακα πολλαπλοφ τοιχϊματοσ 

(100 mg) διαςπείρονται ςε 40 mL μείγματοσ H2SO4 – HNO3 (3 : 1, v/v) με τθ βοικεια υπεριχων 

για 3 h. To διάλυμα ζπειτα ωυγοκεντρείται για 30 min ςτισ 3500 rpm και το ίηθμα ξεπλζνεται 5 

ωορζσ με απεςταγμζνο νερό. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίηθμα ςτεγνϊνεται ολονφκτια 

ςε 50 οC. Το υλικό που παράγεται από αυτι τθ διαδικαςία ζχει ςτθν επιωάνεια του καρβοξυ-, 

υδροξυ- και εποξυ- ομάδεσ και ςυμβολίηεται ωσ CNT-COOH (εικόνα 28). 
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Για τθ δθμιουργία ελεφκερων αμινομάδων ςτθν επιωάνεια των νανοςωλινων άνκρακα, 50 

mg CNT-COOH διαςπείρονται με τθ βοικεια υπεριχων (5 min) ςε 40 mL μείγματοσ 

κειονυλοχλωριδίου και Ν,Ν-διμεκυλοωορμαμίδιου ςε αναλογία 20 : 1 (v/v) και το εναιϊρθμα 

κερμαίνεται με αναρροι ςτουσ 70 οC για 24 ϊρεσ, για τθν ακυλοχλωρίωςθ του υλικοφ. Η 

αναρροι χρθςιμοποιείται ϊςτε να αποωευχκεί θ εξάτμιςθ του διαλφτθ κατά τθ διάρκεια τθσ 

αντίδραςθσ. Ζπειτα οι νανοςωλινεσ ωυγοκεντροφνται για 30 min ςτισ 1600  m, το ίηθμα 

ξεπλζνεται τρεισ ωορζσ με τολουζνιο, και τελικά το δείγμα απλϊνεται ςε γυάλινθ πλάκα και 

αωινεται ολονφκτια για ξιρανςθ υπό κενό ςτουσ 50 οC. Τθν επόμενθ μζρα οι ακυλοχλωριωμζνοι 

νανοςωλινεσ άνκρακα διαςπείρονται ςε 50 mL χλωροωόρμιου και το μείγμα παραμζνει ςτο 

λουτρό υπεριχων για περίπου 50 min. Σε μία δεφτερθ ςωαιρικι ωιάλθ διαλφονται 100 mg 

εξαμεκυλοδιαμίνθσ ςε 50 mL χλωροωόρμιου με ανάδευςθ για περίπου 20 min. Ζπειτα 

αναμειγνφονται τα δφο διαλφματα ζτςι ϊςτε θ διαμίνθ να χρθςιμοποιείται ςε περίςςεια ωσ προσ 

τουσ νανοςωλινεσ. Ακολουκεί κζρμανςθ ςτουσ 80 οC με αναρροι για 3 θμζρεσ. Το μείγμα 

ωυγοκεντρείται (30 min, 5000 rpm) και το ίηθμα ξεπλζνεται αρχικά με χλωροωόρμιο και ζπειτα 

με άνυδρο τετραυδροωουράνιο. Το υλικό ξθραίνεται ολονφκτια υπό κενό ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Το υλικό που παράγεται παρουςιάηει ελεφκερεσ αμινομάδεσ ςτθν επιωάνεια του, οι 

οποίεσ αναπτφςςονται πάνω ςτισ καρβοξυλομάδεσ των CNT-COOH. Το νζο αυτό υλικό 

ςυμβολίηεται ωσ CNT-NH (εικόνα 28). 

 
Εικόνα 28: Ta παράγωγα των νανοςωλινων άνκρακα που προζκυψαν μετά τθ χθμικι τροποποίθςθ. 

Για τθν προςκικθ αλκυλομάδων ςτθν επιωάνεια των νανοςωλινων άνκρακα, 50 mg CNT-

COOH διαςπείρονται με τθ βοικεια υπεριχων ςε 75 mL υδατικοφ διαλφματοσ 10 mM NaOH για 

2 min. Ραράλλθλα, ςε ζνα ποτιρι ηζςεωσ που περιζχει 1.3 mL εξαδεκυλοβρωμίδιο διαλφονται 85 

m  βρωμιοφχου τετρα-n-οκτυλ αμμωνίου με τθ βοικεια ανάδευςθσ ςτουσ 50 οC. Στθ ςυνζχεια 

αναμειγνφεται το ςυγκεκριμζνο διάλυμα με το διάλυμα των νανοχλικϊν και ςτο μείγμα που 

παράγεται πραγματοποιείται κζρμανςθ ςτουσ 80 οC με αναρροι για 4 ϊρεσ. Φςτερα από τθν 

επϊαςθ, το διάλυμα αωινεται να ψυχκεί και οι νανοςωλινεσ κατακρθμνίηονται. Το υπερκείμενο 

απορρίπτεται και το ίηθμα επαναδιαςπείρεται ςε χλωροωόρμιο. Το δείγμα ωυγοκεντρείται ςτισ 

5000 rpm για 30 min και το ίηθμα ξεπλζνεται με αικανόλθ. Οι νανοςωλινεσ ξθραίνονται 

ολονφκτια υπό κενό ςε 50 οC. Το υλικό που παράγεται ζχει αλκυλομάδεσ ςτθ κζςθ των 

καρβοξυλομάδων των CNT-COOH. Το νζο αυτό υλικό ςυμβολίηεται ωσ CNT-R (εικόνα 28).  
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Στο παράρτθμα ΙΙ παρατίκενται αναλυτικό ςχεδιάγραμμα που περιγράωει τθ χθμικι 

τροποποίθςθ των νανοςωλινων άνκρακα, παρουςιάηοντασ τα ενδιάμεςα ςτάδια και τα 

αντιδραςτιρια που χρθςιμοποιικθκαν. 

7.10.1.2 Τροποπούηςη γραφύτη 

Η τροποποίθςθ του γραωίτθ ζγινε ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία (Bourlinos et al. 2003, 

Dék  y      . 1998). 10 g εμπορικά διακζςιμου γραωίτθ διαςπείρονται ςε 600 mL μείγματοσ 

H2SO4 – HNO3 (2 : 1, v/v) με τθ βοικεια υπεριχων ενϊ ςταδιακά προςτίκενται 200 g ΚClO3. To 

διάλυμα ζπειτα αωινεται υπό ανάδευςθ για 18 h ωυγοκεντρείται για 30 min ςτισ 3500 rpm και 

το ίηθμα ξεπλζνεται 5 ωορζσ με απεςταγμζνο νερό. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το ίηθμα 

ςτεγνϊνεται ολονφκτια ςε 50 οC. Το υλικό που παράγεται από αυτι τθ διαδικαςία ζχει ςτθν 

επιωάνεια του καρβοξυ-, υδροξυ- και εποξυ- ομάδεσ και ςυμβολίηεται ωσ Gr-COOH. Θα πρζπει 

να ςθμειωκεί πωσ κατά τθ διαδικαςία αυτι παρατθρείται αποωυλοποίθςθ του γραωίτθ και για 

αυτό το παραγόμενο υλικό ςυναντάται ςτθ βιβλιογραωία και ωσ οξείδιο του γραωενίου. 

 Για τθ δθμιουργία ελεφκερων αμινομάδων ςτθν επιωάνεια του οξειδίου του γραωενίου, 

50 mg Gr-COOH διαςπείρονται ςε 50 mL απεςταγμζνου νεροφ. Ραράλλθλα, ςε κωνικι ωιάλθ 

διαλυτοποιοφνται 150 mg εξαμεκυλοδιαμίνθσ ςε 25 mL αικανόλθσ. Τα δφο αυτά διαλφματα 

αναμειγνφονται και επωάηονται για 20 h ςε κερμοκραςία δωματίου υπό ανάδευςθ. Ζπειτα το 

διάλυμα ωυγοκεντρείται (3500 rpm, 30 min) και το ίηθμα ξεπλζνεται δφο ωορζσ με διάλυμα 1:1 

(v/v) νεροφ – αικανόλθσ. Το υλικό ξθραίνεται ολονφκτια υπό κενό ςε κερμοκραςία δωματίου. Το 

υλικό που παράγεται παρουςιάηει ελεφκερεσ αμινομάδεσ ςτθν επιωάνεια του, όπωσ αυτζσ ςτο 

υλικό CNT-NH, οι οποίεσ όμωσ αναπτφςςονται πάνω ςτισ εποξυ-ομάδεσ του Gr-COOH. Το νζο 

αυτό υλικό ςυμβολίηεται ωσ Gr-NH. 

7.10.2 Φαρακτηριςμόσ νανοδομημϋνων υλικϐν 

7.10.2.1 Φαςματοςκοπύα υπερύθρου (FTIR) 

Ο χαρακτθριςμόσ των νανοδομθμζνων υλικϊν με τθν τεχνικι τθσ ωαςματοςκοπίασ 

υπερφκρου ζγινε ςφμωωνα με τθν παράγραωο 7.9.3.2. 

7.10.2.2 Φαςματοςκοπύα Raman 

Τα ωάςματα Raman λιωκθκαν ςε ζνα Micro-Raman ςφςτθμα RM 1000 RENISHAW, το 

οποίο ςτεγάηεται ςτο Εργαςτιριο Κεραμικϊν και Σφνκετων Υλικϊν του Τμιματοσ Μθχανικϊν τθσ 

Επιςτιμθσ των Υλικϊν. Η διζγερςθ του υλικοφ γίνεται από πθγι laser ςτα 532 nm (Νd-YAG) ενϊ 

το ωάςμα καταγράωεται ςτο εφροσ 2400-1000 cm-1. Κατά τθ λιψθ του ωάςματοσ 

χρθςιμοποιικθκε ιςχφσ 0.5 ζωσ 1 mW με ςθμείο εςτίαςθσ 1 μm για να αποωευχκεί θ 

ωωτοαποςφνκεςθ των δειγμάτων.  
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7.10.2.3 Φαςματοςκοπύα φωτοηλεκτρονύων ακτύνων Χ (XPS) 

Η λιψθ των ωαςμάτων XPS πραγματοποιικθκε ςτο Ινςτιτοφτο Ρροθγμζνων Υλικϊν του 

Ρανεπιςτθμίου του Groningen ςτθν Ολλανδία με ζνα ωωτοθλεκτρονικό ωαςςματοωωτόμετρο 

SSX-110 (Surface Science Instruments) εωοδιαςμζνο με ςφςτθμα μονοχρωμάτορα ακτίνων Χ A1 Κ 

(hv = 1486.6 eV). Η πίεςθ ςτο κάλαμο μζτρθςθσ ιταν 10-10 Torr και θ ανάλυςθ ορίςτθκε ςτα 1.16 

eV για να μειωκεί ο χρόνοσ τθσ μζτρθςθσ. Η γωνία τθσ αωετθρίασ των ωωτοθλεκτρονίων 

ορίςτθκε ςτισ 37ο και ζνα πιςτόλι ροισ θλεκτρονίων χρθςιμοποιικθκε για να αντιςτακμίςει τθ 

ωόρτιςθ του δείγματοσ. Φιλμ χρυςοφ ςε γυάλινθ επιωάνεια χρθςιμοποιικθκαν ωσ υπόςτρωμα 

για τα δείγματα. Τα νανοχλικά που μελετικθκαν διαλφκθκαν ςε n-εξάνιο με τθ βοικεια 

υπεριχων και μία ςταγόνα τθσ διαςποράσ αυτισ εναποτίκεται πάνω ςτο υπόςτρωμα και 

αωινεται να εξατμιςτεί ςε κερμοκραςία δωματίου. Η ανάλυςθ των ωαςμάτων και ο 

διαχωριςμόσ των κορυωϊν κατά Gauss ζγινε με το λογιςμικό WinSpec. 

7.11 Ενζυμικό αποκατϊςταςη ρυπαςμϋνων με πετρελαιοειδό εδαφϐν 

7.11.1 Εκχύλιςη 

Για τθν εκχφλιςθ των πολυαρωματικϊν υδρογονανκράκων και των πετρελαϊκϊν 

υδρογονανκράκων από δείγματα εδαωϊν χρθςιμοποιικθκε θ μζκοδοσ εκχφλιςθσ με εωαρμογι 

υπεριχων 3550Β τθσ Αμερικανικισ Υπθρεςίασ Ρροςταςίασ του Ρεριβάλλοντοσ (EPA method 3550 

1995). Η ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ χρθςιμοποιείται για τθν εκχφλιςθ μθ πτθτικϊν ι θμιπτθτικϊν 

ενϊςεων από ςτερεά δείγματα.  

10 g δείγματοσ αναμειγνφονται με 5 g άνυδρου Na2SO4 ςε μία κωνικι ωιάλθ. Στθ ςυνζχεια 

προςτίκενται 50 mL διχλωρομεκανίου και θ κωνικι ωιάλθ τοποκετείται ςε κερμοςτατοφμενο 

λουτρό υπεριχων ςτουσ 20 οC για 15 min. Το δείγμα ωιλτράρεται ςε προηυγιςμζνθ ςωαιρικι 

ωιάλθ των 100 mL. Ζπειτα το δείγμα επιςτρζωει ςτθν κωνικι ωιάλθ με 50 mL διχλωρομεκανίου 

και ακολουκοφν άλλα 15 min υπεριχων ςτουσ 20 oC. Το δείγμα ωιλτράρεται ςτθν ίδια 

προηυγιςμζνθ ωιάλθ και ο διαλφτθσ εξατμίηεται ςε περιςτροωικό εξατμιςτιρα, ςε κερμοκραςία 

δωματίου. Η ωιάλθ ηυγίηεται μετά τθν εξάτμιςθ του διαλφτθ για να υπολογιςτεί θ μάηα των 

υδρογονανκράκων που απομονϊκθκαν.  

7.11.2 Καθαριςμόσ - Κλαςματοπούηςη 

Η κλαςματοποίθςθ του πετρελαίου, όςο και των εκχυλιςμάτων από ρυπαςμζνα δείγματα 

εδάωουσ ςε αλειωατικοφσ και αρωματικοφσ υδρογονάνκρακεσ ζγινε ςφμωωνα με τθ μζκοδο 

3611Β τθσ Αμερικανικισ Υπθρεςίασ Ρροςταςίασ του Ρεριβάλλοντοσ που χρθςιμοποιείται γενικά 

για τον κακαριςμό και τθν κλαςματοποίθςθ αποβλιτων πετρελαίου (EPA method 3611B 1995). 

10 g άνυδρθσ αλουμίνασ (οξείδιο του αλουμινίου), φςτερα από ολονφχτια επϊαςθ ςε 130 
οC, τοποκετοφνται ςε χρωματογραωικι ςτιλθ διαμζτρου 10 mm και πακτϊνονται με 50 mL n-

εξανίου. Στθ ςυνζχεια τοποκετείται 1 cm άνυδρου Na2SO4 για να κατακρατιςει τυχϊν υγραςία 
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του δείγματοσ. Ροςότθτα δείγματοσ μεταωζρεται ςτθ ςτιλθ με χριςθ 2 mL n-εξανίου. Για να 

αποωευχκεί θ υπερωόρτωςθ τθσ ςτιλθσ, δε ςυνίςταται να τοποκετοφνται ςτθ ςτιλθ πάνω από 

0.3 g οργανικοφ υλικοφ. Μόλισ το δείγμα περάςει ςτθ ςτιλθ, και πριν να ςτεγνϊςει το άνω άκρο 

τθσ ςτιλθσ, προςτίκενται άλλα 13 mL n-εξανίου και παραλαμβάνεται το αλειωατικό κλάςμα. Στθ 

ςυνζχεια θ ςτιλθ εκλοφεται με 100 mL διχλωρομεκάνιο και παραλαμβάνεται το αρωματικό 

κλάςμα. Επειδι το αρωματικό κλάςμα είναι αρκετά αραιό, χρειάηεται ςυμπφκνωςθ και πικανι 

αλλαγι διαλφτθ για να γίνει ενηυμικι αντίδραςθ ςε αυτό το μζςο. Η εξάτμιςθ του 

διχλωρομεκανίου λαμβάνει χϊρα ςε περιςτροωικό εξατμιςτιρα ςτουσ 25 οC, ϊςτε να μθν 

εξατμιςτοφν οι αρωματικοί υδρογονάνκρακεσ. Οι πολυαρωματικοί υδρογονάνκρακεσ 

επαναδιαλυτοποιοφνται ςε 10 mL n-εξανίου.  

Τα κλάςματα αναλφκθκαν με αζρια χρωματογραωία. Ενδεικτικά χρωματογραωιματα 

παρουςιάηονται ςτο παράρτθμα Ι. 
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8 Εγκλωβιςμόσ λιπαςϐν ςε μικρογαλακτϐματα ιοντικϐν υγρϐν 

Τα μικρογαλακτϊματα είναι ςυςτιματα νανο-διαςποράσ με ευρεία εωαρμογι ςε 

βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ, γεγονόσ το οποίο εγείρει το ερευνθτικό ενδιαωζρον για τθν ανάπτυξθ 

και εωαρμογι τζτοιων ςυςτθμάτων. Στθν παροφςα διατριβι χρθςιμοποιικθκαν τρία 

διαωορετικά ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων. Ζμωαςθ δόκθκε ςτθ χριςθ μικρογαλακτωμάτων 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό τα οποία αποτελοφν νζα ςυςτιματα νανο-διαςποράσ που αναπτφχκθκαν 

μόλισ τθν τελευταία δεκαετία. Σθμαντικό είναι το γεγονόσ πωσ θ πρϊτθ αναωορά τθσ χριςθσ 

αυτϊν των ςυςτθμάτων ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ δθμοςιεφτθκε μόλισ το 2008 

(Zhang et al. 2008), για αυτό το λόγο ελάχιςτα είναι γνωςτά για τθ δράςθ των ενηφμων ςε αυτά 

τα ςυςτιματα. Το ενδιαωζρον για τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό 

προκφπτει από το ςυνδυαςμό των πλεονεκτθμάτων των μικρογαλακτωμάτων και των ιοντικϊν 

υγρϊν (Moniruzzaman et al. 2008b, Moniruzzaman et al. 2010c, Qiu and Texter 2008, Zhao 2010). 

Στθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά διάωορων λιπαςϊν ςε 

νζα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό [bmim]PF6 που ςχθματίηονται με τθ 

χριςθ Tween 20 και Triton X-100 και ςυγκρίκθκε με αυτι που επιδεικνφουν ςε κλαςςικά 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων, όπωσ τα αντίςτροωα μικκφλια που ςχθματίηονται με ΑΟΤ αλλά 

και χωρίσ επιωανειενεργό. Τα υπό μελζτθ ζνηυμα περιλαμβάνουν τισ λιπάςεσ από Candida 

rugosa (Crl), από Chromobacterium viscosum (Cvl), από Rhizomucor miehei (Rml), από 

Thermomyces lanuginosa (Tll) και τθ λιπάςθ B από Pseudozyma antarctica (CalB). Οι λιπάςεσ 

αυτζσ ζχουν βρει ευρεία εωαρμογι ςε πλικοσ βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν (Anderson et al. 1998, 

D mí  u   D  M  í       . 2006, Fernandez-Lafuente 2010, Rodrigues and Fernandez-Lafuente 

2010), ενϊ παρουςιάηουν ςθμαντικζσ διαωορζσ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά τουσ που 

οωείλονται ςτα διαωορετικά δομικά χαρακτθριςτικά τουσ (πίνακασ 13). Οι τριςδιάςτατεσ δομζσ 

τουσ είναι γνωςτζσ (Brady et al. 1990, Brzozowski et al. 2000, Grochulski et al. 1993, Lang et al. 

1996, Uppenberg et al. 1994) και διάωορα ςκευάςματα τουσ είναι εμπορικά διακζςιμα. 

Πίνακασ 13: Χαρακτθριςτικά των λιπαςϊν ςφμωωνα με τισ κρυςταλλογραωικζσ τουσ δομζσ 

 CalB Crl Cvl Rml Tll 

Κωδικόσ PDB 1TCA 1CRL 1CVL 1TGL 1DTE 

Μοριακό Βάροσ (KDa) 33 57 33 30 30 

Αρικμόσ αμινοξζων 317 534 319 269 269 

Αμινοξζα καπακιοφ - 66-92 130-150 82-96 85-93 

Ιςοθλεκτρικό ςθμείο (pI) 6.0 4.9 7.1 4.8 4.5 

α-Ζλικα (%) 18 37 37 36 33 34 

β-Πτυχώςεισ (%) 18 15 15 17 26 23 

                                                           
18

 Στοιχεία τθσ Protein Data Bank (PDB). 
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Στο παρϊν κεωάλαιο κα διερευνθκεί θ επίδραςθ διάωορων παραμζτρων ςτθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά του ενηφμου, όπωσ θ προζλευςθ τθσ λιπάςθσ, θ ςφςταςθ του ςυςτιματοσ και ο 

βακμόσ ενυδάτωςθσ. Επιπλζον, αναπτφχκθκε ζνα πρωτόκολλο επαναχρθςιμοποίθςθσ των 

ενηφμων που εγκλωβίηονται ςε αυτά τα ςυςτιματα. Με ςκοπό τθ βακφτερθ κατανόθςθ τθσ 

καταλυτικισ δράςθσ των λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα, κα μελετθκοφν οι πικανζσ δομικζσ 

αλλαγζσ που επάγονται από τον εγκλωβιςμό τουσ ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων και κα 

ςυςχετιςκοφν με τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά τουσ ςε αυτά τα ςυςτιματα. Τζλοσ, για να 

αναδειχκεί θ χρθςιμότθτα των μικρογαλακτωμάτων για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ, λιπάςεσ 

χρθςιμοποιικθκαν ςτα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα για να καταλφςουν αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ 

διάωορων βιοδραςτικϊν ενϊςεων. 

8.1 Φαρακτηριςμόσ μικρογαλακτωμϊτων ιοντικϐν υγρϐν 

8.1.1 Διϊγραμμα φϊςησ 

Στθν παροφςα διατριβι δφο μονοωαςικά τριαδικά ςυςτιματα, αποτελοφμενα από το 

υδρόωοβο ιοντικό υγρό [bmim]PF6, νερό και ζνα μθ ιοντικό επιωανειενεργό μόριο, 

χρθςιμοποιικθκαν ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ. Το πρϊτο ςφςτθμα αποτελείται από 

[bmim]PF6, Tween 20 και νερό, ενϊ ςτο δεφτερο ςφςτθμα, το Tween 20 αντικαταςτάκθκε από το 

επιωανειενεργό Triton X-100.  

Το διάγραμμα ωάςθσ του τριαδικοφ ςυςτιματοσ που ςχθματίηεται με Tween 20 ςτουσ 30 

και 50 οC, όπωσ αυτό προςδιορίςτθκε ςφμωωνα με τθν παράγραωο 7.4.2, παρουςιάηεται ςτθν 

εικόνα 29-Ι. Η περιοχι Α αντιςτοιχεί ςε αςτακι ςυςτιματα που τείνουν να διαχωριςτοφν ςε 

διακριτζσ ωάςεισ. Τα ςυςτιματα των περιοχϊν Β και C είναι ομοιογενι, οπτικά ιςότροπα και 

κερμοδυναμικά ςτακερά. Είναι ενδιαωζρον να ςθμειωκεί ότι όςο θ κερμοκραςία αυξάνει από 

τουσ 30 οC ςτουσ 50 οC, θ μονοωαςικι περιοχι του ςυςτιματοσ αυξάνει. Αντίςτοιχθ εικόνα 

παρουςιάηει και το διάγραμμα ωάςθσ του ςυςτιματοσ που ςχθματίηεται με το επιωανειενεργό 

Triton X-100, το οποίο παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 29-ΙΙ. Η ςυμπεριωορά των ωάςεων ςε αυτά τα 

ςυςτιματα είναι παρόμοια με αυτι που ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία (Gao et al. 2006, Gao 

et al. 2005). Μελζτεσ κατζδειξαν ότι όταν θ περιεκτικότθτα ςε νερό είναι μικρότερθ από 33 % 

(w/w) εντοπίηονται μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό (περιοχι Β), ενϊ ςε μεγαλφτερεσ 

ςυγκεντρϊςεισ ςχθματίηονταν μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ ςε νερό ι διςυνεχι 

ςυςτιματα (Gao et al. 2006, Gao et al. 2005). Τα ςυςτιματα που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν 

παροφςα διατριβι αντιςτοιχοφν ςε νανοδιαςπορζσ νεροφ ςε ιοντικό υγρό. Τα ςυςτιματα που 

αναωζρονται ωσ S αντιςτοιχοφν ςε ςυςτιματα με ςτακερι ςυγκζντρωςθ επιωανειενεργοφ (50 %, 

w/w), ενϊ τα ςυςτιματα που αναωζρονται ωσ W ζχουν ςτακερι ποςότθτα νεροφ (5 %, w/w). Η 

ςφςταςθ τουσ παρατίκεται ςτον πίνακα 11. 
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Η υψθλι περιεκτικότθτα ςε νερό των μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν επιτρζπει τθ 

διαλυτοποίθςθ υψθλισ ποςότθτασ πρωτεϊνϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα ςε ςχζςθ με τα ιοντικά 

υγρά. Σε μικρογαλάκτωμα S7 το οποίο περιζχει 30% (w/w) υδατικι ωάςθ διαλυτοποιικθκαν 

αλβουμίνθ (ωσ πρότυπθ πρωτεΐνθ) και θ λιπάςθ από Thermomyces lanuginosa (Tll), θ οποία 

Εικόνα 29: Διάγραμμα ωάςθσ (w/w) για τα ςυςτιματα [bmim]PF6 / επιωανειενεργοφ / νεροφ ςτουσ 30 
ο
C 

(γκρι περιοχι) και 50 
ο
C (διαγραμμιςμζνθ περιοχι). (Α) Διωαςικά ςυςτιματα, (Β) μικρογαλακτϊματα νεροφ 

ςε ιοντικό υγρό, (C) διςυνεχι ςυςτιματα και μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ ςε νερό. 

I 

II 
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παρουςιάηει τθν υψθλότερθ διαλυτότθτα ςε υδατικό διάλυμα από όλεσ τισ λιπάςεσ που 

χρθςιμοποιικθκαν. Αυξάνοντασ ςταδιακά τθ ςυγκζντρωςθ τθσ πρωτεΐνθσ ςτο μικρογαλάκτωμα 

προςδιορίςτθκε ότι το ςφςτθμα S7 μπορεί να ωιλοξενιςει ζωσ 2.5 mg/mL αλβουμίνθσ ι 2.0 

mg/mL λιπάςθσ Τll ςτουσ 30 οC. Στο ιοντικό υγρό [bmim]PF6 θ διαλυτότθτα τθσ αλβουμίνθσ και 

τθσ λιπάςθσ είναι μόλισ 0.8 mg/mL ςτθν ίδια κερμοκραςία, δεδομζνθσ τθσ χαμθλισ διαλυτότθτασ 

του νεροφ (μόλισ 2.5 % v/v). Αυτό το γεγονόσ καταδεικνφει ζνα ςθμαντικό πλεονζκτθμα τθ 

χριςθσ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν ςε ςχζςθ με τα ιοντικά υγρά. 

8.1.2 Προςδιοριςμόσ τησ πολικότητασ του νερού ςτα ςυςτόματα νανο-διαςπορϊσ 

Τα ζνηυμα που εγκλωβίηονται ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων εντοπίηονται ςτο 

εςωτερικό των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν. Το μικροπεριβάλλον ςτο οποίο βρίςκονται 

διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά τουσ. Η πολικότθτα του νεροφ ςτισ 

υδατικζσ νανο-διαςπορζσ είναι ζνασ από τουσ παράγοντεσ που μπορεί να επθρεάςει τθ 

δραςτικότθτα των ενηφμων, τόςο αναωορικά με τθ διαλυτότθτα των αντιδρϊντων, όςο και 

ςχετικά με τθν οργάνωςθ αυτϊν των νανο-δομϊν (Biswas et al. 2008). Για αυτόν το λόγο 

μετρικθκε θ πολικότθτα των ςυςτθμάτων αυτϊν χρθςιμοποιϊντασ το πορτοκαλόχρουν του 

μεκυλενίου ωσ δείκτθ. Για τθ μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιςοοκτάνιο 

που ςχθματίηονται παρουςία 0.1 Μ ΑΟΤ, μικρογαλακτϊματα που ςχθματίηονται απουςία 

επιωανειενεργοφ, και μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό που ςχθματίηονται με Tween 20. 

Στα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα διατθρικθκε ςτακερόσ ο λόγοσ ιοντικοφ υγροφ προσ 

επιωανειενεργό 4 : 1 (w/w). 

Πίνακασ 14: Τιμζσ μεγίςτου απορρόωθςθσ του πορτοκαλόχρουν του μεκυλενίου ςε διάωορα ςυςτιματα. 

Σφςτθμα wo λmax Σφςτθμα Συγκζντρωςθ νεροφ 

(v/v) 

λmax 

Μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο με 

ΑΟΤ 

5 405.8 Μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο χωρίσ 

επιωανειενεργό 

2.2 % 412.7 

10 407.3 6.3 % 413.6 

20 407.5 18.9 % 419.2 

Μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ιοντικό 

υγρό με Tween 20 

5 429.6 2-Ρροπανόλθ 0.5 % 412.2 

10 431.8 Αικανόλθ 0.5 % 417.0 

20 433.9 Νερό 100 % 464.0 

Στον πίνακα 14 παρουςιάηονται οι τιμζσ του μεγίςτου απορρόωθςθσ (λmax) του 

πορτοκαλόχρουν του μεκυλενίου για διάωορα ςυςτιματα τα οποία μελετικθκαν. Θα πρζπει να 

ςθμειωκεί ότι μεγαλφτερθ τιμι λmax υποδεικνφει μεγαλφτερθ πολικότθτα. Είναι εμωανζσ πωσ θ 

πολικότθτα του νεροφ ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων μειϊνεται ςθμαντικά ςε ςχζςθ με 

τθν πολικότθτα που παρουςιάηει ςε ζνα υδατικό διάλυμα, ενϊ θ αφξθςθ του νεροφ ςε αυτά τα 
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ςυςτιματα οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ πολικότθτασ, γεγονόσ το οποίο ςχετίηεται με τθν αφξθςθ τθσ 

διαμζτρου των μικκυλίων και τθσ οργάνωςθσ του νεροφ μζςα ςε αυτά. Η μείωςθ τθσ πολικότθτασ 

είναι ςθμαντικότερθ ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται με τθν παρουςία 

επιωανειενεργοφ, ενϊ αρκετά μειωμζνθ παρουςιάηεται και θ πολικότθτα ςτα μικρογαλακτϊματα 

που ςχθματίηονται χωρίσ επιωανειενεργό. Τα αποτελζςματα αυτά υποςτθρίηονται από τθ 

βιβλιογραωία, κακϊσ ζχει αποδειχκεί και με άλλεσ μεκόδουσ πωσ θ πολικότθτα του νεροφ ςτα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο μειϊνεται ςθμαντικά (Bhattacharyya and Bagchi 

2000, Biswas et al. 2008). Ενδιαωζρον παρουςιάηει το γεγονόσ ότι θ πολικότθτα του νεροφ ςτα 

μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν διαωζρει ςθμαντικά από τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε 

οργανικό διαλφτθ. Συγκεκριμζνα, θ πολικότθτα του νεροφ ςε αυτά τα ςυςτιματα είναι 

μεγαλφτερθ ακόμα και από αυτι των αλκοολϊν μικρισ ανκρακικισ αλυςίδασ όπωσ θ αικανόλθ 

και θ 2-προπανόλθ. Αυτό πικανόν να οωείλεται ςτθν πολικι ωφςθ των ιοντικϊν υγρϊν τα οποία 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ κζςθ των μθ πολικϊν οργανικϊν διαλυτϊν, όπωσ το ιςοοκτάνιο και το n-

εξάνιο. Τα αποτελζςματα αυτά ςυμωωνοφν με τθ βιβλιογραωία (Gao et al. 2006).  

8.2 Τδρολυτικό δραςτικότητα λιπαςϐν ςε μικρογαλακτϐματα νερού 

ςε ϋλαιο 

Τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο είναι νανοδομθμζνα ςυςτιματα τα 

οποία ζχουν χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για τθν ανάπτυξθ βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν ζωσ ςιμερα. 

Ο εγκλωβιςμόσ λιπαςϊν ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων που ςχθματίηονται παρουςία ΑΟΤ 

και μικρογαλακτωμάτων νεροφ, αλκοόλθσ και n-εξανίου και θ επακόλουκθ χριςθ τουσ ςε 

βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ ζχει εκτενϊσ αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία (Crooks et al. 1995b, Rees 

and Robinson 1995, Rees et al. 1995, Zoumpanioti et al. 2006). Στθν παροφςα ενότθτα 

μελετικθκε θ επίδραςθ που ζχει θ ςφςταςθ αυτϊν των ςυςτθμάτων ςτθν υδρολυτικι 

δραςτικότθτα των λιπαςϊν που επιλζχκθκαν προσ μελζτθ με ςκοπό τθν επιλογι των 

ςυςτθμάτων ςτα οποία οι λιπάςεσ παρουςιάηουν τθ βζλτιςτθ δραςτικότθτα, ϊςτε αυτά τα 

ςυςτιματα να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μζτρο ςφγκριςθσ με τα νζα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε 

ιοντικό υγρό που αποτελοφν το αντικείμενο μελζτθσ τθσ παροφςασ διατριβισ. 

8.2.1 Επύδραςη του βαθμού ενυδϊτωςησ των μικρογαλακτωμϊτων με ΑΟΣ 

Ζνασ από τουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ που επθρεάηουν τθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ενηφμων ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων είναι ο βακμόσ ενυδάτωςθσ (wo) 

των ςυςτθμάτων. Στθν παροφςα ενότθτα μελετικθκε θ επίδραςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ των 

ΑΟΤ μικρογαλακτωμάτων ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν μζςω παρακολοφκθςθσ 

τθσ υδρόλυςθσ του pNPB, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.1. Οι λιπάςεσ 

χρθςιμοποιικθκαν ςε ςυγκεντρϊςεισ από 1.0 ζωσ 7.0 μg/mL19, ανάλογα με τθ δραςτικότθτα τθν 

                                                           
19

 CalB: 6.6 μg/mL, Crl: 1.3 μg/mL, Cvl: 1.1 μg/mL, Rml: 7.0 μg/mL, Tll: 5.0 μg/mL 
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οποία επζδειξαν, ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων με 0.1 Μ ΑΟΤ με βακμό ενυδάτωςθσ από 6 

ζωσ 20. Το pH του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ ιταν 7.5 (Tris – HCl, 50 mM), ενϊ θ κερμοκραςία των 

ςυςτθμάτων ιταν 30 οC. Στθν εικόνα 30 παρατίκενται τα αποτελζςματα τθσ υδρολυτικισ 

δραςτικότθτασ ωσ ςχετικι ενεργότθτα προσ τθ βζλτιςτθ δραςτικότθτα που παρατθρικθκε για 

τθν κάκε λιπάςθ. Στον πίνακα παρουςιάηονται οι τιμζσ τθσ αρχικισ ταχφτθτασ, όπωσ 

υπολογίςτθκαν ςτο βζλτιςτο βακμό ενυδάτωςθσ για κάκε λιπάςθ. 

 

Εικόνα 30: Επίδραςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ των AOT μικρογαλακτωμάτων ςτθν υδρολυτικι 

δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Στον πίνακα παρουςιάηεται θ αρχικι ταχφτθτα ςτο βζλτιςτο βακμό 

ενυδάτωςθσ για τθν κάκε λιπάςθ (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Σφμωωνα με το προωίλ των λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα, ωαίνεται πωσ θ αφξθςθ του 

βακμοφ ενυδάτωςθσ ζχει αρνθτικι επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν που μελετικθκαν. 

Οι περιςςότερεσ λιπάςεσ παρουςίαςαν βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςτο ςφςτθμα με το μικρότερο 

βακμό ενυδάτωςθσ που μελετικθκε (wo = 6), ενϊ θ μόνθ λιπάςθ που διαωοροποιικθκε ιταν θ 

λιπάςθ από Rhizomucor miehei. Η ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ παρουςίαςε κωδωνοειδζσ προωίλ με 

μζγιςτθ δραςτικότθτα ςε ςφςτθμα με βακμό ενυδάτωςθσ 10. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί 

πωσ θ βζλτιςτθ δραςτικότθτα παρατθρείται ςτα ςυςτιματα όπου τα μικκφλια ζχουν διάμετρο 

αρκετά μεγάλθ ϊςτε να ωιλοξενιςουν ςτο εςωτερικό τουσ το ενηυμικό μόριο, χωρίσ όμωσ το 

ζνηυμο να απομακρφνεται από το υπόςτρωμα το οποίο βρίςκεται διαλυμζνο ςτον οργανικό 

διαλφτθ (O'Connor and Cleverly 1994). Ζτςι, το αναμενόμενο για όλα τα ζνηυμα ςε τζτοια 

ςυςτιματα είναι να παρουςιάηουν ζνα κωδωνοειδζσ προωίλ. Για τα υπόλοιπα ζνηυμα κα ζπρεπε 

να ελεγχκοφν και ςυςτιματα με χαμθλότερο βακμό ενυδάτωςθσ, όμωσ κάτι τζτοιο ιταν 

ανζωικτο κακϊσ δεν ιταν δυνατι θ προςκικθ τθσ ίδιασ ςυγκζντρωςθσ ενηφμου 

Οι βζλτιςτεσ τιμζσ για τισ Tll και Rml που βρζκθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ ζχουν αναωερκεί 

βιβλιογραωικά (Crooks et al. 1995a). Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ ςτθ βιβλιογραωία ζχουν 

Λιπάςθ Αρχικι ταχφτθτα 

(μmol h-1 mg-1) 

CalB 4.0 

Crl 353.0 

Cvl 3286.2 

Rml 1.0 

Tll 8.4 
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αναωερκεί διαωορετικζσ βζλτιςτεσ τιμζσ (Fernandes et al. 2004, Moniruzzaman et al. 2006), οι 

οποίεσ όμωσ ζχουν προςδιοριςτεί με διαωορετικά πρωτόκολλα. Το υπόςτρωμα που 

χρθςιμοποιείται, το pH και θ ςυγκζντρωςθ του επιωανειενεργοφ είναι ςθμαντικοί παράγοντεσ 

για τισ βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ ςε αυτά τα μικροετερογενι ςυςτιματα. Για παράδειγμα, ζχει 

αναωερκεί ωσ βζλτιςτοσ βακμόσ ενυδάτωςθσ τθσ Tll για τθν υδρόλυςθ τθσ τριελαΐνθσ θ τιμι 15 

(Fernandes et al. 2004). Τα τριγλυκερίδια μποροφν να δράςουν ωσ ςυνεπιωανειενεργά και να 

οδθγιςουν ςε μείωςθ τθσ διαμζτρου των μικκυλίων ανεξάρτθτα από το βακμό ενυδάτωςθσ 

(Carvalho and Cabral 2000), εξθγϊντασ με αυτόν τον τρόπο το γεγονόσ ότι οι βζλτιςτεσ τιμζσ 

διαωζρουν. Επιπλζον, ο τφποσ τθσ αντίδραςθσ που παρακολουκείται είναι ςθμαντικόσ. Για 

παράδειγμα, οι λιπάςεσ επιδεικνφουν τθ βζλτιςτθ υδρολυτικι τουσ δραςτικότθτα ςε ςυςτιματα 

με μεγαλφτερο βακμό ενυδάτωςθσ ςε ςχζςθ με τισ ςυνκετικζσ αντιδράςεισ, κακϊσ το νερό ςτισ 

ςυγκεκριμζνεσ αντιδράςεισ είναι υπόςτρωμα, πζρα από ςυςτατικό του ςυςτιματοσ (Fernandes 

et al. 2004). 

Δεδομζνου του προωίλ που παρουςίαςαν οι λιπάςεσ για τθν υδρολυτικι τουσ 

δραςτικότθτα και λαμβάνοντασ υπόψθ ότι θ δραςτικότθτα των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό μελετικθκε ςε ςυνκετικζσ αντιδράςεισ, επιλζχκθκε ο βακμόσ ενυδάτωςθσ 

6 για τισ επόμενεσ μελζτεσ. 

8.2.2 Επύδραςη τησ ςύςταςησ των μικρογαλακτωμϊτων χωρύσ επιφανειενεργό 

ςτην ενζυμικό δραςτικότητα 

Τα μικρογαλακτϊματα χωρίσ επιωανειενεργό είναι πολφ λιγότερο μελετθμζνα ςυςτιματα 

ςε ςχζςθ με τα μικρογαλακτϊματα που ςχθματίηονται με επιωανειενεργό. Ο Khmelnitsky και οι 

ςυνεργάτεσ του ανζωεραν για πρϊτθ ωορά τθ χριςθ τζτοιων ςυςτθμάτων ωσ μζςα για τθν 

επίτευξθ βιοκαταλυτικϊν αντιδράςεων, χρθςιμοποιϊντασ τθν οξειδάςθ τθσ χολθςτερόλθσ 

(Khmelnitsky et al. 1988a). 

Η μελζτθ για τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα ζγινε ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ όπωσ και ςτθν 

προθγοφμενθ παράγραωο, εκτόσ από τθ ςυγκζντρωςθ των ενηφμων που κυμάνκθκε ςε 

ςυγκεντρϊςεισ από 0.65 ζωσ 15.0 μg/mL20. Στθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ, πζρα από το pNPB, 

χρθςιμοποιικθκε και ο παλμιτικόσ (C16) εςτζρασ τθσ 4-νιτροωαινόλθσ (pNPP) ωσ υπόςτρωμα με 

ςκοπό να μελετθκεί θ επίδραςθ του υποςτρϊματοσ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των λιπαςϊν. 

Ππωσ αναωζρκθκε και ςτο κεωρθτικό μζροσ (παράγραωοσ 1.2), οι λιπάςεσ παρουςιάηουν 

εκλεκτικότθτα ωσ προσ τα υποςτρϊματα μεγάλθσ ανκρακικισ αλυςίδασ, οπότε θ δραςτικότθτα 

τουσ αναμζνεται αυξθμζνθ ςτθν αντίδραςθ υδρόλυςθσ του pNPP ςε ςχζςθ με το pNPB. 

Στθν εικόνα 31 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ υδρόλυςθσ των δφο εςτζρων τθσ 4-

νιτροωαινόλθσ από τισ λιπάςεσ. Δε βρζκθκε κάποιοσ άμεςοσ ςυςχετιςμόσ τθσ υδρολυτικισ 

δραςτικότθτασ με τθ ςυγκζντρωςθ κάποιου ςυςτατικοφ του ςυςτιματοσ (π.χ. νερό) και ζτςι τα 

                                                           
20

 CalB: 3.3 μg/mL, Crl: 0.65 μg/mL, Cvl: 13.9 μg/mL, Rml: 3.5 μg/mL, Tll: 15.0 μg/mL 
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αποτελζςματα παρουςιάηονται ωσ προσ τα αρικμθμζνα ςυςτιματα. Η ςφςταςθ των ςυςτθμάτων 

παρατίκεται ςτον πίνακα 10. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ τα ςυςτιματα SLM 8-15 είναι 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε n-εξάνιο και τα ςυςτιματα SLM 1-7 είναι διςυνεχι και 

παρουςιάηουν τθ μεγαλφτερθ περιεκτικότθτα ςε νερό. Το ςφςτθμα 10 δε μελετικθκε γιατί αν και 

ςτθ βιβλιογραωία αναωερόταν ωσ μονοωαςικό (Khmelnitsky et al. 1988a), δεν ιταν ςτακερό και 

ζτεινε να διαχωρίηεται ςε διακριτζσ ωάςεισ.  

 

Εικόνα 31: Επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ του τριαδικοφ ςυςτιματοσ ςτθν υδρολυτικι ενεργότθτα των λιπαςϊν. 

Ο άξονασ των Χ παρουςιάηει τα ςυςτιματα ςφμωωνα με τθν αρίκμθςθ τθσ αναωοράσ, ενϊ ο Y τθ ςχετικι 

ενεργότθτα. Αποτελζςματα για τθν υδρόλυςθ του pNPB (Α) και του pNPP (Β) (Τυπικι απόκλιςθ < 4%). 

Από το προωίλ που προζκυψε από τθν υδρόλυςθ και των δφο υποςτρωμάτων ωαίνεται 

πωσ όλεσ οι λιπάςεσ εκτόσ τθσ Cvl παρουςιάηουν βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςτα ςυςτιματα SLM 12 

ζωσ 15, τα οποία παρουςιάηουν οργανωμζνεσ νανο-δομζσ με τισ χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ 

νεροφ (1.2-2.7 %, v/v/v). Από αυτό το γεγονόσ ωαίνεται πωσ θ οργανωμζνθ δομι των 

ςυςτθμάτων ςε νανο-διαςπορζσ νεροφ ςε n-εξάνιο ζχει κετικι επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα των 

λιπαςϊν. Ραρόμοια αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία για τθν εςτεράςθ του 

ωερουλικοφ οξζοσ (Topakas et al. 2003a, Topakas et al. 2003b), θ οποία παρουςίαηε τθ μζγιςτθ 

δραςτικότθτα τθσ ςε ςυςτιματα με μόλισ 2 % κατ’ όγκο νερό. Η καταλυτικι ςυμπεριωορά τθσ Cvl 

διαωζρει ςε ςχζςθ με τισ υπόλοιπεσ λιπάςεσ, παρουςιάηοντασ βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςε 

Β Α 
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διςυνεχι ςυςτιματα. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί ότι θ οξειδάςθ τθσ χολθςτερόλθσ 

παρουςιάηει βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςτο ςφςτθμα SLM 1 (Khmelnitsky et al. 1988a), το οποίο 

είναι διςυνεχζσ. Επιπλζον, θ CalB και θ Rml παρουςίαςαν βζλτιςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα ςτα 

περιςςότερο ενυδατωμζνα ςυςτιματα του τριαδικοφ ςυςτιματοσ n-εξάνιο, 1-προπανόλθ, νερό 

από αυτά που μελετικθκαν (Zoumpanioti et al. 2006). Εδϊ κα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ ςε αυτά 

τα ςυςτιματα θ 1-προπανόλθ λειτουργοφςε και ωσ υπόςτρωμα, οπότε δεν είναι αρκετά 

αξιόπιςτοσ ο ςυςχετιςμόσ τθσ δραςτικότθτασ μόνο με τθν περιεκτικότθτα του ςυςτιματοσ ςε 

νερό.  

Πςον αωορά τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν ωσ προσ τα δφο υποςτρϊματα, κα πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ όλεσ οι λιπάςεσ παρουςίαςαν ςθμαντικά μεγαλφτερθ ταχφτθτα υδρόλυςθσ του 

pNPP ςε ςχζςθ με το pNPB. Οι ταχφτθτεσ υδρόλυςθσ παρουςιάηονται ςτον πίνακα 15. 

Πίνακασ 15: Αρχικι ταχφτθτα (μmol min
-1

 mg
-1

) υδρόλυςθσ εςτζρων τθσ 4-νιτροωαινόλθσ που καταλφεται 

από λιπάςεσ. Παρουςιάηονται οι τιμζσ για το ςφςτθμα ςτο οποίο οι λιπάςεσ παρουςιάηουν τθ μζγιςτθ 

δραςτικότθτα (Τυπικι απόκλιςθ < 4%). 

 CalB Crl Cvl Rml Tll 

pNPB 1.19 10.48   7.75 2.32 0.53 

pNPP 3.64 18.46 11.87 2.60 0.58 

Πλεσ οι λιπάςεσ παρουςίαςαν εκλεκτικότθτα ωσ προσ το pNPP, τον εςτζρα δθλαδι με τθ 

μεγαλφτερθ ανκρακικι αλυςίδα. Ριο ςθμαντικό όμωσ ςε αυτό τον πίνακα είναι το γεγονόσ πωσ 

όλεσ οι λιπάςεσ, εκτόσ τθσ Cvl, παρουςιάηουν ςθμαντικά μεγαλφτερθ υδρολυτικι δραςτικότθτα 

ςε αυτά τα ςυςτιματα, ςε ςχζςθ με αυτι που παρατθρικθκε ςτα μικρογαλακτϊματα με AOT 

(εικόνα 30). Το γεγονόσ ότι θ καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων αλλάηει από ςφςτθμα ςε 

ςφςτθμα γίνεται εμωανζσ παρατθρϊντασ τισ ςχετικζσ δραςτικότθτεσ των ενηφμων. Στα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων με ΑΟΤ τθν καλφτερθ δραςτικότθτα επζδειξε θ Cvl, ενϊ ςτα 

ςυςτιματα χωρίσ επιωανειενεργό τθν καλφτερθ δραςτικότθτα παρουςίαςε θ Crl. Σφμωωνα με τα 

αποτελζςματα που παρουςιάςτθκαν ςτθν παροφςα παράγραωο, για τα επόμενα πειράματα 

επιλζχκθκε το ςφςτθμα SLM 14, ςτο οποίο οι περιςςότερεσ λιπάςεσ επζδειξαν αυξθμζνθ 

υδρολυτικι δραςτικότθτα. 

8.3 υνθετικό δραςτικότητα λιπαςϐν ςε μικρογαλακτϐματα νερού ςε 

ιοντικό υγρό 

Τα ιοντικά μικρογαλακτϊματα είναι ςυςτιματα τα οποία αναπτφχκθκαν μόλισ τθν 

τελευταία δεκαετία. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ πρϊτθ εργαςία που ανζωερε τθ χριςθ τουσ 

ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ δθμοςιεφτθκε κακϊσ εκπονοφνταν θ παροφςα διατριβι 

(Zhang et al. 2008). Είναι προωανζσ ότι το ενδιαωζρον για τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα ξεκινάει 

από το κατά πόςο τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα μποροφν όντωσ να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μζςα για 
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αντιδράςεισ που καταλφονται από λιπάςεσ και κατά δεφτερο λόγο από το πϊσ επιδροφν διάωορα 

χαρακτθριςτικά τουσ ςτθν καταλυτικι δραςτικότθτα των ενηφμων. 

Τα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ παρουςιάηουν αυξθμζνο ιξϊδεσ και ο 

ωωτομετρικόσ προςδιοριςμόσ τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν δεν ιταν εφκολα επαναλιψιμοσ. 

Αντ’ αυτοφ, μελετικθκε θ ςυνκετικι δραςτικότθτα των ενηφμων ςε αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ 

λιπαρϊν οξζων με αλειωατικζσ πρωτοταγείσ αλκοόλεσ. Για να ςυγκρικεί θ δραςτικότθτα των 

λιπαςϊν ςτα νζα αυτά μζςα με τθ δραςτικότθτα που παρουςιάηουν ςτα μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο, οι ίδιεσ αντιδράςεισ διεξάγονται και ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων που 

επιλεγικαν ςτθν παράγραωο 8.2. 

8.3.1 Δραςτικότητα λιπαςϐν ςε ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων ιοντικού υγρού 

Η ικανότθτα των λιπαςϊν να διατθριςουν τθν καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα ςτα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό μελετικθκε αρχικά ςε διάςπαρτα 

ςυςτιματα που κάλυπταν μία ευρεία περιοχι του διαγράμματοσ ωάςθσ των 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό που ςχθματίηονται παρουςία Tween 20, κακϊσ δεν 

υπιρχε κάποια ζνδειξθ ότι οι λιπάςεσ διατθροφν τθ δραςτικότθτα τουσ ςε αυτά τα ςυςτιματα. Η 

δραςτικότθτα των λιπαςϊν προςδιορίςτθκε ωσ προσ τθν εςτεροποίθςθ του λαυρικοφ οξζοσ με 1-

προπανόλθ ςτουσ 30 oC, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 7.6.2. Η δραςτικότθτα των 

λιπαςϊν ςτα νζα αυτά ςυςτιματα ςυγκρίκθκε με αυτι που παρουςιάηουν ςε μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο. 

Πίνακασ 16: Απόδοςθ (%) ςε 24 h τθσ αντίδραςθσ εςτεροποίθςθσ λαυρικοφ οξζοσ με 1-προπανόλθ. Στο 

ςφςτθμα SLM14 θ 1-προπανόλθ χρθςιμοποιικθκε ωσ ςυςτατικό του ςυςτιματοσ. Η ςφςταςθ των 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν δίνεται ςε κατά βάροσ αναλογία (Τυπικι απόκλιςθ < 7%). 

Σφςτθμα CalB Crl Cvl Rml Tll 

[bmim]PF6    20 %, Tween 20 50 %,  νερό    30 % 75.2 11.5 21.6 24.2 36.9 

[bmim]PF6 12.5 %, Tween 20 75 %, νερό 12.5 % 10.4 21.7 40.4 54.5 87.7 

[bmim]PF6     50 %, Tween 20 40 %, νερό    10 % 77.7 22.4 42.0 36.4 78.1 

ΑΟΤ / RM (wo 6) 33.7 0.74 83.6 2.0 74.1 

SLM 14 53.0 13.0 75.6 73.5 7.3 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 16, όλεσ οι λιπάςεσ που μελετικθκαν διατθροφν τθν 

καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα ςτα νζα αυτά ςυςτιματα. Οριςμζνεσ λιπάςεσ, όπωσ θ CalB και θ 

Crl, επζδειξαν αυξθμζνθ δραςτικότθτα ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν ςε ςχζςθ με τα 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ ςφςταςθ του 

μικρογαλακτϊματοσ επθρεάηει ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν, με διαωορετικό τρόπο 

όμωσ για το κάκε ζνηυμο. Ζτςι, το ςφςτθμα με 10 % (w/w/w) υδατικι ωάςθ είναι το βζλτιςτο 

μζςο από όςα μελετικθκαν για τισ λιπάςεσ CalB, Crl και Cvl, ενϊ οι λιπάςεσ Rml και Tll επζδειξαν 
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τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα τουσ ςτο ςφςτθμα με περιεκτικότθτα 12.5 %. Η επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ 

των μικρογαλακτωμάτων μελετάται ςτισ επόμενεσ ενότθτεσ. Ραρόμοια αποτελζςματα 

παρατθρικθκαν και ςε αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ του καπρυλικοφ οξζοσ με 1-βουτανόλθ. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τα αποτελζςματα τθσ δραςτικότθτασ που παρουςιάηονται ςτον πίνακα 16 

και τα χαρακτθριςτικά των λιπαςϊν (πίνακασ 13), επιλζχκθςαν οι λιπάςεσ Crl, Cvl και Tll για τισ 

επόμενεσ μελζτεσ.  

Η ςυνκετικι δραςτικότθτα των ςυγκεκριμζνων λιπαςϊν μελετικθκε ςε 16 ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ που ςχθματίηονται παρουςία Tween 20. Ππωσ ωαίνεται 

ςτον πίνακα 17 οι λιπάςεσ διατθροφν τθ δραςτικότθτα τουσ ςε όλα τα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων που μελετικθκαν. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ ςτισ περιςςότερεσ 

περιπτϊςεισ θ απόδοςθ των αντιδράςεων ςε 24 h ιταν ζωσ και 80 %. Ραρόμοια αποτελζςματα 

παρατθρικθκαν για τθν εςτεροποίθςθ λιπαρϊν οξζων με διαωορετικό μικοσ αλκυλικισ 

αλυςίδασ (C8 ζωσ C18) με τθν 1-προπανόλθ.  

Πίνακασ 17: Συνκετικι δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι λιπάςεσ (ςφνκεςθ προπυλεςτζρα του λαυρικοφ 

οξζοσ) όταν εγκλωβίηονται ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν (Τυπικι απόκλιςθ < 8%). 

 Σφςταςθ ςυςτθμάτων % (w/w/w) Αρχικι ταχφτθτα (mmol h-1 mg-1) 

Σφςτθμα [Bmim] PF6 Tween 20 Νερό Crl Cvl Tll 

S1 47.5 50 2.5 0.796 1.202 0.858 

S2 45 50 5 0.958 0.761 0.877 

S3 40 50 10 1.085 0.627 0.662 

S4 35 50 15 0.738 0.620 0.583 

S5 30 50 20 0.623 0.605 0.617 

S6 25 50 25 0.588 0.455 0.673 

S7 20 50 30 0.577 0.414 0.713 

S8 15 50 35 0.519 0.373 0.762 

W1 80 15 5 0.646 0.670 0.419 

W2 70 25 5 0.658 0.713 0.470 

W3 60 35 5 0.681 0.732 0.616 

W4 50 45 5 0.773 0.763 0.687 

W5 40 55 5 0.935 0.868 0.747 

W6 30 65 5 0.958 1.066 0.825 

W7 20 75 5 0.854 0.898 0.923 

W8 10 85 5 0.715 0.761 0.873 



Εγκλωβιςμόσ λιπαςών ςε μικρογαλακτώματα ιοντικών υγρών 

106 

Η ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων επθρεάηει ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν. 

Η απόκλιςθ τθσ μζγιςτθσ από τθν ελάχιςτθ δραςτικότθτα που παρατθρικθκαν ιταν ζωσ και 70 % 

(ςτθν περίπτωςθ τθσ Cvl). Και οι τρεισ λιπάςεσ παρουςιάηουν μεγαλφτερθ δραςτικότθτα ςτα 

περιςςότερο άνυδρα ςυςτιματα, όταν θ ςυγκζντρωςθ του επιωανειενεργοφ παραμζνει ςτακερι 

(S ςυςτιματα με 50 % w/w επιωανειενεργό). Πταν διατθρικθκε ςτακερι θ περιεκτικότθτα των 

ςυςτθμάτων ςε νερό (W ςυςτιματα με 5 % w/w υδατικι ωάςθ), οι λιπάςεσ παρουςίαςαν τθ 

μεγαλφτερθ τουσ δραςτικότθτα ςε ςυςτιματα με μεγαλφτερθ ςυγκζντρωςθ επιωανειενεργοφ. Οι 

παράγοντεσ αυτοί μελετϊνται εκτενζςτερα ςτισ επόμενεσ ενότθτεσ.  

Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε 

[bmim]PF6 μποροφν να ςχθματιςτοφν παρουςία του επιωανειενεργοφ Triton X-100 (Gao et al. 

2005). Ζτςι, μελετικθκε θ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ Tll ςτα δφο διαωορετικά αυτά ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ και ςυγκρίκθκε με τθ δραςτικότθτα που εμωανίηει ςτα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. 

Πίνακασ 18: Συνκετικι δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ Tll (ςφνκεςθ προπυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ) όταν 

εγκλωβίηεται ςε διάωορα μικροετερογενι ςυςτιματα (Τυπικι απόκλιςθ < 8%). 

 Αρχικι ταχφτθτα (mmol h-1 mg-1 ) Απόδοςθ ςε 24 h (%) 

Σφςτθμα με Tween 20  με Triton X-100  με Tween 20  με Triton X-100  

S2 0.877 0.077 75.1 19.1 

S4 0.583 0.150 85.1 6.1 

S7 0.713 0.051 69.9 3.2 

W1 0.419 0.213 100.0 14.2 

W3 0.616 0.043 94.5 13.7 

W7 0.923 0.077 55.7 5.3 

[bmim] PF6 
21 0.063 55.3 

AOT/RM (wo 6) 0.257 74.1 

SLM 14 0.008 7.3 

Στον πίνακα 18 παρουςιάηονται οι αρχικζσ ταχφτθτεσ τθσ ςυνκετικισ δραςτικότθτασ και οι 

αποδόςεισ ςε 24 h τθσ λιπάςθσ Tll για τθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του λαυρικοφ οξζοσ με 1-

προπανόλθ ςε διάωορα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν που ςχθματίηονται 

τόςο με Tween 20 όςο και με Triton X-100, αλλά και ςε άλλα μικροετερογενι ςυςτιματα που 

χρθςιμοποιοφνται για τθν επίτευξθ βιοκαταλυτικϊν αντιδράςεων όπωσ είναι τα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο και τα ιοντικά υγρά. Στισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ θ 

δραςτικότθτα που εμωανίηει ςτα ςυςτιματα που ςχθματίηονται με Tween 20 είναι ςθμαντικά 

                                                           
21

 Ιοντικό υγρό κορεςμζνο ςε νερό (~2.5 % νερό κατ’όγκο) 
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μεγαλφτερθ από τθ δραςτικότθτα που παρατθρείται ςτα υπόλοιπα ςυςτιματα που 

μελετικθκαν, ακόμα και από τα ςυςτιματα με τθν ίδια ςφςταςθ που ςχθματίηονται με το 

επιωανειενεργό Triton X-100. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ καταλυτικι ςυμπεριωορά 

των λιπαςϊν παρουςία επιωανειενεργϊν Tween είναι καλφτερθ από αυτι που παρουςιάηουν 

παρουςία Triton X-100 (Lima et al. 2004). Επίςθσ, θ δραςτικότθτα οξειδαςϊν που εγκλωβίςτθκαν 

ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων [bmim]PF6, Triton X-100 και νεροφ μειωνόταν ςθμαντικά με 

αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του Triton X-100 (Zhou et al. 2008). H αρνθτικι επίδραςθ του Triton X-

100 ςτθ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ Tll γίνεται εμωανισ ςτον πίνακα 18, όπου αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του επιωανειενεργοφ ςε ςτακερι ςυγκζντρωςθ νεροφ (ςυςτιματα W) οδθγεί ςε 

μείωςθ τθσ ταχφτθτασ τθσ αντίδραςθσ και τθσ απόδοςθσ ςε 24 h. Για αυτό το λόγο τα 

ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα δε μελετικθκαν εκτενζςτερα ςτα πλαίςια τθσ παροφςασ διατριβισ. 

Είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί πωσ θ βελτιωμζνθ καταλυτικι ςυμπεριωορά που 

παρουςιάηει θ λιπάςθ Tll ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ ςε ςχζςθ με αυτι 

που παρουςιάηει ςε ιοντικό υγρό κορεςμζνο ςε νερό υποδεικνφει το πλεονζκτθμα του 

ςχθματιςμοφ νανο-διαςπορϊν. Η βελτίωςθ τθσ καταλυτικισ δραςτικότθτασ των ενηφμων ςε 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό ςε ςχζςθ με τα ιοντικά υγρά ζχει 

αναωερκεί και για άλλα ζνηυμα ςε παρόμοια ςυςτιματα (Moniruzzaman et al. 2009, 

Moniruzzaman et al. 2008b, Zhou et al. 2008). Η καταλυτικι ςυμπεριωορά τθσ λιπάςθσ Tll ςτα 

νζα αυτά ςυςτιματα ιταν καλφτερθ ςε ςχζςθ με άλλα ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο, ανεξαρτιτωσ τθσ ςφςταςθσ τουσ αλλά και του λιπαροφ 

οξζοσ το οποίο χρθςιμοποιικθκε ωσ υπόςτρωμα (τα αποτελζςματα για τθ ςφνκεςθ εςτζρων του 

καπρυλικοφ οξζοσ δεν παρουςιάηονται). Τα δεδομζνα αυτά υποδεικνφουν τθ ςθμαντικι 

ςυνειςωορά που μποροφν να ζχουν τα νζα αυτά μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό ςτισ 

νανοβιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ. 

Είναι ενδιαωζρον να ςθμειωκεί πωσ ςε οριςμζνα ςυςτιματα (όπωσ το S7 και το W7) θ 

απόδοςθ που παρουςιάηει θ λιπάςθ φςτερα από 24 h είναι ςχετικά χαμθλι αν λθωκεί υπόψθ θ 

υψθλι αρχικι ταχφτθτα. Η περίεργθ αυτι καταλυτικι ςυμπεριωορά μπορεί να αποδοκεί ςτθ 

ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα, όπωσ κα αναλυκεί ςε επόμενθ ενότθτα 

(παράγραωοσ 8.4). Επιπλζον, κακϊσ οι αλκοόλεσ μικρισ αλκυλικισ αλυςίδασ μποροφν να δρουν 

ωσ ςυν-επιεπιωανειεργζσ ενϊςεισ, θ μείωςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τουσ (λόγω τθσ αντίδραςθσ 

εςτεροποίθςθσ) κα μποροφςε να επθρεάςει τθ δομι των μικκυλίων που ςχθματίηονται, ανάλογα 

και με τθ ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων, και ςυνεπϊσ τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των 

εγκλωβιςμζνων ενηφμων (Stamatis et al. 1999). 

8.3.2 Εκλεκτικότητα των λιπαςϐν ςτα μικρογαλακτϐματα ιοντικού υγρού 

Ππωσ αναωζρκθκε ςτισ προθγοφμενεσ ενότθτεσ, θ ςυνκετικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν 

δε μελετικθκε μόνο ςε μία αντίδραςθ, αλλά χρθςιμοποιικθκαν λιπαρά οξζα και πρωτοταγείσ 

αλκοόλεσ με διαωορετικό μικοσ ανκρακικισ αλυςίδασ. Ριο ςυγκεκριμζνα, χρθςιμοποιικθκαν 
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λιπαρά οξζα με 8 ζωσ 18 άτομα άνκρακα και αλκοόλεσ με 2 ζωσ 8 άτομα άνκρακα. Η 

εκλεκτικότθτα των λιπαςϊν ωσ προσ τα υποςτρϊματα μελετικθκε ςτο ςφςτθμα W3 που 

ςχθματίηεται με το επιωανειενεργό Tween 20. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 32.  

 

Εικόνα 32: Επίδραςθ του μικοσ τθσ ανκρακικισ αλυςίδασ των υποςτρωμάτων ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα 

των λιπαςϊν. (Α) Εκλεκτικότθτα ωσ προσ το λιπαρό οξφ ςτθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ με 1-εξανόλθ (Β) 

Εκλεκτικότθτα ωσ προσ τθν αλκοόλθ ςτθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του καπρυλικοφ οξζοσ (C8).  

Στθν εικόνα 32Α παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ εκλεκτικότθτασ ωσ προσ τθν 

εςτεροποίθςθ κορεςμζνων λιπαρϊν οξζων με τθν 1-εξανόλθ. Ραρατθρείται ότι οι λιπάςεσ που 

μελετικθκαν παρουςιάηουν καλφτερθ δραςτικότθτα ςτθν εςτεροποίθςθ του καπρυλικοφ οξζοσ 

(C8), ενϊ μόνο θ Tll παρουςίαςε ικανότθτα εςτεροποίθςθσ του ελαϊκοφ οξζοσ (C18:1), με πολφ 

χαμθλι απόδοςθ (5% φςτερα από 24 h). Τα αποτελζςματα ςυμωωνοφν με τθ βιβλιογραωία 

(Gomes et al. 2004, Rees and Robinson 1995), αν και θ εγγενισ εκλεκτικότθτα των λιπαςϊν 

αναμζνεται να είναι προσ λιπαρά οξζα μεγαλφτερθσ ανκρακικισ αλυςίδασ. Πντωσ, ςτθ 

βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ λιπάςθ Cvl ςε άνυδρο ακετονιτρίλιο παρουςιάηει 

εκλεκτικότθτα ωσ προσ λιπαρά οξζα 16 και 18 ατόμων άνκρακα (Barros et al. 1994). Το μζςο ςτο 

οποίο γίνεται θ αντίδραςθ διαδραματίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν εκλεκτικότθτα που επιδεικνφουν 

τα ζνηυμα, κακϊσ επθρεάηει τθν κατανομι του υποςτρϊματοσ μζςα ςτο ςφςτθμα. Πςον αωορά 

τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν κα πρζπει να ςθμειωκεί ότι ςτο υδρόωοβο 

[bmim]PF6 θ διαλυτότθτα των λιπαρϊν οξζων αυξάνεται με αφξθςθ του μικουσ τθσ ανκρακικισ 

αλυςίδασ τουσ. Συνεπϊσ είναι αναμενόμενο ότι τα λιπαρά οξζα μικρισ ανκρακικισ αλυςίδασ, τα 

οποία είναι περιςςότερο υδρόωιλα να είναι περιςςότερο διακζςιμα ςτο υδατικό 

μικροπεριβάλλον του ενηφμου. 

Εωόςον θ μζγιςτθ δραςτικότθτα και για τισ τρεισ λιπάςεσ παρατθρικθκε με το καπρυλικό 

οξφ, θ μελζτθ τθσ εκλεκτικότθτασ ωσ προσ τθν αλκοόλθ ζγινε ωσ προσ αυτό το λιπαρό οξφ. 

Φαίνεται από τθν εικόνα 32Β ότι οι λιπάςεσ παρουςιάηουν εκλεκτικότθτα ωσ προσ τισ αλκοόλεσ 

μεςαίου μεγζκουσ (C4-C6). Η Tll παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ τθν 1-βουτανόλθ, ενϊ οι Cvl 

και Crl ωσ προσ τθν 1-εξανόλθ. Σθμαντικι μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν παρατθρείται 

A B 
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με τθ χριςθ αλκοολϊν μικρότερθσ ανκρακικισ αλυςίδασ. Συγκεκριμζνα, θ χαμθλότερθ ταχφτθτα 

εςτεροποίθςθσ παρατθρικθκε για όλεσ τισ λιπάςεσ όταν θ αικανόλθ χρθςιμοποιικθκε ωσ 

υπόςτρωμα. Αυτό ζχει παρατθρθκεί ςε διάωορεσ λιπάςεσ ςε άλλα ςυςτιματα και μπορεί να 

αποδοκεί ςε απενεργοποίθςθ τουσ από τθν αλκοόλθ, λόγω τθσ αυξθμζνθσ διαλυτότθτάσ τθσ ςτο 

μικροπεριβάλλον του ενηφμου (Delimitsou et al. 2002, Stamatis et al. 1993). Δεν μπορεί όμωσ να 

παραβλεωκεί το γεγονόσ ότι και άλλοι παράγοντεσ μποροφν να επθρεάςουν τθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ενηφμων, όπωσ θ κατανομι των αλκοολϊν ςτισ μικροωάςεισ του ςυςτιματοσ 

και θ δυνατότθτα τθσ αλκοόλθσ να δρα ωσ ςυνεπιωανειενεργό και να επθρεάηει τθ δομι των 

ςυςτθμάτων νανο-διαςποράσ (Stamatis et al. 1993, Zoumpanioti et al. 2006). 

8.3.3 Επύδραςη ιοντικϐν υγρϐν ςτην υδρολυτικό δραςτικότητα λιπαςϐν  

Κακϊσ γίνεται ςαωζσ το πλεονζκτθμα των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν 

υγρϊν ςε ςχζςθ με τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, κρίκθκε ςκόπιμο να μελετθκεί θ 

επίδραςθ που ζχει θ παρουςία του ιοντικοφ υγροφ ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. 

Αν και τα ιοντικά υγρά είναι πολικά, δεν είναι κατ’ ανάγκθ υδρόωιλα. Συγκεκριμζνα, το ιοντικό 

υγρό [bmim]PF6 είναι υδρόωοβο και παρουςιάηει αναμιξιμότθτα με το νερό ζωσ 5 % (v/v) ςε 

υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Στθν παροφςα μελζτθ προςδιορίςτθκε θ επίδραςθ 3 διαωορετικϊν 

ιοντικϊν υγρϊν ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα 4 λιπαςϊν. Τα ιοντικά υγρά διαωζρουν ςτο 

βακμό υποκατάςταςθσ του ιμιδαηολικοφ δακτυλίου, κακϊσ και ςτο ανιόν τουσ. Συγκεκριμζνα, τα 

ιοντικά υγρά που ωζρουν το ανιόν BF4
- είναι πλιρωσ αναμίξιμα με το νερό. Οι λιπάςεσ 

χρθςιμοποιικθκαν ςε ςυγκεντρϊςεισ από 6.5 ζωσ 35.0 μg/mL22 και θ υδρόλυςθ του pNPB ςε 

κερμοκραςία δωματίου παρακολουκικθκε ωωτομετρικά. 

 
Εικόνα 33: Επίδραςθ τθσ παρουςίασ των ιοντικϊν υγρϊν ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν 

                                                           
22

 CalB: 33.0 μg/mL, Crl: 6.5 μg/mL, Rml: 35.0 μg/mL, Tll: 15.0 μg/mL 
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Αρχικά μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ παρουςίασ ιοντικϊν υγρϊν ςτο υδατικό διάλυμα ςε 

ςτακερζσ ςυγκεντρϊςεισ. Τα αναμίξιμα με το νερό ιοντικά υγρά χρθςιμοποιικθκαν ςε 

ςυγκζντρωςθ 10 % (v/v), ενϊ το ιοντικό υγρό [bmim]PF6 ςε ςυγκζντρωςθ 1 % (v/v). Η 

δραςτικότθτα ςυγκρίκθκε με τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι λιπάςεσ απουςία των 

ιοντικϊν υγρϊν. Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν εικόνα 33. Είναι προωανζσ από τα 

αποτελζςματα ότι θ ωφςθ του ιοντικοφ υγροφ επθρεάηει ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα των 

λιπαςϊν. Το ιοντικό υγρό [bdmim]BF4 αυξάνει τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν ζωσ και 5 ωορζσ, 

ενϊ το ιοντικό υγρό [bmim]BF4, το οποίο διαωζρει μόνο ςε μία κζςθ υποκατάςταςθσ μειϊνει 

δραςτικά τθν υδρολυτικι ενεργότθτα του νεροφ. Ραρόμοια αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί ςτθ 

βιβλιογραωία (Katsoura et al. 2009). Συγκεκριμζνα, ςυγκρίνοντασ τθν ενηυμικι δραςτικότθτα 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν (CalB και Rml) ςε ιμιδαηολικά ιοντικά υγρά που διζωεραν μόνο κατά 

το μικοσ τθσ ανκρακικισ αλυςίδασ του υποκαταςτάτθ, παρατθρικθκε ότι οι λιπάςεσ 

επιδεικνφουν καλφτερθ δραςτικότθτα ςτα ιοντικά υγρά που ζχουν μεγαλφτερουσ 

υποκαταςτάτεσ. Σθμαντικό είναι επίςθσ να ςθμειωκεί πωσ το ιοντικό υγρό [bmim]PF6 δεν 

παρουςιάηει κετικι επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν, παρά μόνο για τθ λιπάςθ Rml. 

Κακίςταται προωανζσ ότι θ αυξθμζνθ δραςτικότθτα που παρατθρείται ςτα μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό *bmim]PF6 δεν είναι αποτζλεςμα τθσ παρουςίασ κάποιου ςυςτατικοφ 

αποκλειςτικά, αλλά των οργανομζνων νανοδομϊν που δθμιουργοφνται. 

 

Εικόνα 34: Επίδραςθ τθσ περιεκτικότθτασ του υδατικοφ ςυςτιματοσ ςε ιοντικό υγρό 

 (Α. *bmim]BF4, B. [bdmim]BF4) ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα λιπαςϊν. 

Λαμβάνοντασ υπόψθ τθ διαωορετικι ςυμπεριωορά των δφο υδρόωιλων ιοντικϊν υγρϊν, 

μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τουσ ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Το 

εφροσ των ςυγκεντρϊςεων που μελετικθκε ιταν από 2 ζωσ 20 % (v/v). Είναι προωανζσ από τθν 

εικόνα 34Α ότι θ παρουςία του ιοντικοφ υγροφ *bmim]BF4 ζχει αρνθτικι επίδραςθ ςτθν 

υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Αντίκετα, θ παρουςία του ιοντικοφ υγροφ *bdmim]BF4 

ςτο μικροπεριβάλλον των λιπαςϊν Crl και Tll οδθγεί ςε ςθμαντικι αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ, 

ζωσ και 5 ωορζσ για ςυγκζντρωςθ ιοντικοφ υγροφ 10 % (v/v). Σε μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ θ 

Α Β 
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κετικι επίδραςθ του ςυγκεκριμζνου ιοντικοφ υγροφ ωαίνεται να μετριάηεται. Στθν περίπτωςθ 

όμωσ των λιπαςϊν CalB και Rml θ δραςτικότθτα τουσ παρουςία του ιοντικοφ υγροφ *bdmim]BF4 

κυμαίνεται κοντά ςτα επίπεδα τθσ δραςτικότθτασ που παρουςιάηουν ςτο υδατικό ςφςτθμα. Είναι 

προωανζσ λοιπόν θ επίδραςθ που ζχει το ιοντικό υγρό ςτθν ενηυμικι δραςτικότθτα εξαρτάται ςε 

ςθμαντικό βακμό και από τθ ωφςθ του ίδιου του ενηφμου. 

8.3.4 Επύδραςη του βαθμού ενυδϊτωςησ ςε μικρογαλακτϐματα ιοντικού υγρού 

Ζνασ από τουσ ςθμαντικότερουσ παράγοντεσ που επιδροφν ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά 

των ενηφμων ςτα μικροετερογενι ςυςτιματα είναι ο βακμόσ ενυδάτωςθσ τουσ (wo). Στθν 

παροφςα εργαςία μελετικθκε θ εξάρτθςθ τθσ ενεργότθτασ των λιπαςϊν από το βακμό 

ενυδάτωςθσ τόςο ςε ςυςτιματα ςτακερισ ςυγκζντρωςθσ νεροφ (W ςυςτιματα), όςο και ςε 

ςυςτιματα ςτακερισ ςυγκζντρωςθσ επιωανειενεργοφ (S ςυςτιματα). 

 
Εικόνα 35: Επίδραςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν (ςφνκεςθ προπυλεςτζρα 

του λαυρικοφ οξζοσ) που εγκλωβίηονται ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό ςτακερισ 

ςυγκζντρωςθσ νεροφ (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

 Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 35, ο βακμόσ ενυδάτωςθσ παρουςιάηει ςθμαντικι επίδραςθ 

ςτθν ενεργότθτα των λιπαςϊν. Η ςυνκετικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν που μελετικθκαν 

ακολουκεί ζνα κωδωνοειδζσ προωίλ, παρουςιάηοντασ μζγιςτθ δραςτικότθτα ςε τιμζσ βακμοφ 

ενυδάτωςθσ γφρω από τθν τιμι wo = 5. Συγκεκριμζνα, οι λιπάςεσ Crl και Cvl παρουςίαςαν 

μζγιςτθ δραςτικότθτα ςε wo = 5.3, ενϊ θ λιπάςθ Tll ςε τιμι wo = 4.6. Ραρόμοια κωδωνοειδι 

εξάρτθςθ τθσ δραςτικότθτασ αυτϊν των λιπαςϊν παρατθρικθκε ςε ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο (Fernandes et al. 2004, Moniruzzaman et al. 2006), αν και θ 

βζλτιςτθ τιμι του βακμοφ ενυδάτωςθσ που υπολογίςτθκε ιταν μεγαλφτερθ. Ζχει αναωερκεί πωσ 

θ χριςθ μθ ιοντικϊν επιωανειενεργϊν, όπωσ το Tween 20, για το ςχθματιςμό 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε οργανικό διαλφτθ οδθγεί ςε ςθμαντικι μείωςθ του βζλτιςτου 
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βακμοφ ενυδάτωςθσ για τθν Cvl, ςε ςχζςθ με τθ βζλτιςτθ τιμι που παρατθρείται ςε ςυςτιματα 

που ςχθματίηονται με ιοντικά επιωανειενεργά, όπωσ το AOT (Hossain et al. 1999). Ραρόλα αυτά 

ςθμαντικόσ είναι και ο ρόλοσ τθσ ςφςταςθσ του ςυςτιματοσ. Πταν θ επίδραςθ του βακμοφ 

ενυδάτωςθσ ςτθν ενηυμικι δραςτικότθτα μελετικθκε ςε ςυςτιματα ςτακερισ περιεκτικότθτασ 

ςε επιωανειενεργό (εικόνα 36), τα ζνηυμα παρουςίαςαν διαωορετικζσ βζλτιςτεσ τιμζσ από αυτζσ 

που παρατθρικθκαν όταν θ ςυγκζντρωςθ του νεροφ ιταν ςτακερι. Συγκεκριμζνα, θ λιπάςθ Crl 

παρουςίαςε βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςε ςυςτιματα βακμοφ ενυδάτωςθσ wo = 13.7, θ λιπάςθ Tll 

ςε wo = 6.8 και θ λιπάςθ Cvl ςε wo = 0.7.  

 
Εικόνα 36: Επίδραςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν (ςφνκεςθ προπυλεςτζρα 

του λαυρικοφ οξζοσ) που εγκλωβίηονται ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό ςτακερισ 

ςυγκζντρωςθσ Tween 20 (Τυπικι απόκλιςθ < 6%). 

Ππωσ ωαίνεται από τα πειραματικά αποτελζςματα ο βζλτιςτοσ βακμόσ ενυδάτωςθσ για 

τθν ενηυμικι δραςτικότθτα εξαρτάται από πολλοφσ παράγοντεσ όπωσ θ ςφςταςθ του 

μικρογαλακτϊματοσ, θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου και οι μοριακζσ του διαςτάςεισ (Carvalho and 

Cabral 2000, Tonova and Lazarova 2008). Ζχει προτακεί πωσ θ μζγιςτθ δραςτικότθτα 

παρατθρείται ςε ςυςτιματα όπου το μζγεκοσ των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν είναι ςυγκρίςιμο 

με τισ διαςτάςεισ του ενηφμου που ωιλοξενεί (Luisi and Magid 1986, Martinek et al. 1989). Σε 

αυτι τθν περίπτωςθ, οι αυκόρμθτεσ κινιςεισ του πρωτεϊνικοφ μορίου που διαταράςςουν τθ 

δομι του περιορίηονται (Klyachko and Levashov 2003, Luisi and Magid 1986, Martinek et al. 

1989). Ριο ςυγκεκριμζνα, οι υδατικζσ νανο-διαςπορζσ που ωιλοξενοφν μικρι ποςότθτα νεροφ 

δεν παρζχουν επαρκι ενυδάτωςθ ςτο ενηυμικό μόριο και το μόριο δεν μπορεί να εγκλωβιςτεί 

ςτα αντίςτροωα μικκφλια που ςχθματίηονται, κάτι το οποίο ςυνικωσ οδθγεί ςε δομικζσ αλλαγζσ 

και αποδιάταξθ του μορίου. Από τθν άλλθ, θ μείωςθ τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ ςε ςυςτιματα 

με μεγάλο βακμό ενυδάτωςθσ κα μποροφςε να ςυςχετιςκεί με τθ μειωμζνθ ςτακερότθτα των 

ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα (όπωσ κα ςυηθτθκεί ςτθν παράγραωο 8.4), αλλά και τθν 

απόςταςθ του ενηυμικοφ μορίου από τα υδρόωοβα υποςτρϊματα, τα οποία δε 
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διαλυτοποιοφνται ςτισ υδατικζσ νανοδιαςπορζσ. Αν και ακόμα δεν είναι πλιρωσ αποδεκτό το ότι 

θ εξάρτθςθ τθσ δραςτικότθτασ από το βακμό ενυδάτωςθσ ςε αυτά τα ςυςτιματα ςχετίηεται με 

το μζγεκοσ των ενηφμων (Carvalho and Cabral 2000, Luisi and Magid 1986, Martinek et al. 1989, 

O   ch     Sch mäck   2002, Stamatis et al. 1999), θ ςυγκεκριμζνθ κεωρία ωαίνεται να προτείνει 

μία εξιγθςθ για τθν αυξθμζνθ τιμι βακμοφ ενυδάτωςθσ ςτθν οποία παρουςίαςε βζλτιςτθ 

δραςτικότθτα θ Crl ςε ςχζςθ με τισ άλλεσ δφο λιπάςεσ, όταν θ μελζτθ ζγινε ςε ςυςτιματα 

ςτακερισ ςυγκζντρωςθσ ςε Tween 20 (εικόνα 36).  

8.3.5 Επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ του επιφανειενεργού 

Είναι ευρζωσ γνωςτό ότι θ προςκικθ επιωανειενεργϊν ενϊςεων μποροφν να βελτιϊςουν 

τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν ςε υδατικά ςυςτιματα, λόγω τθσ μεςεπιωανειακισ ενεργοποίθςθσ 

που παρουςιάηουν τα ςυγκεκριμζνα ζνηυμα και λόγω τθσ γαλακτωματοποίθςθσ των υδρόωοβων 

υποςτρωμάτων (Lee and Dordick 2002). Στα μικρογαλακτϊματα, θ ςυγκζντρωςθ του 

επιωανειενεργοφ ςε ςυςτιματα ςτακεροφ βακμοφ ενυδάτωςθσ είναι μία παράμετροσ θ οποία 

κακορίηει τθ ςυγκζντρωςθ των αντίςτροωων μικκυλίων που ςχθματίηονται και τοιουτοτρόπωσ 

τθν ζκταςθ τθσ μεςεπιωάνειασ του ςυςτιματοσ.  

 
Εικόνα 37: Επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του επιωανειενεργοφ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα (ςφνκεςθ 

προπυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ) λιπαςϊν ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ με wo = 5. 

Στθν εικόνα 37 παρουςιάηεται θ επίδραςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ παραμζτρου ςε ςυςτιματα 

με βακμό ενυδάτωςθσ wo = 5 (όπου τα ζνηυμα παρουςίαςαν αυξθμζνθ δραςτικότθτα) ςτθ 

δραςτικότθτα των τριϊν λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται 

παρουςία Tween 20. Ππωσ ωαίνεται, κακϊσ θ ςυγκζντρωςθ του επιωανειενεργοφ αυξάνεται, θ 

ενεργότθτα των λιπαςϊν ωτάνει ςε μία βζλτιςτθ τιμι και ζπειτα μειϊνεται. Ραρόμοια μείωςθ 

τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ επιωανειενεργοφ ζχει παρατθρθκεί ςε 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο για τθν παγκρετικι λιπάςθ χοίρου (Marangoni 
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1993)και τισ λιπάςεσ από Chromobacterium viscosum (Moniruzzaman et al. 2006, Zaman et al. 

2006) και Rhizopus arrhizus (Brown et al. 1993). 

Ππωσ αναωζρκθκε και νωρίτερα, όταν θ ςυγκζντρωςθ του επιωανειενεργοφ αυξάνεται ςε 

ςτακερό βακμό ενυδάτωςθσ, τότε ο αρικμόσ των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν και θ ζκταςθ τθσ 

μεςεπιωάνειασ αυξάνεται και ςυνεπϊσ αυξάνεται θ αλλθλεπίδραςθ με ενηυμικά μόρια που 

ενεργοποιοφνται με μεςεπιωάνειεσ, όπωσ οι λιπάςεσ. Ζχει αναωερκεί πωσ αυτζσ οι 

αλλθλεπιδράςεισ μπορεί να μειϊςουν τθν ενηυμικι δραςτικότθτα λόγω αναςτολισ από τα μόρια 

του επιωανειενεργοφ, όταν αυτά χρθςιμοποιοφνται ςε υψθλζσ ςυγκεντρϊςεισ (Brown et al. 

1993, Marangoni 1993). Θα πρζπει επίςθσ να λθωκεί υπόψθ θ επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του 

επιωανειενεργοφ ςτθν κατανομι του υποςτρϊματοσ ςτθ μικκυλιακι μεςεπιωάνεια. Η αφξθςθ 

τθσ ςυγκζντρωςθσ του επιωανειενεργοφ επθρεάηει τθν προςρόωθςθ αμωίωιλων μορίων, όπωσ 

τα λιπαρά οξζα και οι αλκοόλεσ, ςτθ μεςεπιωάνεια και ςυνεπϊσ τθ διακεςιμότθτα τουσ ςτο 

μικροπεριβάλλον του ενηφμου (Carvalho and Cabral 2000, Moniruzzaman et al. 2006). 

8.4 ταθερότητα λιπαςϐν ςε μικροετερογενό ςυςτόματα 

Η ςτακερότθτα των ενηφμων είναι ςθμαντικόσ παράγοντασ για τθ χριςθ των ενηφμων ςε 

βιομθχανικζσ εωαρμογζσ. Διάωοροι παράγοντεσ μπορεί να οδθγιςουν ςτθν αποδιάταξθ των 

ενηφμων, όπωσ θ αυξθμζνθ κερμοκραςία, το ακραίο pH ι θ παρουςία κάποιου αποδιατακτικοφ 

παράγοντα. Στο παρϊν κεωάλαιο κα μελετθκεί θ επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθ ςτακερότθτα 

λιπαςϊν, τόςο ςε υδατικό περιβάλλον, όςο και ςε μικροετερογενι ςυςτιματα όπωσ τα 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο και τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό. Επιπλζον, 

ςτθν προςπάκεια κατανόθςθσ τθσ καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ των λιπαςϊν ςε αυτά τα 

ςυςτιματα, κα γίνει προςαρμογι των πειραματικϊν αποτελεςμάτων τθσ μελζτθσ τθσ 

ςτακερότθτασ με δφο ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα μοντζλα ενηυμικισ απενεργοποίθςθσ, όπωσ 

αυτά περιγράωονται ςτθν παράγραωο 7.7.6. 

8.4.1 ταθερότητα ςε υδατικό ςύςτημα 

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε υδατικό ςφςτθμα μελετικθκε ςε κερμοκραςίεσ 30, 40 και 

50 οC ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που αναωζρεται ςτθν παράγραωο 7.7.1 και τα πειραματικά 

αποτελζςματα επεξεργάςτθκαν με το μοντζλο απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων που περιγράωεται 

ςτθν παράγραωο 7.7.6. Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν εικόνα 38. 

Οι λιπάςεσ που μελετικθκαν παρουςίαςαν διαωορετικό προωίλ απενεργοποίθςθσ. Οι 

λιπάςεσ Cvl και Crl παρουςιάηουν χαμθλι ςτακερότθτα ςτο ςυγκεκριμζνο υδατικό ςφςτθμα 

(ρυκμιςτικό διάλυμα Triσ – HCl 50 mM, pH 7.5), κάτι το οποίο υποςτθρίηεται από τθ 

βιβλιογραωία (Melo et al. 2000, Sohn et al. 1987), ενϊ οι λιπάςεσ CalB και Tll παρουςιάηονται 

περιςςότερο κερμοςτακερζσ. 



Εγκλωβιςμόσ λιπαςών ςε μικρογαλακτώματα ιοντικών υγρών 

115 

 

Εικόνα 38: Θερμικι απενεργοποίθςθ λιπαςϊν (Α.CalB, B.Crl, Γ.Cvl, Δ.Tll) ςε υδατικό ςφςτθμα. Τα ςφμβολα 

αντιςτοιχοφν ςε πειραματικά δεδομζνα και οι γραμμζσ ςτθν προβλεπόμενθ καμπφλθ απενεργοποίθςθσ. 

Από τα διαγράμματα είναι προωανζσ πωσ θ απενεργοποίθςθ δεν μπορεί να περιγραωεί με 

τθν κινθτικι ενόσ ςταδίου, αωοφ δεν παρατθρείται εκκετικι μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ. Η 

προςαρμογι του μοντζλου δφο ςταδίων ςτα πειραματικά δεδομζνα είναι ικανοποιθτικι και, 

όπωσ ςχολιάηεται και ςτθ ςυνζχεια, το ςυγκεκριμζνο μοντζλο περιγράωει ικανοποιθτικά τθν 

απενεργοποίθςθ των ςυγκεκριμζνων ενηφμων. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ 

απενεργοποίθςθ τθσ λιπάςθσ Crl ςε υδατικό διάλυμα δεν ακολουκεί κινθτικι ενόσ ςταδίου, αλλά 

υπάρχει μία ενδιάμεςθ κατάςταςθ ςτθν οποία μεταπίπτει κατά τθν απενεργοποίθςθ (Sohn et al. 

1987). Η ενδιάμεςθ αυτι κατάςταςθ περιγράωεται από το μοντζλο δφο ςταδίων. Τα 

αποτελζςματα τθσ μακθματικισ επεξεργαςίασ παρουςιάηονται ςτον πίνακα 19. Η πολφ καλι 

προςαρμογι του μοντζλου δφο ςταδίων ςτα πειραματικϊν δεδομζνων υποδεικνφεται από το 

ςυντελεςτι προςδιοριςμοφ (r2) ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ. Ακολουκεί ζνασ ενδεικτικόσ ςχολιαςμόσ 

των κινθτικϊν παραμζτρων που υπολογίςτθκαν για τθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε υδατικά 

ςυςτιματα, ζτςι ϊςτε να κατανοθκεί ο ρόλοσ και θ χρθςιμότθτά τουσ.  

Είναι προωανζσ ότι όςο αυξάνεται θ κερμοκραςία, ο ρυκμόσ απενεργοποίθςθσ των 

ενηφμων αυξάνεται. Η ςυγκεκριμζνθ παραδοχι αποτυπϊνεται ςτισ παραμζτρουσ k1 και k2, οι 

οποίεσ περιγράωουν το ρυκμό με τον οποίο το ζνηυμο μεταβαίνει από τθ μία κατάςταςθ ςτθν 

Α Β 

Γ Δ 
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άλλθ. Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 19, θ τιμι των δφο αυτϊν παραμζτρων αυξάνεται με αφξθςθ 

τθσ κερμοκραςίασ. Επιπλζον, θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτισ περιςςότερεσ των περιπτϊςεων 

οδθγεί ςε μείωςθ τθσ ενεργότθτασ του ενδιάμεςου (Ε1), όπωσ αυτι περιγράωεται από τθν 

παράμετρο α1. Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ το μοντζλο προβλζπει πλιρθ 

απενεργοποίθςθ του ενηφμου (α2 = 0.000). Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ οι Henley και Sadana 

περιζγραψαν επαρκϊσ τθ ωυςικι υπόςταςθ των ςυγκεκριμζνων παραμζτρων (Henley and 

Sadana 1985). Για παράδειγμα περιζγραψαν περιπτϊςεισ που το ζνηυμο δεν απενεργοποιοφταν 

πλιρωσ (α2 ≠ 0) ι που παρουςίαηε ενεργοποίθςθ ςε αρχικό χρόνο (α1 > 1), περιπτϊςεισ τισ 

οποίεσ αδυνατεί να περιγράψει το μοντζλο απενεργοποίθςθσ ενόσ ςταδίου. Τζτοιεσ περιπτϊςεισ 

ςυναντϊνται ςτισ επόμενεσ παραγράωουσ. 

Πίνακασ 19: Κινθτικζσ ςτακερζσ απενεργοποίθςθσ λιπαςϊν ςε ρυκμιςτικό διάλυμα Tris-HCl pH 7.5 (50 

mM) ςφμωωνα με το μοντζλο απενεργοποίθςθσ ςε 2 ςτάδια, κακϊσ και ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ (t1/2). 

Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

CalB 30 0.772 0.000 0.242 0.005 
0.992 90.9 

±0.032 - ±0.060 ±0.001 

40 0.693 0.000 0.662 0.007 
0.987 48.2 

±0.048 - ±0.287 ±0.001 

50 0.283 0.000 1.174 0.027 
0.996 1.0 

±0.021 - ±0.109 ±0.006 

Crl 30 0.468 0.000 1.022 0.010 
0.978 2.6 

±0.041 - ±0.220 ±0.002 

40 0.397 0.000 1.313 0.028 
0.996 1.3 

±0.015 - ±0.100 ±0.004 

50 0.196 0.000 1.420 0.028 
0.997 0.7 

±0.020 - ±0.103 ±0.011 

Cvl 30 0.455 0.000 0.272 0.034 
0.989 6.5 

±0.221 - ±0.158 ±0.016 

40 0.259 0.000 0.479 0.110 
0.999 2.2 

±0.064 - ±0.058 ±0.027 

50 0.529 0.000 2.180 0.380 
1.000 0.9 

±0.088 - ±0.746 ±0.037 

Tll 30 0.616 0.000 0.191 0.003 
0.980 75.0 

±0.067 - ±0.050 ±0.002 

40 0.584 0.000 0.600 0.003 
0.990 53.4 

±0.031 - ±0.113 ±0.002 

50 0.567 0.000 0.930 0.024 
0.992 6.4 

±0.029 - ±0.151 ±0.003 
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Το πλικοσ των παραμζτρων που εξάγονται από τθ μοντελοποίθςθ τθσ απενεργοποίθςθσ 

των λιπαςϊν δεν κακιςτά εφκολθ τθ ςφγκριςθ τθσ ςτακερότθτασ διαωορετικϊν ενηφμων, ι 

ακόμα και του ίδιου ενηφμου ςε διαωορετικά ςυςτιματα. Για αυτό το λόγο υπολογίηεται ο 

χρόνοσ θμίςειασ ηωισ από τισ παραμζτρουσ του μοντζλου 2 ςταδίων. Για παράδειγμα, αν 

ςυγκρικοφν οι χρόνοι θμίςειασ ηωισ των τεςςάρων λιπαςϊν ςτουσ 30 οC, κακίςταται ςαωζσ ότι 

οι CalΒ και Tll είναι αρκετά πιο ςτακερζσ από τισ Cvl και Crl, κάτι το οποίο ωαίνεται ςτθν εικόνα 

38, αλλά δεν είναι τόςο προωανζσ από τισ κινθτικζσ παραμζτρουσ. 

8.4.2 ταθερότητα ςε μικροετερογενό ςυςτόματα  

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν Crl, Cvl και Tll ςε διάωορα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων 

ιοντικϊν υγρϊν μελετικθκε και ςυγκρίκθκε με τθ ςτακερότθτα που επιδεικνφουν ςε άλλα 

μικροετερογενι ςυςτιματα και ςε υδατικό διάλυμα. Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν μελετικθκε 

για διάςτθμα 5 θμερϊν ςτουσ 30, 40 και 50 οC απουςία υποςτρωμάτων, ςφμωωνα με τα 

πρωτόκολλα που αναωζρονται ςτθν παράγραωο 7.7. Τα αποτελζςματα (διαγράμματα και 

πίνακεσ κινθτικϊν ςτακερϊν απενεργοποίθςθσ) για όλα τα μικροετερογενι ςυςτιματα που 

μελετικθκαν παρουςιάηονται ςτον Ραράρτθμα IIΙ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ προςαρμογι 

τθσ κινθτικισ απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων ςτα πειραματικά αποτελζςματα είναι αρκετά 

ικανοποιθτικι ςε όλεσ τισ περιπτϊςεισ (r2 > 0.920). Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ από τθν προςαρμογι 

των πειραματικϊν αποτελεςμάτων προζκυψαν περιπτϊςεισ όπου: 

 Η απενεργοποίθςθ ακολουκεί κινθτικι ενόσ ςταδίου (π.χ. Crl ςε ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα). 

 Ραρατθρείται ενεργοποίθςθ των λιπαςϊν ζωσ και 200% (α1 > 1) ςτα μικρογαλακτϊματα 

ιοντικϊν υγρϊν, κυρίωσ ςε χαμθλζσ κερμοκραςίεσ. Ενεργοποίθςθ των ςυγκεκριμζνων 

λιπαςϊν ζχει αναωερκεί τόςο ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο (Crooks et al. 1995b, 

Fernandes et al. 2004), όςο και ςε ιοντικά υγρά (Sheldon et al. 2002). 

 To μοντζλο δεν προβλζπει πλιρθ απενεργοποίθςθ των λιπαςϊν (α2 ≠ 0) ςε οριςμζνεσ 

περιπτϊςεισ, όπωσ για παράδειγμα για τισ Cvl και Tll ςτα ςυςτιματα S των ιοντικϊν 

μικρογαλακτωμάτων. Οι περιπτϊςεισ αυτζσ ςχετίηονται πάντα με ενεργοποίθςθ των 

λιπαςϊν. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ αν και ο ςυντελεςτισ προςδιοριςμοφ είναι αρκετά 

υψθλόσ (r2 > 0.920), είναι χαμθλότεροσ από αυτόν που παρατθρείται όταν προβλζπεται 

πλιρθσ απενεργοποίθςθ των λιπαςϊν, κάτι το οποίο υποδθλϊνει ότι πζραν τθσ 

ενεργοποιθμζνθσ κατάςταςθσ, ίςωσ υπάρχει και ζνα δεφτερο ενδιάμεςο, οπότε μία κινθτικι 

τριϊν ςταδίων ίςωσ περιζγραωε τθν κινθτικι απενεργοποίθςθσ ακόμα καλφτερα. 

Στθν εικόνα 39 παρουςιάηονται ενδεικτικά διαγράμματα τθσ ςτακερότθτασ των τριϊν 

λιπαςϊν ςε διάωορα ςυςτιματα ςτουσ 50 οC. Είναι προωανζσ ότι θ ςτακερότθτα των λιπαςϊν 

ςτα διάωορα ςυςτιματα εξαρτάται ςθμαντικά από τθ ωφςθ του ενηφμου. Για παράδειγμα θ 

λιπάςθ Crl απενεργοποιείται ταχφτατα ςε ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων χωρίσ 

επιωανειενεργό, ενϊ θ λιπάςθ Cvl παρουςιάηει πολφ καλι ςτακερότθτα ςε αυτά τα ςυςτιματα. 

Σθμαντικόσ παράγοντασ που επθρεάηει τθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν είναι θ ςφςταςθ των 
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ςυςτθμάτων νανο-διαςποράσ. Στθν εικόνα 39 ωαίνεται θ διαωοροποίθςθ μεταξφ των δφο 

ενδεικτικϊν ςυςτθμάτων ιοντικοφ υγροφ. Επίςθσ, είναι εμωανζσ ότι τα μικρογαλακτϊματα νεροφ 

ςε ιοντικό υγρό αυξάνουν τθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε ςχζςθ με τα υδατικά ςυςτιματα, το 

ιοντικό υγρό *bmim]PF6 κορεςμζνο ςε νερό, αλλά και με ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο.  

 

Εικόνα 39: Θερμικι απενεργοποίθςθ λιπαςϊν ςε διάωορα ςυςτιματα ςτουσ 50 
ο
C.  Υδατικό ςφςτθμα,  

ΑΟΤ Μικρογαλακτϊματα (wo 6),  Μικρογαλακτϊματα χωρίσ επιωανειενεργό (SLM 14),  

μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ (S2),  μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ (S4). Τα ςφμβολα αντιςτοιχοφν 

ςτα πειραματικά δεδομζνα και οι γραμμζσ ςτθν προβλεπόμενθ καμπφλθ απενεργοποίθςθσ.  

Οι χρόνοι θμίςειασ ηωισ (t1/2) των τριϊν λιπαςϊν που μελετικθκαν, όπωσ υπολογίςτθκαν 

από το μοντζλο απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων, παρουςιάηονται ςτον πίνακα 20. Τα 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό αυξάνουν τθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςτο πλικοσ 

των περιπτϊςεων ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα ςτο υδατικό διάλυμα. Η ςτακερότθτα ςτα νζα 

αυτά ςυςτιματα ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ είναι μεγαλφτερθ ακόμα και από τθ ςτακερότθτα που 

εμωανίηουν ςε άλλα ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα ςυςτιματα νανο-διαςποράσ. Το γεγονόσ αυτό 

υποδθλϊνει ότι τα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν παρζχουν ζνα προςτατευτικό 

μικροπεριβάλλον για τισ ςυγκεκριμζνεσ λιπάςεσ, το οποίο γίνεται ιδιαίτερα εμωανζσ ςε υψθλζσ 
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κερμοκραςίεσ. Η βελτιωμζνθ ςτακεροποιθτικι ικανότθτα των νζων αυτϊν ςυςτθμάτων νανο-

διαςποράσ ςε ςχζςθ με τα ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα ζχει αναωερκεί βιβλιογραωικά για τθν 

υπεροξειδάςθ τθσ ραωανίδασ (Moniruzzaman et al. 2009). Στθν περίπτωςθ τθσ λιπάςθσ Cvl, θ 

οποία παρουςιάηει χαμθλι ςτακερότθτα ςε υδατικό ςφςτθμα (παράγραωοσ 8.4.1), όλα τα 

ςυςτιματα νανο-διαςποράσ που χρθςιμοποιικθκαν αφξθςαν ςθμαντικά τθ ςτακερότθτα του 

ενηφμου, υποδεικνφοντασ το ςτακεροποιθτικό ρόλο των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν. Θα πρζπει 

να ςθμειωκεί πωσ θ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ είναι 

μεγαλφτερθ από αυτι που παρουςιάηουν ςε ιοντικό υγρό (παράρτθμα ΙΙΙ). Στθ βιβλιογραωία, θ 

χριςθ των ιοντικϊν μικρογαλακτωμάτων προτείνεται για τθ ςτακεροποίθςθ των ενηφμων 

(Moniruzzaman et al. 2010a, Ulbert et al. 2005, Zhao 2010). Το γεγονόσ αυτό, μαηί με το γεγονόσ 

ότι ςτα ςυςτιματα αυτά οι λιπάςεσ παρουςιάηουν αυξθμζνθ καταλυτικι δραςτικότθτα 

(παράγραωοσ 8.3.1), κακιςτά τα νζα αυτά μζςα κατάλλθλα για τθν ανάπτυξθ βιοκαταλυτικϊν 

εωαρμογϊν. 

Πίνακασ 20: Χρόνοσ θμίςειασ ηωισ (t1/2, h) λιπαςϊν ςε διάωορα μικροετερογενι ςυςτιματα. 

Σφςτθμα Crl Cvl Tll 

Θερμοκραςία (oC) 30 40 50 30 40 50 30 40 50 

Υδατικό δ/μα 2.5 1.3 0.7 6.5 2.2 0.9 75.0 53.4 6.4 

ΑΟΤ / RM (wo 6) 0.2 0.1 < 0.1 > 100 90.0 4.9 0.9 0.8 0.6 

SLM 1 0.2 0.2 <0.1 > 100 47.8 16.1 >100 89.0 36.8 

SLM 14 0.3 0.2 < 0.1 > 100 > 100 19.6 32.6 17.1 8.8 

W1 12.6 2.0 0.9 58.8 40.5 28.4 > 100 36.9 3.4 

W3 23.5 8.3 6.8 > 100 48.0 41.3 > 100 47.7 31.2 

W7 8.5 7.1 4.7 6.1 2.9 1.8 > 100 > 100 64.9 

S2 30.1 13.3 9.9 > 100 22.7 4.3 > 100 67.9 38.9 

S4 1.7 1.0 0.7 > 100 24.2 5.9 24.0 22.6 20.7 

S7 1.5 1.2 0.1 24.4 20.7 10.9 17.6 17.4 16.0 

Είναι ενδιαωζρον να ςθμειωκεί ότι θ κετικι επίδραςθ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ 

υγροφ ςτθ ςτακερότθτα των ενηφμων δεν μπορεί να ςυςχετιςτεί με τθ ςυγκζντρωςθ του 

επιωανειενεργοφ ι του ιοντικοφ υγροφ, αν και θ μεγαλφτερθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν 

παρατθρικθκε ςτα ςυςτιματα με χαμθλι περιεκτικότθτα ςε νερό (π.χ. S2 από τα ςυςτιματα S). 

Αυτό το ωαινόμενο ζχει παρατθρθκεί και ςε άλλα μικροετερογενι ςυςτιματα και ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο (Carvalho and Cabral 2000, Stamatis et al. 1999, Tzialla et al. 

2008). Η αφξθςθ τθσ ςτακερότθτασ ςτα περιςςότερο άνυδρα ςυςτιματα μπορεί να ςυςχετιςκεί 

με τθν αυξθμζνθ ακαμψία που παρουςιάηουν τα ζνηυμα ςε αυτά τα ςυςτιματα. Θα πρζπει να 

ςθμειωκεί ότι ο ςυςχετιςμόσ που παρατθρείται ςτα ςυςτιματα S μεταξφ του βακμοφ 
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ενυδάτωςθσ και τθσ ςτακερότθτασ των λιπαςϊν δεν παρατθρείται ςτα W ςυςτιματα (π.χ. για τισ 

Crl και Cvl), το οποίο υποδεικνφει ότι θ ςφςταςθ των ςυςτθμάτων επιδρά ςτθ ςτακερότθτα των 

ενηφμων. Σε προθγοφμενθ μελζτθ ζχει αναωερκεί πωσ θ ςτακερότθτα τθσ υπεροξειδάςθσ τθσ 

ραωανίδασ ςε ζνα παρόμοιο ςφςτθμα μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ είναι αυξθμζνθ ςε 

ςχζςθ τθ ςτακερότθτα που επιδεικνφει ςε ΑΟΤ μικρογαλάκτωμα νεροφ ςε ζλαιο, αν και 

χαμθλότερθ από τθ ςτακερότθτα ςτο ιοντικό υγρό (Moniruzzaman et al. 2009).  

Αρκετζσ εργαςίεσ αναωζρουν πωσ οι λιπάςεσ διατθροφν τθ δραςτικότθτα τουσ για 

μεγαλφτερο χρονικό διάςτθμα ςτα ιοντικά υγρά ςε ςχζςθ με τουσ οργανικοφσ διαλφτεσ, 

ιδιαίτερα ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ (Gubicza et al. 2003, Kaar et al. 2003, Lozano et al. 2007, 

Ulbert et al. 2005). Η ςτακεροποίθςθ ςυνικωσ αποδίδεται ςε διάωορουσ παράγοντεσ όπωσ 

θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των ιοντικϊν υγρϊν και των ενηφμων (Yuan et al. 

2006). Ο Sheldon και οι ςυνεργάτεσ του πρότειναν ότι το ιοντικό υγρό ςτακεροποιεί το ζνηυμο 

υποβοθκϊντασ τθ διατιρθςθ των μορίων του νεροφ που είναι απαραίτθτα για τθ ςωςτι 

αναδίπλωςθ του ενηφμου, ενϊ παράλλθλα το αυξθμζνο ιξϊδεσ των ιοντικϊν υγρϊν μειϊνει τισ 

κινιςεισ των ενηφμων και με αυτό τον τρόπο δυςχεραίνεται θ μετάβαςθ από τθν ενεργι ςτθν 

αποδιαταγμζνθ μορωι (Sheldon et al. 2002, van Rantwijk and Sheldon 2007). Στθν περίπτωςθ 

των μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ αναμζνεται ότι μία ποςότθτα ιοντικοφ υγροφ κα είναι 

διαλυτι ςτο μικροπεριβάλλον του ενηφμου, διευκολφνοντασ ζτςι τθν προςτατευτικι δράςθ που 

ζχουν τα ιοντικά υγρά ςτα πρωτεϊνικά μόρια. Σε ςυνδυαςμό με τθ ςτακεροποιθτικι δράςθ που 

ζχουν τα νανοδομθμζνα ςυςτιματα (Stamatis et al. 1999, Tuena De Gomez-Puyou and Gomez-

Puyou 1998), τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό είναι ζνα ςφςτθμα που μπορεί να 

χρθςιμοποιθκεί για τθ ςτακεροποίθςθ των ενηφμων (Moniruzzaman et al. 2010a, Zhao 2010). 

8.4.3 Επαναχρηςιμοπούηςη λιπαςϐν που ϋχουν εγκλωβιςτεύ ςε μικρογαλακτϐματα 

ιοντικού υγρού 

Αν και θ χριςθ των μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό ωσ μζςα για τθν επίτευξθ 

αντιδράςεων επιωζρει πολλαπλά πλεονεκτιματα ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των λιπαςϊν 

(π.χ. αυξθμζνθ δραςτικότθτα και ςτακερότθτα), θ πρακτικι εωαρμογι αυτϊν των ςυςτθμάτων 

ςε βιομθχανικζσ διεργαςίεσ εμποδίηεται από τθ δυςκολία ανάκτθςθσ του προϊόντοσ και τθν 

επαναχρθςιμοποίθςθ του βιοκαταλφτθ. Σε αυτι τθ διατριβι αναπτφχκθκε ζνα πρωτόκολλο 

επαναχρθςιμοποίθςθσ ενηφμων που ζχουν εγκλωβιςτεί ςτα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα. Η 

εκχφλιςθ των ςυγκεκριμζνων ςυςτθμάτων με ζνα μθ πολικό υδρόωοβο οργανικό διαλφτθ, όπωσ 

το n-εξάνιο, επιτρζπει τθν ανάκτθςθ των αντιδρϊντων και επακολοφκωσ το διαχωριςμό του 

προϊόντοσ, κακϊσ θ διαλυτότθτα του νεροφ, του [bmim]PF6 και του Tween 20 είναι αμελθτζα ςτθ 

ωάςθ του οργανικοφ διαλφτθ. Επιπλζον, οι υδατικζσ νανο-διαςπορζσ του μικρογαλακτϊματοσ 

παρζχουν ζνα ωιλικό μικροπεριβάλλον για το ζνηυμο δεν επιτρζπει τθ μετάβαςθ του ενηφμου 

ςτον οργανικό διαλφτθ και ςτακεροποιεί το ζνηυμο κατά τθ διαδικαςία τθσ εκχφλιςθσ. 
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Η ικανότθτα τθσ επαναχρθςιμοποίθςθσ τθσ λιπάςθσ Tll που ζχει εγκλωβιςτεί ςε 

μικρογαλάκτωμα νεροφ ςε ιοντικό υγρό W3 μελετικθκε ςτθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του 

καπρυλικοφ οξζοσ με 1-βουτανόλθ ςτουσ 30 οC. Η αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα για 8 ϊρεσ και 

ζπειτα εκχυλίηονται τα αντιδρϊντα (υποςτρϊματα και προϊόντα) με ίςθ ποςότθτα n-εξανίου. Η 

διαδικαςία τθσ εκχφλιςθσ επαναλαμβάνεται 5 ωορζσ ϊςτε να εξαλειωκεί κάκε ίχνοσ αντιδρϊντοσ 

από το μικρογαλάκτωμα. Από ανάλυςθ των εκχυλιςμάτων βρζκθκε πωσ ςτο μικρογαλάκτωμα 

παραμζνουν λιγότερα από 0.5 mM των αντιδρϊντων. Το ζνηυμο παραμζνει μετά τθν εκχφλιςθ 

ςτισ υδατικζσ νανο-διαςπορζσ του μικρογαλακτϊματοσ και μπορεί να επαναχρθςιμοποιθκεί. 

Ροςότθτα υποςτρωμάτων προςτίκενται ςτο μικρογαλάκτωμα μετά τθν εκχφλιςθ και το ςφςτθμα 

επωάηεται ςτουσ 30 οC για ζνα νζο κφκλο επαναχρθςιμοποίθςθσ. Από τθν εικόνα 40 ωαίνεται 

πωσ φςτερα από 10 χριςεισ (80 ϊρεσ ςυνολικοφ χρόνου δραςτικότθτασ) θ λιπάςθ Tll διατθρεί 90 

% τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ. Το γεγονόσ αυτό υποδεικνφει τθν εξαιρετικι ςτακεροποιθτικι 

ικανότθτα που ζχουν αυτά τα ςυςτιματα για τθν επαναλαμβανόμενθ χριςθ ενηφμων. 

 
Εικόνα 40:Επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ λιπάςθσ Tll που ζχει εγκλωβιςτεί ςε μικρογαλάκτωμα νεροφ ςε ιοντικό 

υγρό (W3) ςτουσ 30 
ο
C. 

8.5 Μελϋτη τησ δευτεροταγούσ δομόσ λιπαςϐν ςε ςυςτόματα 

μικρογαλακτωμϊτων 

Η ενδιαωζρουςα καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε 

ιοντικό υγρό πικανόν να οωείλεται ςε αλλαγζσ ςτθ δομι των ενηφμων. Με ςκοπό τθ ςυςχζτιςθ 

πικανϊν δομικϊν αλλαγϊν με τθ βελτίωςθ των καταλυτικϊν ιδιοτιτων των ενηφμων 

εωαρμόςτθκαν διάωορεσ ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ για τθν ανάλυςθ τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν 

ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων. 
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8.5.1 Μελϋτη τησ δομόσ ςε μικρογαλακτϐματα νερού ςε ϋλαιο 

Η μελζτθ τθσ δομισ των λιπαςϊν ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο ζγινε με 

ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Τα δομικά χαρακτθριςτικά των λιπαςϊν μελετικθκαν 

αρχικά ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα, ϊςτε να επιβεβαιωκεί θ εγκυρότθτα των αποτελεςμάτων 

φςτερα από ςφγκριςθ με τα δεδομζνα από τισ κρυςταλλικζσ δομζσ, αλλά και τυχϊν αποκλίςεισ 

που μπορεί να υπάρχουν. Επιπλζον, μζςω αυτισ τθσ διαδικαςίασ επιλζχκθκε και ο αλγόρικμοσ 

που περιγράωει καλφτερα τισ δομζσ των ενηφμων. Στον πίνακα 21 παρουςιάηονται τα 

αποτελζςματα για τθν α-ζλικα και β-πτυχωτι επιωάνεια των 5 λιπαςϊν που μελετικθκαν ςτο 

παρϊν κεωάλαιο. 

Πίνακασ 21: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ (α-ζλικασ και β-πτυχωτισ επιωάνειασ) λιπαςϊν 

ςε υδατικό διάλυμα Tris-HCl pH 7.5 (50 mM) ςφμωωνα με διάωορουσ αλγορίκμουσ. 

Λιπάςθ CalB Crl Cvl Rml Tll 

Προζλευςθ δεδομζνων α β α β α β α β α β 

Κρυςταλλογραφικά δεδομζνα 37 15 37 15 36 17 33 26 34 23 

Varselec 21 21 27 14 24 14 16 9 8 6 

Selcon 2 27 12 26 13 34 10 27 16 36 7 

Selcon 3 27 18 30 17 33 15 27 16 22 5 

K2D 31 11 38 4 30 17 28 12 27 21 

CONTIN 26 0 43 0 14 6 22 29 9 45 

Φαίνεται χαρακτθριςτικά ςτον πίνακα 21 ότι ςε όλα τα ζνηυμα παρατθροφνται αποκλίςεισ 

από τθ δομι που περιγράωει θ κρυςταλλογραωία. Αυτό οωείλεται ςτισ διαωορετικζσ ςυνκικεσ 

κρυςτάλλωςθσ μιασ πρωτεΐνθσ και των ςυνκθκϊν που λιωκθκαν τα ςυγκεκριμζνα ωάςματα 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Ραρόλα αυτά, οι αλγόρικμοι Varselec και CONTIN αποκλίνουν πάρα πολφ 

από τθν κρυςταλλογραωικι δομι και για αυτό το λόγο αποκλείςτθκαν από τθν ανάλυςθ των 

ωαςμάτων. Οι υπόλοιποι τρεισ αλγόρικμοι περιγράωουν ικανοποιθτικά τθ δομι των λιπαςϊν ςτο 

υδατικό ςφςτθμα. Κακίςταται ςαωζσ ότι από πρωτεΐνθ ςε πρωτεΐνθ είναι διαωορετικόσ ο 

αλγόρικμοσ που περιγράωει καλφτερα τθ δομι. Λαμβάνοντασ όλα αυτά υπόψθ, για τθν ανάλυςθ 

των ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο 

επιλζχκθκε ο αλγόρικμοσ Selcon 2 με τθ βάςθ δεδομζνων που πρότειναν οι Kabsch και Sanders 

(Kabsch and Sander 1983), κακϊσ περιγράωει ςε ικανοποιθτικό βακμό τθ δομι όλων των 

λιπαςϊν που μελετικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι. 

Η δομι των λιπαςϊν μελετικθκε με ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςε ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται παρουςία AOT και ςε 

μικρογαλακτϊματα που ςχθματίηονται χωρίσ τθν παρουςία επιωανειενεργοφ. Στα ΑΟΤ 

μικρογαλακτϊματα επιλζχκθκαν ςυςτιματα με διαωορετικό βακμό ενυδάτωςθσ, κακϊσ θ 
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ςυγκεκριμζνθ παράμετροσ επθρεάηει ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Από τα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων χωρίσ επιωανειενεργό επιλζχκθκαν 2 ςυςτιματα. Το SLM 1 

είναι ζνα μονοωαςικό μείγμα διαλυτϊν, ενϊ το ςφςτθμα SLM 14 παρουςιάηει οργανωμζνεσ 

υδατικζσ νανο-διαςπορζσ ςτθ ςυνεχι ωάςθ του οργανικοφ διαλφτθ.  

 
Εικόνα 41: Φάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο πζραν υπεριϊδεσ τθσ λιπάςθσ Cvl ςε υδατικό ςφςτθμα και 

ςε διάωορα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. 

Στθν εικόνα 41 παρατίκενται τα κανονικοποιθμζνα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο 

πζραν υπεριϊδεσ τθσ λιπάςθσ Cvl για μία ςειρά μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο. Είναι 

προωανζσ ότι ςθμαντικζσ δομικζσ αλλαγζσ λαμβάνουν χϊρα κατά τον εγκλωβιςμό τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ λιπάςθσ ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων. Η τιμι τθσ μζςθσ μοριακισ 

ελλειπτικότθτασ ανά αμινοξφ ςτα 222 nm είναι ενδεικτικι τθσ περιεκτικότθτασ τθσ πρωτεΐνθσ ςε 

α-ζλικεσ. Φαίνεται ότι ςτο μικρογαλάκτωμα χωρίσ επιωανειενεργό SLM 14 θ λιπάςθ Cvl χάνει 

ςχεδόν πλιρωσ τθν ελικοειδι τθσ δομι, ενϊ ςθμαντικά μειϊνεται και ςτο ΑΟΤ μικρογαλάκτωμα 

με βακμό ενυδάτωςθσ 6. Αντίκετα, θ λιπάςθ ωαίνεται να αυξάνει τα ποςοςτά α-ζλικασ τθσ ςτα 

ςυςτιματα SLM 1 και ςτα ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα με βακμό ενυδάτωςθσ πάνω από 10.  

Η δευτεροταγισ δομι των λιπαςϊν που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ, 

ςφμωωνα με τθν ανάλυςθ των ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ με τον αλγόρικμο Selcon 2, 

παρατίκενται ςτον πίνακα 22. Το πρϊτο ςυμπζραςμα που μπορεί να εξαχκεί από τα 

αποτελζςματα είναι πωσ δεν παρατθρείται ςθμαντικι αφξθςθ του τυχαίου ςπειράματοσ κατά 

τον εγκλωβιςμό των ενηφμων ςε ςυςτιματα νανοδιαςποράσ, θ οποία να ςυνάδει με τθν 

αποδιάταξθ των λιπαςϊν. Το αποτζλεςμα αυτό ταιριάηει με τα αποτελζςματα τθσ δραςτικότθτασ 

των λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα, κακϊσ ωαίνεται πωσ οι λιπάςεσ διατθροφν μία οργανωμζνθ 

και καταλυτικά ενεργι διαμόρωωςθ ςτα μικροετερογενι ςυςτιματα.  
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Πίνακασ 22: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ λιπαςϊν ςε υδατικό ςυςτιματα και διάωορα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο, με χριςθ του αλγορίκμου Selcon 2. 

Λιπάςθ Σφςτθμα α-ζλικα β-πτυχώςεισ β-ςτροφζσ Άλλεσ δομζσ RMSD 

CALB Υδατικό 27 12 11 50 0.392 

 SLM 1 8 44 4 44 0.509 

 SLM 14 4 42 7 47 0.432 

 RM wo = 6 7 46 3 44 0.593 

 RM wo = 10 25 17 3 55 0.554 

 RM wo = 20 27 26 3 44 0.384 

Crl Υδατικό 26 13 10 51 0.520 

 SLM 1 3 43 7 47 0.674 

 SLM 14 3 43 7 47 0.475 

 RM wo = 6 7 34 13 46 0.541 

 RM wo = 10 13 20 13 54 0.725 

 RM wo = 20 16 19 11 54 0.493 

Cvl Υδατικό 34 10 7 49 1.666 

 SLM 1 40 6 9 45 0.202 

 SLM 14 2 45 7 46 0.247 

 RM wo = 6 8 45 4 43 0.306 

 RM wo = 10 39 8 3 50 0.160 

 RM wo = 20 43 3 2 52 0.367 

Rml Υδατικό 27 16 4 53 0.231 

 SLM 1 4 41 8 47 0.231 

 SLM 14 8 43 5 44 0.651 

 RM wo = 6 3 43 7 47 0.681 

 RM wo = 10 10 37 1 52 0.519 

 RM wo = 20 25 18 2 55 0.368 

Tll Υδατικό 36 6 19 39 0.330 

 SLM 1 6 36 9 49 0.447 

 SLM 14 2 39 19 40 0.319 

 RM wo = 6 7 45 3 45 0.228 

 RM wo = 10 7 45 3 45 0.243 

 RM wo = 20 8 44 4 44 0.280 

SLM: Μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο χωρίσ επιωανειενεργό 

RM: Μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο που ςχθματίηονται παρουςία AOT 

RMSD: μζςθ τετραγωνικι ρίηα τθσ απόκλιςθσ 
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Ραρόλα αυτά, ςθμαντικζσ αλλαγζσ παρατθροφνται ςτθ διαμόρωωςθ των λιπαςϊν, 

ανάλογα με το ςφςτθμα ςτο οποίο εγκλωβίηονται και το βακμό ενυδάτωςθσ του. Στισ 

περιςςότερεσ περιπτϊςεισ ακολουκείται μία τάςθ για αφξθςθ τθσ β-πτυχωτισ επιωάνειασ και 

αντίςτοιχθ μείωςθ τθσ α-ζλικασ (ζωσ και 34 %) όταν οι λιπάςεσ ειςζρχονται ςε τζτοια ςυςτιματα. 

Ραρόμοια ςυμπεριωορά ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία και για άλλα ζνηυμα (De Diego et al. 

2005, Lozano et al. 2005, Marangoni 1993, McCabe et al. 2005). Οι αναωορζσ αυτζσ ςυςχετίηουν 

τθν αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν με μία περιςςότερο ςυμπαγι δομι που υιοκετοφν τα 

ζνηυμα, θ οποία είναι υπεφκυνθ για τθ ςτακεροποίθςθ των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα. Η 

ςτακεροποίθςθ τθσ λιπάςθσ Cvl ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ςυνοδεφεται από 

ςθμαντικι αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν. Επιπλζον, θ τάςθ που εμωανίηουν οι λιπάςεσ να 

δθμιουργοφν ςυςςωματϊματα μπορεί να οωείλεται για τισ αλλαγζσ ςτθ δομι και τθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ενηφμων ςε αυτά τα ςυςτιματα (Palomo et al. 2003). Ζχει αναωερκεί ότι τα 

ςυςςωματϊματα ενηυμικϊν μορίων οωείλονται ςτθ δθμιουργία διαμοριακϊν β-πτυχωτϊν 

επιωανειϊν (Mukherjee et al. 2007). Είναι λογικό λοιπόν ςε ςυςτιματα αωιλόξενα προσ το 

ζνηυμο να δθμιουργοφνται εκτενείσ β-πτυχωτζσ επιωάνειεσ ςτθν επιωάνεια του πρωτεϊνικοφ 

μορίου για να αυξιςει τθν αλλθλεπίδραςθ με άλλα ενηυμικά μόρια, δθμιουργϊντασ 

ςυςςωματϊματα, και να αποτρζψει τθν αλλθλεπίδραςθ με τον οργανικό διαλφτθ. 

Ενδιαωζρον είναι το γεγονόσ ότι ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, αφξθςθ του βακμοφ 

ενυδάτωςθσ οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ α-ζλικασ και μείωςθ τθσ β-πτυχωτισ επιωάνειασ. Φαίνεται 

πωσ το ζνηυμο «επιςτρζωει» ςε μία δομι αρκετά όμοια με αυτι που εμωανίηει ςτο νερό. Αυτό 

μπορεί να εξθγθκεί λαμβάνοντασ υπόψθ δομι των αντίςτροωων μικκυλίων. Πταν ο βακμόσ 

ενυδάτωςθσ αυξάνεται ςτα αντίςτροωα μικκφλια, θ διάμετροσ των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν 

αυξάνεται. Ζτςι, το ζνηυμο, ανάλογα με τθν υδροωοβικότθτα τθσ επιωάνειασ του, μπορεί να 

τοποκετθκεί είτε ςτθ μεςεπιωάνεια, είτε ςτο κζντρο του μικκυλίου όπου το μικροπεριβάλλον 

προςομοιάηει το υδατικό ςφςτθμα (εικόνα 10). Εωόςον θ επιωάνεια τθσ λιπάςθσ είναι αρκετά 

υδρόωιλθ, μόλισ οι υδατικζσ νανοδιαςπορζσ ζχουν αρκετά μεγάλθ διάμετρο, το ζνηυμο κα 

διαλυτοποιθκεί ςτο κζντρο του αντίςτροωου μικκυλίου για να μειϊςει τθν επαωι με το 

επιωανειενεργό ι τον οργανικό διαλφτθ. Ζτςι το μικροπεριβάλλον του ενηφμου ομοιάηει με αυτό 

ςε ζνα υδατικό ςφςτθμα και το ζνηυμο υιοκετεί μία παρόμοια δομι. Μερικζσ περιπτϊςεισ όπου 

με αφξθςθ του βακμοφ ενυδάτωςθσ το ζνηυμο δεν επανιλκε ςτθ διαμόρωωςθ που ζχει ςτο 

νερό, όπωσ για παράδειγμα θ περίπτωςθ τθσ Tll, πικανόν οωείλονται ςτον εντοπιςμό του 

ενηφμου κοντά ςτθν επιωάνεια του αντίςτροωου μικκυλίου ι ανάμεςα ςτα μόρια του 

επιωανειενεργοφ. Ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία ότι θ επιωάνεια τθσ λιπάςθσ Tll παρουςιάηει 

αυξθμζνθ υδροωοβικότθτα (Kreilgaard et al. 1999), άρα ο εντοπιςμόσ του ενηφμου ςτθ 

μεςεπιωάνεια των μικρογαλακτωμάτων ανεξαρτιτωσ του βακμοφ ενυδάτωςθσ είναι πικανόσ. 

Η μεταβολι των δομικϊν χαρακτθριςτικϊν των λιπαςϊν ςτο μικρογαλάκτωμα SLM 1 

παρουςιάηει ενδιαωζρον. Αν και θ ςυγκζντρωςθ του νεροφ είναι ςθμαντικά αυξθμζνθ ςε ςχζςθ 

με το ςφςτθμα SLM 14 (18.6 και 2.2 % v/v αντίςτοιχα), δεν παρατθρείται επαναωορά τθσ δομισ 
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ςε αυτι που εμωανίηει ςε υδατικό ςφςτθμα. Το γεγονόσ αυτό οωείλεται ςτο ότι δεν εντοπίηονται 

υδατικζσ νανοδιαςπορζσ όπου το ζνηυμο να μπορεί να εντοπιςτεί. Ραρά τθν αυξθμζνθ 

ςυγκζντρωςθ νεροφ ςε αυτά τα ςυςτιματα, τα ζνηυμα δεν μποροφν να βρουν ζνα πυρινα νεροφ 

ςτον οποίο να διαλυτοποιθκοφν. Η μόνθ λιπάςθ που παρουςιάηει αυξθμζνα ποςοςτά α-ζλικασ 

ςτο ςφςτθμα SLM 1 είναι θ Cvl, θ οποία παρουςιάηει αυξθμζνθ δραςτικότθτα ςτο ςυγκεκριμζνο 

ςφςτθμα, ςε αντίκεςθ με τισ υπόλοιπεσ λιπάςεσ (παράγραωοσ 8.2.2). 

8.5.2 Μελϋτη τησ δομόσ των ενζύμων ςε μικρογαλακτϐματα νερού ςε ιοντικό υγρό 

Η δομι των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό μελετικθκε με τθ 

χριςθ τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ ωαςματοςκοπία 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ δεν μπορεί να εωαρμοςτεί ςτα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα κακϊσ θ 

απορρόωθςθ του ιμιδαηολικοφ δακτυλίου ςτο πζραν υπεριϊδεσ μειϊνει ςθμαντικά το λόγο 

ςιματοσ / κορφβου, παράγοντασ ωάςματα χαμθλισ ευκρίνειασ (Lau et al. 2004). Συγκεντρϊςεισ 

ακόμα και 0.5 % (v/v) δεν επιτρζπουν τθ λιψθ ωαςμάτων (παράρτθμα ΙV). Αντίκετα, θ τεχνικι 

τθσ εξαςκζνθςθσ ολικισ ανάκλαςθσ (ATR) κακιςτά εωικτι τθ μελζτθ τθσ δομισ των ενηφμων ςε 

υγρά δείγματα (Chittur 1998). 

Δεδομζνου ότι θ λιψθ των ωαςμάτων υπερφκρου γίνεται με άλλθ τεχνικι και άλλεσ 

ςυνκικεσ ςε ςχζςθ με αυτζσ που περιγράωονται ςτθν προθγοφμενθ παράγραωο, θ δομι των 

λιπαςϊν μελετικθκε ξανά ςτο ρυκμιςτικό διάλυμα και ςυγκρίκθκε με τθ δομι που εμωανίηουν 

ςτo ιοντικό μικρογαλάκτωμα S4, ςτο οποίο οι λιπάςεσ παρουςίαςαν αυξθμζνθ δραςτικότθτα και 

ςτακερότθτα. Στον πίνακα 23 παρατίκενται τα αποτελζςματα από τθ μελζτθ τθσ δομισ ςτθν 

αμιδικι περιοχι Ι του ωάςματοσ υπερφκρου.  

Πίνακασ 23: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ λιπαςϊν ςε υδατικό ςφςτθμα και ςε 

μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ S4, φςτερα από ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι. To ποςοςτό β-πτυχωτϊν 

επιωανειϊν εμπεριζχει το ποςοςτό αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Ζνηυμο Crl Cvl Tll 

Σφςτθμα Υδατικό S4 Υδατικό S4 Υδατικό S4 

α-ζλικα 25.3 23.5 22.0 25.1 32.6 26.7 

β-πτυχϊςεισ 30.7 44.2 37.5 39.6 26.7 46.9 

β-ςτροωζσ 23.3 20.2 22.8 20.1 34.1 15.1 

Τυχαίο ςπείραμα 20.7 12.1 17.7 15.1 6.6 11.4 

Αντιπαράλλθλεσ β-πτυχϊςεισ 13.0 13.7 25.9 11.5 7.3 10.5 

Ρρζπει να ςθμειωκεί ότι υπάρχουν αποκλίςεισ ςτθ δευτεροταγι δομι που υπολογίηεται 

ςτα υδατικά δείγματα ςε ςχζςθ με αυτι που υπολογίςτθκε με τθ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ, αλλά και με τθ δομι που ζχει αναωερκεί βιβλιογραωικά, τόςο για τισ κρυςταλλικζσ 
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δομζσ, όςο και για τθ δομι τουσ ςε διάλυμα (Lang et al. 1996, Melo et al. 2000, Noinville et al. 

2002, Otero et al. 2005, Walde 1993). Αυτι θ διαωοροποίθςθ μπορεί να αποδοκεί ςτθν πολφ 

υψθλι ςυγκζντρωςθ ενηφμου που χρθςιμοποιείται κατά τθ χριςθ τθσ τεχνικισ ATR (1.5 mg/mL), 

θ οποία μπορεί να οδθγιςει ςτο ςχθματιςμό ςυςςωματωμάτων (Palomo et al. 2003). Το πλικοσ 

αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων είναι ζνασ δείκτθσ για τισ διαμοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ που 

αναπτφςςονται κατά το ςχθματιςμό των πρωτεϊνικϊν ςυςςωματωμάτων (Mukherjee et al. 2007). 

Από τα αποτελζςματα ωαίνεται πωσ θ λιπάςθ Cvl δθμιουργεί τα περιςςότερα ςυςςωματϊματα 

ςτο υδατικό διάλυμα, το οποίο εξθγεί και τθ μεγάλθ απόκλιςθ που ζχει από τθ δομι που 

υπολογίςτθκε με τθν ανάλυςθ των ωαςμάτων κυκλικοφ διχρωιςμοφ. Ραρόμοια αποτελζςματα 

βρζκθκαν για τισ λιπάςεσ CalB και Rml, οι οποίεσ δεν παρουςιάηονται κακϊσ δεν υπάρχουν 

δεδομζνα για τθν καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα ςε αυτά τα ςυςτιματα, αλλά και φςτερα από 

ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ ΙΙΙ. 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 23, οι λιπάςεσ υωίςτανται οριςμζνεσ αλλαγζσ ςτθ δομι τουσ 

όταν εγκλωβίηονται ςτα ιοντικά μικρογαλακτϊματα (ςφςτθμα S4). Η λιπάςθ Crl παρουςιάηει 

μείωςθ ςτο τυχαίο ςπείραμα, ενϊ θ λιπάςθ Tll παρουςιάηει μείωςθ ςτισ α-ζλικεσ και τισ β-

ςτροωζσ με επακόλουκθ αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν και του τυχαίου ςπειράματοσ. 

Πλεσ οι λιπάςεσ παρουςίαςαν αφξθςθ των β-πτυχϊςεων κατά τον εγκλωβιςμό τουσ ςτο 

μικρογαλάκτωμα S4, θ οποία δεν αποδίδεται ςτθν αφξθςθ των αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων 

και ςυνεπϊσ ςτθ δθμιουργία ςυςςωματωμάτων. Αντίκετα, θ ςυγκεκριμζνθ αφξθςθ οωείλεται ςε 

μία περιςςότερο ςυμπαγι δομι τθν οποία οι λιπάςεσ τείνουν να υιοκετοφν ςε μθ ςυμβατικά 

ςυςτιματα (De Diego et al. 2005, Griebenow and Klibanov 1996), θ οποία είναι υπεφκυνθ για τθν 

αυξθμζνθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα (παράγραωοσ 8.4.2). 

Πίνακασ 24: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ τθσ λιπάςθσ Cvl ςε διάωορα μικρογαλακτϊματα 

ιοντικοφ υγροφ, φςτερα από ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι. To ποςοςτό β-πτυχωτϊν επιωανειϊν 

εμπεριζχει το ποςοςτό αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Σφςτθμα Υδατικό S2 S4 S7 W1 W3 W7 

α-ζλικα 22.0 25.8 25.1 16.3 24.1 26.5 11.7 

β-πτυχϊςεισ 37.5 41.4 39.6 46.8 27.6 47.7 63.9 

β-ςτροωζσ 22.8 15.7 20.1 10.7 27.2 21.0 12.5 

Τυχαίο ςπείραμα 17.7 17.2 15.1 26.1 21.1 5.0 11.7 

Αντιπαράλλθλεσ β-πτυχϊςεισ 25.9 0.7 11.5 15.9 5.1 5.0 33.5 

Η επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ των ςυςτθμάτων ιοντικϊν υγρϊν ςτθ δομι των ενηφμων 

μελετικθκε χρθςιμοποιϊντασ τθ λιπάςθ Cvl ωσ πρότυπθ πρωτεΐνθ. Τα αποτελζςματα 

παρατίκενται ςτον πίνακα 24. Στισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ που μελετικθκαν δεν 

παρατθρικθκε ςθμαντικι διαωοροποίθςθ ςτα ποςοςτά α-ζλικασ. Αν και παρατθρικθκε μείωςθ 

των αντιπαράλλθλων β-πτυχωτϊν επιωανειϊν ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ (εκτόσ του 
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ςυςτιματοσ W7), θ μείωςθ δε ςυνοδεφεται με μείωςθ των ςυνολικϊν β-πτυχϊςεων. Η 

παρατιρθςθ αυτι είναι ςε ςυμωωνία με τθν υπόκεςθ ότι οι λιπάςεσ υιοκετοφν μία περιςςότερο 

ςυμπαγι δομι ςτα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα, θ οποία είναι πιο ςτακερι από τθ δομι που 

παρουςιάηει το ζνηυμο ςτο υδατικό διάλυμα. Είναι ενδιαωζρον ότι ςτα ςυςτιματα S7 και W7, 

όπου θ ςτακερότθτα τθσ Cvl είναι χαμθλότερθ από τα υπόλοιπα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν 

υγρϊν που μελετικθκαν (πίνακασ 20) παρουςιάηεται ςθμαντικι μείωςθ των α-ελίκων. Στο 

ςφςτθμα S7 θ αφξθςθ του τυχαίου ςπειράματοσ είναι ενδεικτικι για τθν αποδιάταξθ του ενηφμου 

θ οποία οδθγεί ςε αδρανοποίθςθ του μορίου. Στθν περίπτωςθ του ςυςτιματοσ W7 παρατθρείται 

μία αφξθςθ των αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων, το οποίο μπορεί να οωείλεται ςε απϊλεια των 

δεςμϊν υδρογόνου μεταξφ τθσ πρωτεΐνθσ και των μορίων νεροφ που βοθκοφν ςτθ διατιρθςθ 

τθσ δομισ των πρωτεϊνϊν (De Diego et al. 2005). Η απϊλεια αυτϊν των μορίων νεροφ από τθν 

επιωάνεια τθσ πρωτεΐνθσ οδθγεί ςε διαμοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ, ςαν αυτζσ που 

παρατθροφνται κατά τθ διαδικαςία λυοωιλοποίθςθσ (Vecchio et al. 1999), οι οποίεσ μποροφν να 

οδθγιςουν ςε αποδιάταξθ του μορίου. 

8.6 Εφαρμογό λιπαςϐν εγκλωβιςμϋνων ςε μικρογαλακτϐματα 

ιοντικού υγρού για την εςτεροπούηςη βιοδραςτικϐν ενϐςεων 

Κακϊσ οι λιπάςεσ παρουςιάηουν ενδιαωζρουςα καταλυτικι ςυμπεριωορά ςτα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων, μελετικθκε θ εωαρμογι των ςυγκεκριμζνων ςυςτθμάτων ωσ μζςα για τθν 

εςτεροποίθςθ ωυςικϊν βιοδραςτικϊν ενϊςεων που καταλφεται από λιπάςεσ. Οι ενϊςεισ που 

χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα μελζτθ παρουςιάηουν ιςχυρι αντιοξειδωτικι δράςθ και 

χρθςιμοποιοφνται ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ ωσ διατροωικά ςυμπλθρϊματα (Alamed et al. 2009, 

Rice-Evans et al. 1996). Ζμωαςθ δόκθκε ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων χωρίσ 

επιωανειενεργό, αωοφ θ απουςία του επιωανειενεργοφ διευκολφνει τθν απομόνωςθ των 

προϊόντων και τα κακιςτά κατάλλθλα για τθ χριςθ τουσ ςτθ βιομθχανία τροωίμων. 

Αρχικά μελετικθκε θ ικανότθτα εςτεροποίθςθσ διάωορων υποκατεςτθμζνων ωαινολικϊν 

οξζων ςτο μικρογαλάκτωμα χωρίσ επιωανειενεργό SLM 14, ςτο οποίο οι λιπάςεσ παρουςίαςαν 

αυξθμζνθ δραςτικότθτα. Καμία λιπάςθ δεν παρουςίαςε δραςτικότθτα ςτθν εςτεροποίθςθ των 

ωαινυλο βουτυρικϊν οξζων με τθν 1-προπανόλθ. Ενδιαωζρον όμωσ παρουςιάηει το γεγονόσ ότι 

οι λιπάςεσ είναι ικανζσ να καταλφςουν τθν εςτεροποίθςθ των π-υδροξυωαινολικϊν οξζων 

(εικόνα 42). 

Η μεγαλφτερθ απόδοςθ επιτεφχκθκε με τθ λιπάςθ Tll, θ οποία φςτερα από 4 θμζρεσ 

μετζτρεψε το 74 % του π-υδροξυωαινυλο προπιονικοφ οξζοσ ςε εςτζρα. Η διαωορετικι 

ςυμπεριωορά των λιπαςϊν ωσ προσ τα ωαινολικά οξζα και π-υδροξυωαινολικά οξζα που 

χρθςιμοποιικθκαν πικανόν να οωείλεται ςτθ διαωορετικι θλεκτρονιακι κατάςταςθ του 

ωαινολικοφ δακτυλίου, λόγω τθσ παρουςίασ του υδροξυλίου. Επίςθσ, ςτερικζσ παρεμποδίςεισ 

μπορεί να υπάρχουν ςτθν περίπτωςθ των ωαινυλο βουτικϊν οξζων, κακϊσ ο ωαινολικόσ 



Εγκλωβιςμόσ λιπαςών ςε μικρογαλακτώματα ιοντικών υγρών 

129 

δακτφλιοσ είναι ςυνδεδεμζνοσ ςτθ κζςθ 2 ι 3 του βουτυρικοφ οξζοσ και ζτςι θ εναπομείνουςα 

αικυλ- ι μεκυλ-ομάδα αντίςτοιχα μπορεί να εμποδίςει τθν πρόςδεςθ του υποςτρϊματοσ ςτο 

ενεργό κζντρο των ενηφμων. Αντίκετα, τζτοιεσ ομάδεσ δεν εμωανίηονται ςτα π-υδροξυωαινολικά 

οξζα τα οποία μποροφν να εςτεροποιθκοφν από τισ λιπάςεσ. Τα πειραματικά δεδομζνα 

ενιςχφουν αυτι τθν υπόκεςθ, αωοφ οι περιςςότερεσ λιπάςεσ παρουςιάηουν ςθμαντικά 

βελτιωμζνθ δραςτικότθτα με το π-υδροξυωαινυλο προπιονικό οξφ ςε ςχζςθ με το π-υδροωαινυλ 

οξικό οξφ.  

 
Εικόνα 42: Απόδοςθ ςε 4 θμζρεσ τθσ αντίδραςθσ εςτεροποίθςθσ π-υδροξυωαινολικϊν οξζων με τθν  

1-προπανόλθ που καταλφεται από λιπάςεσ που εγκλωβίςτθκαν ςε μικρογαλακτϊματα SLM14. 

Σε επόμενθ ςειρά πειραμάτων ελζγχκθκε θ ικανότθτα εςτεροποίθςθσ του κινναμωμικοφ 

οξζοσ και ενόσ παραγϊγου του, του ωερουλικοφ οξζοσ, με τθν 1-προπανόλθ από τισ λιπάςεσ ςε 

διάωορα ςυςτιματα νανο-διαςποράσ. Σε καμία αντίδραςθ δεν παρατθρικθκε εςτεροποίθςθ των 

οξζων, κάτι το οποίο δεν ιταν αναμενόμενο. Οι εμπορικά ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ CalB, Rml 

και Tll παρουςιάηουν αποδόςεισ εςτεροποίθςθσ με 1-βουτανόλθ ζωσ και 60 % φςτερα από 3 

θμζρεσ ςτουσ 50 οC ςε άνυδρο ιοντικό υγρό [bmim]PF6 (Κατςοφρα 2010), γεγονόσ το οποίο 

υποδεικνφει πωσ τα ςυγκεκριμζνα υποςτρϊματα μποροφν να αναγνωριςτοφν από το ενεργό 

κζντρο των ςυγκεκριμζνων λιπαςϊν. Η διαωοροποίθςθ αυτι ςτθν καταλυτικι δραςτικότθτα 

μπορεί να οωείλεται ςτθ μετατόπιςθ τθσ κερμοδυναμικισ ιςορροπίασ, κακϊσ ςε όλα τα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων που μελετικθκαν υπιρχε παρουςία υδατικισ ωάςθσ και το 

νερό είναι προϊόν τθσ αντίδραςθσ εςτεροποίθςθσ. Μελζτεσ ζγιναν και με εςτζρεσ των 

ςυγκεκριμζνων οξζων ςτα ιοντικά μικρογαλακτϊματα, κακϊσ θ μετεςτεροποίθςθ τουσ είναι 

ςυνικωσ ευκολότερθ από τθν εςτεροποίθςθ των αντίςτοιχων οξζων (Κατςοφρα 2010). Οι 

λιπάςεσ δεν μπόρεςαν να καταλφςουν τθ μετεςτεροποίθςθ του αικυλεςτζρα του ωερουλικοφ 
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οξζοσ, αλλά ςτα ιοντικά μικρογαλακτϊματα πραγματοποιικθκε θ αντίδραςθ μετεςτεροποίθςθσ 

του βινυλεςτζρα του κινναμωμικοφ οξζοσ. Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν εικόνα 43. 

 
Εικόνα 43: Απόδοςθ ςε 4 θμζρεσ τθσ αντίδραςθσ μετεςτεροποίθςθσ του βινυλεςτζρα του κινναμωμικοφ 

οξζοσ με 1-προπανόλθ που καταλφεται από λιπάςεσ εγκλωβιςμζνεσ ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ. 

Η ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων αναωζρεται ςε κατά βάροσ αναλογία.  

Από τθν εικόνα 43 ωαίνεται πωσ ο βινυλεςτζρασ του κινναμωμικοφ οξζοσ είναι αρκετά πιο 

ενεργόσ από το αντίςτοιχο οξφ, αωοφ όλεσ οι λιπάςεσ καταλφουν τθ μετεςτεροποίθςθ του. 

Συγκεκριμζνα, θ λιπάςθ Tll καταλφει τθν αντίδραςθ μετεςτεροποίθςθσ με αποδόςεισ ζωσ και 100 

%. Σθμαντικό είναι επίςθσ το γεγονόσ ότι θ ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων επθρεάηει 

ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Ζτςι, ενϊ θ λιπάςθ Tll μπορεί να καταλφςει με 100% 

απόδοςθ τθσ μετεςτεροποίθςθσ ςτα ςυςτιματα με χαμθλότερθ περιεκτικότθτα νεροφ, οι 

υπόλοιπεσ λιπάςεσ παρουςίαςαν τθν καλφτερθ δραςτικότθτα τουσ ςτο ςφςτθμα με 30 % (w/w) 

υδατικι ωάςθ, με αποδόςεισ ζωσ και 30 %. Το γεγονόσ αυτό μπορεί να ςχετίηεται με τθν 

κατανομι των υποςτρωμάτων ςε αυτά τα ςυςτιματα. 

Τζλοσ, μελετικθκε θ ικανότθτα εςτεροποίθςθσ του (R,S) λιποϊκοφ οξζοσ με τθν 1-

προπανόλθ από λιπάςεσ ςε μικροετερογενι ςυςτιματα. Ππωσ ωαίνεται από τον πίνακα 25, οι 

λιπάςεσ αναγνωρίηουν το λιποϊκό οξφ ωσ υπόςτρωμα και μποροφν να καταλφςουν τθν 

εςτεροποίθςθ του. Η αντίδραςθ αυτι επιτυγχάνεται με μεγάλεσ αποδόςεισ ςτα 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, αλλά τα αποτελζςματα δεν ιταν τόςο ενκαρρυντικά όταν 

χρθςιμοποιικθκαν μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό, εν αντικζςει των αποτελεςμάτων 

για τα π-υδροξυωαινολικά οξζα. Από τα παραπάνω ωαίνεται πωσ τα μικρογαλακτϊματα νεροφ 

ςε ιοντικό υγρό είναι ζνα πολλά υποςχόμενο μζςο το οποίο μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για 
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βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ, αλλά θ γενικευμζνθ εωαρμογι του κα πρζπει να διερευνθκεί 

περαιτζρω. 

Πίνακασ 25: Απόδοςθ (%) ςε 4 θμζρεσ τθσ ενηυμικά καταλυόμενθσ αντίδραςθσ εςτεροποίθςθσ λιποϊκοφ 

οξζοσ με 1-προπανόλθ. Στο ςφςτθμα SLM14 θ 1-προπανόλθ χρθςιμοποιικθκε ωσ ςυςτατικό του 

ςυςτιματοσ. Η ςφςταςθ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν δίνεται ςε κατά βάροσ αναλογία (Τυπικι 

απόκλιςθ < 4%). 

Σφςτθμα CalB Crl Cvl Rml Tll 

ΑΟΤ / RM (wo 6)  93.0 12.0 46.0 47.0 91.0 

SLM 14  55.0 1.1 33.8 29.3 84.5 

[bmim]PF6    20 %, Tween 20 50 %,  νερό    30 % 4.5 0.0 1.0 4.0 3.2 

[bmim]PF6 12.5 %, Tween 20 75 %, νερό 12.5 % 3.7 0.0 1.5 0.0 3.6 

[bmim]PF6     50 %, Tween 20 40 %, νερό    10 % 7.6 0.0 0.0 0.0 6.4 
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9 Ακινητοπούηςη λιπαςϐν ςε οργανοπηκτϐματα 

μικρογαλακτωμϊτων ιοντικϐν υγρϐν 

Τα πλεονεκτιματα των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων ωσ μζςα για τθν επίτευξθ 

ενηυμικϊν διεργαςιϊν αναπτφχκθκαν εκτενϊσ ςτο κεωάλαιο 2. Επιπλζον, ςτο κεωάλαιο 8 

παρουςιάςτθκαν τα πλεονεκτιματα των μικρογαλακτωμάτων που ςχθματίηονται με ιοντικό υγρό 

ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ λιπαςϊν. Τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε 

ζλαιο μποροφν να πθκτωματοποιθκοφν με τθ χριςθ βιοπολυμερϊν όπωσ θ ηελατίνθ και θ 

κυτταρίνθ, κακιςτϊντασ ζτςι εωικτι τθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων που ζχουν εγκλωβιςτεί ςε 

αυτά τα ςυςτιματα (Delimitsou et al. 2002, Jenta et al. 1997, Zoumpanioti et al. 2008, 

Zoumpanioti et al. 2010). Επιπλζον, το ενδιαωζρον που ζχουν προκαλζςει τα ιοντικά υγρά ωσ 

μζςο για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ οδιγθςε τα τελευταία χρόνια ςτθ παραςκευι πθκτωμάτων 

για διάωορεσ εωαρμογζσ (Le Bideau et al. 2011). Τα οργανοπθκτϊματα αυτά ξεπερνοφν τα 

προβλιματα τθσ εωαρμογισ των ςυςτθμάτων μικρογαλακτωμάτων ςε βιομθχανικζσ διεργαςίεσ, 

αωοφ πλζον κακίςταται εωικτι θ ανάκτθςθ του προϊόντοσ και θ αναγζννθςθ του βιοκαταλφτθ. 

Επιπλζον, θ ακινθτοποίθςθ με αυτόν τον τρόπο μπορεί να επιδράςει κετικά ςτθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ενηφμων, όςον αωορά τθν ενεργότθτα, τθν εκλεκτικότθτα και τθ ςτακερότθτα 

τουσ (Mateo et al. 2007, Zoumpanioti et al. 2010). Σθμαντικό είναι το γεγονόσ ότι τα ζνηυμα που 

ακινθτοποιοφνται ςε οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων διατθροφν τθν καταλυτικι τουσ 

δραςτικότθτα ςε πλικοσ οργανικϊν διαλυτϊν, επιτρζποντασ ζτςι τθν επίτευξθ αντιδράςεων με 

πλικοσ διαωορετικϊν υποςτρωμάτων (Dave and Madamwar 2008, Delimitsou et al. 2002, 

Stamatis and Xenakis 1999, Zoumpanioti et al. 2010).  

 Στθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ ικανότθτα πθκτωματοποίθςθσ μικρογαλακτωμάτων 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό και θ ακινθτοποίθςθ λιπαςϊν ςε αυτά τα ςυςτιματα. Ωσ παράγοντασ 

πθκτωματοποίθςθσ χρθςιμοποιικθκε θ (υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθ (HPMC). Το 

ςυγκεκριμζνο βιοπολυμερζσ ζχει χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για το ςχθματιςμό οργανοπθκτωμάτων 

(D mí  u   D  M  í       . 2004, Pastou et al. 2000b, Zoumpanioti et al. 2008). Λαμβάνοντασ 

υπόψθ ότι τα ςυγκεκριμζνα οργανοπθκτϊματα παρουςιάηουν χαμθλι αντοχι ςε ςυνκικεσ 

μθχανικισ πίεςθσ ι πολικϊν οργανικϊν διαλυτϊν (Delimitsou et al. 2002), θ διαδικαςία 

ακινθτοποίθςθσ τροποποιικθκε ειςάγοντασ ζνα ςτάδιο ξιρανςθσ του πθκτϊματοσ μετά τθν 

ακινθτοποίθςθ, ςφμωωνα με τθ βιβλιογραωία (Schuleit and Luisi 2001). Επιπλζον, μελετικθκε θ 

επίδραςθ τθσ επεξεργαςίασ του οργανοπθκτϊματοσ με ςιλάνια για τθν αφξθςθ τθσ 

ςτακερότθτασ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων (Schuleit and Luisi 2001). Στο παρϊν κεωάλαιο κα 

διερευνθκοφν διάωοροι παράγοντεσ που επιδροφν ςτθν ακινθτοποίθςθ των λιπαςϊν ςτα 

οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν ϊςτε να βελτιςτοποιθκεί το 

πρωτόκολλο ακινθτοποίθςθσ. Η καταλυτικι ςυμπεριωορά (ενεργότθτα, ςτακερότθτα) των 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν μελετικθκε παρακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του 

λαυρικοφ οξζοσ με 1-βουτανόλθ, ενϊ θ δευτεροταγισ δομι των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν 

μελετικθκε με τθ χριςθ τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. Τζλοσ, κα παρουςιαςτεί θ 
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δυνατότθτα επαναχρθςιμοποίθςθσ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων, ενϊ παρουςιάηεται θ 

βελτίωςθ των οργανοπθκτωμάτων με τθ χριςθ ςιλανίων. 

9.1 Βελτιςτοπούηςη τησ διαδικαςύασ παραςκευόσ οργανοπηκτωμϊτων 

Στθν παροφςα παράγραωο μελετικθκε θ ικανότθτα πθκτωματοποίθςθσ των 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν που αναπτφχκθκαν ςτο προθγοφμενο κεωάλαιο με τθ 

χριςθ ενόσ βιοςυμβατοφ πολυμεροφσ όπωσ θ (υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθ (HPMC) και θ 

χριςθ των ςυγκεκριμζνων οργανοπθκτωμάτων ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ λιπαςϊν. Βρζκθκε 

πωσ θ πθκτωματοποίθςθ των μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό είναι εωικτι, 

παράγοντασ ςτακερά οργανοπθκτϊματα, τα οποία διατθροφν τθ δομικι τουσ ακεραιότθτα για 

χρόνια ςε κερμοκραςία δωματίου. Η μακροςκοπικι εικόνα των οργανοπθκτωμάτων 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 44.  

 

Εικόνα 44: (Α) Μακροςκοπικι εικόνα των οργανοπθκτωμάτων που ςχθματίηονται με μικρογαλακτϊματα 

ιοντικοφ υγροφ ςε ωυςικό μζγεκοσ. (B) Φωτογραωία από ςτερεοςκόπιο Leica MZ125 ςε μεγζκυνςθ 50x.  

Ο βακμόσ πολυμεριςμοφ τθσ HPMC επθρεάηει τισ ιδιότθτεσ τθσ, όπωσ για παράδειγμα το 

ιξϊδεσ ενόσ υδατικοφ τουσ διαλφματοσ. Αν και όλα τα παράγωγα τθσ HPMC που μελετικθκαν 

ςχθματίηουν ςτακερά οργανοπθκτϊματα, o βακμόσ πολυμεριςμοφ επθρεάηει τθ δομι των 

δικτφων που δθμιουργεί το βιοπολυμερζσ και κατ’ επζκταςθ επθρεάηει τθ δραςτικότθτα των 

ενηφμων που εγκλωβίηονται μζςα ςτα ςυγκεκριμζνα οργανοπθκτϊματα. Φςτερα από μελζτθ 

τριϊν προϊόντων HPMC με διαωορετικό ιξϊδεσ, βρζκθκε πωσ τα οργανοπθκτϊματα που 

ςχθματίηονται με τθν HPMC με ιξϊδεσ 80-120 cP είναι ο βζλτιςτοσ ωορζασ ακινθτοποίθςθσ για 

τισ λιπάςεσ, όπωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 45. Ρθκτϊματα που ςχθματίηονται με HPMC υψθλοφ 

Α Β 
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βακμοφ ιξϊδουσ μπορεί να εμωανίηουν ωαινόμενα περιοριςμοφ μεταωοράσ των υποςτρωμάτων 

ςτο εςωτερικό των πθκτωμάτων, μειϊνοντασ τθ διακεςιμότθτα του υποςτρϊματοσ ςτο 

μικροπεριβάλλον του ενηφμου. Αντίκετα, το παράγωγο τθσ HPMC με χαμθλό βακμό ιξϊδουσ 

πικανόν να μθν εγκλωβίηει ικανοποιθτικά το ζνηυμο και να επιτρζπει τθν προςβολι τθσ δομισ 

του από τον οργανικό διαλφτθ. Λαμβάνοντασ υπόψθ τα αποτελζςματα τθσ ςυγκεκριμζνθσ 

μελζτθσ, εωεξισ κα χρθςιμοποιείται HPMC με ιξϊδεσ 80-120 cP χωρίσ να αναωζρεται. 

 
Εικόνα 45: Επίδραςθ του βακμοφ πολυμεριςμοφ (δοςμζνου μζςω του ιξϊδουσ) τθσ HPMC ςτθ ςυνκετικι 

δραςτικότθτα τθσ CalB ςε οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται με το ςφςτθμα S4.  

9.1.1 Επύδραςη τησ περιεκτικότητασ ςε HPMC 

Οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό μποροφν να ςχθματιςτοφν 

με περιεκτικότθτα ςε HPMC (πριν το ςτάδιο τθσ ξιρανςθσ) από 13 % ζωσ 35 % (w/w). Ραρόμοια 

ςυμπεριωορά ζχουν επιδείξει τα οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται με μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ζλαιο, όπωσ προκφπτει από τθ βιβλιογραωία (Blattner et al. 2006, Delimitsou et al. 

2002, Pastou et al. 2000a). Στθν εικόνα 46 παρουςιάηεται θ επίδραςθ που παρουςιάηει θ 

περιεκτικότθτα των οργανοπθκτωμάτων ςε HPMC ςτθ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ CalB. Ππωσ 

ωαίνεται, θ μζγιςτθ δραςτικότθτα επιτεφχκθκε χρθςιμοποιϊντασ 24 % (w/w) HPMC για το 

ςχθματιςμό των οργανοπθκτωμάτων. Η ςυγκεκριμζνθ περιεκτικότθτα επιλζχκθκε για τα 

οργανοπθκτϊματα που ςχθματίςτθκαν εωεξισ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ ςε προθγοφμενεσ 

μελζτεσ όπου χρθςιμοποιικθκαν λιπάςεσ ακινθτοποιθμζνεσ ςε οργανοπθκτϊματα HPMC που 

ςχθματίηονται από μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, θ μζγιςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν 

παρατθρικθκε ςε οργανοπθκτϊματα με περιεκτικότθτα ςε HPMC μεγαλφτερθ από 25 % κατά 

βάροσ (Blattner et al. 2006, Delimitsou et al. 2002, Pastou et al. 2000a). Η διαωοροποίθςθ αυτι 

μπορεί να οωείλεται είτε ςτθ χριςθ διαωορετικοφ τφπου μικρογαλακτϊματοσ, είτε ςτθ 

διαδικαςία παραςκευισ των οργανοπθκτωμάτων.  
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Εικόνα 46: Επίδραςθ τθσ περιεκτικότθτασ (%, w/w) των οργανοπθκτωμάτων μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν 

υγρϊν ςε HPMC ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα τθσ CalB ςε n-εξάνιο ςτουσ 30 
ο
C.  

9.1.2 Αναγκαιότητα τησ χρόςησ ςυςτημϊτων νανοδιαςπορϊσ 

Κακϊσ οι λιπάςεσ παρουςιάηουν δραςτικότθτα τόςο ςε υδατικό ςφςτθμα όςο και ςτο 

ιοντικό υγρό [bmim]PF6, μελετικθκε θ αναγκαιότθτα τθσ χριςθσ των μικρογαλακτωμάτων για το 

ςχθματιςμό πθκτωμάτων με HPMC. Η χριςθ μόνο ιοντικοφ υγροφ ι μόνο νεροφ κα 

δθμιουργοφςε περιςςότερο βιοςυμβατά πθκτϊματα πιο απλισ ςφςταςθσ. Στθν εικόνα 47 

παρατίκενται τα αποτελζςματα τθσ δραςτικότθτασ τθσ λιπάςθσ CalB ςε ιςοοκτάνιο φςτερα από 

ακινθτοποίθςθ ςε πθκτϊματα που ςχθματίςτθκαν από το μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ S4, 

αλλά και από τα ςυςτατικά του ξεχωριςτά.  

 
Εικόνα 47: Επίδραςθ του ςυςτιματοσ που χρθςιμοποιείται για τθν ακινθτοποίθςθ του ενηφμου ςτθ 

ςυνκετικι δραςτικότθτά του ςε ιςοοκτάνιο ςτουσ 30 
ο
C.  
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Είναι προωανζσ πωσ ο πρότεροσ εγκλωβιςμόσ τθσ λιπάςθσ ςε ςυςτιματα με οργανωμζνεσ 

νανοδομζσ, όπωσ αυτζσ που ςχθματίηονται ςτα μικρογαλακτϊματα, παρουςιάηει κετικι 

επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα του ενηφμου μετά τθν ακινθτοποίθςθ. Σθμαντικό είναι ακόμα το 

γεγονόσ ότι θ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ που ακινθτοποιικθκε από επιωανειενεργό Tween 20 

παρουςίαςε ςχετικά υψθλι δραςτικότθτα, κάτι το οποίο υποδθλϊνει το ςθμαντικό ρόλο των 

επιωανειενεργϊν μορίων κατά τθ διαδικαςία τθσ ακινθτοποίθςθσ, γεγονόσ το οποίο 

υποδεικνφεται και ςτθν παράγραωο 9.2.1. 

9.1.3 Επύδραςη τησ ςυγκϋντρωςησ του ενζύμου 

Ππωσ αναωζρκθκε ςτο προθγοφμενο κεωάλαιο, ζνα από τα πλεονεκτιματα 

μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό είναι θ ικανότθτα τουσ να ωιλοξενιςουν μεγάλεσ 

ποςότθτεσ ενηφμων (παράγραωοσ 8.1.1). Το πλεονζκτθμα αυτό μεταωζρεται και ςτα 

οργανοπθκτϊματα, κακϊσ ςτα πθκτϊματα που ςχθματίηονται με μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν 

υγρϊν μπορεί να ακινθτοποιθκοφν ζωσ 2.5 mg/g ενηφμου, ςυγκζντρωςθ ςθμαντικά αυξθμζνθ 

από αυτι που ζχει αναωερκεί για τα οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται από 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο (Delimitsou et al. 2002, Jenta et al. 1997).  

 

Εικόνα 48: Εξάρτθςθ τθσ ταχφτθτασ εςτεροποίθςθσ ςτουσ 30 
ο
C από τθ ςυγκζντρωςθ τθσ CalB ςε 

οργανοπικτωμα που ςχθματίηεται από μικρογαλάκτωμα S4.  

Η αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ενηφμου οδθγεί ςε γραμμικι αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ 

ζωσ ςυγκζντρωςθσ ενηφμου 0.8 mg/g (εικόνα 48). Σε υψθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμου, θ 

δραςτικότθτα ςυνεχίςει να αυξάνει, αλλά όχι με γραμμικι ςυςχζτιςθ, πικανότατα λόγω 

ωαινομζνων περιοριςμοφ μεταωοράσ μάηασ, κάτι το οποίο ζχει αναωερκεί και για άλλουσ 

τφπουσ οργανοπθκτωμάτων (Stamatis and Xenakis 1999). 
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9.2 Ενζυμικό δραςτικότητα λιπαςϐν ακινητοποιημϋνων ςε 

οργανοπηκτϐματα 

Είναι προωανζσ από τθν προθγοφμενθ παράγραωο ότι θ λιπάςθ CalB που εγκλωβίςτθκε ςε 

ιοντικά μικρογαλακτϊματα διατθρεί τθ δραςτικότθτα τθσ μετά το ςχθματιςμό των πθκτωμάτων 

του μικρογαλακτϊματοσ. Η δραςτικότθτα των λιπαςϊν που χρθςιμοποιικθκαν ςτο προθγοφμενο 

κεωάλαιο (CalB, Crl, Cvl, Rml, Tll) μελετικθκε φςτερα από ακινθτοποίθςθ ςε οργανοπθκτϊματα 

μικρογαλακτωμάτων που ςχθματίηονται με HPMC.  

 

Εικόνα 49: Επίδραςθ του τφπου του μικρογαλακτϊματοσ που χρθςιμοποιείται για το ςχθματιςμό των 

οργανοπθκτωμάτων ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα λιπαςϊν ςε ιςοοκτάνιο ςτουσ 30 
ο
C. 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 49, διάωορεσ μικροβιακζσ λιπάςεσ μποροφν να 

ακινθτοποιθκοφν ςτα νζα αυτά οργανοπθκτϊματα και να διατθριςουν τθν καταλυτικι τουσ 

δραςτικότθτα. Είναι εμωανζσ ότι οι λιπάςεσ που ακινθτοποιοφνται μετά από εγκλωβιςμό ςε 

μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό (ςφςτθμα S4) παρουςιάηουν ζωσ και 3.4 ωορζσ 

μεγαλφτερθ ςυνκετικι δραςτικότθτα από ότι όταν ακινθτοποιοφνται ςε οργανοπθκτϊματα που 

ςχθματίηονται με ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα. Οι επιωανειενεργζσ ενϊςεισ ςτα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων ωαίνεται πωσ δρουν προςτατευτικά για τθ διατιρθςθ τθσ ενηυμικισ 

δραςτικότθτασ, κακϊσ οι λιπάςεσ που ακινθτοποιοφνται ςε HPMC από μικρογαλακτϊματα χωρίσ 

επιωανειενεργό παρουςιάηουν ςθμαντικά χαμθλότερθ δραςτικότθτα. Ο ςθμαντικόσ ρόλοσ του 

επιωανειενεργοφ κατά τθν ακινθτοποίθςθ αναδείχκθκε και ςτθν παράγραωο 9.1.2. Στθ 

βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ χριςθ ΑΟΤ μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο για το 

ςχθματιςμό οργανοπθκτωμάτων είναι ευνοϊκι για τθ ςυνκετικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν CalB 

και Rml ςε ςχζςθ με τθ χριςθ μικρογαλακτωμάτων χωρίσ επιωανειενεργό (Zoumpanioti et al. 
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2006). Σε αυτό το ςθμείο κα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι 

λιπάςεσ ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν ςτθν εςτεροποίθςθ του λαυρικοφ οξζοσ με τθν 

1-βουτανόλθ είναι χαμθλότερθ από τθ δραςτικότθτα μετά το ςχθματιςμό των 

οργανοπθκτωμάτων, αν και μία τζτοια ςφγκριςθ δεν μπορεί να είναι απόλυτα ακριβισ, κακϊσ δε 

χρθςιμοποιείται το ίδιο μζςο για τθν επίτευξθ τθσ αντίδραςθσ. 

9.2.1 Επύδραςη τησ ςύςταςησ του μικρογαλακτϐματοσ 

Η επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ του μικρογαλακτϊματοσ ιοντικοφ υγροφ που χρθςιμοποιείται 

για το ςχθματιςμό των οργανοπθκτωμάτων ςτθ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ CalB μελετικθκε ςτθν 

αντίδραςθ ςφνκεςθσ του βουτυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ ςε ιςοοκτάνιο ςτουσ 30 οC. 

Πίνακασ 26: Επίδραςθ τθσ ςφςταςθσ του μικρογαλακτϊματοσ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα τθσ 

ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB (Τυπικι απόκλιςθ < 5 %). 

Σφςτθμα 

Σφςταςθ κατά βάροσ (%) 

wo 
Αρχικι ταχφτθτα (mM/h) 

(Απόδοςθ (%) ςε 24h) [bmim]PF6 Tween 20 Νερό 

S1 47.5 50.0 2.5 3.4 4.6 (78.2) 

S2 45.0 50.0 5.0 6.8 5.1 (80.8) 

S3 40.0 50.0 10.0 13.7 10.8 (100.0) 

S4 35.0 50.0 15.0 20.5 8.1 (100.0) 

S5 30.0 50.0 20.0 27.3 7.9 (77.8) 

S7 20.0 50.0 30.0 40.9 5.8 (88.6) 

W1 80.0 15.0 5.0 22.8 0.5 (17.4) 

W3 60.0 35.0 5.0 9.7 4.1 (79.8) 

W5 40.0 55.0 5.0 6.2 5.2 (81.9) 

W7 20.0 75.0 5.0 4.6 6.0 (75.0) 

W8 10.0 85.0 5.0 4.0 9.3 (89.0) 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 26, όταν θ ςυγκζντρωςθ του νεροφ παραμζνει ςτακερι 

(ςυςτιματα W , 5 % w/w), θ ενεργότθτα τθσ λιπάςθσ αυξάνεται με αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ 

του επιωανειενεργοφ. Η κετικι επίδραςθ του επιωανειενεργοφ κατά τθν ακινθτοποίθςθ 

αναωζρκθκε και ςτθν προθγοφμενθ παράγραωο, ενϊ παρόμοια καταλυτικι ςυμπεριωορά 

παρατθρικθκε ςε οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο (Jenta et al. 1997). 

Αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του επιωανειενεργοφ ςε ςτακερι ςυγκζντρωςθ νεροφ οδθγεί ςε 

αφξθςθ των υδατικϊν νανο-διαςπορϊν ςτο ςφςτθμα, όπωσ ζχει αναωερκεί ςτθν παράγραωο 

8.3.5, γεγονόσ το οποίο ωαίνεται να διευκολφνει τθ διαςπορά του ενηφμου ςτο πικτωμα. Κατά 

τθν πθκτωματοποίθςθ μικρογαλακτωμάτων με ςτακερι ςυγκζντρωςθ επιωανειενεργοφ 



Ακινητοποίηςη λιπαςών ςε οργανοπηκτώματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικών υγρών 

139 

(ςυςτιματα S, 50 % w/w) θ ενεργότθτα τθσ λιπάςθσ εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ του νεροφ. 

Στθν προκειμζνθ περίπτωςθ θ μζγιςτθ ταχφτθτα παρατθρικθκε ςε ςφςτθμα με βακμό 

ενυδάτωςθσ 14. Η τιμι αυτι είναι ςθμαντικά χαμθλότερθ από αυτι που ζχει αναωερκεί για 

οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται με μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο (Jenta et al. 1997, 

Nagayama et al. 2008, Nagayama et al. 2003, Soni and Madamwar 2001). Η διαωοροποίθςθ αυτι 

μπορεί να αποδοκεί ςτο γεγονόσ ότι οι λιπάςεσ παρουςιάηουν τθ βζλτιςτθ δραςτικότθτα τουσ ςε 

ςυςτιματα χαμθλότερου βακμοφ ενυδάτωςθσ για τα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν, ςε 

ςχζςθ με τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, όπωσ αναωζρεται και ςτθν παράγραωο 8.3.4. 

9.2.2 Επύδραςη του μϋςου αντύδραςησ 

Είναι ευρζωσ αποδεκτό ότι θ ωφςθ του μζςου ςτο οποίο γίνεται μία αντίδραςθ επιδρά 

ςθμαντικά ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων και, ςε κάποιο βακμό, 

ςτθ δομι του πθκτϊματοσ. Σε προθγοφμενεσ μελζτεσ είχε αναωερκεί ότι πολικοί διαλφτεσ, όπωσ 

θ ακετόνθ, επθρεάηουν τθ ςτακερότθτα του πθκτϊματοσ, οδθγϊντασ ςε απϊλεια τθσ δομισ και 

απενεργοποίθςθ του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου (Delimitsou et al. 2002). Στθν παροφςα 

διατριβι μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ ωφςθσ του μζςου ςε λιπάςεσ που ζχουν ακινθτοποιθκεί ςε 

οργανοπθκτϊματα από μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό και νεροφ ςε ζλαιο. Για τθ 

ςυγκεκριμζνθ μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν ωσ μζςα αντίδραςθσ διάωοροι πολικοί και μθ πολικοί 

οργανικοί διαλφτεσ, κακϊσ και δφο ιμιδαηολικά ιοντικά υγρά. Τα οργανοπθκτϊματα διατιρθςαν 

τθ δομι τουσ ςε όλουσ τουσ διαλφτεσ για αρκετζσ θμζρεσ ςτουσ 30 οC.  

Στθν εικόνα 50 παρουςιάηεται θ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι λιπαςζσ CalB, Cvl και 

Τll ςε 7 οργανικοφσ διαλφτεσ, φςτερα από τθν ακινθτοποίθςθ τουσ ςε HPMC από ςφςτθμα S4. Οι 

διαλφτεσ ςτο διάγραμμα ζχουν ταξινομθκεί με ςειρά αυξανϊμενθσ πολικότθτασ από τα αριςτερά 

προσ τα δεξιά. Ραρατθροφνται ςθμαντικζσ διαωοροποιιςεισ από διαλφτθ ςε διαλφτθ, αλλά 

γενικότερα οι λιπάςεσ δείχνουν να παρουςιάηουν μεγαλφτερθ δραςτικότθτα ςτουσ μθ πολικοφσ 

διαλφτεσ, όπωσ το ιςοοκτάνιο και το n-εξάνιο. Στθν περίπτωςθ τθσ λιπάςθσ CalB υπάρχει πολφ 

καλι ςυςχζτιςθ του ςυντελεςτι κατανομισ με τθ δραςτικότθτα (r2 > 0.990), αν δεν λθωκεί 

υπόψθ θ δραςτικότθτα ςτο ακετονιτρίλιο. Ραρόμοια ςυμπεριωορά ζχει αναωερκεί για λιπάςεσ 

που ζχουν ακινθτοποιθκεί ςε οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο 

(Delimitsou et al. 2002, Zoumpanioti et al. 2006), ενϊ θ αυξθμζνθ δραςτικότθτα τθσ CalB ςτο 

ακετονιτρίλιο ςε ςχζςθ με λιγότερο πολικοφσ διαλφτεσ ζχει παρατθρθκεί ςε προθγοφμενεσ 

εργαςίεσ (Cé        D   2011). Είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί πωσ τα οργανοπθκτϊματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν διατθροφν τθ δομι τουσ ςτθν ακετόνθ και οι λιπάςεσ CalB 

και Cvl επιδεικνφουν δραςτικότθτα, ενϊ ςτθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί ότι παρόμοια 

οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται με μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο καταςτρζωονται 

ςτο ςυγκεκριμζνο διαλφτθ (Delimitsou et al. 2002, Zoumpanioti et al. 2006). Η ξιρανςθ του 

οργανοπθκτϊματοσ είναι κακοριςτικι για τθ διατιρθςθ τθσ δομισ του οργανοπθκτϊματοσ, 

αωοφ και τα οργανοπθκτϊματαHPMC που ςχθματίςτθκαν με ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα ςτθν 
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παροφςα διατριβι διατιρθςαν τθ δομι τουσ. Σθμαντικό είναι επίςθσ το γεγονόσ ότι οι λιπάςεσ 

μποροφν να λειτουργιςουν ςε ςυςτιματα χωρίσ διαλφτθ, όπου το ζνα υπόςτρωμα 

χρθςιμοποιείται ωσ διαλφτθσ, όπωσ για παράδειγμα ςτθν περίπτωςθ τθσ 1-βουτανόλθσ. 

 
Εικόνα 50: Επίδραςθ του μζςου αντίδραςθσ ςτθ δραςτικότθτα λιπαςϊν που ακινθτοποιικθκαν ςε 

οργανοπθκτϊματα από μικρογαλάκτωμα S4 (ςφνκεςθ βουτυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ). 

Τα ιοντικά υγρά ζχουν προτακεί ωσ αντικαταςτάτεσ των οργανικϊν διαλυτϊν ωσ ζνα νζο 

μζςο για τθν επίτευξθ βιοκαταλυτικϊν αντιδράςεων, με ενδιαωζροντα αποτελζςματα ζωσ 

ςιμερα (Kragl et al. 2002, Park and Kazlauskas 2003, Sheldon et al. 2002, van Rantwijk and 

Sheldon 2007). Οι λιπάςεσ που ακινθτοποιικθκαν ςτα οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων 

ιοντικοφ υγροφ χρθςιμοποιικθκαν για να καταλφςουν τθν αντίδραςθ ςφνκεςθσ του 

βουτυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ ςε δφο ιμιδαηολικά ιοντικά υγρά, εκ των οποίων το ζνα είναι 

ςυςτατικό του μικρογαλακτϊματοσ. Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν εικόνα 51, ενϊ 

εμωανίηεται και το εφροσ τθσ δραςτικότθτασ ςτουσ οργανικοφσ διαλφτεσ. Είναι ενδιαωζρον το 

γεγονόσ ότι και οι τρεισ λιπάςεσ παρουςιάηουν τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα τουσ ςτο υδρόωοβο 

ιοντικό υγρό [bmim]PF6, το οποίο είναι και ςυςτατικό του μικρογαλακτϊματοσ, το οποίο 

υποςτθρίηει τθ χριςθ των ιοντικϊν υγρϊν ωσ μζςα για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ. Αντίκετα, ςτο 

ιοντικό υγρό *bmim]BF4, θ δραςτικότθτα είναι πολφ χαμθλι, ςυγκρίςιμθ με τουσ οργανικοφσ 

διαλφτεσ ςτουσ οποίουσ οι λιπάςεσ παρουςίαςαν τθ μικρότερθ δραςτικότθτα. Το ςυγκεκριμζνο 

ιοντικό υγρό, αν και διαωζρει μόνο κατά το ανιόν από το [bmim]PF6, είναι υδρόωιλο και πικανόν 

θ διαωορά τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν μεταξφ των δφο ιοντικϊν υγρϊν να οωείλεται ςτθ 

διαωορετικι διαλυτότθτα των υποςτρωμάτων, αλλά και ςτθ διαωορετικι ςτακερότθτα των 

λιπαςϊν ςε αυτά τα μζςα (Katsoura et al. 2009).  



Ακινητοποίηςη λιπαςών ςε οργανοπηκτώματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικών υγρών 

141 

 

Εικόνα 51: Επίδραςθ ιμιδαηολικϊν ιοντικϊν υγρϊν ςτθ δραςτικότθτα λιπαςϊν που ακινθτοποιικθκαν ςε 

οργανοπθκτϊματα από μικρογαλάκτωμα S4 (ςφνκεςθ βουτυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ). Με βζλθ 

ςυμβολίηεται το εφροσ τιμϊν τθσ αρχικισ ταχφτθτασ που παρατθρικθκε ςε οργανικοφσ διαλφτεσ. 

Για να αναδειχκεί το πλεονζκτθμα τθσ χριςθσ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ για 

το ςχθματιςμό οργανοπθκτωμάτων ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν, μελετικθκε θ δραςτικότθτα 

τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB από ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα (wo = 10) ςτουσ οργανικοφσ 

διαλφτεσ και ςτα ιοντικά υγρά. Στον πίνακα 27 παρατίκενται τα αποτελζςματα, τα οποία 

ςυγκρίνονται με τθ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ όταν ακινθτοποιείται από μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό (S4). Οι διαλφτεσ ζχουν ταξινομθκεί με ςειρά αφξουςασ πολικότθτασ. 

Πίνακασ 27: Επίδραςθ του μζςου αντίδραςθσ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα (mM/h) και τθν απόδοςθ ςε 24 

h (μζςα ςε παρζνκεςθ, %) τθσ λιπάςθσ CalB (Τυπικι απόκλιςθ < 7 %). 

Μζςο αντίδραςθσ Μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ ΑΟΤ μικρογαλάκτωμα 

Ιςοοκτάνιο 8.1 (100.0) 7.5 (80.5) 

n-Εξάνιο 6.7 (81.7) 6.9 (80.6) 

Ιςοπροπυλαικζρασ 4.8 (66.4) 5.8 (68.4) 

Τριτοταγισ βουτανόλθ 3.8 (41.6) 1.4 (19.3) 

1-Βουτανόλθ 2.5 (18.7) 0.6 (16.0) 

Ακετόνθ 0.8 (10.3) 0.5 (19.1) 

Ακετονιτρίλιο 14.7 (90.3) 10.1 (79.9) 

[bmim]PF6 23.0 (100.0) 0.9 (61.9) 

[bmim]BF4 1.3 (49.2) 0.1 (3.0) 
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Είναι εμωανζσ ότι δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ CalB ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ είναι 

καλφτερθ όταν ακινθτοποιείται από μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ. Η δραςτικότθτα τθσ 

λιπάςθσ όταν ακινθτοποιείται από ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα αρκετά χαμθλι ςτα ιοντικά υγρά, 

ενϊ παρουςιάηει ικανοποιθτικι δραςτικότθτα ςτουσ μθ πολικοφσ οργανικοφσ διαλφτεσ. Φαίνεται 

λοιπόν πωσ θ ωφςθ του υδρόωοβου διαλφτθ του μικρογαλακτϊματοσ ωαίνεται να επθρεάηει τθ 

δραςτικότθτα τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ ανάλογα με το μζςο ςτο οποίο χρθςιμοποιείται. 

9.2.3 Επύδραςη τησ θερμοκραςύασ 

Η επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθ ςυνκετικι ενεργότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν 

CalB και Cvl ςε οργανοπθκτϊματα HPMC από μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν μελετικθκε 

παρακολουκϊντασ τθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του λαυρικοφ οξζοσ με 1-βουτανόλθ ςε 

ιςοοκτάνιο. Το προωίλ τθσ δραςτικότθτασ ςυγκρίκθκε με τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν οι 

λιπάςεσ εγκλωβιςμζνεσ ςτο αντίςτοιχο μικρογαλάκτωμα ιοντικοφ υγροφ (ςφςτθμα S4).  

 

Εικόνα 52: Επίδραςθ τθσ κερμοκραςίασ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν CalB (A) και Cvl (B), 

εγκλωβιςμζνεσ ςε S4 μικρογαλάκτωμα (λευκά ςθμεία) ι ακινθτοποιθμζνεσ ςε HPMC (μαφρα ςθμεία). 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 52Α, θ βζλτιςτθ κερμοκραςία για τθ ςυνκετικι δραςτικότθτα 

τθσ λιπάςθσ CalB ςτο μικρογαλάκτωμα S4 είναι 50 οC, ενϊ ςε μεγαλφτερεσ κερμοκραςίεσ 

παρατθρείται μείωςθ τθσ ενεργότθτασ. Σθμαντικι διαωοροποίθςθ ςτο κερμοκραςιακό προωίλ 

τθσ ενεργότθτασ τθσ λιπάςθσ CalB παρατθρείται μετά τθν ακινθτοποίθςθ ςε οργανοπθκτϊματα 

HPMC, κακϊσ θ αφξθςθ τθσ κερμοκραςίασ από τουσ 30 ςτουσ 80 οC οδιγθςε ςε αφξθςθ τθσ 

ενηυμικισ δραςτικότθτασ. Ραρόμοιο κερμοκραςιακό προωίλ παρατθρικθκε για τθ Novozyme 

435 (ακινθτοποιθμζνθ CalB) όταν χρθςιμοποιικθκε για τον πολυμεριςμό τθσ ε-καπρολακτόνθσ, θ 

οποία παρουςίαςε τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα τθσ ςε κερμοκραςία 90 οC (Kumar and Gross 2000). 

Στθν περίπτωςθ τθσ λιπάςθσ Cvl δεν παρατθρικθκε μετατόπιςθ τθσ βζλτιςτθσ 

κερμοκραςίασ (εικόνα 52Β), κακϊσ θ βζλτιςτθ κερμοκραςία για τθ λιπάςθ ςτο μικρογαλάκτωμα 

και ςτο οργανοπικτωμα ιταν περίπου 60 οC. Η ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ ςε όλεσ τισ κερμοκραςίεσ 

A B 
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που μελετικθκαν διατιρθςε πάνω από 50 % τθσ βζλτιςτθσ δραςτικότθτασ τθσ, ενϊ θ 

ακινθτοποίθςθ τθσ οδθγεί ςε διατιρθςθ μεγαλφτερου ποςοςτοφ τθσ δραςτικότθτασ ςε χαμθλζσ 

κερμοκραςίεσ. Η κετικι επίδραςθ που ζχει θ ακινθτοποίθςθ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των 

δφο αυτϊν λιπαςϊν, όςον αωορά τθ κερμοκραςία μπορεί να αποδοκεί ςτθν αυξθμζνθ 

ςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων, όπωσ περιγράωεται ςτθν παράγραωο 9.3.1. 

9.2.4 Εκλεκτικότητα των λιπαςϐν 

Τα αποτελζςματα που παρουςιάηονται ςτισ προθγοφμενεσ παραγράωουσ προζρχονται 

από τθν καταγραωι τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν ςτθν αντίδραςθ ςφνκεςθσ του 

βουτυλεςτζρα του λαυρικοφ οξζοσ. Ραρόμοιο προωίλ παρατθρικθκε και ςε άλλεσ αντιδράςεισ 

εςτεροποίθςθσ, όπωσ θ εςτεροποίθςθ του καπρυλικοφ οξζοσ με τθν 1-προπανόλθ. Στθν παροφςα 

παράγραωο μελετικθκε θ εκλεκτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν CalB και Cvl ςε 

αντιδράςεισ εςτεροποίθςθσ ςε ιςοοκτάνιο. 

Αρχικά μελετικθκε θ εκλεκτικότθτα ωσ προσ το λιπαρό οξφ, εςτεροποιϊντασ ακόρεςτα 

λιπαρά οξζα ανκρακικισ αλυςίδασ από 8 ζωσ 18 ατόμων άνκρακα με 1-βουτανόλθ. Τα 

αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 53Α. Η λιπάςθ CalB παρουςιάηει μζγιςτθ 

δραςτικότθτα ωσ προσ τα οξζα μικρισ ανκρακικισ αλυςίδασ, όπωσ είχε βρεκεί και ςτα 

ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ (παράγραωοσ 8.3.2).  

 
Εικόνα 53: Επίδραςθ του μικουσ τθσ ανκρακικισ αλυςίδασ (Α) του λιπαροφ οξζοσ και (Β) τθσ αλκοόλθσ ςτθ 

ςυνκετικι δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν. 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ θ ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ δεν παρουςιάηει ενεργοποίθςθ ςε 

μεςεπιωάνειεσ ενϊ θ δραςτικότθτα τθσ ομοιάηει με αυτι των εςτεραςϊν (Salis et al. 2003), 

οπότε δεν είναι περίεργθ θ εκλεκτικότθτα προσ μικρότερα υποςτρϊματα. Αντίκετα, ςτθ 

βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ λιπάςθ CalB παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ λιπαρά 

οξζα με ανκρακικι αλυςίδα 4 ζωσ 8 ατόμων άνκρακα, ανάλογα με τθν αλκοόλθ που 

χρθςιμοποιείται και το μζςο τθσ αντίδραςθσ (Chang et al. 1999, de los Rios et al. 2008, Lee and 

Parkin 2001, Patkar et al. 1998). Η εκλεκτικότθτα αυτι πικανότατα να οωείλεται ςτισ μικρζσ 

Β Α 
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διαςτάςεισ του ενεργοφ κζντρου, όπωσ αποκαλφωκθκε από μελζτεσ μοριακισ μοντελοποίθςθσ 

(Otto et al. 2000). Η λιπάςθ Cvl παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ το παλμιτικό οξφ (C16), κάτι 

το οποίο υποςτθρίηεται και από βιβλιογραωικά δεδομζνα (Barros et al. 1994). Το προωίλ αυτό 

διαωζρει από το προωίλ που παρουςίαςε ςτα μικρογαλακτϊματα, γεγονόσ το οποίο μπορεί να 

αποδοκεί ςτθ διαωορετικι διαλυτότθτα των υποςτρωμάτων ςτο ςφςτθμα, όπωσ είχε αναωερκεί 

και ςτθν παράγραωο 8.3.2. 

Η εκλεκτικότθτα ωσ προσ τθν αλκοόλθ μελετικθκε ςτθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ του 

καπρυλικοφ οξζοσ (C8). Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτθν εικόνα 53Β, ςυμπλθρϊνοντασ τθν 

εικόνα που παρατθρικθκε για τα λιπαρά οξζα. Η λιπάςθ Cvl παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ 

τθν 1-οκτανόλθ, θ οποία ιταν θ μεγαλφτερθ αλκοόλθ που μελετικθκε. Αντίκετα, θ λιπάςθ CalB 

παρουςιάηει εκλεκτικότθτα προσ τθ μεκανόλθ. Η de los Rios και οι ςυνεργάτεσ τθσ αναωζρουν 

πωσ θ CalB ςε ιοντικό υγρό [bmim]PF6 παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ αλκοόλεσ μικρισ 

ανκρακικισ αλυςίδασ, παρατθρϊντασ τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα για τθν 1-βουτανόλθ (de los Rios 

et al. 2008). Ραρόλα αυτά, αναωζρει πωσ θ εκλεκτικότθτα εξαρτάται από το οξφ με το οποίο 

μελετάται θ εκλεκτικότθτα, αωοφ αυτό είναι το υπόςτρωμα που προςδζνεται πρϊτο και 

καταλαμβάνει το χϊρο ςτο ενεργό κζντρο του ενηφμου. Ζτςι, θ διαωορά ςτα πειραματικά 

αποτελζςματα και ςτα βιβλιογραωικά δεδομζνα μπορεί να εξθγθκεί αν λθωκεί υπόψθ το 

ςυνολικό μικοσ του εςτζρα που παράγεται. Ζτςι, για παράδειγμα θ βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςτθ 

βιβλιογραωία αναωζρεται ςτθ ςφνκεςθ εςτζρα με 8 άτομα άνκρακα (de los Rios et al. 2008), ενϊ 

θ βζλτιςτθ δραςτικότθτα ςτα πειραματικά αποτελζςματα βρζκθκε για τθ ςφνκεςθ εςτζρα 9 

ατόμων άνκρακα. 

9.3 ταθερότητα ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

9.3.1 Θερμοςταθερότητα ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

Η ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε οργανοπθκτϊματα είναι μία μζκοδοσ που χρθςιμοποιείται 

για τθν αφξθςθ τθσ ςτακερότθτάσ τουσ, μζςω του ωυςικοφ τουσ περιοριςμοφ ςτο δίκτυο του 

βιοπολυμεροφσ (Zoumpanioti et al. 2010). Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν CalB και Cvl που 

ακινθτοποιικθκαν ςε HPMC από μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό μελετικθκε ςε 

κερμοκραςίεσ ζωσ 70 οC. Τα πειραματικά αποτελζςματα επεξεργάςτθκαν με το μοντζλο 

απενεργοποίθςθσ 2 ςταδίων και υπολογίςτθκαν οι κινθτικζσ ςτακερζσ απενεργοποίθςθσ. Στον 

πίνακα 28 παρατίκενται οι κινθτικζσ ςτακερζσ απενεργοποίθςθσ που υπολογίςτθκαν από τα 

πειραματικά δεδομζνα.  

Ππωσ ωαίνεται από τον πίνακα, οι ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ παρουςιάηουν αυξθμζνθ 

ςτακερότθτα ςε ςχζςθ με τισ ελεφκερεσ. Ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ (t1/2) ςτουσ 50 οC αυξικθκε και 

για τισ δφο λιπάςεσ τουλάχιςτον κατά 150 ωορζσ ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα ςτο υδατικό 

διάλυμα και 25 ωορζσ ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα ςτο μικρογαλάκτωμα S4 (πίνακασ 20). Είναι 

προωανζσ ότι τα οργανοπθκτϊματα που ςχθματίηονται από μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν 
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παρζχουν ζνα προςτατευτικό μικροπεριβάλλον για τισ λιπάςεσ, ιδιαίτερα ςε υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ. 

Πίνακασ 28: Κινθτικζσ ςτακερζσ απενεργοποίθςθσ και χρόνοσ θμίςειασ ηωισ (t1/2) για τισ λιπάςεσ που 

ακινθτοποιικθκαν ςε HPMC από μικρογαλάκτωμα S4, όπωσ υπολογίςτθκαν από το μοντζλο 

απενεργοποίθςθσ ςε δφο ςτάδια.  

Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

CalB 30 1.612 0.000 1.085 0.003 
0.974 391 

±0.312 - ±0.165 ±0.001 

50 0.748 0.000 2.056 0.002 
0.965 202 

±0.238 - ±0.287 ±0.001 

70 0.510 0.000 1.830 0.030 
0.972 2 

±0.121 - ±0.109 ±0.006 

Cvl 30 1.263 0.000 0.006 0.006 
0.972 319 

±0.267 - ±0.001 ±0.002 

50 0.670 0.000 0.451 0.002 
0.989 149 

±0.131 - ±0.063 ±0.001 

70 0.431 0.000 0.662 0.026 
0.973 3 

±0.119 - ±0.081 ±0.006 

Αξίηει να ςθμειωκεί πωσ ςε κερμοκραςία 30 οC παρατθρικθκε ενεργοποίθςθ και για τισ 

δφο λιπάςεσ (α1 > 1.000). Ζχει προτακεί πωσ το πρϊτο ςτάδιο απενεργοποίθςθσ εκκζτει ςτθν 

επιωάνεια τθσ πρωτεΐνθσ μερικά αςτακι αμινοξικά κατάλοιπα, γεγονόσ το οποίο παρζχει ζνα 

βακμό ευελιξίασ ςτθ δομι τθσ ενδιάμεςθσ κατάςταςθσ Ε1 τθσ λιπάςθσ και ςυνεπϊσ αυξθμζνθ 

δραςτικότθτα (Carvalho et al. 1999). Αυτό το ωαινόμενο δεν παρατθρείται ςε μεγαλφτερεσ 

κερμοκραςίεσ, κακϊσ θ απενεργοποίθςθ του ενηφμου είναι ταχφτερθ και ζτςι θ δραςτικότθτα 

του ενδιάμεςου Ε1 είναι μικρότερθ από αυτι τθσ αρχικισ κατάςταςθσ (α1 < 1.000). 

Για να γίνει περιςςότερο κατανοθτι θ ςτακεροποίθςθ των λιπαςϊν κατά τθν 

ακινθτοποίθςθ, ςτθν εικόνα 54 παρατίκενται τα δεδομζνα τθσ κερμικισ απενεργοποίθςθσ τθσ 

λιπάςθσ Cvl ςε υδατικό ςφςτθμα, ςε μικρογαλάκτωμα νεροφ ςε ιοντικό υγρό (S4) και φςτερα από 

ακινθτοποίθςθ ςε HPMC από το μικρογαλάκτωμα S4. Ππωσ αναωζρκθκε και ςε προθγοφμενθ 

ενότθτα (παράγραωόσ 8.4.2), ο εγκλωβιςμόσ τθσ λιπάςθσ ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν 

αυξάνει τθ ςτακερότθτα ςθμαντικά, ωαίνεται όμωσ ότι θ ακινθτοποίθςθ αυξάνει ακόμα 

περιςςότερο τθ ςτακερότθτα. Η ακινθτοποιθμζνθ Cvl διατθρεί περίπου το 60 % τθσ αρχικισ τθσ 

δραςτικότθτασ φςτερα από 5 θμζρεσ επϊαςθσ ςε ιςοοκτάνιο ςτουσ 50 οC, ενϊ θ ελεφκερθ 

λιπάςθ (ςε υδατικό ςφςτθμα ι ςε μικρογαλάκτωμα S4) διατθρεί λιγότερο από 5 %. 
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Εικόνα 54: Θερμικι απενεργοποίθςθ τθσ Cvl ςτουσ 50 

ο
C.  Υδατικό ςφςτθμα,  Μικρογαλάκτωμα 

ιοντικοφ υγροφ (S4),  Ακινθτοποιθμζνθ ς πικτωμα HPMC - S4 ςε ιςοοκτάνιο. Τα ςφμβολα αντιςτοιχοφν 

ςτα πειραματικά δεδομζνα και οι γραμμζσ ςτθν προβλεπόμενθ καμπφλθ απενεργοποίθςθσ. 

Κακϊσ οι ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ παρουςιάηουν εντυπωςιακι ςτακερότθτα ςε υψθλζσ 

κερμοκραςίεσ, κρίκθκε ενδιαωζρον να μελετθκεί θ ςτακερότθτα ςε ακραίεσ κερμοκραςίεσ και 

να ςυγκρικεί με τθ ςτακερότθτα ενόσ εμπορικά διακζςιμου ςκευάςματοσ. Η μελζτθ ζλαβε χϊρα 

ςτουσ 90 oC ςε ιοντικό υγρό [bmim]PF6, κακϊσ ςε αυτι τθ κερμοκραςία το ιοντικό δεν 

παρουςιάηει αυξθμζνθ τάςθ ατμϊν, ενϊ ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία πωσ τα ιοντικά υγρά 

ςτακεροποιοφν τα ζνηυμα (van Rantwijk and Sheldon 2007).  

 

Εικόνα 55: Θερμικι απενεργοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB ςε ιοντικό υγρό *bmim]PF6 ςτουσ 90 
ο
C. 
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Στθν εικόνα 55 παρατίκενται τα αποτελζςματα τθσ ςυγκεκριμζνθσ μελζτθσ. Είναι 

ενδιαωζρον το γεγονόσ ότι θ λιπάςθ CalB που ακινθτοποιικθκε ςε οργανοπθκτϊματα HPMC από 

μικρογαλάκτωμα S4 παρουςιάηει παρόμοιο προωίλ απενεργοποίθςθσ με τθν εμπορικά 

διακζςιμθ Novozyme 435. Και τα δφο παραςκευάςματα διατθροφν περίπου το 50 % τθσ 

δραςτικότθτασ τουσ φςτερα από μία ϊρα επϊαςθσ ςτουσ 90 οC, το οποίο υποδεικνφει τθν 

εξαιρετικι τουσ κερμοςτακερότθτα. Σε αυτό το ςθμείο κα πρζπει να επιςθμανκεί πωσ θ 

ςτακερότθτα τθσ λιπάςθσ CalB μετά από τθν ακινθτοποίθςθ ςε HPMC κα μποροφςε να 

επθρεαςτεί από τθ ςφςταςθ του μικρογαλακτϊματοσ, κάτι το οποίο δεν μελετικθκε ςτθν 

παροφςα διατριβι και κα μποροφςε να οδθγιςει ςε ακόμα πιο εντυπωςιακά αποτελζςματα. 

Επίςθσ, θ χριςθ ςιλανίων κατά τθν ακινθτοποίθςθ ςε HPMC αυξάνει τθ ςτακερότθτα των 

λιπαςϊν, όπωσ κα αναωερκεί ςε επόμενθ ενότθτα (παράγραωοσ 9.5.2). 

9.3.2  Επαναχρηςιμοπούηςη ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

Ππωσ ζχει αναωερκεί και νωρίτερα, οριςμζνα από τα πλεονεκτιματα τθσ ακινθτοποίθςθσ 

των ενηφμων είναι θ ανάκτθςθ του βιοκαταλφτθ και θ ικανότθτα επαναχρθςιμοποίθςθσ, 

πλεονεκτιματα τα οποία κακιςτοφν πρακτικά εωικτι τθ χριςθ των ενηφμων ςτθ βιομθχανία. Η 

δυνατότθτα επαναχρθςιμοποίθςθσ των ςυγκεκριμζνων ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςτθν 

εςτεροποίθςθ του καπρυλικοφ οξζοσ με 1-βουτανόλθ μελετικθκε ςε ιςοοκτάνιο ςτουσ 50 oC. Η 

αντίδραςθ λαμβάνει χϊρα για 3 ϊρεσ ςτθ ςυγκεκριμζνθ κερμοκραςία και ζπειτα το 

οργανοπικτωμα αωαιρείται, ξεπλζνεται 5 ωορζσ με ιςοοκτάνιο για τθν αωαίρεςθ των 

αντιδρϊντων και προςτίκεται ςε ζνα νζο διάλυμα υποςτρωμάτων. 

 

Εικόνα 56: Επαναχρθςιμοποίθςθ των λιπαςϊν CalB και Cvl που ακινθτοποιικθκαν ςε οργανοπθκτϊματα 

HPMC-S4 ςτουσ 50 
ο
C ςε ιςοοκτάνιο. 
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Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 56, φςτερα από 10 χριςεισ (30 ϊρεσ χριςθσ) ςτουσ 50 οC και οι 

δφο λιπάςεσ διατιρθςαν πάνω από 50 % τθσ αρχικισ τουσ δραςτικότθτασ. Τα ςυγκεκριμζνα 

αποτελζςματα είναι αρκετά ικανοποιθτικά, δεδομζνθσ τθσ υψθλισ κερμοκραςίασ επϊαςθσ. 

Στουσ 30 οC οι λιπάςεσ διατιρθςαν πάνω από το 80 % τθσ αρχικισ τουσ δραςτικότθτασ φςτερα 

από 100 ϊρεσ χριςθσ (10 χριςεισ), ςθμαντικά μεγαλφτερο ποςοςτό ςε ςχζςθ με αυτό που ζχει 

αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία για πθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο (Jenta et al. 

1997, Rees and Robinson 1995, Zoumpanioti et al. 2006). Η χριςθ των μικρογαλακτωμάτων 

ιοντικοφ υγροφ για το ςχθματιςμό του οργανοπθκτϊματοσ, κακϊσ και θ ξιρανςι του, αυξάνει 

ςθμαντικά τθ ςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν, μειϊνοντασ τθ κερμικι 

απενεργοποίθςθ τουσ και τθν απομάκρυνςθ από το ωορζα ακινθτοποίθςθσ. 

9.4 Μελϋτη τησ δομόσ των ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

Είναι ευρζωσ αποδεκτό πλζον πωσ τα ζνηυμα μπορεί να υποςτοφν δομικζσ αλλαγζσ κατά 

τθν ακινθτοποίθςθ τουσ (Menaa et al. 2008, Palomo et al. 2003). Η δευτεροταγισ δομι των 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν μελετικθκε μζςω τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. Στον πίνακα 29 

παρατίκενται τα δεδομζνα τθσ δευτεροταγοφσ δομισ των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςε 

οργανοπικτωμα HPMC από μικρογαλάκτωμα S4 (HPMC-S4) και ςυγκρίνονται με τθ δομι των 

λιπαςϊν ςε υδατικό διάλυμα και ςε μικρογαλάκτωμα S4, τα ωάςματα των οποίων ελιωκθςαν με 

τθν τεχνικι ATR, όπωσ προζκυψαν από τθν ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι.  

Πίνακασ 29: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ λιπαςϊν φςτερα από ανάλυςθ τθσ αμιδικισ 

περιοχισ Ι και ο ςυντελεςτισ ςυςχζτιςθσ (r) ωσ προσ τθ δομι ςε υδατικό διάλυμα. To ποςοςτό  

β-πτυχϊςεων εμπεριζχει το ποςοςτό αντιπαράλλθλων β-πτυχϊςεων (Τυπικι απόκλιςθ < 6%) 

Λιπάςθ Σφςτθμα α-ζλικα β-πτυχώςεισ Άλλα ςτοιχεία 
Αντιπαράλλθλεσ 

β-πτυχώςεισ 

r 

CalB Υδατικό 24.0 29.0 47.0 8.5 - 

 S4 25.7 33.4 40.9 8.7 0.953 

 HPMC – S4 21.0 42.0 37.0 11.7 0.896 

Cvl Υδατικό 22.0 37.5 40.5 25.9 - 

 S4 25.1 39.6 35.2 11.5 0.910 

 HPMC – S4 21.8 53.1 25.2 5.1 0.749 

Ππωσ αναωζρκθκε και ςε προθγοφμενθ ενότθτα, τα δεδομζνα ςτο υδατικό διάλυμα 

διαωζρουν ςε ςχζςθ με τθ κρυςταλλογραωικι δομι (Lang et al. 1996, Uppenberg et al. 1994), 

κακϊσ θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου κατά τθ λιψθ του ωάςματοσ είναι αυξθμζνθ (1.5 mg/mL) και 

μπορεί να οδθγιςει ςτθ δθμιουργία ςυςςωματωμάτων (Palomo et al. 2003). Από τισ τιμζσ του 

ςυντελεςτι ςυςχζτιςθσ (r) ωαίνεται πωσ θ ακινθτοποίθςθ ςτα οργανοπθκτϊματα οδθγεί ςε 
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δομικζσ αλλαγζσ, οι οποίεσ είναι περιςςότερο εκτεταμζνεσ από ότι όταν οι λιπάςεσ 

εγκλωβίςτθκαν ςε μικρογαλάκτωμα S4. Συγκεκριμζνα, αν και τα ποςοςτά τθσ α-ζλικασ δεν 

διαωοροποιοφνται ςθμαντικά κατά τθν ακινθτοποίθςθ, παρατθρείται αφξθςθ των β-πτυχωτϊν 

επιωανειϊν. Η αφξθςθ αυτι δεν ςυνοδεφεται από αντίςτοιχθ αφξθςθ των αντιπαράλλθλων β-

πτυχϊςεων, κάτι το οποίο υποδθλϊνει ενδομοριακζσ δομικζσ αλλαγζσ και όχι δθμιουργία 

ςυςςωματωμάτων (Mukherjee et al. 2007). Συγκεκριμζνα, ςτθν περίπτωςθ τθσ λιπάςθσ Cvl 

ωαίνεται πωσ οι διαμοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ μειϊνονται ςθμαντικά. Η αφξθςθ των β-πτυχωτϊν 

επιωανειϊν ςυνάδει με τθν υιοκζτθςθ μίασ περιςςότερο ςυμπαγοφσ δομισ ςε ςχζςθ με τθ δομι 

ςτο υδατικό διάλυμα, ςτθν οποία μπορεί να αποδοκεί θ αυξθμζνθ ςτακερότθτα που 

επιδεικνφουν οι λιπάςεσ μετά τθν ακινθτοποίθςθ. Η αλλαγι αυτι ωαίνεται να είναι ςταδιακι 

από το υδατικό διάλυμα ςτο S4 και ζπειτα κατά τθν ακινθτοποίθςθ του μικρογαλακτϊματοσ, κάτι 

το οποίο ωαίνεται και ςτο ςυντελεςτι ςυςχζτιςθσ, αλλά ςυςχετίηεται και με τθν αφξθςθ τθσ 

ςτακερότθτασ των λιπαςϊν. Ραρόμοιεσ αλλαγζσ ςτθ δομι ενηφμων κατά τθν ακινθτοποίθςθ 

ζχουν αναωερκεί βιβλιογραωικά (De Diego et al. 2005, Griebenow and Klibanov 1996). 

9.5 Σροποπούηςη των οργανοπηκτωμϊτων HPMC με χρόςη ςιλανύων 

Σφμωωνα με τθ βιβλιογραωία, θ δομι των οργανοπθκτωμάτων μπορεί να τροποποιθκεί με 

τθ χριςθ υποκατεςτθμζνων ςιλανίων με ςκοπό τθν αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ και τθσ 

ςτακερότθτασ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων (Reetz 1997, Schuleit and Luisi 2001). 

Υποκατεςτθμζνα ςιλάνια ζχουν χρθςιμοποιθκεί ευρζωσ για τθ δθμιουργία sol-gels, υλικά τα 

οποία ζχουν χρθςιμοποιθκεί ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ ενηφμων (Pierre 2004). Στθν παροφςα 

εργαςία μελετικθκε θ χριςθ τεςςάρων υποκατεςτθμζνων ςιλανίων (εικόνα 20) για τθν 

τροποποίθςθ του οργανοπθκτϊματοσ HPMC, κακϊσ και θ επίδραςθ τουσ ςτθ καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν. 

9.5.1 Επύδραςη ςτην ενεργότητα των ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

Τα υποκατεςτθμζνα ςιλάνια χρθςιμοποιικθκαν ςε ςυγκεντρϊςεισ ζωσ και 20 % του 

ςυνολικοφ όγκου του οργανοπθκτϊματοσ (πριν τθν ξιρανςθ). Η εικόνα του οργανοπθκτϊματοσ 

με τθ χριςθ των ςιλανίων δεν διαωοροποιείται ςε ςχζςθ με αυτι τθσ εικόνασ 44. Στθν εικόνα 57 

παρατίκενται τα αποτελζςματα για τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν CalB και Cvl που 

ακινθτοποιικθκαν ςε οργανοπικτωμα HPMC – S4 απουςία και παρουςία 20 % (v/v) ςιλανίου. 

Είναι εμωανζσ πωσ θ παρουςία των υποκατεςτθμζνων ςιλανίων επθρεάηει ςθμαντικά τθ 

δραςτικότθτα των λιπαςϊν που ακινθτοποιοφνται ςτα ςυγκεκριμζνα οργανοπθκτϊματα. 

Συγκεκριμζνα, θ λιπάςθ Cvl παρουςιάηει αυξθμζνθ δραςτικότθτα (ζωσ και κατά 50 %) ςτισ 

περιςςότερεσ περιπτϊςεισ ςε ςχζςθ με τθ δραςτικότθτα ςε οργανοπθκτϊματα χωρίσ ςιλάνιο. Το 

ωαινόμενο αυτό όμωσ δεν είναι γενικευμζνο, κακϊσ θ λιπάςθ CalB παρουςιάηει χαμθλότερθ 

δραςτικότθτα παρουςία των ςιλανίων (εκτόσ από τθν περίπτωςθ του ςιλανίου TMPS). Μεταξφ 

των ςιλανίων που χρθςιμοποιικθκαν, οι λιπάςεσ παρουςιάηουν βελτίωςθ τθσ καταλυτικισ τουσ 
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δραςτικότθτασ με αφξθςθ τθσ αλκυλικισ αλυςίδασ των υποκαταςτατϊν των ςιλανίων. Ραρόμοια 

ςυμπεριωορά ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία για λιπάςεσ ακινθτοποιθμζνεσ ςε sol-gel (Reetz 

1997), αποδίδοντασ τθν αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςτθν 

αυξθμζνθ διακεςιμότθτα του υποςτρϊματοσ ςτο μικροπεριβάλλον του ενηφμου λόγω τθσ 

αφξθςθσ τθσ υδροωοβικότθτασ του ωορζα και τθσ ελαχιςτοποίθςθσ των ωαινομζνων μεταωοράσ, 

κακϊσ το δίκτυο που ςχθματίηεται παρουςιάηει μεγαλφτερο πορϊδεσ. 

 

Εικόνα 57: Επίδραςθ τθσ χριςθσ 20 % (v/v) ςιλανίου κατά το ςχθματιςμό HPMC – S4 οργανοπθκτωμάτων 

ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν. 

Κακϊσ παρατθρικθκε ςθμαντικι διαωοροποίθςθ ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν (ζωσ και 

50 %), μελετικθκε θ επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςιλανίου που χρθςιμοποιείται κατά τθν 

ακινθτοποίθςθ. Μελετικθκαν δφο ςυγκεντρϊςεισ (10 και 20 %, v/v) για δφο ςιλάνια τα οποία 

χρθςιμοποιοφνται ευρζωσ για τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων και παρουςιάηουν ςυμμετρικι δομι. 

Από τθν εικόνα 58 ωαίνεται πωσ θ χριςθ ςιλανίων ςτο οργανοπικτωμα HPMC - S4 ζχει 

κετικι επίδραςθ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ Cvl, αλλά όχι ςτθ δραςτικότθτα τθσ 

λιπάςθσ CalB, όπωσ παρουςιάςτθκε και ςτθν εικόνα 57. Η επίδραςθ αυτι ωαίνεται να είναι 

δοςοεξαρτϊμενθ. Συγκεκριμζνα, αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςιλανίου οδθγεί ςε περαιτζρω 

αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ τθσ Cvl, ενϊ ςτθν περίπτωςθ τθσ CalB οδθγεί ςε περαιτζρω μείωςθ 

τθσ δραςτικότθτασ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ χριςθ του TEOS οδθγεί ςε αυξθμζνθ 

δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τθ χριςθ του TMOS ςε κάκε ςυγκζντρωςθ που μελετικθκε, 

υποδεικνφοντασ ζτςι τθν επίδραςθ του μικουσ τθσ αλκυλικισ ομάδασ των υποκαταςτατϊν ςτθ 

δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν.  
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Εικόνα 58: Επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ (v/v) του ςιλανίου κατά το ςχθματιςμό HPMC – S4 

οργανοπθκτωμάτων ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν. 

9.5.2 Επύδραςη ςτη ςταθερότητα των ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν 

Η ςτακεροποίθςθ λιπαςϊν που ακινθτοποιικθκαν ςε οργανοπθκτϊματα ηελατίνθσ με τθ 

χριςθ υποκατεςτθμζνων ςιλανίων ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία (Schuleit and Luisi 2001). Η 

ςτακερότθτα των λιπαςϊν CalB και Cvl που ακινθτοποιικθκαν ςε οργανοπθκτϊματα που 

τροποποιικθκαν με ςιλάνιο μελετικθκε ςτουσ 70 οC. 

Στθν εικόνα 59 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ μελζτθσ τθσ κερμοςτακερότθτασ των 

ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςτουσ 70 οC. Είναι ενδιαωζρον πωσ θ χριςθ των ςιλανίων κατά τθν 

ακινθτοποίθςθ ςτακεροποιεί και τισ δφο λιπάςεσ. Ενδεικτικά, ενϊ θ λιπάςθ Cvl ακινθτοποιθμζνθ 

ςε HPMC - S4 απενεργοποιείται πλιρωσ φςτερα από 3 μζρεσ επϊαςθσ χωρίσ τθ χριςθ ςιλανίων, 

με τθ χριςθ των ςιλανίων ςτο πρωτόκολλο τθσ ακινθτοποίθςθσ διατθρεί περίπου το 20 % τθσ 

αρχικισ δραςτικότθτασ (εικόνα 59Β). Ριο ενδιαωζροντα είναι τα αποτελζςματα τθσ 

ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB ςε HPMC – S4 όπου ενϊ φςτερα από 3 μζρεσ επϊαςθσ ςτουσ 70 
oC απενεργοποιείται πλιρωσ, θ χριςθ των ςιλανίων οδθγεί ςε ςθμαντικι ςτακεροποίθςθ, 

διατθρϊντασ με αυτό τον τρόπο πάνω από 35 % τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ. Στθν προκειμζνθ 

λιπάςθ παρατθρείται ςθμαντικι διαωοροποίθςθ τθσ ςτακερότθτασ θ οποία ςχετίηεται με το 

μικοσ του τθσ αλκυλομάδασ του υποκαταςτάτθ. Συγκεκριμζνα, θ χριςθ μεκυλ-υποκαταςτατϊν 

ςε ςχζςθ με υποκαταςτάτεσ μεγαλφτερθσ ανκρακικισ αλυςίδασ παρουςιάηει ςθμαντικό 

πλεονζκτθμα όςον αωορά τθ ςτακεροποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB. Το ωαινόμενο είναι αντίςτροωο 

από αυτό που παρατθρικθκε για τθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν, όπωσ περιγράωεται ςτθν 

προθγοφμενθ παράγραωο. Η καταλυτικι ςυμπεριωορά αυτι ζχει παρατθρθκεί για ζνηυμα 
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ακινθτοποιθμζνα ςε sol-gels και ωαίνεται να ςχετίηεται με το μζγεκοσ των πόρων του δικτφου 

των πολυμεριςμζνων ςιλανίων (Bosley and Clayton 1994, Menaa et al. 2008, Soares et al. 2004). 

 

Εικόνα 59: Στακερότθτα των λιπαςϊν CalB (A) και Cvl (B) ακινθτοποιθμζνων ςε HPMC – S4 απουςία και 

παρουςία 20 % (v/v) ςιλανίων ςτουσ 70 
ο
C.  Απουςία ςιλανίου,  TMOS,  TEOS,  TMMS,  TMPS. 

(Τυπικι απόκλιςθ < 7%). 

Η επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςιλανίου που χρθςιμοποιείται κατά τθν ακινθτοποίθςθ 

ςτθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν μελετικθκε για τα υποκατεςτθμζνα ςιλάνια TMOS και ΤΕOS ςε 

ςυγκεντρϊςεισ 10 και 20 % (v/v). Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 60, μικρι διαωοροποίθςθ ςτθ 

ςτακερότθτα παρατθρείται ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ με αλλαγι τθσ ςυγκζντρωςθσ. 

Συγκεκριμζνα, αφξθςθ του TMOS από 10 % ςε 20 % ζχει ςθμαντικι ςτακεροποιθτικι επίδραςθ 

για τθ λιπάςθ CalB, ενϊ ςτο TEOS δεν ωαίνεται να επιδρά ςθμαντικά. Στθν περίπτωςθ τθσ Cvl θ 

χριςθ μεγαλφτερθσ ςυγκζντρωςθσ ςιλανίου οδθγεί ςε μικρι αφξθςθ τθσ ςτακερότθτασ. 

 

Εικόνα 60: Επίδραςθ τθσ περιεκτικότθτασ (v/v) του οργανοπθκτϊματοσ HPMC-S4 ςε ςιλάνιο ςτθ 

κερμοςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων (A) CalB και (Β) Cvl (Τυπικι απόκλιςθ < 7%). 

Α Β 

Α Β 
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Από τα αποτελζςματα που παρουςιάςτθκαν ςτθν παράγραωο 9.5 ωαίνεται πωσ θ χριςθ 

των ςιλανίων για τθ τροποποίθςθ των οργανοπθκτωμάτων όντωσ μπορεί να ςτακεροποιιςει τα 

ζνηυμα που ακινθτοποιοφνται ςε οργανοπθκτϊματα, ενϊ επιδρά και ςτθν καταλυτικι 

δραςτικότθτα των ενηφμων. Η ςυγκεκριμζνθ τεχνικι παρουςιάηει ςθμαντικό ερευνθτικό 

ενδιαωζρον και αξίηει να μελετθκεί διεξοδικότερα ςε επόμενεσ μελζτεσ. 

9.6 Εφαρμογό ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν ςτην παραγωγό βιοντόζελ 

Οι ενεργειακζσ απαιτιςεισ των προθγοφμενων αιϊνων καλφπτονταν με μθ ανανεϊςιμα 

ωυςικά καφςιμα όπωσ το πετρζλαιο και οι διάωορεσ μορωζσ γαιανκράκων. Ρλζον, ςτον 21ο 

αιϊνα γίνεται προςπάκεια οι μθ ανανεϊςιμεσ αυτζσ πθγζσ ενζργειασ να αντικαταςτακοφν με 

άλλεσ μορωζσ ανανεϊςιμθσ ενζργειασ, κακϊσ οι περιβαλλοντικζσ απαιτιςεισ και θ εξάντλθςθ 

των ωυςικϊν πόρων πιζηουν για αλλαγζσ ςτθν ενεργειακι πολιτικι. Το βιοντιηελ ζχει προτακεί 

ωσ μία εναλλακτικι πθγι ενζργειασ τα τελευταία χρόνια. Αν και δεν είναι λιγότερο ρυπογόνο 

από τα πετροχθμικά, είναι μία ανανεϊςιμθ πθγι ενζργειασ θ οποία μπορεί να εκμεταλλευτεί τθν 

υπάρχουςα τεχνολογία, κάτι το οποίο λογίηεται ωσ ςθμαντικό πλεονζκτθμα (Fukuda et al. 2001, 

Lin et al. 2011). Το βιοντιηελ αποτελείται από μεκυλεςτζρεσ λιπαρϊν οξζων μακράσ ανκρακικισ 

αλυςίδασ. Ραράγεται από τθ μετεςτεροποίθςθ τριγλυκεριδίων ωυτικϊν ελαίων ι ηωικϊν λιπϊν 

με μεκανόλθ. Ωσ πρϊτθ φλθ χρθςιμοποιοφνται πλζον και απόβλθτα ελαιοτριβείων ι 

χρθςιμοποιθμζνα λάδια, ανακυκλϊνοντασ τα με αυτό τον τρόπο και μειϊνοντασ ζτςι το 

περιβαλλοντικό αποτφπωμα τθσ χριςθσ του βιοντιηελ (Kulkarni and Dalai 2006). 

Ζωσ ςιμερα δφο τεχνικζσ ζχουν χρθςιμοποιθκεί για τθν παραγωγι βιοντιηελ: θ χθμικι και 

θ ενηυμικι κατάλυςθ (Marchetti et al. 2007). Η χθμικι κατάλυςθ τθσ μετεςτεροποίθςθσ των 

τριγλυκεριδίων είναι εφκολθ και οικονομικι μζκοδοσ και επιτυγχάνεται χρθςιμοποιϊντασ είτε 

οξζα (π.χ. υδροχλωρικό οξφ, κειικό οξφ), είτε βάςεισ (π.χ. καυςτικό νάτριο) ωσ καταλφτεσ. Η 

ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ όμωσ παρουςιάηει ευαιςκθςία ςτθν παρουςία ελεφκερων λιπαρϊν οξζων 

(οδθγεί ςτθ δθμιουργία αλάτων λιπαρϊν οξζων) και ςτθν παρουςία νεροφ (οδθγεί ςτθν 

υδρόλυςθ των τριγλυκεριδίων με επακόλουκθ παραγωγι ελεφκερων λιπαρϊν οξζων). Επιπλζον, 

τα απόβλθτα που παράγονται είναι αρκετά τοξικά και χρίηουν ειδικισ μεταχείριςθσ, ενϊ θ 

γλυκερίνθ που παράγεται είναι χαμθλισ κακαρότθτασ (Lin et al. 2011). Για όλουσ αυτοφσ τουσ 

λόγουσ θ ενηυμικι κατάλυςθ τα τελευταία χρόνια κερδίηει ζδαωοσ ςτθν παραγωγι βιοντιηελ . Η 

λιπάςθ CalB είναι μία από τισ περιςςότερο ςυχνά χρθςιμοποιοφμενεσ λιπάςεσ που 

χρθςιμοποιοφνται για τθ μετεςτεροποίθςθ των τριγλυκεριδίων (Adamczak et al. 2009).  

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκε θ ικανότθτα μετεςτεροποίθςθσ τθσ τριλαυρίνθσ με 

μεκανόλθ ςε n-εξάνιο από τθν ακινθτοποιθμζνθ ςε οργανοπθκτϊματα CalB, με ςκοπό τθν 

παραγωγι μεκυλεςτζρων λαυρικοφ οξζοσ. Η ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ είναι ουςιαςτικά μία 

πρότυπθ αντίδραςθ για να ελεγχκεί το κατά πόςο θ λιπάςθ είναι ικανι να παρουςιάςει 

δραςτικότθτα ςε ςυςτιματα με υψθλι ςυγκζντρωςθ μεκανόλθσ, κακϊσ ςτθ βιβλιογραωία ζχει 

αναωερκεί ο αποδιατακτικόσ ρόλοσ τθσ ςτθ ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί 
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ότι θ λιπάςθ CalB παρουςιάηει εκλεκτικότθτα ωσ προσ τισ κζςεισ 1 και 3 του τριγλυκεριδίου, 

οπότε αναμζνεται ωσ μζγιςτθ απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ το 66 %. 

 

Εικόνα 61: Απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ παραγωγισ μεκυλεςτζρων από τριλαυρίνθ χρθςιμοποιϊντασ διάωορα 

ακινθτοποιθμζνα ςκευάςματα τθσ λιπάςθσ CalB ςε n-εξάνιο ςτουσ 50 
o
C. Συγκζντρωςθ ενηφμου για όλα τα 

ςκευάςματα = 0.1 mg/mL. 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 61, θ λιπάςθ CalB μπορεί να καταλφςει τθν αντίδραςθ 

μετεςτεροποίθςθσ τθσ τριλαυρίνθσ ακόμα και ςε ελεφκερθ μορωι, παρουςιάηοντασ χαμθλι 

δραςτικότθτα. Το εμπορικά διακζςιμο ςκεφαςμα Novozyme 435 (CalB ακινθτοποιθμζνθ ςε 

ακρυλικι ρθτίνθ) παρουςιάηει πολφ καλι δραςτικότθτα, ωτάνοντασ ςε απόδοςθ 60 % φςτερα 

από 3 βδομάδεσ. Η λιπάςθ που ακινθτοποιικθκε ςε οργανοπθκτϊματα HPMC-S4 παρουςίαςε 

βελτιωμζνθ δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφει θ λυοωυλιωμζνθ 

λιπάςθ, αρκετά χαμθλότερθ όμωσ από τθ Novozyme 435.  

Ρζρα από τα οργανοπθκτϊματα HPMC μελετικθκε και θ χριςθ οργανοπθκτωμάτων τα 

οποία τροποποιικθκαν με ςιλάνιο, όμωσ θ χριςθ τουσ μείωςε δραςτικά τθν ενηυμικι 

δραςτικότθτα. Συγκεκριμζνα θ παρουςία των ςιλανίων TEOS, TMOS και TMMS οδιγθςε ςε 

πλιρθ απϊλεια τθσ δραςτικότθτασ του ενηφμου, κακϊσ δεν παρατθρικθκε προϊόν φςτερα από 

21 θμζρεσ. Η χριςθ του ςιλανίου TMPS για τθ τροποποίθςθ του οργανοπθκτϊματοσ οδιγθςε ςε 

μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ ςε HPMC-S4. Θα πρζπει να ςθμειωκεί 

ότι το ςυγκεκριμζνο ςιλάνιο είναι το μόνο ςιλάνιο από αυτά που χρθςιμοποιθκικαν που 

παρουςίαςε κετικι επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα τθσ ςυγκεκριμζνθσ λιπάςθσ (παράγραωοσ 9.5.1), 

κάτι το οποίο είχε αποδοκεί ςτθ παρουςία μεγαλφτερων υποκαταςτατϊν. Στθν προκειμζνθ 

περίπτωςθ ωαίνεται πωσ το δίκτυο που δθμιουργεί ο πολυμεριςμόσ των ςιλανίων δεν επιτρζπει 
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τθ διάχυςθ τθσ τριλαυρίνθσ, θ οποία είναι ογκϊδεσ μόριο, ςτο εςωτερικό του 

οργανοπθκτϊματοσ, επιδρϊντασ με αυτό τον τρόπο αρνθτικά ςτθν παραγωγι των 

μεκυλεςτζρων. Το TMPS, λόγω του ότι παρουςιάηει τθν προπυλομάδα, πικανόν να δθμιουργεί 

δίκτυα με πόρουσ μεγαλφτερθσ διαμζτρου, επιτρζποντασ ςε κάποιο βακμό τθν προςζγγιςθ του 

ενηφμου από το υπόςτρωμα, παρουςιάηοντασ όμωσ παράλλθλα ςε κάποιο βακμό ωαινόμενα 

μεταωοράσ. Σε κάκε περίπτωςθ όμωσ τα οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ 

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν παραγωγι βιοντιηελ. 
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10 Αλληλεπύδραςη υδρολαςϐν με νανοδομημϋνα υλικϊ 

Ρλικοσ εργαςιϊν τα τελευταία χρόνια αναωζρει τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοχλικά 

με ςκοπό κάποια εωαρμογι (π.χ. ανάπτυξθ βιοαιςκθτιρων, κυψελϊν βιοκαυςίμων), χωρίσ όμωσ 

ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ να κατανοείται πλιρωσ θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ των ενηφμων 

και των νανοδομθμζνων υλικϊν. Η κατανόθςθ των αλλθλεπιδράςεων αυτϊν κα μποροφςε να 

οδθγιςει ςε μία βελτιςτοποιθμζνθ διαδικαςία ακινθτοποίθςθσ, με ακόμα πιο εντυπωςιακά 

αποτελζςματα.  

Στθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά διάωορων 

αναςυνδυαςμζνων λιπαςϊν και εςτεραςϊν ςε υδατικά διαλφματα τροποποιθμζνων 

νανοχλικϊν, κακϊσ και θ επίδραςθ που ζχει θ παρουςία των ςυγκεκριμζνων νανοχλικϊν ςτθ 

δομι των ενηφμων. Οι λιπάςεσ και οι εςτεράςεσ είναι δφο κατθγορίεσ ενηφμων που 

παρουςιάηουν ςθμαντικό ενδιαωζρον για βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ (Bornscheuer 2002b, 

Bornscheuer et al. 2002, Jaeger and Eggert 2002). Η ςυγκριτικι μελζτθ δφο κατθγοριϊν ενηφμων 

αναμζνεται να αποδϊςει μία πιο ολοκλθρωμζνθ εικόνα τόςο τθσ αλλθλεπίδραςθσ των ενηφμων 

με τα νανοχλικά, όςο και τθσ επίδραςθσ των χαρακτθριςτικϊν των υλικϊν ςτθν καταλυτικι 

ςυμπεριωορά των ενηφμων. Τα υπό μελζτθ ζνηυμα περιλαμβάνουν τισ λιπάςεσ Α και B από 

Pseudozyma antarctica (CalΑ και CalB αντίςτοιχα), από Candida rugosa (Crl) και από Geobacillus 

thermoleovorans (Gtl), ενϊ από εςτεράςεσ μελετικθκαν οι εςτεράςεσ από Bacillus subtilis (Bs2), 

από Pyrobaculum calidifontis (PestE) και από Pseudomonas fluorescens (Pfe I), των οποίων τα 

χαρακτθριςτικά παρουςιάηονται ςτον πίνακα 30.  

Πίνακασ 30: Χαρακτθριςτικά υδρολαςϊν ςφμωωνα με τισ κρυςταλλογραωικζσ τουσ δομζσ 

Ζνηυμο Κατθγορία 
Μοριακό βάροσ 

(KDa) 

Ιςοθλεκτρικό 

ςθμείο (pI) 
Υδροφοβικότθτα23 Κωδικόσ PDB24 

CalA Λιπάςθ 47 7.5 -0.042 2VEO 

CalB Λιπάςθ 33 6.0 0.037 1TCA 

Crl Λιπάςθ 57 4.9 -0.056 1CRL 

Gtl Λιπάςθ 43 6.4 -0.389 2DSN 

Bs2 Εςτεράςθ 54 6.4 -0.254 1QE3 

PestE Εςτεράςθ 34 6.9 -0.037 2WIR 

Pfe I Εςτεράςθ 31 6.4 0.177 1VA4 

                                                           
23

 Χρθςιμοποιικθκε το λογιςμικό ExPASy ProtParam, το οποίο λειτουργεί με τθν παραδοχι πωσ όλα τα 
αμινοξζα ςυνειςωζρουν το ίδιο ςτθν υδροβοωικότθτα του μορίου. Θετικζσ τιμζσ παρουςιάηουν οι 
υδρόωοβεσ πρωτεΐνεσ και αρνθτικζσ οι υδρόωιλεσ. 

24
 Η δομι των υδρολαςϊν Gtl, Bs2 και Pfe I δεν ζχει αναλυκεί κρυςταλλογραωικά και οι κωδικοί τθσ PDB 

που δίνονται εδϊ είναι από πρωτεϊνϊν με ομολογία πάνω από 95 %. 
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10.1 Φαρακτηριςμόσ των τροποποιημϋνων νανοδομημϋνων υλικϐν 

Ο χαρακτθριςμόσ των νανοδομθμζνων υλικϊν μπορεί να παρζχει πλθροωορίεσ τόςο για τα 

ίδια τα υλικά (γεωμετρία, λειτουργικζσ ομάδεσ) όςο και για τθν αλλθλεπίδραςθ τουσ με άλλεσ 

ενϊςεισ. Συγκεκριμζνα για τισ τεχνικζσ που χρθςιμοποιικθκαν ςτο παρϊν κεωάλαιο, θ 

ωαςματοςκοπία Raman και θ ωαςματοςκοπία υπερφκρου (FT-IR) είναι δφο δονθτικζσ 

ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ οι οποίεσ παρζχουν πλθροωορίεσ για τισ λειτουργικζσ ομάδεσ που 

υπάρχουν ςτο υλικό, τουσ δεςμοφσ που αναπτφςςονται και τθν κατάςταςθ υβριδιςμοφ του 

άνκρακα. Στισ επόμενεσ ενότθτεσ παρατίκενται τα αποτελζςματα από το χαρακτθριςμό των 

νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα, πριν και μετά τθ χθμικι τροποποίθςθ τθσ επιωάνειασ τουσ. 

10.1.1 Υαςματοςκοπύα υπερύθρου 

Φάςματα υπερφκρου των νανοδομθμζνων υλικϊν ελιωκθςαν πριν και μετά τθ χθμικι 

τουσ τροποποίθςθ, ςε μορωι KBr διςκίων. Τα ωάςματα, τα οποία παρατίκενται ςτισ εικόνεσ 62 

και 63 επιβεβαιϊνουν τθν επιτυχι τροποποίθςθ των νανοχλικϊν, παρουςιάηοντασ 

χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ για τισ ομάδεσ που ειςιχκθςαν. 

 

Εικόνα 62: Φάςματα υπερφκρου νανοςωλινων άνκρακα πριν τθν τροποποίθςθ (α) και των αντίςτοιχων 

τροποποιθμζνων παραγϊγων: (β) CNT-COOH, (γ) CNT-NH και (δ) CNT-R. 

Τα ωάςματα υπερφκρου των τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα παρατίκενται ςτθν 

εικόνα 62. Η οξείδωςθ των νανοςωλινων άνκρακα οδθγεί ςτθ δθμιουργία καρβοξυ-, εποξυ- και 

υδροξυ- ομάδων ςτθν επιωάνεια τουσ, θ οποία επιβεβαιϊνεται από τισ χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ 

που εμωανίηονται ςτο ωάςμα (β). Η κορυωι ςτα 1710 cm-1 οωείλεται ςτθ δόνθςθ ζκταςθσ του 

καρβονυλίου του καρβοξυλικοφ οξζοσ ενϊ θ ευρεία κορυωι ςτα 1100 cm-1 αποδίδεται ςτθ 
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δόνθςθ ζκταςθσ του απλοφ δεςμοφ άνκρακα οξυγόνου, επιβεβαιϊνοντασ τθν οξείδωςθ των 

ανκράκων των νανοςωλινων και τθ μετάπτωςθ τουσ από sp2 ςε sp3 υβριδιςμό (Du et al. 2008, 

Georgakilas et al. 2008, Vuk   d      . 2009). Πςον αωορά τα ωάςματα των τροποποιθμζνων 

νανοςωλινων με αμινομάδεσ και αλκυλομάδεσ (CNT-NH και CNT-R αντίςτοιχα), παρουςιάηονται 

δφο νζεσ κορυωζσ ςτα 2844 cm-1 και 2924 cm-1 που οωείλονται ςτισ ςυμμετρικζσ και αςφμμετρεσ 

δονιςεισ των -CH2- ομάδων τουσ αντίςτοιχα. Αυτζσ οι κορυωζσ δεν παρουςιάηονται ςτα 

ωάςματα των μθ τροποποιθμζνων CNTs και των CNT-COOH, κάτι το οποίο υποδθλϊνει τθν 

επιτυχι επιςφναψθ των οργανικϊν ομάδων ςτουσ νανοςωλινεσ άνκρακα, όπωσ παρουςιάηεται 

ςτθν εικόνα 28. Επιπλζον, θ κορυωι του καρβονυλίου μετατοπίηεται ςε χαμθλότερουσ 

κυματαρικμοφσ (1630 cm-1) κακϊσ πλζον δεν εντάςςεται ςε καρβοξυλομάδα, αλλά γειτνιάηει με 

ζναν αμιδικό ι ζναν εςτερικό δεςμό. Η εικόνα αυτι υποδθλϊνει πωσ θ περαιτζρω τροποποίθςθ 

των νανοχλικϊν μετά το ςτάδιο οξείδωςθσ λαμβάνει χϊρα ςτισ καρβοξυλομάδεσ που ζχουν 

δθμιουργθκεί ςτθν επιωάνεια των νανοςωλινων άνκρακα. 

 

Εικόνα 63: Φάςματα υπερφκρου γραωίτθ πριν τθν τροποποίθςθ (α) και των αντίςτοιχων τροποποιθμζνων 

παραγϊγων: (β) Gr-COOH και (γ) Gr-NH. 

Στθν εικόνα 63 παρατίκενται τα ωάςματα υπερφκρου του γραωίτθ και των παραγϊγων 

του. Φαίνεται από το ωάςμα (α) πωσ το μθ τροποποιθμζνο γραωζνιο δεν παρουςιάηει κάποια 

χαρακτθριςτικι κορυωι, υποδθλϊνοντασ με αυτό τον τρόπο πωσ δεν υπάρχουν ατζλειεσ ςτο 

γραωθτικό πλζγμα και όλα τα άτομα άνκρακα βρίςκονται ςε sp2 υβριδιςμό. Οι μθ 

τροποποιθμζνοι νανοςωλινεσ άνκρακα παρουςιάηουν κάποιεσ μικρζσ κορυωζσ που οωείλονται 

ςε ατζλειεσ και ςε προςμίξεισ κατά τθ διαδικαςία παραςκευισ τουσ. Το ωάςμα του οξειδίου του 

γραωενίου (Gr-COOH, ωάςμα (β)) παρουςιάηει όλεσ τισ χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ των καρβοξυ- 

εποξυ- και υδροξυ- ομάδων, όπωσ αναωζρκθκε και νωρίτερα για τουσ νανοςωλινεσ άνκρακα. Η 
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ευρεία κορυωι ςτα 3410 cm-1 οωείλεται ςτισ δονιςεισ ζκταςθσ τθσ υδροξυλομάδασ, ενϊ οι 

κορυωζσ ςτα 1710 cm-1 και ςτα 1620 cm-1 αποδίδονται ςτισ δονιςεισ ζκταςθσ του καρβονυλίου 

τθσ καρβοξυλομάδασ. Επιπλζον, θ κορυωι ςτα 1396 cm-1 αποδίδεται ςτισ δονιςεισ 

παραμόρωωςθσ του δεςμοφ οξυγόνου - υδρογόνου, ενϊ θ κορυωι ςτα 1068 cm-1 αποδίδεται 

ςτισ δονιςεισ ζκταςθσ του απλοφ δεςμοφ άνκρακα - οξυγόνου. Πταν το Gr-COOH τροποποιείται 

περαιτζρω ςε Gr-NH εμωανίηονται νζεσ κορυωζσ ςτα 1489 και 1338 cm-1 λόγω των δονιςεων 

κάμψθσ των ομάδων -CH2- και -ΝΗ- αντίςτοιχα. Επίςθσ, οι ςυμμετρικζσ και αςφμμετρεσ δονιςεισ 

των ομάδων -CH2- εμωανίηουν χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ ςτα 2929 και 2869 cm-1 αντίςτοιχα. Οι 

χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ του οξειδίου του γραωενίου εμωανίηονται ςτο ωάςμα υπερφκρου του 

Gr-NH κακϊσ θ εξαμεκυλοδιαμίνθ δεςμεφεται ςτισ εποξυ-ομάδεσ του υλικοφ. Για αυτι τθν 

πρόςδεςθ ςπάνε οριςμζνοι δεςμοί οξυγόνου - άνκρακα, αλλά θ κορυωι ςτα 1068 cm-1 

παραμζνει κακϊσ ο ςυγκεκριμζνοσ δεςμόσ εμωανίηεται ςε όλεσ τισ λειτουργικζσ ομάδεσ του 

οξειδίου του γραωενίου. 

10.1.2 Υαςματοςκοπύα Raman 

Τα ωάςματα Raman των νανοςωλινων άνκρακα παρατίκενται ςτθν εικόνα 64. Οι δφο 

χαρακτθριςτικζσ κορυωζσ που παρουςιάηονται ςε όλα τα ωάςματα ςτα 1350 cm-1 και 1590 cm-1 

αντιςτοιχοφν ςτισ γραωιτικζσ κορυωζσ D και G αντίςτοιχα. Η κορυωι G ςτα 1590 cm-1 οωείλεται 

ςτθν Ε2g κατάςταςθ του γραωιτικοφ πλζγματοσ, λόγω του sp2 υβριδιςμοφ των ατόμων άνκρακα. 

Η κορυωι D ςτα 1350 cm-1 οωείλεται ςτον sp3 υβριδιςμό των ατόμων άνκρακα που μπορεί να 

προζρχεται από τισ ατζλειεσ ςτο δίκτυο των sp2 υβριδιςμζνων ατόμων άνκρακα λόγω τθσ 

χθμικισ τροποποίθςθσ (J  k   č      . 2006). 

 

Εικόνα 64: Φάςματα Raman νανοςωλινων άνκρακα πριν τθν τροποποίθςθ (α) και των αντίςτοιχων 

τροποποιθμζνων παραγϊγων: (β) CNT-COOH, (γ) CNT-NH και (δ) CNT-R. 
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Η ςχετικι ζνταςθ τθσ κορυωισ D προσ τθν κορυωι G (ID/IG) μπορεί να χρθςιμοποιθκεί για 

να δϊςει πλθροωορίεσ για το βακμό τροποποίθςθσ των νανοχλικϊν, ποςοτικοποιϊντασ ςε ζνα 

βακμό τθ διατάραξθ του πλζγματων ατόμων άνκρακα. Το προωίλ των ωαςμάτων Raman των 

νανοςωλινων άνκρακα δεν διαωζρει ςθμαντικά, κάτι το οποίο υποδθλϊνει πωσ οι νανοςωλινεσ 

άνκρακα διατθροφν ανζπαωα τα κφρια δομικά τουσ χαρακτθριςτικά κακόλα τα ςτάδια τθσ 

χθμικισ τροποποίθςθσ. Οι τροποποιθμζνοι νανοςωλινεσ άνκρακα παρουςιάηουν υψθλότερο 

λόγο ID/IG ςε ςχζςθ με τουσ μθ τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα. Συγκεκριμζνα, θ τιμι 

που υπολογίςτθκε για τουσ μθ τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα ιταν 0.84, τιμι θ οποία 

είναι ςτο εφροσ τιμϊν που ζχουν παρατθρθκεί ςτθ βιβλιογραωία για τουσ νανοςωλινεσ άνκρακα 

πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (Antunes et al. 2006, DiLeo et al. 2007). Η παρουςία τθσ κορυωισ D ςτουσ 

μθ τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα οωείλεται ςτισ ατζλειεσ του γραωιτικοφ πλζγματοσ 

και ςε προςμίξεισ κατά τθ διαδικαςία παραςκευισ τουσ, όπωσ αναωζρκθκε και ςτθν 

προθγοφμενθ παράγραωο. Η οξείδωςθ των νανοςωλινων άνκρακα προσ CNT-COOH δθμιουργεί 

ατζλειεσ ςτο πλζγμα των ατόμων άνκρακα, αυξάνωντασ με αυτό τον τρόπο το λόγο ID/IG ςε 1.21. 

Ραρόμοια αφξθςθ ζχει παρατθρθκεί και ςε άλλεσ μελζτεσ κατά τθν οξείδωςθ των νανοςωλινων 

άνκρακα (Tsoufis et al. 2008). Ραρόμοιεσ τιμζσ υπολογίςτθκαν για τα υλικά CNT-NH και CNT-R 

(1.18 και 1.17 αντίςτοιχα), το οποίο υποδθλϊνει πωσ θ περαιτζρω τροποποίθςθ που λαμβάνει 

χϊρα μετά τθν οξείδωςθ δεν δθμιουργεί επιπλζον ατζλειεσ ςτο γραωιτικό πλζγμα, αλλά 

ςυμβαίνει πάνω ςτισ καρβοξυλομάδεσ που ιδθ ςχθματίςτθκαν ςτο πρϊτο ςτάδιο τθσ χθμικισ 

τροποποίθςθσ, όπωσ αναωζρεται ςτθν παράγραωο 7.10.1 και ςτο παράρτθμα ΙΙ. 

 

Εικόνα 65: Φάςματα Raman μθ τροποποιθμζνου γραωίτθ (α) και των αντίςτοιχων τροποποιθμζνων 

παραγϊγων (β) Gr-COOH και (γ) Gr-NH. 

Τα ωάςματα Raman των παραγϊγων του γραωίτθ παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 65. Ππωσ 

και ςτθν περίπτωςθ των νανοςωλινων άνκρακα εμωανίηονται οι δφο κορυωζσ D και G, ανάλογα 

με το πλικοσ των sp3 και sp2 υβριδιςμζνων ατόμων άνκρακα αντίςτοιχα. Ο μθ τροποποιθμζνοσ 
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γραωίτθσ παρουςιάηει πολφ μικρι κορυωι ςτα 1350 cm-1, υποδθλϊνοντασ ζτςι πωσ δεν 

υπάρχουν ουςιαςτικά ατζλειεσ ςτο γραωιτικό πλζγμα, κακϊσ όλα ςχεδόν τα άτομα άνκρακα 

βρίςκονται ςε sp2 υβριδιςμό. Ραρόμοια αποτελζςματα παρατθρικθκαν και με τθ 

ωαςματοςκοπία υπερφκρου. Η οξείδωςθ του γραωίτθ δθμιουργεί ατζλειεσ ςτο πλζγμα, 

διαςπϊντασ τουσ διπλοφσ δεςμοφσ των ατόμων άνκρακα για τθν ειςαγωγι ατόμων οξυγόνου με 

τθ μορωι καρβοξυ-, υδροξυ- και εποξυ- ομάδων. Ζτςι τα άτομα άνκρακα που προςβάλλονται 

μεταπίπτουν ςε sp3 υβριδιςμό και για αυτό παρατθρείται ςθμαντικι αφξθςθ τθσ κορυωισ D. O 

λόγοσ ID/IG για το Gr-COOH υπολογίςτθκε 1.06, όταν για το μθ τροποποιθμζνο γραωίτθ ιταν 

ςχεδόν μθδζν. Η περαιτζρω τροποποίθςθ του υλικοφ Gr-COOH με εξαμεκυλοδιαμίνθ λαμβάνει 

χϊρα ςτισ ιδθ υπάρχουςεσ εποξυ-ομάδεσ τθσ επιωάνειασ του, για αυτό ο λόγοσ ID/IG παραμζνει 

ουςιαςτικά αμετάβλθτοσ για το υλικό Gr-NH (ID/IG = 1.07). 

10.2 Δραςτικότητα υδρολαςϐν παρουςύα νανοώλικϐν 

Η δραςτικότθτα των υδρολαςϊν παρουςία νανοχλικϊν μελετικθκε ςτθν αντίδραςθ 

υδρόλυςθσ του pNPB (1 mM) ςε ρυκμιςτικό διάλυμα ωωςωορικϊν pH 7.5 (50 mM) ςτουσ 30 οC. 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ το ςυγκεκριμζνο υπόςτρωμα αναγνωρίηεται από τισ λιπάςεσ και τισ 

εςτεράςεσ και για αυτό το λόγο επιλζχκθκε για τθν παροφςα μελζτθ. Η δραςτικότθτα των 

υδρολαςϊν μελετικθκε παρουςία 12.5 και 25.0 μg/mL νανοχλικϊν και ςυγκρίκθκε με τθ 

δραςτικότθτα που επιδεικνφουν απουςία των νανοχλικϊν.  

 
Εικόνα 66: Επίδραςθ τθσ παρουςίασ 25 μg/mL νανοχλικϊν ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Η 

ενεργότθτα απουςία νανοχλικϊν αντιςτοιχεί ςτθν τιμι 1.  

Στθν εικόνα 66 παρατίκενται τα αποτελζςματα τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν παρουςία 

25 μg/mL νανοχλικϊν. Είναι προωανζσ ότι θ παρουςία των νανοχλικϊν ζχει ςθμαντικι επίδραςθ 

ςτθ δραςτικότθτα των λιπαςϊν, κάτι το οποίο υποδεικνφει τισ αλλθλεπιδράςεισ που 

αναπτφςςονται μεταξφ ενηφμων και νανοχλικϊν. Οι λιπάςεσ CalA, CalB και Crl ενεργοποιοφνται 
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ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, πζραν των CNT-COOH. Η διαςπορά ενόσ υδρόωοβου υλικοφ ςε 

ζνα υδατικό μζςο αναμζνεται να οδθγιςει ςτθ δθμιουργία μίασ μεςεπιωάνειασ, κάτι το οποίο 

οδθγεί ςτθν ενεργοποίθςθ των λιπαςϊν. Για αυτό το λόγο παρατθρείται αφξθςθ τθσ 

δραςτικότθτασ (ζωσ και 120 %) ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ. Συγκεκριμζνα για τθ λιπάςθ CalB, ςτθν 

οποία παρατθρικθκε θ μεγαλφτερθ ενεργοποίθςθ, ζχει αναωερκεί πωσ θ ακινθτοποίθςθ του 

ςυγκεκριμζνου ενηφμου ςε υδρόωοβεσ επιωάνειεσ μζςω υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων οδθγεί 

ςε ευνοϊκό προςανατολιςμό του μορίου, κακιςτϊντασ το ενεργό κζντρο προςβάςιμο ςτο 

υπόςτρωμα (Chen et al. 2008).  

Στθν περίπτωςθ τθσ λιπάςθσ Gtl δεν παρατθρείται ενεργοποίθςθ παρουςία των 

νανοχλικϊν. Αυτό το γεγονόσ πικανόν να οωείλεται ςτο ότι το ςκεφαςμα τθσ ςυγκεκριμζνθσ 

λιπάςθσ περιζχει πλικοσ άλλων πρωτεϊνϊν λόγω τθσ χαμθλισ του κακαρότθτασ. Ζχει αναωερκεί 

βιβλιογραωικά ότι θ χριςθ τθσ αλβουμίνθσ επιδρά ςτθν ενεργότθτα τθσ ακινθτοποιθμζνθσ 

λιπάςθσ Crl (Shah et al. 2007). Αναμζνεται λοιπόν οι πρωτεΐνεσ που υπάρχουν ςτο διάλυμα και οι 

οποίεσ δεν παρουςιάηουν υδρολυτικι δραςτικότθτα να αλλθλεπιδροφν με τα νανοχλικά, 

ανταγωνιηόμενεσ με τθ Gtl. Για αυτό το λόγο δεν μποροφν να εξαχκοφν αςωαλι ςυμπεράςματα 

για τθ ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ.  

 

Εικόνα 67: Επίδραςθ τθσ παρουςίασ 12.5 μg/mL νανοχλικϊν ςτθν υδρολυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. 

Η ενεργότθτα απουςία νανοχλικϊν αντιςτοιχεί ςτθν τιμι 1. 

Ραρόμοια είναι θ εικόνα όταν χρθςιμοποιικθκαν 12.5 μg/mL νανοχλικϊν (εικόνα 67). Από 

τθ ςφγκριςθ των δφο εικόνων ωαίνεται πωσ θ επίδραςθ των νανοχλικϊν ςτθ δραςτικότθτα είναι 

δοςοεξαρτϊμενθ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι το προωίλ τθσ κάκε λιπάςθσ είναι αρκετά 

διαωορετικό, κάτι το οποίο ςχετίηεται με τα χαρακτθριςτικά του κάκε ενηυμικοφ μορίου. Οι 

δυνάμεισ που ευκφνονται για τθν αλλθλεπίδραςθ μεταξφ ενηφμων - νανοχλικϊν είναι κυρίωσ 
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υδροωοβικισ ωφςεωσ (Gao and Kyratzis 2008, In Het Panhuis et al. 2003, Kim et al. 2005, Shah et 

al. 2007). Οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ αναμζνεται να είναι ιδιαίτερα ιςχυρζσ ςε υδατικά 

μζςα, κακϊσ τα ζνηυμα ςτθν προςπάκεια τουσ να καλφψουν τισ υδρόωοβεσ περιοχζσ που 

εκτίκενται ςτθν επιωάνεια τουσ αλλθλεπιδροφν με τθν υδρόωοβθ επιωάνεια των 

νανοδομθμζνων υλικϊν. Η αλλθλεπίδραςθ αυτι μπορεί να προκαλζςει δομικζσ αλλαγζσ όπωσ 

αναωζρεται ςε επόμενθ ενότθτα (παράγραωοσ 10.4). 

 

Εικόνα 68: Επίδραςθ τθσ παρουςίασ (Α) 12.5 μg/mL και (B) 25.0 μg/mL νανοχλικϊν ςτθν υδρολυτικι 

δραςτικότθτα εςτεραςϊν. Η ενεργότθτα ςυγκρίνεται με τθν ενεργότθτα απουςία νανοχλικϊν. 

Οι εςτεράςεσ παρουςιάηουν διαωορετικό προωίλ ςε ςχζςθ με τισ λιπάςεσ, όπωσ 

παρουςιάηεται ςτθν εικόνα 68. Οι εςτεράςεσ δεν παρουςιάηουν το ωαινόμενο τθσ 

μεςεπιωανειακισ ενεργοποίθςθσ και για αυτό το λόγο δεν παρατθρείται ενεργοποίθςθ τουσ 

παρουςία των υδρόωοβων νανοχλικϊν. Αντίκετα, θ χριςθ νανοχλικϊν ςτο διάλυμα τθσ 

Α 

Β 
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αντίδραςθσ οδθγεί ςε μείωςθ τθσ ενεργότθτασ των εςτεραςϊν. Το ωαινόμενο ωαίνεται να είναι 

δοςοεξαρτϊμενο, όπωσ και ςτθν περίπτωςθ των λιπαςϊν, κακϊσ αφξθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των 

νανοχλικϊν προςωζρει μεγαλφτερθ διακζςιμθ επιωάνεια ςτα ζνηυμα για αλλθλεπίδραςθ, 

οδθγϊντασ ςε εκτεταμζνεσ αλλθλεπιδράςεισ που οδθγοφν ςε ςθμαντικότερθ επίδραςθ ςτθ 

δραςτικότθτα. 

Είναι ςθμαντικό να ςθμειωκεί πωσ θ χθμεία τθσ επιωάνειασ των νανοχλικϊν είναι ζνασ 

ςθμαντικόσ παράγοντασ που επθρεάηει τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων. Η προςκικθ 

τθσ εξαμεκυλοδιαμίνθσ ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν αυξάνει τθν υδροωοβικότθτά τουσ. Η 

ςυγκεκριμζνθ αφξθςθ τθσ υδροωοβικότθτασ είναι ευνοϊκι ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, ενϊ 

μπορεί να ςχετίηεται με τθν καλφτερθ κατανομι του υδρόωοβου pNPB ςτο μικροπεριβάλλον των 

υδρολαςϊν. Σθμαντικότερθ είναι θ διατιρθςθ τθσ δραςτικότθτασ που παρατθρείται ςτθν 

περίπτωςθ τθσ εςτεράςθσ Bs2. Ενϊ θ εςτεράςθ ςχεδόν απενεργοποιείται πλιρωσ παρουςία Gr-

COOH, εμωανίηει πάνω από 80 % τθσ αρχικισ δραςτικότθτασ παρουςία του Gr-NH. Δεν πρζπει να 

παραλθωκεί το γεγονόσ ότι οι καρβοξυλομάδεσ μποροφν να αναγνωριςτοφν από το ενεργό 

κζντρο των ενηφμων. Η μείωςθ ςτθ δραςτικότθτα των υδρολαςϊν όταν χρθςιμοποιοφνται 

νανοχλικά που παρουςιάηουν καρβοξυλομάδεσ ςτθν επιωάνεια τουσ είναι πικανό να οωείλεται 

ςτθν πρόςδεςθ των καρβοξυλομάδων ςτο ενεργό κζντρο και να δρουν ωσ αναςτολείσ, 

παρεμποδίηοντασ τθν πρόςδεςθ του pNPB. Στθν περίπτωςθ τθσ Bs2, όταν τo Gr-COOH 

αωαιρζκθκε από το διάλυμα με ωυγοκζντρθςθ, θ εςτεράςθ ανζκτθςε το μεγαλφτερο ποςοςτό 

τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ (90 %). Το γεγονόσ αυτό υποδεικνφει πωσ θ απενεργοποίθςθ (είτε 

λόγω αναςτολισ, είτε λόγω δομικϊν αλλαγϊν) μπορεί να είναι αναςτρζψιμθ. 

10.3 ταθερότητα υδρολαςϐν παρουςύα νανοώλικϐν 

Η ςτακερότθτα των υδρολαςϊν μελετικθκε παρουςία 25 μg/mL τροποποιθμζνων 

νανοχλικϊν ςτουσ 60 οC. Τα ζνηυμα επωάςτθκαν για προκακοριςμζνο χρονικό διάςτθμα, 

ανάλογα με τθν εγγενι ςτακερότθτα τουσ και ζπειτα θ εναπομείνουςα δραςτικότθτα 

υπολογίςτθκε παρακολουκϊντασ τθν υδρόλυςθ του pNPB ςτουσ 30 οC.  

Τα διαγράμματα απενεργοποίθςθσ που προζκυψαν από τθ ςυγκεκριμζνθ μελζτθ για τισ 

λιπάςεσ παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 69. Είναι προωανζσ ότι θ παρουςία των νανοχλικϊν 

επθρεάηει τθ ςτακερότθτα των λιπαςϊν. Η επίδραςθ αυτι ωαίνεται να εξαρτάται από τθ ωφςθ 

του ενηφμου, τθ γεωμετρία των υλικϊν και τισ λειτουργικζσ ομάδεσ που παρουςιάηουν ςτθν 

επιωάνεια τουσ. Η παρουςία των νανοχλικϊν οδθγεί ςε ςτακεροποίθςθ των λιπαςϊν CalA και 

CalB, ενϊ οι Crl και Gtl απενεργοποιοφνται ταχφτερα παρουςία αυτϊν των υλικϊν. Η λιπάςθ 

CalA, θ οποία ζχει αναωερκεί πωσ είναι ιδιαίτερα κερμοςτακερι (Kirk and Christensen 2002), 

παρουςιάηει ενεργοποίθςθ φςτερα από επϊαςθ ςε 60 οC παρουςία νανοςωλινων άνκρακα, ενϊ 

θ χθμικι τροποποίθςθ τουσ δε ωαίνεται να επθρεάηει τθ ςτακερότθτά τθσ. Ραρόμοια 

ςτακεροποιθτικι επίδραςθ των νανοςωλινων άνκρακα παρατθρείται και για τθ λιπάςθ Crl 

μεταξφ των δφο τφπων νανοχλικϊν που χρθςιμοποιικθκαν. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ 
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διαωορά μεταξφ των νανοςωλινων άνκρακα και του γραωίτθ ζγκειται ςτθ γεωμετρία των 

υλικϊν, αωοφ ο γραωίτθσ είναι ζνα επίπεδο ωυλλόμορωο υλικό, ενϊ οι νανοςωλινεσ 

παρουςιάηουν καμπυλότθτα ανάλογθ με τθ διάμετρο τουσ. Ζχει αναωερκεί πωσ όταν θ 

καμπυλότθτα του υλικοφ είναι μικρι, μεγαλφτερθ επιωάνεια του βρίςκεται ςτο περιβάλλον του 

ενηφμου, οδθγϊντασ ςε ιςχυρότερεσ αλλθλεπιδράςεισ και ςθμαντικότερεσ αλλαγζσ ςτθ δομι των 

ενηφμων (Mu et al. 2008). Η επίπεδθ επιωάνεια των υλικϊν του γραωίτθ είναι πιο προςβάςιμθ ςε 

μία πρωτεΐνθ ςε ςχζςθ με τθν επιωάνεια των νανοςωλινων άνκρακα, κάτι που πικανόν να 

οδθγεί ςε μεγαλφτερεσ αλλαγζσ ςτθ δομι και ςτθ χαμθλότερθ ςτακερότθτα που παρατθρικθκε. 

Ραρόμοια αποτελζςματα ζχουν αναωερκεί για τθν ακινθτοποίθςθ πρωτεϊνϊν ςε νανοςωματίδια 

πυριτίου (Lundqvist et al. 2004, Shang et al. 2007). 

 

Εικόνα 69: Διαγράμματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ λιπαςϊν ςτουσ 60 
ο
C παρουςία 25 μg/mL 

νανοχλικϊν. (Α) CalA, (B) CalB, (Γ) Crl, (Δ) Gtl (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Πςον αωορά τθ χθμεία τθσ επιωάνειασ των υλικϊν, ςτθν εικόνα 69 ωαίνεται πωσ θ 

τροποποίθςθ των υλικϊν με τθ χριςθ διαμίνθσ παρουςιάηει κετικι επίδραςθ ςτθ ςτακερότθτα 

των λιπαςϊν CalB και Gtl, ενϊ δε ωαίνεται να επιδρά ςτισ λιπάςεσ CalA και Crl. Η χθμικι αυτι 

τροποποίθςθ αυξάνει τθν υδροωοβικότθτα του υλικοφ κακϊσ προςτίκεται μία ακόρεςτθ 

αλκυλικι αλυςίδα ςτθ κζςθ των καρβοξυ- και εποξυ- ομάδων οι οποίεσ παρείχαν ζναν 

περιςςότερο υδρόωιλο χαρακτιρα ςτα νανοχλικά. Επιπλζον, μπορεί να επθρεάςει το ωορτίο τθσ 

Β Α 

Δ Γ 
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επιωάνειασ των νανοχλικϊν με άμεςθ ςυνζπεια ςτισ θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ που 

αναπτφςςονται με τθν πρωτεΐνθ. Τα πειραματικά δεδομζνα όμωσ δεν μποροφν να ςυςχετιςτοφν 

με τα χαρακτθριςτικά των πρωτεϊνϊν (υδροωοβικότθτα ι ιςοθλεκτρικό ςθμείο) που 

παρατίκενται ςτον πίνακα 30. Φαίνεται όμωσ, όπωσ και ςτθ δραςτικότθτα, θ υδροωοβικότθτα 

των νανοχλικϊν να παίηει ζνα ςθμαντικό ρόλο και να βελτιϊνει τθν καταλυτικι ςυμπεριωορά 

των ενηφμων.  

 

Εικόνα 70: Διαγράμματα κερμικισ απενεργοποίθςθσ εςτεραςϊν ςτουσ 60 
ο
C παρουςία 25 μg/mL 

νανοχλικϊν. (Α) Bs2, (B) PestE, (Γ) Pfe I (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Στθν εικόνα 70 παρουςιάηονται τα πειραματικά αποτελζςματα τθσ ςτακερότθτασ των 

εςτεραςϊν ςτισ ίδιεσ ςυνκικεσ ςτισ οποίεσ μελετικθκαν και οι λιπάςεσ. Για τθν εςτεράςθ Bs2 

δεν μελετικθκαν τα οξειδωμζνα νανοχλικά (CNT-COOH και Gr-COOH), κακϊσ παρουςία των 

ςυγκεκριμζνων υλικϊν επιδείκνυε πολφ χαμθλι δραςτικότθτα ϊςτε να μετρθκεί θ ςτακερότθτα 

τθσ. Φαίνεται πωσ τα νανοχλικά οδθγοφν ςε αποςτακεροποίθςθ των εςτεραςϊν. Συγκεκριμζνα, 

θ εςτεράςθ Bs2 απενεργοποιείται ταχφτατα παρουςία νανουλικϊν, ενϊ θ Pfe I παρουςιάηει 

ςθμαντικά χαμθλότερθ ςτακερότθτα παρουςία των νανοχλικϊν, εκτόσ του Gr-NH. H εςτεράςθ 

PestE δεν επθρεάηεται ςθμαντικά από τθν παρουςία των νανοχλικϊν, εκτόσ από τθν περίπτωςθ 

του CNT-NH, το οποίο ωαίνεται να αποςτακεροποιεί ςθμαντικά το ζνηυμο. Η επίδραςθ τθσ 

Α 

Β Γ 
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παρουςίασ των νανοχλικϊν ςτθν ενηυμικι δραςτικότθτα εξαρτάται από τθ ωφςθ του ενηφμου. 

Ππωσ και ςτθν περίπτωςθ των λιπαςϊν, τα πειραματικά αποτελζςματα δεν μπόρεςαν να 

ςυςχετιςκοφν με κάποιο χαρακτθριςτικό τθσ δομισ των εςτεραςϊν, αποτρζποντασ τθν εξαγωγι 

γενικευμζνων ςυμπεραςμάτων. 

10.4 Μελϋτη τησ δομόσ των υδρολαςϐν παρουςύα νανοώλικϐν 

10.4.1 Υαςματοςκοπύα φθοριςμού 

Η ωαςματοςκοπία ωκοριςμοφ είναι κατάλλθλθ τεχνικι για τθ μελζτθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ 

των ενηφμων με τα νανοχλικά κακϊσ θ διζγερςθ των μορίων διαρκεί μόλισ οριςμζνα 

νανοδευτερόλεπτα, βρίςκεται δθλαδι ςτθν ίδια κλίμακα χρόνου με αρκετζσ μοριακζσ διεργαςίεσ 

όπωσ είναι θ αλλθλεπίδραςθ μορίων και οι δομικζσ αλλαγζσ των πρωτεϊνϊν (Gratton et al. 1984). 

Στθν παροφςα εργαςία μελετικθκε ο ωκοριςμόσ των υδρολαςϊν παρουςία νανοχλικϊν ςε 

ςυγκζντρωςθ 5 ζωσ 25 μg/mL. Θα πρζπει να αναωερκεί πωσ θ εςτεράςθ PestE και θ λιπάςθ Gtl 

δεν μελετικθκαν, λόγω τθσ μειωμζνθσ κακαρότθτάσ τουσ. 

 

Εικόνα 71: Σχετικι ζνταςθ ωκοριςμοφ τθσ λιπάςθσ CalA με ςταδιακι προςκικθ CNT-COOH. 

 Σε όλεσ τισ περιπτϊςεισ παρατθρικθκε μείωςθ του εγγενοφσ ωκοριςμοφ των υδρολαςϊν 

παρουςία νανοχλικϊν, ενϊ δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι μετατόπιςθ του λmax. Ενδεικτικά, ςτθν 

εικόνα 71 παρουςιάηεται θ απόςβεςθ ωκοριςμοφ τθσ CalA που οωείλεται ςτθ παρουςία CNT-

COOH. Πλα τα υλικά που χρθςιμοποιικθκαν οδθγοφν ςε απόςβεςθ ωκοριςμοφ, όπωσ ωαίνεται 

ςτθν εικόνα 72, παρουςιάηοντασ όμωσ διαωορετικό βακμό απόςβεςθσ. Η απόςβεςθ του 

ωκοριςμοφ παρουςία νανοςωλινων άνκρακα ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία (Mu et al. 2008) 

και ςχετίηεται με τισ μοριακζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των νανοχλικϊν και των πρωτεϊνϊν. 



Αλληλεπίδραςη υδρολαςών με νανοδομημένα υλικά 

168 

 

Εικόνα 72: Σχετικι ζνταςθ ωκοριςμοφ τθσ λιπάςθσ CalΒ παρουςία 25 μg/mLνανοχλικϊν. 

Η επίδραςθ του τφπου του νανοχλικοφ και τθσ ςυγκζντρωςθσ του ςτο ωάςμα ωκοριςμοφ 

περιγράωεται από τα διαγράμματα Stern – Volmer (εικόνα 73). Ππωσ ωαίνεται, θ χριςθ 

τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα οδθγεί ςε μεγαλφτερθ απόςβεςθ ωκοριςμοφ ςε ςχζςθ 

με τα νανοχλικά που προζρχονται από γραωίτθ, ενϊ θ μεγαλφτερθ απόςβεςθ και για τα δφο 

ζνηυμα παρατθρικθκε παρουςία των CNT-COOH. 

 

Εικόνα 73: Διάγραμμα Stern – Volmer των λιπαςϊν (A) CalA και (Β) CalB φςτερα από διζγερςθ ςτα 295 nm. 

Είναι προωανζσ από τθν εικόνα 73 πωσ το ωαινόμενο τθσ απόςβεςθσ ωκοριςμοφ είναι 

δοςοεξαρτϊμενο. Τα πειραματικά αποτελζςματα δεν ακολουκοφν τθ γραμμικι εξίςωςθ Stern – 

Volmer (εξίςωςθ 4) και ςυνεπϊσ δεν μπορεί να υπολογιςτεί θ ςτακερά KSV. Η εξίςωςθ Stern – 

Volmer ιςχφει με τθν παραδοχι ότι οι ωκορίηουςεσ ουςίεσ είναι ανεξάρτθτεσ και ςυνειςωζρουν 

ιςόποςα (Mu et al. 2008). Κάτι τζτοιο όμωσ δεν ιςχφει για τισ πρωτεΐνεσ, κακϊσ τα αρωματικά 

A B 
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αμινοξζα μπορεί να είναι καμμζνα μζςα ςτθν πρωτεΐνθ είτε εκτεκειμζνα ςτον διαλφτθ. Το 

διαωορετικό αυτό μικροπεριβάλλον επθρεάηει το ωκοριςμό τουσ και ςυνεπϊσ δε ςυνειςωζρουν 

με τον ίδιο τρόπο. Ο Lehrer τροποποίθςε τθν εξίςωςθ Stern – Volmer ειςάγοντασ τθν παράμετρο 

fa που περιγράωει το κλάςμα των προςβάςιμων ωκορίηουςων ουςιϊν (Lehrer 1971). Κακϊσ δεν 

είναι γνωςτι αυτι θ παράμετροσ για τα ζνηυμα που μελετικθκαν ςτθν παροφςα εργαςία, 

ςυγκρίκθκαν οι λόγοι Fo/F για τθν υψθλότερθ ςυγκζντρωςθ νανοχλικϊν που χρθςιμοποιικθκε. 

Από τον πίνακα 31 ωαίνεται πωσ δεν υπάρχει ουςιαςτικι διαωοροποίθςθ των 

αποτελεςμάτων μελετϊντασ το ωκοριςμό των πρωτεϊνϊν φςτερα από διζγερςθ ςτα 280 nm ι 

ςτα 295 nm. Το αποτζλεςμα αυτό είναι αναμενόμενο κακϊσ ςτα 280 nm μπορεί να διεγείρονται 

όλα τα αρωματικά αμινοξζα, όμωσ ο ωκοριςμόσ τθσ κρυπτοωάνθσ είναι ςθμαντικά πιο ιςχυρόσ 

από το ωκοριςμό τθσ τυροςίνθσ και τθσ ωαινυλαλανίνθσ (Eftink 1998). Ζτςι, ακόμα και με 

διζγερςθ ςτα 280 nm θ κρυπτοωάνθ παρουςιάηει τθ ςθμαντικότερθ ςυνειςωορά ςτο ωάςμα 

ωκοριςμοφ. Για αυτό το λόγο εωεξισ κα παρουςιαςτοφν μόνο τα αποτελζςματα τθσ διζγερςθσ 

ςτα 295 nm, αωοφ δεν παρατθρικθκε κάποια διαωοροποίθςθ με τα αποτελζςματα φςτερα από 

διζγερςθ ςτα 280 nm. 

Πίνακασ 31: Λόγοσ Fo/F υδρολαςϊν παρουςία 25 μg/mL νανοχλικϊν (Τυπικι απόκλιςθ < 10 %). 

Διζγερςθ (nm) Νανοχλικό CalA CalB Crl Bs2 Pfe I 

295 nm CNT-COOH 4.4 5.9 5.1 4.0 4.5 

 CNT-NH 2.6 2.3 2.1 3.3 1.9 

 Gr-COOH 1.4 1.5 1.6 6.1 3.7 

 Gr-NH 1.3 1.3 1.2 1.2 1.1 

280 nm CNT-COOH 4.8 5.7 5.2 4.3 4.7 

 CNT-NH 2.6 2.3 2.1 3.0 2.6 

 Gr-COOH 1.4 1.5 1.6 5.8 3.9 

 Gr-NH 1.5 1.7 1.6 1.1 1.1 

Ππωσ ωαίνεται από τον πίνακα 31, θ απόςβεςθ ωκοριςμοφ ςε όλεσ τισ υδρολάςεσ που 

μελετικθκαν είναι μεγαλφτερθ για τουσ τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα ςε ςχζςθ με τα 

αντίςτοιχα παράγωγα του γραωίτθ. Το γεγονόσ αυτό υποδεικφει τθν ιςχυρότερθ αλλθλεπίδραςθ 

των υδρολαςϊν με τα ςυγκεκριμζνα υλικά. Επιπλζον, θ χθμικι τροποποίθςθ των νανοχλικϊν 

επθρεάηει τθν αλλθλεπίδραςθ. Η τροποποίθςθ με αμινομάδεσ μειϊνει τισ αλλθλεπιδράςεισ του 

υλικοφ με το ζνηυμο, οδθγϊντασ ςε χαμθλότερουσ λόγουσ Fo/F. Η ςθμαντικότερθ απόςβεςθ 

ωκοριςμοφ παρατθρικθκε με τουσ CNT-COOH ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ, κάτι το οποίο 

ςυμωωνεί με τθ βιβλιογραωία (Mu et al. 2008).  

Συνδυάηοντασ τα αποτελζςματα τθσ ενεργότθτασ των υδρολαςϊν (παράγραωοσ 10.2) με 

τα πειραματικά δεδομζνα του ωκοριςμοφ, ωαίνεται πωσ οι ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ 
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ενηφμων και νανοχλικϊν (Fo/F > 3) οδθγοφν ςε διατάραξθ τθσ πρωτεϊνικισ δομισ και ςυνεπϊσ ςε 

μείωςθ τθσ καταλυτικισ δραςτικότθτάσ τουσ. Η μθ γραμμικότθτα των πειραματικϊν δεδομζνων 

ςτο διάγραμμα Stern – Volmer υποδθλϊνει πωσ θ διευκζτθςθ των αρωματικϊν αμινοξζων ςτο 

χϊρο επθρεάηεται παρουςία των ςυγκεκριμζνων νανοχλικϊν, είτε μζςω δομικϊν αλλαγϊν 

(Lakowicz 2006) είτε με το ςχθματιςμό ςυμπλόκων (Eftink and Ghiron 1981), κάτι το οποίο είναι 

περιςςότερο εμωανζσ όταν αναπτφςςονται ιςχυρότερεσ αλλθλεπιδράςεισ (π.χ. CNT-COOH). Σε 

αυτζσ τισ περιπτϊςεισ θ υδρολυτικι δραςτικότθτα των υδρολαςϊν είναι χαμθλότερθ. Για 

παράδειγμα, οι νανοςωλινεσ CNT-COOH είναι το μόνο υλικό ςτο οποίο οι λιπάςεσ δεν 

παρουςίαςαν ενεργοποίθςθ, κάτι το οποίο πικανόν να οωείλεται ςτθν ιςχυρι αλλθλεπίδραςθ 

που αναπτφςεται μεταξφ των λιπαςϊν και του ςυγκεκριμζνου νανοχλικοφ. Στθν περίπτωςθ τθσ 

Bs2, θ μεγαλφτερθ απόςβεςθ παρατθρείται με το Gr-COOH, υλικό το οποίο οδιγθςε ςτθ πλιρθ 

απενεργοποίθςθ του ενηφμου. 

Για να μελετθκεί περαιτζρω θ αλλθλεπίδραςθ μεταξφ νανοχλικϊν και ενηφμων, 

καταγράωθκαν τα ωάςματα ωκοριςμοφ υδρολαςϊν φςτερα από επϊαςθ ςτουσ 60 οC παρουςία 

25 μg/mL νανοχλικϊν. Τα αποτελζςματα παρατίκενται ςτον πίνακα 32. 

Πίνακασ 32: Σχετικι ζνταςθ ωκοριςμοφ (ωσ προσ τον αρχικό χρόνο) των υδρολαςϊν φςτερα από επϊαςθ 

ςτουσ 60 
o
C παρουςία 25 μg/mL νανοχλικϊν (Τυπικι απόκλιςθ < 8 %). 

Ένηυμο CalA CalB Crl Bs2 Pfe I 

Χρόνοσ επώαςθσ 48 h 3 h 2 h 1 h 2 h 

Υδατικό δ/μα 0.89 0.41 0.95 1.26 0.83 

CNT-COOH 0.90 0.57 0.83 Δ.Μ.25 1.34 

CNT-NH 0.89 0.58 0.84 0.49 0.82 

Gr-COOH 0.91 0.38 0.90  Δ.Μ.25 1.02 

Gr-NH 0.90 0.55 0.91 1.10 1.09 

Υπάρχει καλι ςυςχζτιςθ των δεδομζνων του πίνακα 32 με τα αποτελζςματα τθσ 

ςτακερότθτασ των υδρολαςϊν παρουςία νανοχλικϊν (παράγραωοσ 10.3). Η ζνταςθ ωκοριςμοφ 

μαηί με τθ μετατόπιςθ του λmax προσ μεγαλφτερα μικθ κφματοσ είναι ενδεικτικι για τθν 

αδρανοποίθςθ των πρωτεϊνϊν (Monsellier and Bedouelle 2005). Συγκεκριμζνα, θ μείωςθ τθσ 

ζνταςθσ ωκοριςμοφ παρουςία των νανοχλικϊν ζχει ςυςχετιςκεί με τθν απϊλεια τθσ δομισ των 

πρωτεϊνϊν, κακϊσ τα αρωματικά αμινοξζα που βρίςκονται ςτο εςωτερικό του μορίου, τα οποία 

ςυνειςωζρουν ςε ζνα βακμό ςτο ωκοριςμό τθσ πρωτεΐνθσ, εκτίκονται ςτθν επιωάνεια και 

αλλθλεπιδροφν με τα νανοχλικά, οπότε και παρατθρείται απόςβεςθ του ωκοριςμοφ τουσ (Mu et 

al. 2008). Η μείωςθ τθσ ζνταςθσ ωκοριςμοφ ςτισ λιπάςεσ μπορεί να οωείλεται και ςτθν τάςθ που 

                                                           
25

 Δεν μελετικθκε κακϊσ θ δραςτικότθτα τθσ Bs2 είναι πολφ χαμθλι παρουςία αυτϊν των νανοχλικϊν και 
δεν είχε μελετθκεί οφτε θ ςτακερότθτα τθσ. 
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ζχουν να δθμιουργοφν ςυςςωματϊματα, μειϊνοντασ τθ ςυνολικά εκτεκιμζνθ επιωάνεια τουσ 

(Liou et al. 1998, Schmid and Verger 1998, Twu et al. 1984). Αν θ πρωτεΐνθ όμωσ αποδιαταχκεί 

χωρίσ αλλθλεπιδράςεισ με τα νανοχλικά και δθμιουργία ςυςωμματωμάτων μπορεί να οδθγιςει 

ςε αφξθςθ τθσ ζνταςθσ (Zhuang et al. 2000). 

Στθν περίπτωςθ τθσ CalA δεν παρατθροφνται ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθν ζνταςθ του 

ωκοριςμοφ παρουςία νανοχλικϊν, ενϊ θ λιπάςθ ςτακεροποιείται παρουςία των νανοχλικϊν. 

Αντίςτοιχα, για τθ λιπάςθ CalB θ μεγαλφτερθ μείωςθ ςτθν ζνταςθ ωκοριςμοφ παρατθρικθκε ςτο 

υδατικό διάλυμα και παρουςία Gr-COOH, διαλφματα ςτα οποία παρουςίαςε τθ χαμθλότερθ 

ςτακερότθτα. Συςχζτιςθ με τα πειραματικά αποτελζςματα τθσ ςτακερότθτασ βρζκθκε και για τθ 

λιπάςθ Crl. Η ςχετικι ζνταςθ ωκοριςμοφ παρουςία νανοχλικϊν είναι χαμθλότερθ από ςε 

υδατικό διάλυμα, κάτι που υποδθλϊνει τθν αποςτακεροποίθςθ του ενηφμου παρουςία των 

νανοχλικϊν και το οποίο επιβεβαιϊνεται από τα αποτελζςματα ςτακερότθτασ. 

Στθν περίπτωςθ των εςτεραςϊν τα αποτελζςματα δεν καταδυκνείουν ςυςχζτιςθ των 

ωαςματοςκοπικϊν χαρακτθριςτικϊν με τθν επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα. Η εςτεράςθ Bs2 

απενεργοποιείται ταχφτατα παρουςία των νανοχλικϊν, το οποίο όμωσ δεν μπορεί να 

ςυςχετιςκεί με τθ μείωςθ τθσ ζνταςθσ ωκοριςμοφ, όπωσ ςυμβαίνει για τισ λιπάςεσ, αωοφ θ 

ζνταςθ του ωκοριςμοφ είναι πάνω από 50 % τθσ αρχικισ τιμισ. Σθμαντικό είναι να ςθμειωκεί 

πωσ για τισ εςτεράςεσ ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ παρατθρείται αφξθςθ τθσ ζνταςθσ ωκοριςμοφ, 

κάτι το οποίο δεν παρατθρείται ςτισ λιπάςεσ. Η εγγενισ τάςθ των λιπαςϊν να δθμιουργοφν 

ςυςςωματϊματα (Liou et al. 1998, Schmid and Verger 1998, Twu et al. 1984) ι να εντοπίηονται ςε 

μεςεπιωάνειεσ (Stamatis et al. 1993) πικανόν οδθγεί ςε μείωςθ τθσ ζνταςθσ ωκοριςμοφ. Οι 

εςτεράςεσ δεν παρουςιάηουν τζτοια ςυμπεριωορά και για αυτό διαωζρουν τα αποτελζςματα τθσ 

μελζτθσ των ωαςμάτων ωκοριςμοφ τουσ. Ζτςι, θ διαωορετικι καταλυτικι δραςτικότθτα των 

λιπαςϊν και των εςτεραςϊν μπορεί να οδθγιςει ςε διαωορετικοφ τφπου αλλθλεπιδράςεισ με τα 

νανοχλικά, και να επθρεάςει τα ωάςματα ωκοριςμοφ. Η διαωοροποιιςθ αυτι κα μποροφςε να 

ςυςχετιςκεί με τθν υδροωοβικότθτα των ενηφμων. Η λιπάςθ CalB και θ εςτεράςθ Pfe I που είναι 

υδρόωοβεσ, ςφμωωνα με τα δεδομζνα του πίνακα 30, παρουςιάηουν μεγαλφτερθ ςχετικι ζνταςθ 

ωκοριςμοφ φςτερα από επϊαςθ παρουςία νανοχλικϊν, ενϊ οι περιςςότερο υδρόωιλεσ Bs2 και 

Crl παρουςιάηουν μείωςθ. 

10.4.2 Υαςματοςκοπύα κυκλικού διχρωιςμού 

Τα δεδομζνα τθσ ωαςματοςκοπίασ ωκοριςμοφ υποδθλϊνουν ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ 

των νανοχλικϊν και πικανζσ δομικζσ αλλαγζσ, όπωσ αναωζρκθκε ςτθν προθγοφμενθ 

παράγραωο. Οι δομικζσ αλλαγζσ αυτζσ μελετικθκαν περαιτζρω με τθ ωαςματοςκοπία κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ για τισ υδρολάςεσ CalA, CalB και Bs2. Αν και τα νανοχλικά δεν παρουςιάηουν κυκλικό 

διχρωιςμό, χρθςιμοποιικθκαν χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ από ότι ςτα υπόλοιπα πειράματα 

(ζωσ 10 μg/mL), ζτςι ϊςτε να μειωκεί θ πικανότθτα εμωάνιςθσ οπτικϊν ωαινομζνων που κα 

οδθγιςει ςε αφξθςθ του κορφβου ςτο ωάςμα και κα αποτρζψει τθ μελζτθ παρουςία των 
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νανοχλικϊν. Για τον ίδιο λόγο δεν μελετικθκε ο κυκλικόσ διχρωιςμόσ κάτω από τα 200 nm, αν 

και περιζχει πολλζσ πλθροωορίεσ για τθ δομι των πρωτεϊνϊν.  

Στθν εικόνα 74 παρατίκενται ενδεικτικά τα ωάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ τθσ λιπάςθσ 

CalA παρουςία 5 μg/mL νανοχλικϊν. Ραρατθροφνται διαωοροποιιςεισ των ωαςμάτων κυκλικοφ 

διχρωιςμοφ παρουςία νανοχλικϊν, οι οποίεσ είναι ενδεικτικζσ των δομικϊν αλλαγϊν που 

ςυμβαίνουν και ςυμωωνοφν με τα αποτελζςματα τθσ ωκοριςμομετρίασ. Ππωσ και ςτθν 

περίπτωςθ των μικρογαλακτωμάτων (παράγραωοσ 8.5.1), όλοι οι αλγόρικμοι που 

περιλαμβάνονται ςτο λογιςμικό DichroProt δοκιμάςτθκαν και επιλζχκθκε το νευρωνικό δίκτυο 

K2D (Andrade et al. 1993) για τθν επεξεργαςία των ωαςμάτων, κακϊσ τα αποτελζςματα που 

εξάγει για το ωάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ των ςυγκεκριμζνων πρωτεϊνϊν ςε υδατικό διάλυμα 

ταιριάηουν με τα κρυςταλλογραωικά δεδομζνα. 

 
Εικόνα 74: Φάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο πζραν υπεριϊδεσ τθσ λιπάςθσ CalA ( 5 μg/mL) ςε υδατικό 

διάλυμα και παρουςία νανοχλικϊν (5 μg/mL) . 

Στον πίνακα 33 παρουςιάηονται τα αποτελζςματα φςτερα από ανάλυςθ των ωαςμάτων 

κυκλικοφ διχρωιςμοφ ςτο πζραν υπεριϊδεσ των λιπαςϊν CalA και CalB και τθσ εςτεράςθσ Bs2. 

Ραρουςία των νανοχλικϊν παρατθρείται μείωςθ τθσ α-ζλικασ με αντίςτοιχθ αφξθςθ των β-

πτυχωτϊν επιωανείων. Σε καμία περίπτωςθ δεν παρατθρείται αφξθςθ του τυχαίου ςπειράματοσ. 

Η αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν για τισ λιπάςεσ μπορεί να ςυςχετιςκεί με τθ δθμιουργία 

μίασ περιςςότερο ςυμπαγοφσ δομισ θ οποία οδθγεί ςε ςτακεροποίθςθ, όπωσ αναωζρκθκε και 

για τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό και τα οργανοπθκτϊματα 

(παράγραωοι 8.5.2 και 9.4 αντίςτοιχα). Επιπλζον, θ αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν μπορεί 

να αποδωκεί ςτισ υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ των μορίων του ενηφμου και των 
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νανοχλικϊν (Gao and Kyratzis 2008, In Het Panhuis et al. 2003, Kim et al. 2005, Shah et al. 2007). 

Τα ζνηυμα για να καλφψουν τισ υδρόωοβεσ περιοχζσ τθσ επιωάνειασ τουσ ςε ζνα υδρόωιλο μζςο 

δθμιουργοφν ςυςςωματϊματα πρωτεϊνϊν μζςω υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων οι οποίεσ 

επάγουν τθ δθμιουργία διαμοριακϊν β-πτυχωτϊν επιωανειϊν (Mukherjee et al. 2007). 

Αντίςτοιχα, ςτθν προςπάκεια τουσ να αυξιςουν τθν επιωάνεια αλλθλεπίδραςθσ με τα υδρόωοβα 

νανοχλικά δθμιουργοφν παρόμοιεσ β-πτυχϊςεισ για να αυξιςουν τισ υδρόωοβεσ 

αλλθλεπιδράςεισ. Η εςτεράςθ Bs2 ςχθματίηει εκτεταμζνεσ β-πτυχωτζσ επιωάνειεσ παρουςία των 

νανοχλικϊν, με ταυτόχρονθ αποδιάταξθ τθσ α-ζλικασ. Η περιεκτικότθτα τθσ πρωτεΐνθσ ςε α-

ζλικα ςυςχετίηεται με τθ δραςτικότθτα του ενηφμου ςε αρκετζσ μελζτεσ (Asuri et al. 2007, Tzialla 

et al. 2010), κάτι το οποίο ςυμωωνεί με τα ευριματα για τθν εςτεράςθ Bs2.  

Πίνακασ 33: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ λιπαςϊν ςε υδατικό διάλυμα και παρουςία 

νανοχλικϊν (5 μg/mL) με χριςθ του αλγορίκμου K2D.  

Ένηυμο Σφςτθμα α-ζλικα β-πτυχώςεισ Άλλεσ δομζσ 

CalA  

(4 μg/mL) 

Υδατικό δ/μα 27 21 52 

CNT-COOH 22 26 52 

CNT-NH 11 41 48 

Gr-COOH 15 34 51 

Gr-NH 26 20 54 

CalB 

(5 μg/mL) 

Υδατικό δ/μα 31 14 55 

CNT-COOH 28 19 53 

CNT-NH 31 11 58 

Gr-COOH 14 38 48 

Gr-NH 29 19 52 

Bs2 

(10 μg/mL) 

Υδατικό δ/μα 21 27 52 

CNT-COOH 8 44 48 

CNT-NH 9 43 48 

Gr-COOH 12 38 50 

Gr-NH 9 43 48 

Στθν εικόνα 75 παρουςιάηεται θ επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νανοχλικϊν ςτθν 

περιεκτικότθτα ςε α-ζλικα των υδρολαςϊν. Φαίνεται πωσ ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ το 

ωαινόμενο είναι δοςοεξαρτϊμενο. Η μείωςθ τθσ α-ζλικασ εξαρτάται από τθ ςυγκζντρωςθ των 

νανοχλικϊν ςτο διάλυμα και παρατθρείται ιδθ από χαμθλζσ ςυγκεντρϊςεισ νανοχλικϊν (2.5 

μg/mL). Επίςθσ, θ παρουςία του Gr-NH δε ωαίνεται να επθρεάηει ςθμαντικά τθ δομι των 

λιπαςϊν, κάτι το οποίο ςχετίηεται με τθν αςκενι αλλθλεπίδραςθ του ςυγκεκριμζνου υλικοφ με 
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τισ λιπάςεσ, ςφμωωνα με τα δεδομζνα τθσ ωαςματοςκοπίασ ωκοριςμοφ (πίνακασ 31). Σθμαντικό 

είναι το γεγονόσ ότι για τθν εςτεράςθ Bs2 παρατθροφνται ςθμαντικζσ αλλαγζσ ςτθ δομι ακόμα 

και με μόλισ 2.5 μg/mL νανοχλικοφ. Η απϊλεια τθσ α-ζλικασ για το ςυγκεκριμζνο ζνηυμο 

ωαίνεται να ςχετίηεται με τθν απϊλεια τθσ δραςτικότθτασ του, όπωσ αναωζρεται ςτθ 

παράγραωο 10.2. Αντίκετα, για τισ λιπάςεσ θ απϊλεια τθσ α-ζλικασ δεν ωαίνεται να ςχετίηεται 

άμεςα με τθ καταλυτικι ςυμπεριωορά του ενηφμου. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ 

αλλθλεπίδραςθ των πρωτεϊνϊν με νανοςωλινεσ άνκρακα μπορεί να επάγει αποδιάταξθ του 

ενηφμου ι εκτεταμζνεσ δομικζσ αλλαγζσ, οι οποίεσ όμωσ εξαρτϊνται ςθμαντικά από τον τφπο του 

ενηφμου που χρθςιμοποιείται (Matsuura et al. 2006). Από τα αποτελζςματα του ςυγκεκριμζνου 

κεωαλαίου, όπωσ και των δομικϊν μελετϊν ςτα κεωάλαια που προθγικθκαν ωαίνεται πωσ οι 

λιπάςεσ παρουςιάηουν περιςςότερεσ από μία ενεργζσ διαμορωϊςεισ, οι οποίεσ μπορεί να 

διαωζρουν αρκετά. Αυτό πικανόν να ςχετίηεται με το γεγονόσ ότι είναι ζνηυμα τα οποία ζχουν 

προςαρμοςτεί να δρουν ςε μεςεπιωάνειεσ, να ζρχονται δθλαδι ςε επαωι με μία υδρόωοβθ 

επιωάνεια, δίχωσ να χάνουν τθν καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα. 

 

Εικόνα 75: Επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των νανοχλικϊν ςτθν περιεκτικότθτα (%) ςε α-ζλικα των 

υδρολαςϊν (Α) Bs2, (B) CalA και (Γ) CalB  

Α 

Γ Β 
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11 Ακινητοπούηςη υδρολαςϐν ςε νανοδομημϋνα υλικϊ 

Τα αποτελζςματα του προθγουμζνου κεωαλαίου ζδειξαν ιςχυρζσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ 

των ενηφμων και των νανοδομθμζνων υλικϊν με βάςθ τον άνκρακα οι οποίεσ επάγουν 

ςθμαντικζσ διαωοροποιιςεισ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων. Η προςρόωθςθ των 

ενηυμικϊν μορίων ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν είναι μία τεχνικι που ζχει χρθςιμοποιθκεί 

ευρζωσ για τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε αυτά τα υλικά ( óm        . 2005, In 

Het Panhuis et al. 2003, Kim et al. 2005, Shah et al. 2007, Shim et al. 2002). Για αυτό το λόγο τα 

αποτελζςματα του προθγοφμενου κεωαλαίου αναμζνεται να ςυνειςωζρουν ςθμαντικά ςτθν 

κατανόθςθ τθσ καταλυτικισ ςυμπεριωοράσ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. 

Στο παρϊν κεωάλαιο μελετάται θ ακινθτοποίθςθ υδρολυτικϊν ενηφμων, όπωσ οι λιπάςεσ 

και οι εςτεράςεσ, ςε τροποποιθμζνα νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα με ωυςικι προςρόωθςθ 

και με ομοιοπολικι πρόςδεςθ. Η ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ βαςίηεται ςτθ διαςφνδεςθ των 

ελεφκερων αμινομάδων τθσ επιωάνειασ των ενηφμων και των νανοχλικϊν με τθ χριςθ ενόσ 

παράγοντα ςφηευξθσ όπωσ θ γλουταραλδεψδθ. Τα παραγόμενα βιοχλικά χαρακτθρίηονται με 

ωαςματοςκοπία XPS και μελετάται θ καταλυτικι τουσ ςυμπεριωορά. Επίςθσ, ςτο ςυγκεκριμζνο 

κεωάλαιο μελετάται θ επίδραςθ τθσ μεκόδου ακινθτοποίθςθσ και των χαρακτθριςτικϊν των 

νανοχλικϊν, όπωσ θ γεωμετρία τουσ και οι λειτουργικζσ ομάδεσ που ωζρουν ςτθν επιωάνεια 

τουσ, ςτθ καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων. 

11.1 Βελτιςτοπούηςη πρωτοκόλλων ακινητοπούηςησ 

11.1.1 Διερεύνηςη των δυνϊμεων που διϋπουν τη μη ομοιοπολικό ακινητοπούηςη 

Ππωσ ζχει αναωερκεί και ςτο κεωρθτικό μζροσ, θ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των 

ενηφμων ςτα νανοχλικά βαςίηεται ςε θλεκτροςτατικζσ και υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ ( óm   

et al. 2005, Shim et al. 2002). Ο βακμόσ που οι ςυγκεκριμζνεσ αλλθλεπιδράςεισ είναι υπεφκυνεσ 

για τθ προςρόωθςθ τθσ CalB πάνω ςε CNT-ΝΗ μελετικθκε με δφο απλά πρωτόκολλα. Στο πρϊτο 

θ λιπάςθ ακινθτοποιικθκε ομοιοπολικά και μθ ομοιοπολικά παρουςία επιωανειενεργοφ (1 % v/v 

Tween 20) ϊςτε να ελαχιςτοποιθκοφν οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ (Azamian et al. 2002, Shim 

et al. 2002, Wang et al. 2003). H δραςτικότθτα των λιπαςϊν που ακινθτοποιικθκαν ομοιοπολικά 

και μθ ομοιοπολικά ιταν ςυγκρίςιμεσ, πωσ αναωζρεται και ςτισ επόμενεσ ενότθτεσ. Πταν όμωσ 

ςτο πρωτόκολλο τθσ μθ ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ χρθςιμοποιικθκε 1 % (v/v) Tween 20, το 

ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο παρουςίαςε μόλισ 9 % τθσ δραςτικότθτασ που παρουςίαηε χωρίσ τθν 

προςκικθ του επιωανειενεργοφ. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ το επιωανειενεργό δεν οδιγθςε 

ςε αποδιάταξθ του ενηφμου, κακϊσ μετρικθκε θ δραςτικότθτα ςτο ενηυμικό διάλυμα 

(υπερκείμενο) μετά τθν απομόνωςθ του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου και βρζκθκε πωσ 

παρουςίαηε παρόμοια δραςτικότθτα με τθν αρχικι δραςτικότθτα του ενηφμου πριν τθν 

ακινθτοποίθςθ. Το γεγονόσ αυτό υποδθλϊνει τθ ςθμαντικι ςυνειςωορά που ζχουν οι 
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υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ ςτθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςε υδρόωοβα 

νανοχλικά όπωσ οι νανοςωλινεσ άνκρακα.  

Σε ζνα δεφτερο πείραμα, λιπάςθ CalB θ οποία ακινθτοποιικθκε ομοιοπολικά και μθ 

ομοιοπολικά ςε CNT-NH ξεπλφκθκε τρεισ ωορζσ είτε με διάλυμα 1% (v/v) Tween 20 για να 

ελαχιςτοποιθκοφν οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ, είτε με διάλυμα 0.1 Μ NaCl για να 

παρεμποδιςτοφν οι θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτθν 

εικόνα 76. Η πλφςθ τθσ λιπάςθσ CalB που ακινθτοποιικθκε μθ ομοιοπολικά με διάλυμα 

επιωανειενεργοφ οδθγεί ςε απϊλεια του 85 % τθσ αρχικισ του δραςτικότθτασ, υποδθλϊνοντασ 

το ςθμαντικό ρόλο που διαδραματίηουν οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ κατά τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ. Η πλφςθ με NaCl οδθγεί ςε μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ κατά 50 %, κάτι το οποίο 

υποδθλϊνει πωσ και οι θλεκτροςτατικζσ αλλθλεπιδράςεισ παίηουν κάποιο ρόλο κατά τθ μθ 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ, ςε μικρότερο βακμό όμωσ από τισ υδρόωοβεσ. Αντίκετα, θ 

ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ απϊλεςε το 30 % τθσ δραςτικότθτασ τθσ ανεξαρτιτωσ του 

διαλφματοσ ξεπλφματοσ που χρθςιμοποιικθκε. Η ςυγκεκριμζνθ απϊλεια ωαίνεται να οωείλεται 

ςε αδρανοποίθςθ του ενηφμου λόγω του χειριςμοφ κατά τισ πλφςεισ, κακϊσ δεν παρατθρικθκε 

διαωοροποίθςθ με τα δφο διαλφματα ξεπλφματοσ. Η ςθμαντικι ςυνειςωορά των υδρόωοβων 

αλλθλεπιδράςεων κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςτα ςυγκεκριμζνα νανοχλικά 

ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία (In Het Panhuis et al. 2003, Kim et al. 2005, Shah et al. 2007). 

 

Εικόνα 76: Επεξεργαςία τθσ ακινθτοποιθμζνθσ ςε CNT-NH CalB με διαλφματα επιωανειενεργοφ και άλατοσ. 

Για να είναι εωικτι θ μελζτθ τθσ επίδραςθσ τθσ ομοιοπολικισ πρόςδεςθσ των ενηφμων 

πάνω ςτα νανοχλικά κα πρζπει να ελαχιςτοποιθκοφν οι μθ ειδικζσ αλλθλεπιδράςεισ του ενηφμου 

με το νανοχλικό, κυρίωσ δθλαδι να ελαχιςτοποιθκοφν οι υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ. Σε αυτό 

το πλαίςιο, κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των υδρολαςϊν χρθςιμοποιείται 1 % (v/v) 

Tween 20, ποςότθτα που από τα προθγοφμενα αποτελζςματα κρίνεται ικανι να αποτρζψει τθ 
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μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ του ενηφμου. Η χριςθ επιωανειενεργϊν μορίων για τθν 

παρεμπόδιςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ πρωτεϊνϊν - νανοχλικϊν ζχει αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία 

(Azamian et al. 2002, Shim et al. 2002, Wang et al. 2003). Τα επιωανειενεργά μόρια επικαλφπτουν 

τθν υδρόωοβθ επιωάνεια των νανοχλικϊν και τα κακιςτοφν περιςςότερο υδρόωιλα, 

ελαχιςτοποιϊντασ ζτςι τισ υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ και εμποδίηοντασ με αυτόν τον τρόπο τθ 

μθ ομοιοπολικι πρόςδεςθ του ενηφμου. 

11.1.2 Βελτιςτοπούηςη τησ ενεργοπούηςησ των νανοώλικϐν με γλουταραλδεϏδη για 

την ομοιοπολικό ακινητοπούηςη υδρολαςϐν 

Στθν παροφςα διατριβι αναπτφχκθκε ζνα πρωτόκολλο ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ 

ενηφμων ςε νανοχλικά τα οποία ωζρουν ςτθν επιωάνεια τουσ ελεφκερεσ αμινομάδεσ 

χρθςιμοποιϊντασ ωσ παράγοντα διαςφνδεςθσ τθ γλουταραλδεψδθ, βαςιηόμενοι ςε 

βιβλιογραωικά δεδομζνα (Du et al. 2007a, Santos et al. 2006). Η ςυγκζντρωςθ τθσ 

γλουταραλδεψδθσ που χρθςιμοποιείται, κακϊσ και ο χρόνοσ επϊαςθσ τθσ με το νανοχλικό είναι 

ςθμαντικοί παράγοντεσ οι οποίοι επιδροφν ςτθ δθμιουργία τθσ ενδιάμεςθσ βάςθσ Shiff και 

ςυνεπϊσ, ςτθ δραςτικότθτα των ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. Οι ςυγκεκριμζνεσ 

παράμετροι βελτιςτοποιικθκαν, μελετϊντασ τθ ςυνκετικι δραςτικότθτα τθσ ομοιοπολικά 

ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB ςε CNT-NH.  

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 77, θ χριςθ γλουταραλδεψδθσ ςε ςυγκζντρωςθ ζωσ 4 % (v/v) 

οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ, δθμιουργοφνται 

περιςςότερεσ βάςεισ Shiff μεταξφ τθσ γλουταραλδεψδθσ και των νανοχλικϊν. Η ςυγκζντρωςθ 

αυτι τθσ γλουταραλδεψδθσ επαρκεί για τθν ενεργοποίθςθ των νανοχλικϊν, κακϊσ πάνω από 

αυτι τθ ςυγκζντρωςθ δεν παρατθρείται επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα. 

 

Εικόνα 77: Επίδραςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ τθσ γλουταραλδεψδθσ ςτθν ενεργότθτα τθσ ακινθτοποιθμζνθσ CalB  
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Ραράλλθλα, μελετικθκε ο χρόνοσ επϊαςθσ τθσ γλουταραλδεψδθσ με τα νανοχλικά, για το 

ςχθματιςμό τθσ βάςθσ Shiff. Γλουταραλδεψδθ ςε ςυγκζντρωςθ 4 % (v/v) επωάςτθκε με CNT-NH 

από 15 ζωσ 60 min για το ςχθματιςμό τθσ βάςθσ Shiff, θ οποία χρθςιμοποιικθκε επακολοφκωσ 

για τθν ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB. Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 78, θ ακινθτοποιθμζνθ CalB 

παρουςίαςε τθ μζγιςτθ δραςτικότθτα όταν οι νανοςωλινεσ άνκρακα επωάςτθκαν 30 min με τθ 

γλουταραλδεψδθ. Μεγαλφτερθ επϊαςθ οδιγθςε ςε μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ του 

ακινθτοποιθμζνου ενηφμου. Ο μεγαλφτεροσ χρόνοσ παραμονισ τθσ γλουταραλδεψδθσ με τα 

νανοχλικά είναι πικανό να οδθγεί ςε διαςφνδεςθ μεταξφ των νανοχλικϊν, μειϊνοντασ με αυτό 

τον τρόπο τισ διακζςιμεσ κζςεισ για τθν ακινθτοποίθςθ των ενηυμικϊν μορίων. 

 

Εικόνα 78: Επίδραςθ του χρόνου επϊαςθσ τθσ γλουταραλδεψδθσ ςτθ ςυνκετικι ενεργότθτα τθσ 

ακινθτοποιθμζνθσ ςε CNT-NH CalB. 

11.1.3 Βελτιςτοπούηςη του χρόνου επϐαςησ του ενζύμου με τα νανοώλικϊ  

Ζνασ άλλοσ ςθμαντικόσ παράγοντασ κατά τθν ακινθτοποίθςθ των υδρολαςϊν είναι ο 

χρόνοσ επϊαςθσ του ενηφμου με το νανοχλικό, ζωσ ότου επιτευχκεί θ ακινθτοποίθςθ. Η 

παράμετροσ αυτι είναι πιο ςθμαντικι κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ, όπου πρζπει να 

δοκεί χρόνοσ ςτο ζνηυμο ϊςτε να βρει τισ ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ ςτισ οποίεσ μπορεί να προςδεκεί 

με τθ ςωςτι διευκζτθςθ. Για αυτό το λόγο μελετικθκε θ επίδραςθ που ζχει ο χρόνοσ επϊαςθσ 

ςτθν ενεργότθτα των ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν. Η λιπάςθ CalB επωάςτθκε με 

βάςεισ Shiff των νανοςωλινων άνκρακα CNT-NH από 30 min ζωσ 24 h. Ππωσ ωαίνεται ςτθν 

εικόνα 79 δεν παρατθρικθκε ςθμαντικι διαωοροποίθςθ ςτθ δραςτικότθτα τθσ 

ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ για χρόνο επϊαςθσ πάνω από 2 h. Ππωσ όμωσ αναωζρκθκε ςτο 

προθγοφμενο κεωάλαιο (παράγραωοσ 10.3), θ ςτακερότθτα οριςμζνων υδρολαςϊν παρουςία 

νανοχλικϊν είναι μικρι (π.χ. Bs2, Crl) και ςυνεπϊσ παρατεταμζνθ επϊαςθ πικανόν να οδθγοφςε 
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ςτθν αδρανοποίθςθ των ενηφμων. Για αυτό το λόγο επιλζχκθκε ωσ βζλτιςτθ προςζγγιςθ θ 

επϊαςθ για 1 h ςτουσ 30 oC υπό ανάδευςθ και φςτερα ςτουσ 4 oC ολονφκτια, με ςκοπό να 

μειωκεί θ κερμικι απενεργοποίθςθ για τα λιγότερο κερμοςτακερά ζνηυμα, ενϊ παράλλθλα να 

δοκεί αρκετόσ χρόνοσ ϊςτε να ολοκλθρωκεί θ διαδικαςία ακινθτοποίθςθσ. 

 

Εικόνα 79: Επίδραςθ του χρόνου επϊαςθσ τθσ λιπάςθσ με τουσ ενεργοποιθμζνουσ νανοςωλινεσ CNT-NH 

κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ςτθ ςυνκετικι δραςτικότθτα του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου. 

11.1.4 Επύδραςη του μϋςου ςτο οπούο γύνεται η ακινητοπούηςη 

Τα νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν παροφςα διατριβι είναι 

αρκετά υδρόωοβα και παρουςιάηουν δυςκολία ςτο χειριςμό τουσ και τθ διαςπορά τουσ ςε 

υδατικά ςυςτιματα. Κακϊσ ςτο κεωάλαιο 8 μελετικθκε θ καταλυτικι δράςθ των λιπαςϊν ςε 

μικροετερογενι ςυςτιματα που είχαν ωσ κφρια ωάςθ κάποιον υδρόωοβο διαλφτθ, κρίκθκε 

ςκόπιμο να μελετθκεί το κατά πόςον είναι εωικτό να ακινθτοποιθκοφν τα ζνηυμα ςε ζνα τζτοιο 

ςφςτθμα. Ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ για τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB 

χρθςιμοποιικθκαν οι τροποποιθμζνοι νανοςωλινεσ άνκρακα. Ωσ ςυςτιματα διαςποράσ των 

νανοχλικϊν χρθςιμοποιικθκαν ΑΟΤ μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο με βακμό ενυδάτωςθσ 

wo = 10, ιοντικό υγρό [bmim]PF6 κορεςμζνο ςε νερό (~2.5 %, v/v) και το μικρογαλάκτωμα νεροφ 

ςε ιοντικό υγρό S4. Θα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ ςε αυτά τα ςυςτιματα τα νανοχλικά 

διαςπείρονται αρκετά καλφτερα από ότι ςε ζνα υδατικό διάλυμα και για αυτό θ διαδικαςία 

ακινθτοποίθςθσ λαμβάνει χϊρα ςε τελικό όγκο 1 mL. 

Στον πίνακα 34 παρουςιάηεται θ δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ CalB που ακινθτοποιικθκε ςε 

τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα ςε διάωορα μικροετερογενι ςυςτιματα. Τα βιοχλικά 

που παράγονται ςε αυτά τα ςυςτιματα παρουςιάηουν ενηυμικι δραςτικότθτα, υποδεικνφοντασ 

ότι τα μικροετερογενι ςυςτιματα μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν ωσ μζςα για τθν ακινθτοποίθςθ 
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ενηφμων ςε νανοχλικά. Ραρόλα αυτά θ δραςτικότθτα τουσ είναι αρκετά χαμθλότερθ από τθ 

δραςτικότθτα που επιδεικνφει θ λιπάςθ όταν ακινθτοποιείται ςε υδατικό ςφςτθμα. Μία πικανι 

εξιγθςθ για αυτό είναι ο εντοπιςμόσ του ενηφμου και του νανοχλικοφ ςε διαωορετικζσ 

μικροωάςεισ του ςυςτιματοσ. Τα νανοχλικά διαςπείρονται καλά ςε αυτά τα ςυςτιματα λόγω 

του υδρόωοβου διαλφτθ. Το ζνηυμο όμωσ ςε αυτά τα ςυςτιματα εντοπίηεται ςτο εςωτερικό των 

υδατικϊν νανοδιαςπορϊν που δθμιουργοφνται. Στα μικροετερογενι ςυςτιματα λοιπόν 

αναμζνεται μείωςθ των αλλθλεπιδράςεων ενηφμων - νανοχλικϊν, όπωσ παρατθρικθκε ςτα 

πειραματικά αποτελζςματα.  

Πίνακασ 34: Συνκετικι δραςτικότθτα (mM h
-1

 mg
-1

 βιοχλικοφ) τθσ λιπάςθσ CalB που ακινθτοποιικθκε ςε 

τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα ςε διάωορα μικροετερογενι ςυςτιματα. Αναλογία ενηφμου – 

νανοχλικοφ 0.1:1 (w/w) (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

Σφςτθμα CNT-COOH CNT-NH CNT-R 

Υδατικό ςφςτθμα 3.2 9.4 16.1 

ΑΟΤ / RM wo = 10 < 0.1 3.1 4.9 

[bmim]PF6 0.0 0.2 0.2 

Μικρογαλάκτωμα S4 < 0.1 3.2 2.0 

Με ςκοπό να μελετθκεί περαιτζρω θ χριςθ των ιοντικϊν μικρογαλακτωμάτων ωσ μζςο για 

τθν ακινθτοποίθςθ λιπαςϊν ςε νανοχλικά, ςε αυτά τα ςυςτιματα ζλαβε χϊρα θ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB ςε Gr-NH. Η ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ, όπωσ περιγράωεται 

ςτθν παράγραωο 7.5.2, μπορεί να χωριςτεί ςε δφο ςτάδια: το πρϊτο ςτάδιο περιλαμβάνει τθ 

διαςπορά του νανοχλικοφ και τθ δθμιουργία τθσ ενδιάμεςθσ βάςθσ Shiff με τθ χριςθ τθσ 

γλουταραλδεψδθσ, ενϊ κατά το δεφτερο ςτάδιο προςτίκεται το ζνηυμο και επωάηεται παρουςία 

τθσ βάςθσ Shiff ϊςτε να ςχθματιςτεί ο ομοιοπολικόσ δεςμόσ μεταξφ του ενηφμου και του 

νανοχλικοφ. Ανάμεςα ςτα δφο ςτάδια γίνεται ωυγοκζντρθςθ και απορρίπτεται θ περίςςεια τθσ 

γλουταραλδεψδθσ και του Tween 20. Μετά τθ ωυγοκζντρθςθ το μζςο ςτο οποίο διαςπείρονται οι 

βάςεισ Shiff των νανοχλικϊν μπορεί να αλλάξει. Εκμεταλλευόμενοι αυτι τθ δυνατότθτα, 

μελετικθκε θ χριςθ του μικρογαλακτϊματοσ S4 και ςτα δφο ςτάδια τθσ ακινθτοποίθςθσ. 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 80, όταν το μικρογαλάκτωμα S4 χρθςιμοποιείται κατά το 

ςτάδιο τθσ δθμιουργίασ τθσ βάςθσ Shiff δεν επθρεάηει ςθμαντικά τθ δραςτικότθτα του ενηφμου. 

Πταν όμωσ το μικρογαλάκτωμα S4 χρθςιμοποιείται ωσ μζςο κατά το δεφτερο ςτάδιο, ςτο οποίο 

ςυμβαίνει θ ακινθτοποίθςθ του ενηφμου, θ δραςτικότθτα του βιοχλικοφ που παράγεται είναι 

πολφ χαμθλότερθ ςε ςχζςθ με τθν κλαςικι μεκοδολογία (υδατικό διάλυμα). Το γεγονόσ αυτό 

αποτρζπει τθ χριςθ των ιοντικϊν μικρογαλακτωμάτων κατά τθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων. 

Ζτςι, ςτισ επόμενεσ παραγράωουσ αναωζρονται αποτελζςματα για ζνηυμα τα οποία 

ακινθτοποιικθκαν ςε υδατικό διάλυμα, ςφμωωνα με τθ διαδικαςία που περιγράωεται ςτθ 

παράγραωο 7.5.2.  
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Εικόνα 80: Κινθτικι τθσ αντίδραςθσ ςφνκεςθσ βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ ςε n-εξάνιο που 

καταλφεται από λιπάςθ CalB ακινθτοποιθμζνθ ομοιοπολικά ςε γραωίτθ. 

11.2 Φαρακτηριςμϐν των βιοώλικϐν με τη χρόςη φαςματοςκοπύασ XPS 

Η ωαςματοςκοπία ωωτοθλεκτρονίων ακτίνων Χ (XPS) είναι τεχνικι που χρθςιμοποιείται 

ευρζωσ για το χαρακτθριςμό ακινθτοποιθμζνων ενηφμων και για τθ ςτοιχειακι ςφςταςθ των 

παραγόμενων βιοχλικϊν (Serefoglou et al. 2008, Tzialla et al. 2010). Στθν παροφςα εργαςία θ 

ςυγκεκριμζνθ μζκοδοσ χρθςιμοποιικθκε για να μελετθκεί ο τρόποσ με τον οποίο οι υδρολάςεσ 

ακινθτοποιοφνται πάνω ςτα νανοχλικά χρθςιμοποιϊντασ τα πρωτόκολλα ομοιοπολικισ 

ακινθτοποίθςθσ και ωυςικισ προςρόωθςθσ. Η παρουςία ατόμων αηϊτου ςτο ζνηυμο (ςτον 

πεπτιδικό δεςμό και ςτισ ελεφκερεσ αμινομάδεσ) και ςτα τροποποιθμζνα νανοχλικά (CNT-NH και 

Gr-NH) κακιςτά εωικτι τθν ανάλυςθ των ωαςμάτων εκπομπισ τθσ ενζργειασ δζςμευςθσ του 

τροχιακοφ 1s του πυρινα του αηϊτου (N 1s). Η ανάλυςθ τθσ χθμικισ κατάςταςθσ του ατόμου 

αηϊτου ςτα παραγόμενα βιοχλικά είναι μείηονοσ ςθμαςίασ για τθ κατανόθςθ τθσ ωφςεωσ των 

αλλθλεπιδράςεων μεταξφ των νανοχλικϊν και των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων.  

Στθν εικόνα 81 παρατίκενται τα ωάςματα εκπομπισ του τροχιακοφ 1s του πυρινα του 

αηϊτου των νανοςωλινων άνκρακα CNT-NH και του παραγϊγου του γραωίτθ Gr-NH, κακϊσ και 

των βιοχλικϊν που παράγονται από τθν ομοιοπολικι και μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ 

λιπάςθσ CalB ςε αυτά τα νανοχλικά. Το ωάςμα εκπομπισ των τροποποιθμζνων νανοχλικϊν 

μπορεί να αναλυκεί ςε δφο διακριτζσ κορυωζσ ςτα 402.6 eV και 399.5 eV. Η κορυωι ςτα 402.6 

eV οωείλεται ςτισ πρωτονιομζνεσ ελεφκερεσ αμινομάδεσ (-NH3
+) του νανοχλικοφ (Benne et al. 

2006, Gournis et al. 2006), ενϊ θ κορυωι ςτα 399.5 eV αποδίδεται ςτα άτομα αηϊτου του 

δεςμοφ άνκρακα - οξυγόνου που ςχθματίηεται μεταξφ των οξειδωμζνων νανοχλικϊν και τθσ 

εξαμεκυλοδιαμίνθσ, και ςε μικρότερο βακμό ςτθ μθ πρωτονιομζνθ ελεφκερθ αμινομάδα του 

τροποποιθμζνου νανοχλικοφ (Benne et al. 2006, Gournis et al. 2006, Pietrzak 2009). Θα πρζπει 

να ςθμειωκεί πωσ από τισ ςχετικζσ ατομικζσ ςυγκεντρϊςεισ των νανοχλικϊν ο λόγοσ C:N 
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βρζκθκε 9:1 για τουσ νανοςωλινεσ άνκρακα CNT-NH και 8:1 για το γραωίτθ Gr-NH, γεγονόσ το 

οποίο υποδεικνφει τον υψθλό βακμό χθμικισ τροποποίθςθσ των νανοχλικϊν. 

 

Εικόνα 81: Φωτοθλεκτρονιακό ωάςμα ακτίνων Χ του τροχιακοφ 1s του πυρινα του αηϊτου των 

νανοςωλινων άνκρακα CNT-NH και του γραωίτθ Gr-NH, κακϊσ και των βιοχλικϊν που προζκυψαν από τθν 

ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB. 

Η ςυνειςωορά των δφο κορυωϊν ςτα 399.5 eV και ςτα 402.6 eV ςτο ςυνολικό ωάςμα κα 

ζπρεπε να είναι ίςθ αν ο βακμόσ πρωτονίωςθσ του αηϊτου δεν επθρζαηε τθ κζςθ τθσ κορυωισ 

εκπομπισ τθσ αμινομάδασ κακϊσ θ μία αμινομάδα τθσ εξαμεκυλοδιαμίνθσ είναι προςδεδεμζνθ 

ςτο νανοχλικό ενϊ θ άλλθ βρίςκεται ελεφκερθ ςτο άλλο άκρο (εικόνα 23). Κακϊσ όμωσ ςτθν 

κορυωι ςτα 399.5 eV ςυνειςωζρει και θ μθ πρωτονιομζνθ μορωι τθσ ελεφκερθσ αμινομάδασ, 

είναι λογικό να είναι μεγαλφτερθ θ ςυνειςωορά αυτισ τθσ κορυωισ ςτο ωάςμα των 

τροποποιθμζνων νανοχλικϊν, όπωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 35. Οι ςυγκεκριμζνεσ κορυωζσ 

εμωανίηονται και ςτα ωάςματα των βιοχλικϊν που μελετικθκαν. Η ςυνειςωορά τθσ κορυωισ ςτα 

399.5 eV ςτο ωάςμα εκπομπισ μετά τθν ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ αυξάνεται ςθμαντικά λόγω 

των πεπτιδικϊν δεςμϊν του ενηφμου. Ζχει αναωερκεί πωσ οι πεπτιδικοί δεςμοί τθσ λιπάςθσ CalB 

εμωανίηουν κορυωι ςτα 399.4 eV (Tzialla et al. 2010). Η ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ του ενηφμου 

επιβεβαιϊνεται από τθν εμωάνιςθ μίασ νζασ κορυωισ ςτα 399.0 eV, θ οποία αποδίδεται ςτον 

Ακινθτοποίθςθ ςε: 
                                CNT-NH                                                                              Gr-NH 
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ιμιδικό δεςμό (-C=N-) που δθμιουργείται μεταξφ του ενηφμου και του νανοχλικοφ (Pietrzak 2009, 

Raffa et al. 2003, Szunerits et al. 2006). Κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ θ ςυνειςωορά τθσ 

κορυωισ ςτα 402.6 eV μειϊνεται ακόμα περιςςότερο ςε ςχζςθ με τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ, γεγονόσ που οωείλεται ςτο ότι οι ελεφκερεσ αμινομάδεσ του νανοχλικοφ και του 

ενηφμου χρθςιμοποιοφνται για τθ δθμιουργία του ομοιοπολικοφ δεςμοφ. 

Πίνακασ 35: Συνειςωορά των κορυωϊν του ωάςματοσ εκπομπισ του τροχιακοφ 1s του πυρινα του αηϊτου 

ςτο ςυνολικό ωάςμα των νανοχλικϊν και των αντίςτοιχων βιοχλικϊν. 

Νανοχλικό Σκεφαςμα 
402.6 eV  

(NH3
+) 

399.5 eV 

(C-NH & ΝΗ2) 

399.0 eV  

(C=N) 

Γραφίτθσ Χωρίσ ζνηυμο 40 % 60 % 0 % 

 Μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 20 % 80 % 0 % 

 Ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 15 % 70 % 15 % 

CNTs Χωρίσ ζνηυμο 35 % 65 % 0 % 

 Μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 10 % 90 % 0 % 

 Ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 8 % 68 % 24 % 

Ζνασ δείκτθσ τθσ ακινθτοποίθςθσ των ενηφμων ςτα βιοχλικά είναι ο λόγοσ C:S. Κορυωι για 

τα άτομα του κείου ςτο ωάςμα εκπομπισ ωωτοθλεκτρονίων εμωανίηεται μόνο ςτα βιοχλικά, 

κακϊσ τα ζνηυμα ωζρουν άτομα κείου λόγω των πλευρικϊν ομάδων των κυςτεϊνϊν και των 

μεκειονινϊν. Ο λόγοσ αυτόσ είναι μεγαλφτεροσ όταν θ λιπάςθ ακινθτοποιείται ομοιοπολικά ςτα 

νανοχλικά ( 14.1 για τουσ CNT-NH και 13.2 για το Gr-NH) από ότι όταν ακινθτοποιείται με ωυςικι 

προςρόωθςθ (11.3 και 10.7 αντίςτοιχα). Αυτό υποδεικνφει πωσ κατά τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ το ενηυμικό ωορτίο των παραγόμενων βιοχλικϊν είναι μεγαλφτερο. Το 

αποτζλεςμα αυτό ςυμωωνεί με τα δεδομζνα τθσ επόμενθσ παραγράωου και ςχετίηεται με τισ 

διακζςιμεσ κζςεισ ακινθτοποίθςθσ ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν. Κατά τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ θ λιπάςθ μπορεί να ακινθτοποιθκεί ςε όλθ τθν επιωάνεια του νανοχλικοφ, ενϊ θ 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ λαμβάνει χϊρα ςε ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ. 

11.3 Απόδοςη ακινητοπούηςησ 

Ζνα από τα ςθμαντικότερα πλεονεκτιματα των νανοχλικϊν είναι θ αυξθμζνθ επιωάνεια 

ςτθ μονάδα του όγκου. Ζχει αναωερκεί πωσ αυτό το χαρακτθριςτικό τουσ επιτρζπει τθν 

ακινθτοποίθςθ μεγάλων ποςοτιτων ενηφμου ςτθν επιωάνεια τουσ, αυξάνοντασ ζτςι τθ 

δραςτικότθτα του βιοχλικοφ ςτθ μονάδα βάρουσ (Asuri et al. 2007, Cang-Rong and Pastorin 2009, 

Karajanagi et al. 2004, Kim et al. 2006a, Shi et al. 2007). Η καταλυτικι ενεργότθτα των βιοχλικϊν 

που παράγονται από τθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά εξαρτάται ςθμαντικά από 

τθν αναλογία ενηφμου - νανοχλικοφ που χρθςιμοποιείται κατά τθ διαδικαςία ακινθτοποίθςθσ, 
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κακϊσ επθρεάηει τθν ποςότθτα του ενηφμου που ακινθτοποιείται ςτα νανοχλικά. Η απόδοςθ τθσ 

ακινθτοποίθςθσ υπολογίςτθκε από τισ μετριςεισ πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ ςτα πρωτεϊνικά 

διαλφματα πριν και μετά τθν ακινθτοποίθςθ. 

 

Εικόνα 82: Απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ (%) τθσ λιπάςθσ CalB ςε τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα 

(, ) CNT-COOH, (, )CNT-NH, (, ) CNT-R, κακϊσ και το ενηυμικό ωορτίο ανά μονάδα βάρουσ.  

Αρχικά μελετικθκε θ επίδραςθ των λειτουργικϊν ομάδων των τροποποιθμζνων 

νανοςωλινων άνκρακα κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB. Στθν εικόνα 82 

παρουςιάηονται τα αποτελζςματα τθσ ςυγκεκριμζνθσ μελζτθσ. Ππωσ ωαίνεται, θ μζγιςτθ 

απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ για όλουσ τουσ τφπουσ νανοςωλινων άνκρακα που χρθςιμοποιικθκαν 

επιτεφχκθκε για τθ χαμθλότερθ ςυγκζντρωςθ ενηφμου που χρθςιμοποιικθκε. Η ςυμπεριωορά 

αυτι είναι λογικι, κακϊσ τα ενηυμικά μόρια ανταγωνίηονται για να αλλθλεπιδράςουν με τθν 

επιωάνεια του νανοχλικοφ (Shah et al. 2007). Σε χαμθλότερεσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμου θ απόδοςθ 

ακινθτοποίθςθσ ωτάνει ζωσ και 55 %, ενϊ όςο αυξάνεται θ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου θ 

επιωάνεια του υλικοφ κορεννφεται ςε ενηυμικά μόρια και μειϊνεται θ απόδοςθ. Θα πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ αν και θ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ μειϊνεται, το ενηυμικό ωορτίο ςτθ μονάδα 

βάρουσ του νανοχλικοφ αυξάνεται. Συγκεκριμζνα, θ μεγαλφτερθ τιμι ενηυμικοφ ωορτίου 

επιτεφχκθκε χρθςιμοποιϊντασ ωσ ωορζα ακινθτοποίθςθσ τα CNT-COOH. Αυτι θ παρατιρθςθ 

μπορεί να οωείλεται ςτο γεγονόσ ότι αναπτφςςονται ςθμαντικότερεσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ 

τθσ ςυγκεκριμζνθσ λιπάςθσ και των CNT-COOH ςε ςχζςθ με τα άλλα νανοχλικά, όπωσ 

αναωζρκθκε ςτθν παράγραωο 10.4.1. Επιπλζον, είναι πικανόν οι καρβοξυλομάδεσ ςτθν 

επιωάνεια των νανοςωλινων άνκρακα να αναγνωρίηονται από το ενεργό κζντρο του ενηφμου και 

το ζνηυμο να προςδζνεται με αυτό τον τρόπο ιςχυρά ςτα CNT-COOH, δθμιουργϊντασ ζναν 

αςτακι ομοιοπολικό δεςμό, όπωσ αναωζρεται ςτο μθχανιςμό κατάλυςθσ των υδρολαςϊν 

(παράγραωοσ 1.2.2). Η ομοιοπολικι αυτι πρόςδεςθ ζχει αναωερκεί βιβλιογραωικά για τθ 
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λιπάςθ Crl θ οποία ακινθτοποιικθκε ςε οξειδωμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα πολλαπλοφ 

τοιχϊματοσ (Shi et al. 2007). Η υπόκεςθ αυτι ενιςχφεται περαιτζρω από τθ χαμθλι 

δραςτικότθτα που παρουςιάηει θ λιπάςθ όταν ακινθτοποιείται ςε CNT-COOH ςε ςχζςθ με τουσ 

άλλουσ τφπουσ τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα, όπωσ ςχολιάηεται ςτθν επόμενθ 

ενότθτα (παράγραωοσ 11.4). 

Σε μία δεφτερθ ςειρά πειραμάτων μελετικθκε θ απόδοςθ τθσ ομοιοπολικισ και μθ 

ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ διάωορων υδρολαςϊν ςε CNT-NH και Gr-NH, χρθςιμοποιϊντασ 

αναλογία ενηφμου – νανοχλικοφ κατά τθν ακινθτοποίθςθ 3 : 1 (w/w). Η ςυγκεκριμζνθ αναλογία 

χρθςιμοποιικθκε γιατί, όπωσ κα αναωερκεί και ςτθν παράγραωο 11.4.2, περαιτζρω αφξθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ενηφμου δεν επιδρά ςτθ δραςτικότθτα του βιοχλικοφ, οπότε ωαίνεται ο 

ωορζασ να ωτάνει ςε ζνα κορεςμό ωσ προσ το ζνηυμο που μπορεί να ωιλοξενιςει ςτθν επιωάνεια 

του. Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 36, όλεσ οι υδρολάςεσ που μελετικθκαν, πζραν τθσ Pfe I, 

ακινθτοποιικθκαν επιτυχϊσ ςτουσ δφο τφπουσ νανοχλικϊν, ανεξάρτθτα του πρωτοκόλλου 

ακινθτοποίθςθσ που χρθςιμοποιικθκε. Επετεφχκθςαν αποδόςεισ ακινθτοποίθςθσ ζωσ 55 %, το 

οποίο ςτθ ςυγκεκριμζνθ αναλογία ενηφμου υποςτρϊματοσ υπολογίηεται ςε 1.65 mg ενηφμου ανά 

mg ωορζα. Η ςυγκεκριμζνθ τιμι ενηυμικοφ ωορτίου είναι ςθμαντικά υψθλότερθ από αυτζσ που 

επετεφχκθςαν ςτθν προθγοφμενθ μελζτθ λόγω τθσ περίςςειασ ενηφμου που χρθςιμοποιικθκε, 

αλλά και ςε ςχζςθ με τισ τιμζσ που ζχουν αναωερκεί ςτθ βιβλιογραωία για τθν ακινθτοποίθςθ 

ενηφμων ςε νανοχλικά (Asuri et al. 2007, Cang-Rong and Pastorin 2009, Karajanagi et al. 2004, Shi 

et al. 2007).  

Πίνακασ 36: Απόδοςθ ομοιοπολικισ και μθ ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ (%) υδρολαςϊν ςε 

τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα και γραωίτθ (Τυπικι απόκλιςθ < 3%).  

Ζνηυμο CalA CalB Crl Gtl Bs2 PestE Pfe I 

CNTs NCI 36.5 26.4 55.5 30.6 37.2 46.2 5.2 

 CI 29.0 24.8 46.1 23.6 29.5 46.5 0.0 

Γραφίτθσ NCI 33.5 23.5 49.7 22.4 29.4 43.5 Δ.Μ.26 

 CI 24.1 22.0 48.5 18.8 25.7 42.4 Δ.Μ.26 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 36, θ χριςθ νανοςωλινων άνκρακα ωσ ωορείσ 

ακινθτοποίθςθσ οδιγθςε ςε μεγαλφτερεσ αποδόςεισ ακινθτοποίθςθσ ςε ςχζςθ με τισ τιμζσ που 

επετεφχκθςαν χρθςιμοποιϊντασ γραωίτθ. Λαμβάνοντασ υπόψθ το γεγονόσ ότι θ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ βαςίηεται κυρίωσ ςε υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ του ενηφμου και του 

νανοχλικοφ (Gao and Kyratzis 2008, In Het Panhuis et al. 2003, Kim et al. 2005, Shah et al. 2007), 

θ υψθλότερθ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ που παρατθρείται ςτθν περίπτωςθ των νανοςωλινων 

άνκρακα μπορεί να αποδοκεί ςτθν υψθλότερθ υδροωοβικότθτα τουσ ςε ςχζςθ με το αντίςτοιχο 

                                                           
26

 Δεν μελετικθκε. 
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παράγωγο του γραωίτθ. Η χαμθλότερθ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ που παρατθρείται όταν οι 

υδρολάςεσ ακινθτοποιοφνται ομοιοπολικά πικανόν να οωείλεται ςτισ περιοριςμζνεσ κζςεισ 

(ελεφκερεσ αμινομάδεσ) που είναι διακζςιμεσ για τθν ομοιοπολικι πρόςδεςθ του ενηφμου 

(Cang-Rong and Pastorin 2009). 

Σε αυτό το ςθμείο κα πρζπει να ςθμειωκεί πωσ οι μεγαλφτερεσ αποδόςεισ ακινθτοποίθςθσ 

παρατθρικθκαν για τθ λιπάςθ Crl. Το γεγονόσ αυτό μπορεί να ςυςχετιςκεί με το μεγαλφτερο 

μοριακό βάροσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ λιπάςθσ ςε ςχζςθ με τισ υπόλοιπεσ υδρολάςεσ που 

μελετικθκαν (πίνακασ 30). Το μεγαλφτερο μοριακό βάροσ ςυνεπάγεται μεγαλφτερεσ μοριακζσ 

διαςτάςεισ (ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ) και ςυνεπϊσ αυξθμζνθ επιωάνεια αλλθλεπίδραςθσ 

με το νανοχλικό. Ταυτόχρονα περιςςότερα αμινοξζα είναι εκτεκειμζνα ςτθν επιωάνεια του 

πρωτεϊνικοφ μορίου, άρα θ πικανότθτα να υπάρχουν ελεφκερεσ αμινομάδεσ ςτθν επιωάνεια 

αυξάνεται και ςυνεπϊσ αυξάνεται και θ απόδοςθ τθσ ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ. Ζτςι, αν δεν 

υπολογιςτοφν οι υδρολάςεσ PestE και Gtl οι οποίεσ χρθςιμοποιικθκαν από ςκευάςματα χαμθλισ 

κακαρότθτασ, ωαίνεται να υπάρχει ςυςχζτιςθ του μοριακοφ βάρουσ τθσ πρωτεΐνθσ και τθσ 

απόδοςθσ ακινθτοποίθςθσ. Αυτι θ ςυςχζτιςθ είναι αρκετά καλι για τθ μθ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ (r2 ~ 0.900) όταν μελετϊνται μόνο οι λιπάςεσ (CalA, CalB και Crl) αλλά μειϊνεται 

όταν ειςάγονται και οι εςτεράςεσ (Bs2 και Pfe I) ςτθν ανάλυςθ, γεγονόσ το οποίο υποδεικνφει 

πωσ και ο τφποσ του ενηφμου παίηει ςθμαντικό ρόλο ςτθν ακινθτοποίθςθ τουσ ςτα νανοχλικά. 

11.4 υνθετικό δραςτικότητα υδρολαςϐν ακινητοποιημϋνων ςε 

νανοώλικϊ 

11.4.1 Επύδραςη των λειτουργικϐν ομϊδων τησ επιφϊνειασ των CNTs 

Η ςυνκετικι δραςτικότθτα τθσ μθ ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB ςε 

τροποποιθμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα μελετικθκε ςε άνυδρο n-εξάνιο, ςτθν αντίδραςθ 

ςφνκεςθσ βουτελεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ ςτουσ 30 οC.  

Ππωσ ωαίνεται από τθν εικόνα 83, θ ακινθτοποιθμζνθ CalB παρουςιάηει αυξθμζνθ 

δραςτικότθτα όταν ωσ ωορζασ ακινθτοποίθςθσ χρθςιμοποιοφνται οι CNT-R, ενϊ τθ χαμθλότερθ 

δραςτικότθτα επζδειξε με τουσ CNT-COOH. Εάν θ λιπάςθ προςδζνεται ςτθν καρβοξυλομάδα των 

CNT-COOH με το ενεργό τθσ κζντρο, όπωσ προτείνεται ςτθ βιβλιογραωία (Shi et al. 2007), 

λιγότερα ενεργά κζντρα κα είναι διακζςιμα για το υπόςτρωμα, κάτι το οποίο κα οδθγεί ςτθ 

χαμθλότερθ δραςτικότθτα που παρατθρείται, ςε ςχζςθ με τουσ άλλουσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ. 

Δεδομζνου ότι ςτο ςυγκεκριμζνο υλικό θ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ είναι μεγαλφτερθ και 

ςυνεπϊσ το βιοχλικό ωζρει περιςςότερο ζνηυμο ςτθ μονάδα του βάρουσ (παράγραωοσ 11.3), θ 

ςυγκεκριμζνθ υπόκεςθ ωαίνεται να ιςχφει. 

Η υδροωοβικότθτα των νανοςωλινων άνκρακα αλλάηει κατά τθν ομοιοπολικι τουσ 

τροποποίθςθ και ςυνεπϊσ μπορεί να επθρεάηει τθν ενεργότθτα των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. 

Η οξείδωςθ των νανοςωλινων άνκρακα οδθγεί ςτθ δθμιουργία ςχετικά υδρόωιλων παραγϊγων 
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(CNT-COOH) ενϊ θ περαιτζρω τροποποίθςθ (CNT-NH και CNT-R) αυξάνει τθν υδροωοβικότθτα 

λόγω τθσ αλκυλικισ αλυςίδασ που ειςάγεται. Ρρόςωατα ζχει αναωερκεί ότι θ αφξθςθ τθσ 

υδροωοβικότθτασ του ωορζα ακινθτοποίθςθσ οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ ςτακερότθτασ και τθσ 

δραςτικότθτασ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων (Menaa et al. 2008). Το υδρόωοβο περιβάλλον 

που δθμιουργοφν οι CNT-R και CNT-NH κα μποροφςε να επθρεάςει τθ διάχυςθ και τθν κατανομι 

των υποςτρωμάτων και των προϊόντων ςτο μικροπεριβάλλον του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου, 

αυξάνοντασ με αυτό τον τρόπο τθ διακεςιμότθτα των υδρόωοβων υποςτρωμάτων και ςυνεπϊσ 

αυξάνοντασ τθ ςυνκετικι δραςτικότθτα. Η ίδια ςυμπεριωορά παρατθρείται ανεξαρτιτωσ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ του ενηφμου που χρθςιμοποιείται κατά τθν ακινθτοποίθςθ και του μζςου ςτο 

οποίο γίνεται θ ακινθτοποίθςθ του ενηφμου. 

 

Εικόνα 83: Συνκετικι δραςτικότθτα λιπάςθσ CalB ακινθτοποιθμζνθσ ςε τροποποιθμζνουσ CNTs. 

11.4.2 Επύδραςη τησ αναλογύασ ενζύμου – νανοώλικού 

Ζνασ παράγοντασ που επιδρά ςθμαντικά ςτθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά 

και ςτθ δραςτικότθτά τουσ είναι θ αναλογία ενηφμου – νανοχλικοφ που χρθςιμοποιείται κατά 

τθν ακινθτοποίθςθ. Ππωσ ωάνθκε από τθν προθγοφμενθ παράγραωο (εικόνα 83), αφξθςθ τθσ 

αναλογίασ οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ του νανοχλικοφ που παράγεται. Ζτςι, για να 

επιτευχκεί το μζγιςτο ενηυμικό ωορτίο και θ μζγιςτθ ενηυμικι δραςτικότθτα, μελετικθκε θ 

επίδραςθ τθσ ςυγκεκριμζνθσ αναλογίασ, ςε ζνασ εφροσ από 0.1 ζωσ 5 (w/w), κατά τθν 

ομοιοπολικι και τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB ςτθ ςφνκεςθ του 

βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ. Τα αποτελζςματα παρουςιάηονται ςτθν εικόνα 84. 
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Εικόνα 84: Δραςτικότθτα τθσ λιπάςθσ CalB ςτθ ςφνκεςθ του βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ όταν 

ακινθτοποιείται ςε (A) νανοςωλινεσ άνκρακα και ςε (Β) γραωίτθ. 

Η χριςθ των τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ οδθγεί 

ςτθν παραγωγι βιοχλικϊν με ςθμαντικά αυξθμζνθ δραςτικότθτα (~ 10 ωορζσ) ςε ςχζςθ με τθ 

χριςθ των αντίςτοιχων νανοχλικϊν με βάςθ το γραωίτθ. Ραρόμοια αποτελζςματα 

παρατθρικθκαν και για άλλεσ υδρολάςεσ, όπωσ κα ςχολιαςτεί ςτθν επόμενθ ενότθτα. Αν και ςτθ 

βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ χριςθ νανοςωλινων άνκρακα ςε οργανικοφσ διαλφτεσ 

ςτακεροποιεί τισ πρωτεΐνεσ ςε ςχζςθ με το γραωίτθ (Asuri et al. 2006b), δεν υπάρχει κάποια 

ςυγκριτικι μελζτθ τθσ δραςτικότθτασ ακινθτοποιθμζνων ενηφμων ςε νανοςωλινεσ άνκρακα και 

γραωίτθ. Συνεπϊσ δεν υπάρχουν βιβλιογραωικά δεδομζνα για να ςυςχετιςκοφν με τα 

πειραματικά αποτελζςματα τθσ παροφςασ μελζτθσ. Ραρόλα αυτά, τα αποτελζςματα του 

ωκοριςμοφ υποδεικνφουν αυξθμζνθ αλλθλεπίδραςθ των ενηφμων με τουσ νανοςωλινεσ 

άνκρακα ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα παράγωγα του γραωίτθ (παράγραωοσ 10.4.1). Πςον αωορά 

τθ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου που χρθςιμοποιείται κατά τθν ακινθτοποίθςθ, ωαίνεται πωσ θ 

δραςτικότθτα των βιοχλικϊν αυξάνεται ζωσ τθσ αναλογίασ ενηφμου προσ νανοχλικό 3:1 (w/w). 

Ρεραιτζρω αφξθςθ δεν παρουςιάηει ςθμαντικι επίδραςθ ςτθ δραςτικότθτα των βιοχλικϊν που 

παράγονται. Για αυτό το λόγο τα περιςςότερα πειράματα ςτθν παροφςα διατριβι ζγιναν 

χρθςιμοποιϊντασ αυτι τθν αναλογία. 

Σε μία προθγοφμενθ μελζτθ, οι Cang-Rong και Pastorin παρατιρθςαν ότι θ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ αμυλογλυκοςιδάςθσ ςε νανοςωλινεσ πολλαπλοφ τοιχϊματοσ οδθγεί ςε βιοχλικά 

με ςθμαντικά χαμθλότερθ δραςτικότθτα από ότι όταν το ζνηυμο είχε ακινθτοποιθκεί μθ 

ομοιοπολικά (Cang-Rong and Pastorin 2009). Στθν παροφςα μελζτθ, όπωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 

84, θ ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνθ CalB παρουςιάηει ςυγκρίςιμθ ενεργότθτα με τθ μθ 

ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνθ. Είναι ενδιαωζρον να ςθμειωκεί πωσ θ ομοιοπολικά 

ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ παρουςιάηει διαωορετικό προωίλ ςε ςχζςθ με τθ μθ ομοιοπολικά 

ακινθτοποιθμζνθ, κάτι το οποίο υποδεικνφει το διαωορετικό μθχανιςμό ακινθτοποίθςθσ, 

ςφμωωνα και με τα αποτελζςματα του χαρακτθριςμοφ με τθ ωαςματοςκοπία XPS (παράγραωοσ 

11.2). Κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ θ λιπάςθ ωαίνεται να ακολουκεί μία 
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ςυμπεριωορά ψευδο-κορεςμοφ, θ οποία είναι παρόμοια με αυτι που ζχει αναωερκεί ςε 

προθγοφμενεσ εργαςίεσ (Karajanagi et al. 2004). Η διαωοροποίθςθ ςτθ ςυμπεριωορά είναι 

αρκετά ενδιαωζρουςα ςτισ χαμθλζσ αναλογίεσ ενηφμου - νανοχλικοφ, όπου θ ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ αποδίδει βιοχλικά με μεγαλφτερθ δραςτικότθτα από ότι θ μθ ομοιοπολικι. Μία 

πικανι εξιγθςθ είναι ότι κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ το ζνηυμο προςπακεί να 

αυξιςει τθν επιωάνεια επαωισ του με το νανοχλικό, κάτι το οποίο οδθγεί ςε ανεπικφμθτεσ 

δομικζσ αλλαγζσ (παράγραωοσ 10.4) και ςυνεπϊσ ςε απϊλεια τθσ δραςτικότθτασ (Bosley and 

Peilow 2000, Tzialla et al. 2010). Σε μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμου, θ αρνθτικι αυτι 

αλλθλεπίδραςθ μειϊνεται λόγω τθσ ελαχιςτοποίθςθσ τθσ διακζςιμθσ επιωάνειασ ςτο νανοχλικό 

ανά ενηυμικό μόριο (Shah et al. 2007), ενϊ είναι πικανό να προςροωοφνται νζα ενηυμικά μόρια 

πάνω ςτα ιδθ ακινθτοποιθμζνα μόρια. Αντίκετα, κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ θ λιπάςθ 

CalB ακινθτοποιείται ςε ςυγκεκριμζνεσ κζςεισ με ςυγκεκριμζνο τρόπο, κάτι το οποίο δεν 

επθρεάηεται από τθ ςυγκζντρωςθ του ενηφμου. Ζτςι, ςε μεγαλφτερεσ ςυγκεντρϊςεισ ενηφμου το 

πρωτόκολλο μθ ομοιοπολικισ ακινθτοποίθςθσ οδθγεί ςε βιοχλικά τα οποία παρουςιάηουν 

μεγαλφτερθ δραςτικότθτα από τα ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνα. 

11.4.3 υνθετικό δραςτικότητα υδρολαςϐν 

Η ςυνκετικι δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων υδρολαςϊν μελετικθκε φςτερα από 

ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά χρθςιμοποιϊντασ αναλογία 3:1 (w/w), όπωσ 

αναωζρκθκε ςτθν προθγοφμενθ ενότθτα. Η ενεργότθτα των λιπαςϊν μελετικθκε ςτθ ςφνκεςθ 

του βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ ςε άνυδρο n-εξάνιο ςτουσ 30 οC, ενϊ θ δραςτικότθτα 

των εςτεραςϊν καταγράωθκε για τθν μετεςτεροποίθςθ του βινυλ-οξικοφ οξζοσ με τθν (±)1-

ωαινυλαικανόλθ. 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 37, τα ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα παρουςίαςαν αυξθμζνθ 

δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τα μθ ακινθτοποιθμζνα. Η λιπάςθ CalB παρουςίαςε τθ μεγαλφτερθ 

δραςτικότθτα μεταξφ των λιπαςϊν που μελετικθκαν, ενϊ θ λιπάςθ Gtl που ακινθτοποιικθκε 

ομοιοπολικά πάνω ςε νανοςωλινεσ άνκρακα παρουςίαςε πάνω από 75 ωορζσ βελτίωςθ τθσ 

δραςτικότθτάσ τθσ ςε ςχζςθ με το λυοωυλιωμζνο ςκεφαςμα. Αντίκετα, θ εςτεράςθ Bs2 δεν 

παρουςίαςε ενηυμικι δραςτικότθτα ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ μετά τθν ακινθτοποίθςθ, αν 

και ακινθτοποιικθκε επιτυχϊσ και ςτουσ δφο τφπουσ νανοχλικϊν (παράγραωοσ 11.3). Θα πρζπει 

να αναωερκεί πωσ θ επϊαςθ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου με τα νανοχλικά οδθγεί ςε ταχφτατθ 

απενεργοποίθςθ του ενηφμου, κάτι το οποίο δεν παρατθρικθκε για τισ υπόλοιπεσ υδρολάςεσ 

(παράγραωοσ 10.3). Το γεγονόσ αυτό υποδεικνφει ότι θ επίδραςθ που ζχουν τα νανοχλικά 

βαςιςμζνα ςτον άνκρακα ςτθ καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων, κακϊσ και ςτθν 

αποτελεςματικότθτα τθσ διαδικαςίασ ακινθτοποίθςθσ είναι εξαρτϊμενθ από τθ ωφςθ του 

ενηφμου. Θα πρζπει να ςθμειωκεί όμωσ πωσ το ελεφκερο ζνηυμο δεν παρουςίαςε δραςτικότθτα, 

οπότε θ απουςία δραςτικότθτασ δεν είναι ενδεικτικι τθσ αποδιάταξθσ του ενηφμου. 
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Πίνακασ 37: Αρχικι ταχφτθτα (mmol h
-1

 mg
-1

 ενηφμου) τθσ ςυνκετικισ δράςθσ των λιπαςϊν και τθσ 

μετεςτεροποίθςθσ που καταλφεται από εςτεράςεσ. Η αναλογία (w/w) ενηφμου - νανοχλικοφ κατά τθν 

ακινθτοποίθςθ ιταν 3:1 (Τυπικι απόκλιςθ < 5%). 

 Λιπάςεσ Εςτεράςεσ 

 CalA CalB Crl Gtl Bs2 PestE Pfe I 

Μθ ακινθτοποιθμζνο 0.33 9.33 2.00 1.00 0.00 0.00 Δ.Μ.27 

CNTs NCI 1.15 191.40 3.20 11.70 0.00 2.27 5.50 

 CI 1.29 173.00 4.14 76.22 0.00 3.48 0.00 

Γραφίτθσ NCI 0.15 15.45 0.33 6.47 0.38 0.58 Δ.Μ.27 

 CI 0.10 12.07 0.67 11.09 0.00 0.84 Δ.Μ.27 

Τα ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνα ζνηυμα παρουςιάηουν ςυγκρίςιμθ δραςτικότθτα με τα 

μθ ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνα, και ςε οριςμζνεσ περιπτϊςεισ (Crl, Gtl και PestE) 

παρουςιάηουν ακόμα και μεγαλφτερθ. Αν και θ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ζχει χρθςιμοποιθκεί 

εκτενϊσ ςτθ παραγωγι βιοαιςκθτιρων (Dai et al. 2004, Du et al. 2007a, Santos et al. 2006, Tiwari 

and Dhakate 2009) και οριςμζνεσ μελζτεσ υποδεικνφουν ότι θ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των 

ενηφμων μπορεί να επιωζρει καλφτερθ απόκριςθ (Santos et al. 2006), τα αποτελζςματα ςτθ 

βιβλιογραωία δεν ςυμωωνοφν απόλυτα. Για παράδειγμα, θ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ 

αμυλογλυκοςιδάςθσ ςε CNTs παράγει βιοχλικά με χαμθλότερθ δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τθ μθ 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ (Cang-Rong and Pastorin 2009). 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι τα ζνηυμα παρουςίαςαν πολφ μεγαλφτερθ δραςτικότθτα όταν 

ακινθτοποιικθκαν ςε νανοςωλινεσ άνκρακα ςε ςχζςθ με το γραωίτθ, όπωσ αναωζρκθκε ιδθ για 

τθ λιπάςθ CalB ςτθν παράγραωο 11.4.2. Είναι αναμενόμενο ότι οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ 

ενηφμου και νανοχλικοφ, και ςυνεπϊσ θ δομι και θ καταλυτικι ςυμπεριωορά των ενηφμων, να 

επθρεάηεται από το μζγεκοσ και το ςχιμα των νανοχλικϊν (Cang-Rong and Pastorin 2009, Mu et 

al. 2008, Vijayaraj et al. 2010). Η αυξθμζνθ δραςτικότθτα που παρουςιάηουν οι υδρολάςεσ όταν 

ακινθτοποιοφνται ςε νανοςωλινεσ άνκρακα μπορεί να αποδοκεί ςτθν καμπυλότθτα του ςε 

ςχζςθ με το γραωίτθ (Mu et al. 2008). Η επίπεδθ επιωάνεια του γραωίτθ μπορεί να οδθγιςει ςε 

ςθμαντικζσ δομικζσ αλλαγζσ ςτο ενηυμικό μόριο και ςυνεπϊσ ςε χαμθλότερθ δραςτικότθτα. 

11.5 Επαναχρηςιμοπούηςη ακινητοποιημϋνησ λιπϊςησ CalB 

Η βιωςιμότθτα μίασ βιομθχανικισ εωαρμογισ που βαςίηεται ςτθ χριςθ ακινθτοποιθμζνων 

ενηφμων εξαρτάται ςθμαντικά από τθν ικανότθτα αναγζννθςθσ του βιοκαταλφτθ και τθν 

επακόλουκθ επαναχρθςιμοποίθςθ του. Η επαναχρθςιμοποίθςθ των υδρολαςϊν που 

ακινθτοποιικθκαν ςε νανοχλικά μελετικθκε ςε δφο περιπτϊςεισ. 

                                                           
27

 Δε μελετικθκε. 



Ακινητοποίηςη υδρολαςών ςε νανοδομημένα υλικά 

191 

Σε πρϊτο ςτάδιο μελετικθκε θ επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB θ οποία 

ακινθτοποιικθκε μθ ομοιοπολικά ςε νανοςωλινεσ άνκρακα CNT-NH. Η ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ 

χρθςιμοποιικθκε για τθ ςφνκεςθ βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ ςε n-εξάνιο ςτουσ 30 οC 

για 5 h. Μετά το πζρασ τθσ αντίδραςθσ τo διάλυμα ωυγοκεντρείται ϊςτε να κακιηάνει το 

ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο. Το υπερκείμενο απορρίπτεται και το βιοχλικό ξεπλζνεται από τα 

αντιδρϊντα με το διαλφτθ τθσ αντίδραςθσ τρεισ ωορζσ. Το υλικό αωινεται να ςτεγνϊςει ςε 

κερμοκραςία 30 oC και ζπειτα προςτίκεται νζοσ διαλφτθσ με τα υποςτρϊματα. 

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 85, δεν παρατθρείται ςθμαντικι μείωςθ τθσ δραςτικότθτασ 

φςτερα από 4 κφκλουσ χριςθσ (20 h ςυνολικοφ λειτουργικοφ χρόνου). Το ακινθτοποιθμζνο 

ζνηυμο διατθρεί πάνω από 90 % τθσ αρχικισ του δραςτικότθτασ, υποδεικνφοντασ με αυτό τον 

τρόπο πωσ δεν παρατθρείται απομάκρυνςθ του ενηφμου από το ωορζα ακινθτοποίθςθσ ι 

απενεργοποίθςθ κατά τθ διαδικαςία του ξεπλφματοσ. Επιπλζον, μετά τθν πρϊτθ χριςθ 

παρατθρικθκε ενεργοποίθςθ ζωσ 50 %. Αυτό το ωαινόμενο μπορεί να οωείλεται ςτθν καλφτερθ 

διευκζτθςθ του ενηφμου φςτερα από τθ πρϊτθ διαςπορά του βιοχλικοφ ςτο n-εξάνιο. Η 

καλφτερθ διαςπορά των CNT-NH ςτο n-εξάνιο μπορεί να παρζχει ςτο ζνηυμο ζνα ευνοϊκότερο 

μικροπεριβάλλον, ενϊ μπορεί να ςχετίηεται και με τθν αυξθμζνθ διακεςιμότθτα του 

υποςτρϊματοσ ςτο ενεργό κζντρο του ενηφμου. 

 
Εικόνα 85: Επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB ακινθτοποιθμζνθσ ςε CNT-NH από υδατικό διάλυμα 

(ςκοφρο γκρι) και από αντίςτροωα μικκφλια (ανοιχτό γκρι) ςτθν αντίδραςθ εςτεροποίθςθσ (αναλογία 

ενηφμου νανοχλικοφ 0.1 w/w)  

Κακϊσ θ επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB ςτουσ 30 οC παρουςίαςε ενδιαωζροντα 

αποτελζςματα, ζγινε εκτενζςτερθ μελζτθ τθσ επαναχρθςιμοποίθςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ λιπάςθσ 

ςτουσ 60 oC. Η επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ μελετικθκε φςτερα από 

ομοιοπολικι και μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ ςε CNT-NH και Gr-NH. Η αντίδραςθ ςφνκεςθσ 
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του βουτυλεςτζρα του καπρυλικοφ οξζοσ ζλαβε χϊρα ςε n-εξάνιο για 24 h. Ζπειτα το 

ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο ξεπλφκθκε τρεισ ωορζσ με n-εξάνιο και επαναχρθςιμοποιικθκε. Ππωσ 

ωαίνεται ςτθν εικόνα 86, όλα τα βιοχλικά διατιρθςαν περιςςότερο από 50 % τθσ ενεργότθτασ 

τουσ φςτερα από 5 επαναλαμβανόμενεσ χριςεισ (120 h ςυνολικοφ λειτουργικοφ χρόνου) ςτουσ 

60 oC. Η χριςθ των νανοχλικϊν ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ ωαίνεται να ςτακεροποιεί τα ζνηυμα 

αωοφ θ λιπάςθ CalB φςτερα από ακινθτοποίθςθ ςε HPMC χάνει το 50% τθσ δραςτικότθτασ τθσ 

φςτερα από μόλισ 30 ϊρεσ ςυνολικοφ χρόνου λειτουργίασ ςτουσ 50 οC (παράγραωοσ 9.3.2). Η 

ςτακεροποιθτικι δράςθ τθσ χριςθσ νανοχλικϊν με βάςθ τον άνκρακα ωσ ωορείσ 

ακινθτοποίθςθσ ζχει παρατθρθκεί για άλλα ζνηυμα όταν ακινθτοποιικθκαν ςε CNT-COOH μθ 

ομοιοπολικά (Asuri et al. 2006a). Σθμαντικι ςτακεροποίθςθ τθσ λιπάςθσ CalB επιτυγχάνεται κατά 

τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ τθσ και ςτουσ δφο τφπουσ νανοχλικϊν που χρθςιμοποιικθκαν. 

Η ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνθ CalB ςε νανοςωλινεσ άνκρακα διατθρεί περίπου το 60 % τθσ 

αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ φςτερα από 14 χριςεισ (336 h ςυνολικοφ χρόνου λειτουργίασ), ενϊ 

όταν ακινθτοποιείται μθ ομοιοπολικά χάνει πάνω από το 90 % τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ 

φςτερα από 9 χριςεισ.. Η ςτακερότθτα που επιδεικνφουν τα ομοιοπολικά ακινθτοποιθμζνα 

ςκευάςματα είναι εντυπωςιακι, αν ςυγκρικεί με βιβλιογραωικά δεδομζνα. Η εμπορικά 

διακζςιμθ Novozyme 435 χάνει πάνω από 15 % τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ φςτερα από μόλισ 

63 ϊρεσ επϊαςθσ ςτουσ 25 oC (         -M   í      Otero 2008) και πάνω από 20 % φςτερα 

από 5 μζρεσ επϊαςθσ ςτουσ 50 oC ςε ιοντικό υγρό (Ha et al. 2010).  

 

Εικόνα 86: Επαναχρθςιμοποίθςθ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB ςε n-εξάνιο ςτουσ 60 
ο
C (Τυπικι 

απόκλιςθ < 5 %). 

Αξίηει να ςθμειωκεί ότι θ CalB που ακινθτοποιικθκε μθ ομοιοπολικά ςε τροποποιθμζνο 

γραωίτθ είναι αρκετά πιο ςτακερι από αυτι που ακινθτοποιικθκε ςε CNT-NH, μία ςυμπεριωορά 

που ζρχεται ςε αντίκεςθ με τθν εικόνα τθσ ενεργότθτασ των ακινθτοποιθμζνων υδρολαςϊν 

(παράγραωοσ 11.4.3). Η εικόνα αυτι μπορεί να οωείλεται ςτο γεγονόσ ότι θ επιωάνεια του 
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γραωίτθ ευνοεί περιςςότερο τισ υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ, όπωσ αναπτφχκθκε ςτθν 

παράγραωο 10.2, γεγονόσ που μπορεί να οδθγιςει ςε αυξθμζνθ ςυγκράτθςθ του ενηφμου από το 

ωορζα ακινθτοποίθςθσ. 

11.6 Μελϋτη τησ δευτεροταγούσ δομόσ ακινητοποιημϋνων υδρολαςϐν 

Οι πικανζσ δομικζσ αλλαγζσ των υδρολαςϊν φςτερα από τθν ακινθτοποίθςθ τουσ ςτα 

νανοχλικά μελετικθκαν μζςω τθσ ωαςματοςκοπίασ υπερφκρου. Φάςματα των 

ακινθτοποιθμζνων ενηφμων ελιωκθςαν με τθ μορωι KBr διςκίων και ςυγκρίκθκαν με τα 

ωάςματα που ελιωκθςαν για το λυοωυλιωμζνο ζνηυμο. Τα ςτοιχεία δευτεροταγοφσ δομισ που 

παρατίκενται υπολογίςτθκαν φςτερα από ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι. Ο ςυντελεςτισ 

ςυςχζτιςθσ r δε ωαίνεται να παρουςιάηει αξιόπιςτα αποτελζςματα, αωοφ δεν αποδίδει 

ικανοποιθτικά τισ αλλαγζσ ςτθ δομι των ενηφμων, και για αυτό το λόγο δε κα ςχολιαςτεί ςτθ 

ςυγκεκριμζνθ παράγραωο. 

Ππωσ ωαίνεται ςτον πίνακα 38, οι υδρολάςεσ που μελετικθκαν παρουςίαςαν δομικζσ 

αλλαγζσ φςτερα από τθν ακινθτοποίθςθ τουσ και ςτουσ δφο τφπουσ νανοχλικϊν, κάτι το οποίο 

ζχει αναωερκεί και για άλλουσ τφπουσ ωορζων ακινθτοποίθςθσ (Asuri et al. 2007, Cang-Rong and 

Pastorin 2009, Karajanagi et al. 2004, Serefoglou et al. 2008, Tzialla et al. 2010). Η περιεκτικότθτα 

ςε α-ζλικα είναι ζνασ καλόσ δείκτθσ για τθ ςωςτι αναδίπλωςθ του ενηφμου. Η απϊλεια αυτοφ 

του ςτοιχείου δευτεροταγοφσ δομισ ςυνικωσ οδθγεί ςε απϊλεια τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ, 

αν και θ παρουςία τθσ δεν εγγυάται τθ δραςτικότθτα του ενηφμου (Cang-Rong and Pastorin 

2009). Η α-ζλικα όλων των υδρολαςϊν που ακινθτοποιικθκαν και ςτουσ δφο τφπουσ νανοχλικϊν 

αυξικθκε ςε ςχζςθ με τθν α-ζλικα που παρουςίαηαν ςε λυοωυλιωμζνθ μορωι. Οι μόνεσ 

περιπτϊςεισ που παρατθρικθκε μείωςθ τθσ α-ζλικασ ιταν για τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 

των λιπαςϊν CalA και CalB. Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι θ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 

βαςίηεται ςε υδρόωοβεσ αλλθλεπιδράςεισ που αναπτφςςονται μεταξφ ενηφμων και νανοχλικϊν. 

Η επϊαςθ αυτι οδθγεί ςτθ μείωςθ τθσ α-ζλικασ των ςυγκεκριμζνων λιπαςϊν, όπωσ ζχει 

αναωερκεί ςτθν παράγραωο 10.4.2. Γενικότερα, θ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των ενηφμων 

οδθγεί ςε αφξθςθ τθσ α-ζλικασ ςε ςχζςθ με τθ δομι τθσ ελεφκερθσ μορωισ του ενηφμου. 

Ραραδείγματοσ χάριν, όταν θ CalB ακινθτοποιικθκε ομοιοπολικά ςτα νανοχλικά παρουςίαςε 

αφξθςθ τθσ α-ζλικασ με επακόλουκθ αφξθςθ τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ (πίνακασ 38), κάτι το 

οποίο ζχει αναωερκεί για ζνηυμα τα οποία ζχουν ακινθτοποιθκεί και ςε άλλουσ υδρόωοβουσ 

ωορείσ ακινθτοποίθςθσ (Menaa et al. 2008, Tzialla et al. 2010). 
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Πίνακασ 38: Προςδιοριςμόσ (%) τθσ δευτεροταγοφσ δομισ υδρολαςϊν και ο ςυντελεςτισ ςυςχζτιςθσ (r) 

των ακινθτοποιθμζνων υδρολαςϊν ςε ςχζςθ με τθν ελεφκερθ μορωι τουσ, όπωσ υπολογίςτθκαν φςτερα 

από ανάλυςθ τθσ αμιδικισ περιοχισ Ι από ωάςματα υπερφκρου. 

Ένηυμο Σκεφαςμα α-ζλικα β-πτυχώςεισ άλλθ δομι r 

CalA Λυοφυλιωμζνο 25 35 40 - 

 CNT-NCI 30 23 47 0.899 

 CNT-CI 35 13 52 0.787 

 Γραφίτθσ-NCI 22 40 38 0.985 

 Γραφίτθσ-CI 26 14 60 0.924 

CalB Λυοφυλιωμζνο 27 33 40 - 

 CNT-NCI 20 42 38 0.933 

 CNT-CI 36 19 45 0.956 

 Γραφίτθσ-NCI 18 42 40 0.942 

 Γραφίτθσ-CI 28 21 51 0.967 

Crl Λυοφυλιωμζνο 29 25 46 - 

 CNT-NCI 41 14 45 0.958 

 CNT-CI 39 16 45 0.929 

 Γραφίτθσ-NCI 29 19 52 0.947 

 Γραφίτθσ-CI 28 14 58 0.931 

Bs2 Λυοφυλιωμζνο 22 30 48 - 

 CNT-NCI 26 17 57 0.787 

 CNT-CI 27 31 42 0.995 

 Γραφίτθσ-NCI 31 26 43 0.989 

 Γραφίτθσ-CI 30 22 48 0.982 

Πταν οι λιπάςεσ CalA και CalB ακινθτοποιοφνται ςε γραωίτθ θ περιεκτικότθτα τουσ ςε α-

ζλικα δεν αυξάνεται ςθμαντικά, όπωσ ςυμβαίνει με τουσ νανοςωλινεσ άνκρακα. Η χαμθλότερθ 

αυτι περιεκτικότθτα ςε α-ζλικα αποτυπϊνεται ςτθ δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων 

λιπαςϊν, κακϊσ οι λιπάςεσ αυτζσ παρουςιάηουν αρκετά χαμθλότερθ δραςτικότθτα όταν 

ακινθτοποιοφνται ςε Gr-NH ςε ςχζςθ με όταν ακινθτοποιοφνται ςε CNT-NH (Ραράγραωοι 11.4.2 

και 11.4.3). Η διαωορετικι επίδραςθ των νανοςωλινων άνκρακα και του γραωίτθ ςτθ 

δραςτικότθτα και δομι των ενηφμων μπορεί να ςυςχετιςκεί με τισ ειδικζσ αλλθλεπιδράςεισ των 

ενηφμων με τα νανοχλικά, όπωσ αναπτφχκθκε ςτο προθγοφμενο κεωάλαιο και ςφμωωνα με 

βιβλιογραωικά δεδομζνα (Kim et al. 2008). Επιπλζον, θ κετικι επίδραςθ που ζχει θ χριςθ των 

νανοςωλινων άνκρακα κα μποροφςε να ςυςχετιςκεί με τθν καμπυλότθτα τθν οποία 
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παρουςιάηουν ςε ςχζςθ με το γραωίτθ, όπωσ ζχει αναωερκεί για τθν ακινθτοποίθςθ πρωτεϊνϊν 

ςε νανοςωλινεσ άνκρακα και ςε γραωίτθ (Asuri et al. 2006b, Mu et al. 2008). Συγκεκριμζνα, θ 

καμπυλότθτα των νανοςωλινων άνκρακα μπορεί να οδθγιςει ςε μείωςθ των αλλθλεπιδράςεων 

μεταξφ των γειτονικά ακινθτοποιθμζνων ενηυμικϊν μορίων, γεγονόσ το οποίο μπορεί να 

οδθγιςει ςτθ ςτακεροποίθςθ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων (Asuri et al. 2006b). Πμωσ, θ 

αλλθλεπίδραςθ πρωτεϊνϊν με τα νανοχλικά εξαρτάται ςε μεγάλο βακμό από τθ ωφςθ του 

ενηφμου (Matsuura et al. 2006). Το γεγονόσ ότι θ εςτεράςθ Bs2 παρουςιάηει ςυνκετικι 

δραςτικότθτα μόνο όταν είναι ακινθτοποιθμζνθ ςε γραωίτθ, μπορεί να ςυςχετιςκεί με τθν 

αφξθςθ τθσ α-ζλικασ ςτο πρωτεϊνικό μόριο, αλλά υποδεικνφει και τθν εξάρτθςθ τθσ καταλυτικισ 

ςυμπεριωοράσ του ακινθτοποιθμζνου ενηφμου από τθ ωφςθ του ίδιου του ενηυμικοφ μορίου. Η 

Bs2 δεν παρουςιάηει αποδιάταξθ κατά τθν ακινθτοποίθςθ ςφμωωνα με τα δεδομζνα του πίνακα 

38, όμωσ δεν παρουςιάηει ςχεδόν κακόλου δραςτικότθτα. Ζτςι, θ ζλλειψθ δραςτικότθτασ 

πικανόν να μθν οωείλεται ςε δομικζσ αλλαγζσ, αλλά ςτθν αδυναμία κατάλυςθσ τθσ 

ςυγκεκριμζνθσ αντίδραςθσ, αωοφ θ αντίδραςθ δεν καταλφεται οφτε από το λυοωυλιωμζνο 

ζνηυμο. 

11.7 Εφαρμογό ακινητοποιημϋνων λιπαςϐν ςτην παραγωγό βιοντόζελ 

Οι λιπάςεσ οι οποίεσ ακινθτοποιικθκαν ςε νανοχλικά χρθςιμοποιικθκαν για να 

καταλφςουν τθν αντίδραςθ αλκοόλυςθσ τθσ τριλαυρίνθσ από μεκανόλθ ςε n-εξάνιο, με ςκοπό 

τθν παραγωγι μεκυλεςτζρων λαυρικοφ οξζοσ. Η ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ, όπωσ αναωζρκθκε 

και ςτθν παράγραωο 9.6, είναι πρότυπθ αντίδραςθ για να ελεγχκεί το κατά πόςο οι 

ακινθτοποιθμζνεσ ςε νανοχλικά λιπάςεσ είναι ικανζσ να καταλφςουν τθν παραγωγι βιοντιηελ ςε 

ςυςτιματα με αυξθμζνθ ςυγκζντρωςθ μεκανόλθσ. Στθν παροφςα μελζτθ χρθςιμοποιικθκαν οι 

λιπάςεσ CalA, CalB και Crl ακινθτοποιθμζνεσ ςε νανοςωλινεσ άνκρακα και τροποποιθμζνο 

γραωίτθ μζςω ομοιοπολικισ πρόςδεςθσ ι ωυςικισ προςρόωθςθσ.  

Ππωσ ωαίνεται ςτθν εικόνα 87, θ ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ CalB παρουςίαςε δραςτικότθτα 

και ςτα 4 ςκευάςματα που παραςκευάςτθκαν ςτο εργαςτιριο. Η ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ 

ωαίνεται να ςτακεροποιεί το ζνηυμο και να οδθγεί ςε αυξθμζνθ δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τισ 

λιπάςεσ που ακινθτοποιικθκαν μθ ομοιοπολικά. Σθμαντικό είναι το γεγονόσ πωσ θ δραςτικότθτα 

τθσ λιπάςθσ όταν ακινθτοποιείται ςε τροποποιθμζνο γραωίτθ είναι ςυγκρίςιμθ με τθ 

δραςτικότθτα όταν ωσ ωορζασ ακινθτοποίθςθσ χρθςιμοποιοφνται οι νανοςωλινεσ άνκρακα, αν 

και ςτθν παράγραωο 11.4.3 είχε παρατθρθκεί ςθμαντικότερα χαμθλότερθ δραςτικότθτα. Κακϊσ 

θ ςυγκεκριμζνθ αντίδραςθ καταλφεται ςε αυξθμζνθ κερμοκραςία (50 οC) παρουςία μεκανόλθσ 

για αρκετζσ μζρεσ, ςθμαντικό ρόλο ςτθν απόδοςθ παίηει θ ςτακερότθτα του ενηφμου. Η 

δραςτικότθτα τθσ ακινθτοποιθμζνθσ CalB ςε νανοχλικά είναι αρκετά χαμθλότερθ από αυτι του 

εμπορικοφ ςκευάςματοσ ακινθτοποιθμζνθσ CalB (Novozyme 435), αλλά βελτιωμζνθ ςε ςχζςθ με 

τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφει όταν ακινθτοποιείται ςε οργανοπθκτϊματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικοφ υγροφ (εικόνα 61). 
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Εικόνα 87: Απόδοςθ τθσ αντίδραςθσ παραγωγισ μεκυλεςτζρων από τριλαυρίνθ χρθςιμοποιϊντασ διάωορα 

ακινθτοποιθμζνα ςκευάςματα τθσ λιπάςθσ CalB ςε n-εξάνιο ςτουσ 50 
o
C. 

Αντίκετα με τθ λιπάςθ CalB, θ λιπάςθ Crl δεν παρουςίαςε δραςτικότθτα φςτερα από τθν 

ακινθτοποίθςθ ςε νανοχλικά. Στθ βιβλιογραωία ζχει αναωερκεί πωσ θ ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ 

παρουςιάηει χαμθλι απόδοςθ παραγωγισ βιοντιηελ λόγω τθσ χαμθλισ ςτακερότθτασ τθσ (Lee et 

al. 2006, Tongboriboon et al. 2010). Ραρόλα αυτά χρθςιμοποιείται ςε μείγματα λιπαςϊν για τθ 

παραγωγι βιοντιηελ γιατί μπορεί να καταλφςει τθ μετεςτεροποίθςθ ςτθ κζςθ 2 του 

τριγλυκεριδίου. 

Αν και θ λιπάςθ CalA μπορεί να καταλφςει τθν εςτεροποίθςθ τριτοταγϊν αλκοολϊν (Kirk 

and Christensen 2002), δεν ζχει αναωερκεί ζωσ ςιμερα θ χριςθ τθσ για τθ παραγωγι βιοντιηελ. 

Η ςυγκεκριμζνθ λιπάςθ παρουςίαςε δραςτικότθτα φςτερα από ακινθτοποίθςθ ςε νανοςωλινεσ 

άνκρακα (ζωσ 15 % απόδοςθ φςτερα από 21 μζρεσ), ενϊ όταν ακινθτοποιικθκε ςε 

τροποποιθμζνο γραωίτθ δεν παρουςίαςε δραςτικότθτα.  
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12 υμπερϊςματα 

Στθν παροφςα διατριβι μελετικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά υδρολυτικϊν ενηφμων ςε 

ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν κακϊσ και θ ςχζςθ δομισ και λειτουργίασ τουσ ςε αυτά τα 

ςυςτιματα. Τα ςυςτιματα τα οποία παρουςιάηουν ςθμαντικό ερευνθτικό ενδιαωζρον και 

επιλζχκθκαν προσ μελζτθ είναι ζνα μικροετερογενζσ ςφςτθμα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε 

ιοντικό υγρό και τα νανοδομθμζνα υλικά με βάςθ τον άνκρακα. Τα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε 

ιοντικό υγρό [bmim]PF6 μποροφν να ςχθματιςτοφν παρουςία μθ ιοντικϊν επιωανειενεργϊν 

ενϊςεων (όπωσ το Tween 20 ι το Triton X-100) και παρουςιάηουν υδατικζσ νανοδιαςπορζσ ςε 

μία ςυνεχι ωάςθ του ιοντικοφ υγροφ. Το ζνηυμο μπορεί να εγκλωβιςτεί ςε αυτζσ τισ 

νανοδιαςπορζσ και να επιδείξει καταλυτικι δραςτικότθτα. Πςον αωορά τα νανοδομθμζνα υλικά, 

τα τελευταία χρόνια αναωζρεται όλο και ςυχνότερα θ χριςθ τουσ ωσ ωορζασ ακινθτοποίθςθσ 

ενηφμων λόγω των μοναδικϊν τουσ ιδιοτιτων, όπωσ θ αυξθμζνθ ενεργι επιωάνεια τουσ και θ 

βιοςυμβατότθτά τουσ, οδθγϊντασ ςτθ δθμιουργία καινοτόμων βιοχλικϊν με ςθμαντικζσ 

βιοτεχνολογικζσ εωαρμογζσ. Η κατανόθςθ τθσ ςχζςθσ δομισ και λειτουργίασ των υδρολυτικϊν 

ενηφμων ςτα ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν κα οδθγιςει ςε ορκολογικό ςχεδιαςμό 

βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν, ςυμβάλλοντασ με αυτό τον τρόπο ςτθν ανάπτυξθ του τομζα τθσ 

νανοβιοκατάλυςθσ. 

Το αυξθμζνο ερευνθτικό ενδιαωζρον για τα νανοδομθμζνα ςυςτιματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν αποτυπϊνεται ςτο γεγονόσ πωσ αρκετά ςφντομα μετά τθν 

πρϊτθ αναωορά δθμιουργίασ τζτοιων ςυςτθμάτων (Gao et al. 2004) δθμοςιεφτθκαν εργαςίεσ 

αναςκόπθςθσ του πεδίου (Qiu and Texter 2008), κακϊσ και μελζτεσ τθσ χριςθ τουσ ωσ μζςα για 

βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ (Zhang et al. 2008). Το ενδιαωζρον που παρουςιάηει θ αξιοποίθςθ 

των ιοντικϊν υγρϊν για το ςχθματιςμό τζτοιων ςυςτθμάτων εντοπίηεται ςτθν ανάγκθ χριςθσ 

περιςςότερο περιβαλλοντικά ωιλικϊν μζςων για τθν πραγματοποίθςθ βιοκαταλυτικϊν 

διεργαςιϊν. Τα ιοντικά υγρά χαρακτθρίηονται ωσ «πράςινοι διαλφτεσ» και αντικαταςτάτεσ των 

οργανικϊν διαλυτϊν λόγω του ότι είναι μθ πτθτικά μζςα, χαμθλισ τοξικότθτασ και υψθλισ 

κερμικισ και χθμικισ ςτακερότθτασ. Η χριςθ τουσ ςε ζνα ςφςτθμα μικρογαλακτωμάτων 

ςυνδυάηει τα πλεονεκτιματα τθσ χριςθσ μικροετερογενϊν ςυςτθμάτων και των ιοντικϊν υγρϊν. 

Με βάςθ τα παραπάνω, μελετικθκε θ καταλυτικι ςυμπεριωορά των μικροβιακϊν λιπαςϊν από 

Candida rugosa, Chromobacterium viscosum, Rhizomucor miehei, Thermomyces lanuginosa και 

τθσ λιπάςθσ Β από Pseudozyma antarctica μετά τον εγκλωβιςμό τουσ ςε μικρογαλακτϊματα 

νεροφ ςε ιοντικό υγρό [bmim]PF6. Οι λιπάςεσ παρουςίαςαν αυξθμζνθ ςυνκετικι δραςτικότθτα 

ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό που ςχθματίηονται παρουςία Tween 

20 ςε ςχζςθ με τθ δραςτικότθτα που επιδεικνφουν ςτο ιοντικό υγρό [bmim]PF6 , αλλά και ωσ 

προσ τα ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο. Τα ςυςτιματα 

οργανωμζνων νανοδομϊν νεροφ ςτο ιοντικό υγρό είναι καταλλθλότερα μζςα για βιοκαταλυτικζσ 

διεργαςίεσ ςε ςχζςθ με τα διςυνεχι ςυςτιματα, τα οποία αποτελοφν μείγματα των ίδιων 

ςυςτατικϊν χωρίσ ςυγκεκριμζνθ δομι. Κακίςταται ςαωζσ λοιπόν πωσ οι οργανωμζνεσ νανοδομζσ 
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των μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ιοντικό υγρό παρουςιάηουν κετικι επίδραςθ ςτισ καταλυτικζσ 

ιδιότθτεσ των λιπαςϊν που εγκλωβίηονται ςε αυτά. 

Ο βακμόσ ενυδάτωςθσ των μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν επθρεάηει ςθμαντικά τθν 

ενεργότθτα των ενηφμων που εγκλωβίηονται ςε αυτά. Οι λιπάςεσ παρουςιάηουν αφξθςθ τθσ 

δραςτικότθτασ τουσ ςε περιςςότερο άνυδρα ςυςτιματα, ςυμπεριωορά θ οποία είναι τυπικι για 

τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο (Stamatis et al. 1999). Ραρόλα αυτά ο 

βακμόσ ενυδάτωςθσ ςτον οποίο παρουςιάηεται θ μζγιςτθ δραςτικότθτα επθρεάηεται από τθ 

ςφςταςθ του μικρογαλακτϊματοσ ςτο οποίο γίνεται θ μελζτθ. Επιπλζον, θ αντικατάςταςθ του 

Tween 20 από το επίςθσ μθ ιοντικό επιωανειενεργό Triton X-100 οδθγεί ςε ςθμαντικότερα 

χαμθλότερθ καταλυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν. Οι μελζτεσ τθσ καταλυτικισ δραςτικότθτασ 

των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν κατζδειξαν ότι θ αυξθμζνθ ενεργότθτα δεν 

ςχετίηεται αποκλειςτικά με κάποιο ςυςτατικό τουσ, αλλά με τισ οργανωμζνεσ νανοδομζσ τισ 

οποίεσ δθμιουργοφνται ςε αυτά τα ςυςτιματα, ανάλογα με τθ ςφςταςθ των 

μικρογαλακτωμάτων. Σε ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα δθμιουργοφνται οι κατάλλθλεσ ςυνκικεσ για 

το κάκε ζνηυμο ϊςτε να επιδείξει τθ βζλτιςτθ δραςτικότθτα του. Ρζρα από αυτζσ τισ ςυνκικεσ, θ 

καταλυτικι ενεργότθτα των λιπαςϊν μπορεί να μειωκεί ζωσ και 80 %. Τα αποτελζςματα αυτά 

υποδεικνφουν πωσ ςθμαντικότεροσ παράγοντασ είναι θ ςφςταςθ του μικρογαλακτϊματοσ από 

τισ επιμζρουσ ςυγκεντρϊςεισ των ςυςτατικϊν, κάτι το οποίο ςχετίηεται με τισ οργανωμζνεσ 

νανοδομζσ που δθμιουργοφνται ςε αυτά τα ςυςτιματα.  

Η αυξθμζνθ καταλυτικι δραςτικότθτα των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν 

υγρϊν μπορεί να αποδοκεί ςτθν αυξθμζνθ ςτακερότθτα τουσ ςε αυτά τα ςυςτιματα ι ακόμα και 

ςτθν ενεργοποίθςθ τουσ. Οι λιπάςεσ ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν παρουςιάηουν 

ςθμαντικά αυξθμζνθ κερμικι ςτακερότθτα ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα ςε υδατικό διάλυμα ι 

ακόμα και ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, ιδιαίτερα ςε υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Η πολφ 

καλι προςαρμογι του μοντζλου απενεργοποίθςθσ δφο ςταδίων ςτα πειραματικά αποτελζςματα 

υποδεικνφει τθν φπαρξθ μίασ ενδιάμεςθσ κατάςταςθσ του ενηφμου θ οποία ςτα περιςςότερα 

μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ που μελετικθκαν παρουςιάηει αυξθμζνθ δραςτικότθτα (ζωσ 

και 200 %) ςε ςχζςθ με τθν αρχικι κατάςταςθ. Ραρόλα αυτά, θ ςτακερότθτα των λιπαςϊν ςτα 

μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν επθρεάηεται ςθμαντικά από τθ ςφςταςθ των ςυςτθμάτων 

αυτϊν. 

H ενδιαωζρουςα καταλυτικι ςυμπεριωορά των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ 

υγροφ ςυςχετίηεται με οριςμζνεσ δομικζσ αλλαγζσ που παρατθροφνται κατά τον εγκλωβιςμό 

τουσ ςτα νζα αυτά ςυςτιματα. Χρθςιμοποιϊντασ ωαςματοςκοπικζσ τεχνικζσ όπωσ θ 

ωαςματοςκοπία κυκλικοφ διχρωιςμοφ και θ ωαςματοςκοπία υπερφκρου αποδείχκθκε ότι θ 

αυξθμζνθ ςτακερότθτα που επιδεικνφουν οι λιπάςεσ ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν 

οωείλεται ςε μία περιςςότερο ςυμπαγι δομι που υιοκετοφν ςε αυτά τα ςυςτιματα, θ οποία 

διατθρεί τισ α-ζλικεσ του μορίου και αυξάνει τθν περιεκτικότθτα ςε β-πτυχωτζσ επιωάνειεσ. Η 

επίδραςθ που ζχει θ ςφςταςθ του μικρογαλακτϊματοσ ςτθν καταλυτικι ςυμπεριωορά των 
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ενηφμων, κυρίωσ ςτθ ςτακερότθτα, αποτυπϊνεται ςτισ δομικζσ αλλαγζσ που λαμβάνουν χϊρα 

ςτο ενηυμικό μόριο όταν εγκλωβίηεται ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ διαωορετικισ 

ςφςταςθσ. Η μείωςθ τθσ ςτακερότθτασ των λιπαςϊν ςε ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα οωείλεται ςτθν 

απϊλεια των α-ελίκων, κάτι το οποίο παρατθρείται και ςτα μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο 

που μελετικθκαν, ςτα οποία οι λιπάςεσ παρουςίαηαν χαμθλι ςτακερότθτα. 

Τα ζνηυμα ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων είναι εγκλωβιςμζνα μζςα ςτισ υδατικζσ 

νανοδιαςπορζσ. Αν και κα μποροφςαν να κεωρθκοφν ακινθτοποιθμζνα, αωοφ εντοπίηονται ςε 

ςυγκεκριμζνεσ περιοχζσ του ςυςτιματοσ, θ ανάκτθςθ και επαναχρθςιμοποίθςθ του βιοκαταλφτθ 

δεν είναι εφκολα εωικτι. Η μθ αναμιξιμότθτα των ςυςτατικϊν του ςυγκεκριμζνου ςυςτιματοσ με 

ζναν μθ πολικό οργανικό διαλφτθ όπωσ το n-εξάνιο οδιγθςε ςτθν ανάπτυξθ μιασ  

αποτελεςματικισ διαδικαςίασ για τθν απομόνωςθ των προϊόντων και τθν επαναχρθςιμοποίθςθ 

των ενηφμων που ζχουν εγκλωβιςτεί ςε αυτά τα ςυςτιματα. Τα υδρόωοβα προϊόντα φςτερα από 

μία βιοκαταλυτικι διεργαςία εκχυλίηονται με n-εξάνιο, ενϊ το ζνηυμο παραμζνει εγκλωβιςμζνο 

ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ και μπορεί να επαναχρθςιμοποιθκεί. Η δραςτικότθτα 

των λιπαςϊν φςτερα από 10 χριςεισ παραμζνει ςε υψθλά επίπεδα. Για παράδειγμα, θ λιπάςθ 

από Thermomyces lanuginosa διατθρεί 90 % τθσ δραςτικότθτασ τθσ φςτερα από 10 χριςεισ (30 

ϊρεσ ςυνολικοφ λειτουργικοφ χρόνου) ςτουσ 30 οC. 

Με ςκοπό τθν ευρφτερθ εωαρμογι των λιπαςϊν που εγκλωβίηονται ςε μικρογαλακτϊματα 

ιοντικοφ υγροφ ςε ςυςτιματα που αποτελοφνται και από άλλουσ διαλφτεσ, τα ςυγκεκριμζνα 

ςυςτιματα μποροφν να ακινθτοποιθκοφν ςε πθκτϊματα με τθ χριςθ τθσ 

(υδροξυπροπυλο)μεκυλο κυτταρίνθσ (HPMC). Τα οργανοπθκτϊματα των μικρογαλακτωμάτων 

ιοντικϊν υγρϊν παρουςιάηουν υψθλι δομικι ςτακερότθτα, διατθρϊντασ τθ δομι τουσ ςε εφροσ 

οργανικϊν διαλυτϊν (πολικϊν και μθ πολικϊν) για αρκετζσ θμζρεσ, ςε αντίκεςθ με τα 

οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων νεροφ ςε ζλαιο, των οποίων θ δομι καταςτρζωεται ςε 

πολικοφσ διαλφτεσ όπωσ θ ακετόνθ (Delimitsou et al. 2002, Zoumpanioti et al. 2006). Σφμωωνα με 

τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ διατριβισ, οι λιπάςεσ που ακινθτοποιικθκαν ςε 

οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν παρουςίαςαν αυξθμζνθ ςυνκετικι 

δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με τθν ακινθτοποίθςθ τουσ ςε οργανοπθκτϊματα μικρογαλακτωμάτων 

νεροφ ςε ζλαιο και ςε υδροπθκτϊματα. Η βελτιωμζνθ αυτι καταλυτικι δραςτικότθτα 

παρατθρικθκε ςε πλικοσ οργανικϊν διαλυτϊν και ιοντικϊν υγρϊν. Σθμαντικό επίςθσ είναι το 

γεγονόσ ότι θ κερμοςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων αυξάνεται ζωσ και 25 ωορζσ 

ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα που επιδεικνφουν ςε μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ιοντικό υγρό 

(~150 ωορζσ ςε ςχζςθ με τθ ςτακερότθτα ςε υδατικό διάλυμα), επιτρζποντασ τθ χριςθ των 

λιπαςϊν ςε βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ που απαιτοφν υψθλζσ κερμοκραςίεσ. Ενδεικτικά 

αναωζρεται πωσ θ λιπάςθ CalB ακινθτοποιθμζνθ ςε οργανοπικτωμα μικρογαλακτϊματοσ 

ιοντικοφ υγροφ παρουςιάηει παρόμοια ςτακερότθτα με το ευρζωσ χρθςιμοποιοφμενο εμπορικό 

ςκεφαςμα Novozyme 435 (ακινθτοποιθμζνθ CalB) ςτουσ 90 οC ςε [bmim]PF6. Και τα δφο 

ακινθτοποιθμζνα ςκευάςματα διατθροφν περίπου το 50 % τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ 
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φςτερα από μία ϊρα. Η ςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν μπορεί να βελτιωκεί 

ακόμα περιςςότερο με τθ τροποποίθςθ των οργανοπθκτωμάτων με υποκατεςτθμζνα ςιλανία. 

Μελζτεσ που ζγιναν με διάωορα υποκατεςτθμζνα ςιλάνια κατζδειξαν ότι ο βακμόσ 

υποκατάςταςθσ τουσ επθρεάηει τθ κερμικι ςτακερότθτα των λιπαςϊν που εξετάςτθκαν ςτθ 

παροφςα διατριβι, παρουςιάηοντασ καλφτερθ ςτακεροποιθτικι δράςθ όταν θ ομάδα 

υποκατάςταςθσ ζχει μικρότερθ αλκυλικι αλυςίδα. Αντίκετα, θ παρουςία μικρότερων 

υποκαταςτατϊν ςτο μόριο του ςιλανίου ςυνικωσ ζχει αρνθτικι επίδραςθ ςτθ καταλυτικι 

ςυμπεριωορά του ενηφμου, κάτι το οποίο ωαίνεται να ςχετίηεται με το μζγεκοσ των πόρων ςτο 

δίκτυο που δθμιουργοφν τα ςιλάνια με τον πολυμεριςμό τουσ. 

 Η αυξθμζνθ ςτακερότθτα των ακινθτοποιθμζνων λιπαςϊν ςτα οργανοπθκτϊματα 

μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν οωείλεται ςτθν υιοκζτθςθ μίασ περιςςότερο ςυμπαγοφσ 

δομισ, όπωσ αναωζρκθκε και για τα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ. Θα πρζπει να 

ςθμειωκεί πωσ παρόλο που παρατθρικθκαν ςθμαντικζσ δομικζσ αλλαγζσ τόςο κατά τον 

εγκλωβιςμό των λιπαςϊν ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν, όςο και κατά τθν 

ακινθτοποίθςθ τουσ ςτα αντίςτοιχα οργανοπθκτϊματα, οι λιπάςεσ όχι μόνο διατιρθςαν τθν 

καταλυτικι τουσ δραςτικότθτα, αλλά βελτίωςαν και τα καταλυτικά τουσ χαρακτθριςτικά (π.χ. 

ςτακερότθτα). Κακϊσ ο ωυςιολογικόσ τουσ ρόλοσ επιβάλλει τθ δράςθ τουσ ςε ςυςτιματα με 

μεςεπιωάνειεσ, είναι πικανόν τα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων ιοντικϊν υγρϊν να παρζχουν 

ζνα μικροπεριβάλλον το οποίο να προςομοιϊνει καλφτερα το ωυςικό μικροπεριβάλλον αυτϊν 

των ενηφμων, ςε ςχζςθ με το υδατικό διάλυμα, και ςυνεπϊσ θ αλλαγμζνθ δομι του ενηφμου που 

παρατθρείται ςε αυτά τα ςυςτιματα να είναι πιο κοντά ςτθ δομι των λιπαςϊν ςτα ςυςτιματα 

ςτα οποία δρα ςτθ ωφςθ. 

Η ακινθτοποίθςθ των λιπαςϊν ςτα οργανοπθκτϊματα κακιςτά εωικτι τθν 

επαναχρθςιμοποίθςθ των βιοκαταλυτϊν ςε διάωορα μζςα, κακϊσ θ ανάκτθςθ του 

ακινθτοποιθμζνου βιοκαταλφτθ διευκολφνεται ςθμαντικά. Η αυξθμζνθ κερμικι ςτακερότθτα 

των λιπαςϊν ςτα ςυγκεκριμζνα οργανοπθκτϊματα μαηί με το ωυςικό εγκλωβιςμό των ενηφμων 

ςτο δίκτυο του βιοπολυμεροφσ οδθγεί ςε πολφ ενδιαωζροντα αποτελζςματα κατά τθν 

επαναχρθςιμοποίθςθ των ακινθτοποιθμζνων ενηφμων. Συγκεκριμζνα, φςτερα από 10 χριςεισ (30 

ϊρεσ λειτουργικοφ χρόνου) ςτουσ 50 οC οι λιπάςεσ Cvl και CalB διατιρθςαν πάνω από 50 % τθσ 

αρχικισ τουσ δραςτικότθτασ. 

Τα νανοδομθμζνα υλικά με βάςθ τον άνκρακα είναι ςχετικά νζα υλικά τα οποία ζχουν 

προτακεί ωσ ωορείσ ακινθτοποίθςθσ λόγω των μοναδικϊν τουσ ιδιοτιτων όπωσ θ αυξθμζνθ 

ενεργι επιωάνεια και θ βιοςυμβατότθτά τουσ. Στθ ςυγκεκριμζνθ διατριβι χρθςιμοποιικθκαν 

νανοςωλινεσ άνκρακα πολλαπλοφ τοιχϊματοσ (CNTs) και γραωίτθσ. Κακϊσ τα ςυγκεκριμζνα 

υλικά είναι πολφ υδρόωοβα και δεν μποροφν να διαςπαρκοφν ςε υδατικά διαλφματα αλλά και 

ςε αρκετά οργανικά μζςα είναι απαραίτθτθ θ χθμικι τροποποίθςθ των υλικϊν αυτϊν. Τα 

ςυγκεκριμζνα νανοχλικά οξειδϊκθκαν ϊςτε να αυξθκεί ο υδρόωιλοσ χαρακτιρασ τουσ μζςω τθσ 

ζνκεςθσ καρβοξυ-, υδροξυ- και εποξυ- ομάδων ςτθν επιωάνεια τουσ. Με χθμικι τροποποίθςθ 



υμπεράςματα 

201 

πάνω ςε αυτζσ τισ ομάδεσ παριχκθςαν νανοχλικά με μία κορεςμζνθ αλειωατικι αλυςίδα ,αλλά 

και με ελεφκερεσ αμινομάδεσ. Η επιτυχισ χθμικι τροποποίθςθ των νανοχλικϊν επιβεβαιϊκθκε 

με τθ χριςθ ωαςματοςκοπικϊν τεχνικϊν, όπωσ θ ωαςματοςκοπίεσ υπερφκρου, Raman και XPS. 

Στα τροποποιθμζνα νανοχλικά ακινθτοποιικθκαν εςτεράςεσ και λιπάςεσ, δφο κατθγορίεσ 

υδρολυτικϊν ενηφμων, με ομοιοπολικι πρόςδεςθ και με ωυςικι προςρόωθςθ. Κατά τθ μθ 

ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά ςθμαντικό ρόλο παίηουν οι υδρόωοβεσ 

αλλθλεπιδράςεισ, αλλά ςε οριςμζνο βακμό επιδροφν και οι θλεκτροςτατικζσ. Η ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ βαςίηεται ςτθ διαςφνδεςθ των ελεφκερων αμινομάδων που υπάρχουν ςτο 

νανοχλικό και ςτθν επιωάνεια του ενηφμου μζςω ενόσ μορίου «γζωυρασ» όπωσ θ 

γλουταραλδεψδθ. Για τθν προςταςία των νανοχλικϊν από τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των 

ενηφμων χρθςιμοποιείται το επιωανειενεργό Tween 20, το οποίο μειϊνει τισ υδρόωοβεσ 

αλλθλεπιδράςεισ. Η ακινθτοποίθςθ των υδρολαςϊν ζλαβε χϊρα ςε υδατικό διάλυμα, ςε ΑΟΤ 

μικρογαλακτϊματα και ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ. Ραρά τθ βελτιωμζνθ διαςπορά 

των υδρόωοβων νανοχλικϊν ςτα ςυςτιματα μικρογαλακτωμάτων, τθ μεγαλφτερθ καταλυτικι 

δραςτικότθτα παρουςίαςε το ακινθτοποιθμζνο ζνηυμο που ακινθτοποιικθκε ςε υδατικό 

διάλυμα. Η επιτυχισ ακινθτοποίθςθ των υδρολαςϊν ςτα νανοχλικά επιβεβαιϊκθκε με μετριςεισ 

πρωτεϊνικισ ςυγκζντρωςθσ και με αποτελζςματα τθσ ωαςματοςκοπίασ XPS. Φςτερα από 

βελτιςτοποίθςθ του πρωτοκόλλου ακινθτοποίθςθσ βρζκθκε πωσ τα νανοχλικά που 

χρθςιμοποιικθκαν μποροφν να ωζρουν ζωσ και 1.65 mg ενηφμου ανά mg νανοχλικοφ. Το 

ςυγκεκριμζνο ενηυμικό ωορτίο είναι μεγαλφτερο από ότι ζχει αναωερκεί ζωσ ςιμερα ςτθ 

βιβλιογραωία και παρουςιάηει με εμωατικό τρόπο ζνα από τα πλεονεκτιματα τθσ 

ακινθτοποίθςθσ των ενηφμων ςε νανοδομθμζνα υλικά. Το μοριακό βάροσ του ενηυμικοφ μορίου, 

και ςυνεπϊσ οι μοριακζσ του διαςτάςεισ, επιδροφν ςτθν απόδοςθ τθσ ακινθτοποίθςθσ. Ζνηυμα 

με μεγαλφτερο μοριακό βάροσ παρουςίαςαν μεγαλφτερθ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ από τα 

μικρότερα, γεγονόσ το οποίο αποδίδεται ςτθ μεγαλφτερθ επιωάνεια των ενηφμων διακζςιμθ για 

τθν ανάπτυξθ υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων με το μόριο. Ρζρα όμωσ από το μοριακό βάροσ του 

ενηφμου, ςθμαντικι επίδραςθ ςτθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων ςτα νανοχλικά παίηει θ 

γεωμετρία των νανοχλικϊν και οι λειτουργικζσ ομάδεσ τισ οποίεσ ωζρουν ςτθν επιωάνεια τουσ. 

Μεγαλφτερθ απόδοςθ ακινθτοποίθςθσ παρατθρικθκε όταν χρθςιμοποιικθκαν τροποποιθμζνοι 

νανοςωλινεσ άνκρακα ςε ςχζςθ με τα αντίςτοιχα παράγωγα του γραωίτθ, κάτι το οποίο 

οωείλεται ςτθν αυξθμζνθ υδροωοβικότθτα τουσ. Επιπλζον, και οι λειτουργικζσ ομάδεσ 

επθρεάηουν τθν ακινθτοποίθςθ των ενηφμων. Τα υψθλότερα ποςοςτά ακινθτοποίθςθσ 

παρατθρικθκαν για τουσ οξειδωμζνουσ νανοςωλινεσ άνκρακα (CNT-COOH), κάτι τα οποίο ζχει 

ςυςχετιςκεί ςτθ βιβλιογραωία με τθν αναγνϊριςθ του καρβοξυλίου από το ενεργό κζντρο των 

λιπαςϊν (Shi et al. 2007). Η ςυγκεκριμζνθ υπόκεςθ υποςτθρίηεται από το γεγονόσ ότι μεταξφ των 

τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα, ςτα ςυγκεκριμζνα νανοχλικά παρατθρικθκε θ 

χαμθλότερθ δραςτικότθτα των ακινθτοποιθμζνων υδρολαςϊν, υποδθλϊνοντασ πικανι 

αναςτολι λόγω των καρβοξυλομάδων τθσ επιωάνειασ του νανοχλικοφ.  
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Η ςυνκετικι δραςτικότθτα των υδρολαςϊν που ακινθτοποιοφνται ςε νανοχλικά αυξάνεται 

ςθμαντικά μετά τθν ακινθτοποίθςθ, ζωσ και 75 ωορζσ ςε ςχζςθ με το ελεφκερο ζνηυμο. Η 

αλλθλεπίδραςθ των τροποποιθμζνων νανοςωλινων άνκρακα με το ζνηυμο είναι πιο ιςχυρι από 

ότι με τα αντίςτοιχα παράγωγα του γραωίτθ, όπωσ υποδεικνφεται από τα αποτελζςματα τθσ 

ωαςματοςκοπίασ ωκοριςμοφ, οδθγϊντασ ςε βιοχλικά που παρουςιάηουν αυξθμζνθ 

δραςτικότθτα. Τα βιοχλικά που παράγονται από τθν ακινθτοποίθςθ ενηφμων ςε νανοχλικά 

μποροφν να απομονωκοφν από το μζςο τθσ αντίδραςθσ με ωυγοκζντρθςθ και να 

επαναχρθςιμοποιθκοφν. Η ικανότθτα επαναχρθςιμοποίθςθσ τουσ είναι πολφ καλι, αωοφ θ 

ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ CalB διατθρεί πάνω από το 50 % τθσ αρχικισ δραςτικότθτασ τθσ φςτερα 

από 5 κφκλουσ χριςθσ (120 h ςυνολικοφ λειτουργικοφ χρόνου) ςτουσ 60 oC. Η ομοιοπολικι 

ακινθτοποίθςθ ςτακεροποιεί ςθμαντικά το ζνηυμο. Η λιπάςθ CalB που ακινθτοποιικθκε 

ομοιοπολικά ςε CNT-NH διατθρεί πάνω από το 60% τθσ αρχικισ τθσ δραςτικότθτασ φςτερα από 

14 διαδοχικζσ χριςεισ (336 ϊρεσ ςυνολικοφ λειτουργικοφ χρόνου) ςτουσ 60 οC, ενϊ όταν 

ακινθτοποιικθκε μθ ομοιοπολικά απϊλεςε ςχεδόν ολοκλθρωτικά τθ δραςτικότθτα τθσ φςτερα 

από 9 χριςεισ. Τα αποτελζςματα αυτά είναι ςθμαντικά βελτιωμζνα ςε ςχζςθ με τθν ικανότθτα 

επαναχρθςιμοποίθςθσ τθσ ακινθτοποιθμζνθσ λιπάςθσ CalB ςε οργανοπθκτϊματα, κυρίωσ λόγω 

τθσ χριςθσ των νανοχλικϊν και τθσ ομοιοπολικισ πρόςδεςθσ του ενηφμου. 

Οι αλλθλεπιδράςεισ που αναπτφςςονται ςε μοριακό επίπεδο μεταξφ του ενηφμου και του 

νανοχλικοφ διαταράςςουν τθ δομι των ενηφμων. Στθν περίπτωςθ των λιπαςϊν, οι δομικζσ 

αλλαγζσ παρατθρείται αφξθςθ των β-πτυχωτϊν επιωανειϊν θ οποία ςυνάδει με τα δεδομζνα τθσ 

δομισ των λιπαςϊν ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ υγροφ και ςτα οργανοπθκτϊματα, 

υποδθλϊνοντασ τθν φπαρξθ μίασ περιςςότερο ςυμπαγοφσ δομισ. Επίςθσ παρατθρικθκε μικρι 

μείωςθ τθσ α-ζλικασ θ οποία όμωσ δεν οδθγεί ςε απϊλεια τθσ ενηυμικισ δραςτικότθτασ. 

Αντίκετα, ςε αρκετζσ περιπτϊςεισ οι λιπάςεσ επζδειξαν ενεργοποίθςθ ζωσ και 120 % παρουςία 

των νανοχλικϊν, κάτι το οποίο είναι πικανόν να ςχετίηεται με το ωυςιολογικό τουσ ρόλο και τθ 

μεςεπιωανειακι ενεργοποίθςθ, κακϊσ τα νανοδομθμζνα υλικά παρουςιάηουν εκτεταμζνεσ 

υδρόωοβεσ επιωάνειεσ. Φαίνεται λοιπόν πωσ όταν οι λιπάςεσ εντοπίηονται ςε ςυςτιματα 

οργανωμζνων νανοδομϊν που ωζρουν κάποια υδρόωοβθ επιωάνεια (είτε είναι κάποιο 

νανοχλικό, είτε μικρογαλάκτωμα) παρουςιάηουν βελτιωμζνθ καταλυτικι ςυμπεριωορά μζςω 

ςυγκεκριμζνων δομικϊν αλλαγϊν. Αντίκετα, θ αλλθλεπίδραςθ τθσ εςτεράςθσ Bs2 με τα 

νανοχλικά οδθγεί ςε ςθμαντικι μείωςθ τθσ περιεκτικότθτασ τθσ δομισ τθσ ςε α-ζλικα, θ οποία 

ςχετίηεται άμεςα με τθ μείωςθ τθσ καταλυτικισ δραςτικότθτασ του ςυγκεκριμζνου ενηφμου ςε 

αυτά τα ςυςτιματα.  

Κατά τθν ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ των υδρολυτικϊν ενηφμων ςτα τροποποιθμζνα 

νανοχλικά θ δομι των ενηφμων δεν διαταράςςεται, ενϊ θ ωυςικι προςρόωθςθ τουσ μζςω 

υδρόωοβων αλλθλεπιδράςεων οδθγεί ςε εκτεταμζνεσ αλλαγζσ. Συγκεκριμζνα, ςε οριςμζνεσ 

περιπτϊςεισ παρατθρείται μείωςθ τθσ α-ζλικασ κατά τθ μθ ομοιοπολικι ακινθτοποίθςθ θ οποία 

ςυςχετίηεται με τθ χαμθλότερθ καταλυτικι δραςτικότθτα που επιδεικνφουν αυτά τα βιοχλικά.  
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Η αφξθςθ τθσ δραςτικότθτασ των λιπαςϊν ςε υδατικά διαλφματα νανοχλικϊν δεν 

παρατθρικθκε για τισ εςτεράςεσ, κάτι το οποίο πικανόν να ςχετίηεται με τθ μεςεπιωανειακι 

ενεργοποίθςθ των λιπαςϊν. Κακϊσ οι λιπάςεσ αλλθλεπιδροφν με μία υδρόωοβθ επιωάνεια όπωσ 

θ επιωάνεια των νανοχλικϊν, το καπάκι μετακινείται από το ενεργό κζντρο και περιςςότερα 

ενηυμικά μόρια μεταβαίνουν ςτθν ενεργι διαμόρωωςθ. Από αυτι τθν παρατιρθςθ, αλλά και 

από τισ δομικζσ μελζτεσ κακίςταται ςαωζσ πωσ θ επίδραςθ των χαρακτθριςτικϊν του νανοχλικοφ 

(π.χ. γεωμετρία, λειτουργικζσ ομάδεσ, υδροωοβικότθτα) ςτθ καταλυτικι ςυμπεριωορά των 

ενηφμων εξαρτάται ςθμαντικά και από τον τφπο του ενηφμου που μελετάται. Ραρόλα αυτά, για 

όλα τα ζνηυμα που μελετικθκαν βρζκθκε πωσ θ επίδραςθ των νανοχλικϊν ςτθ καταλυτικι 

δραςτικότθτα των ενηφμων ςε ζνα υδατικό διάλυμα εξαρτάται από τθ γεωμετρία του νανοχλικοφ 

και τισ λειτουργικζσ ομάδεσ. Για παράδειγμα, θ εςτεράςθ Bs2 απενεργοποιείται παρουςία 

οξειδωμζνων νανοχλικϊν, ενϊ όταν τα ίδια νανοχλικά τροποποιθκοφν περαιτζρω με 

εξαμεκυλοδιαμίνθ, θ δραςτικότθτα του ενηφμου παραμζνει ςε υψθλά επίπεδα. Αντίςτοιχθ 

κετικι επίδραςθ τθσ παρουςίασ τθσ εξαμεκυλοδιαμίνθσ ςτθν επιωάνεια των νανοχλικϊν 

παρατθρικθκε και για τθ κερμικι ςτακερότθτα των υδρολαςϊν. 

Τα ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν που αναπτφχκθκαν ςτθν παροφςα εργαςία 

μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για τθν ανάπτυξθ εωαρμοςμζνων βιοκαταλυτικϊν διεργαςιϊν, 

όπωσ θ τροποποίθςθ ωυςικϊν βιοδραςτικϊν ενϊςεων και θ παραγωγι βιοντιηελ. Οι λιπάςεσ 

ςτα μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν μποροφν να καταλφςουν τθν εςτεροποίθςθ 

βιοδραςτικϊν ενϊςεων, όπωσ ωαινολικά οξζα και λιποϊκό οξφ, αν και θ απόδοςθ εξαρτάται 

ςθμαντικά από τθ δομι του υποςτρϊματοσ. Οι λιπάςεσ παρουςίαςαν αυξθμζνθ δραςτικότθτα 

ςτθν τροποποίθςθ του βινυλεςτζρα του κινναμωμικοφ οξζοσ ςε μικρογαλακτϊματα ιοντικοφ 

υγροφ ςε ςχζςθ με μικρογαλακτϊματα νεροφ ςε ζλαιο, ενϊ παρουςίαςαν χαμθλότερεσ 

αποδόςεισ ςτθν τροποποίθςθ του λιποϊκοφ οξζοσ. Οι ακινθτοποιθμζνεσ λιπάςεσ (ςτα 

οργανοπθκτϊματα και ςτα νανοχλικά) χρθςιμοποιικθκαν για τθ μετεςτεροποίθςθ τθσ 

τριλαυρίνθσ με μεκανόλθ, μίασ αντίδραςθσ που χρθςιμοποιείται ωσ πρότυπο για τθ παραγωγι 

βιοντιηελ. Οι ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ CalB παρουςίαςε αυξθμζνθ δραςτικότθτα ςε ςχζςθ με 

τθν ελεφκερθ λιπάςθ. Ικανότθτα κατάλυςθσ τθσ ςυγκεκριμζνθσ αντίδραςθσ παρουςίαςε και θ 

CalA όταν ακινθτοποιικθκε ςε νανοχλικά. 

Τα αποτελζςματα τθσ παροφςασ διατριβισ καταδεικνφουν τθ ςθμαςία τθσ 

νανοτεχνολογίασ ςτθ βιοκατάλυςθ και ιδιαίτερα ςτο νζο πεδίο τθσ νανοβιοκατάλυςθσ. Τα 

ςυςτιματα οργανωμζνων νανοδομϊν βελτιϊνουν ςθμαντικά τθν καταλυτικι δράςθ των 

υδρολυτικϊν ενηφμων, οδθγϊντασ ςε νζα βιοκαταλυτικά ςυςτιματα με ενδιαωζρουςεσ 

ιδιότθτεσ. Επιπλζον, τα ςυγκεκριμζνα ςυςτιματα που αναπτφχκθκαν ςτθν παροφςα διατριβι 

ςυνάδουν με τισ επιταγζσ τθσ πράςινθσ χθμείασ, αωοφ τα ιοντικά υγρά, θ HPMC και τα 

τροποποιθμζνα νανοχλικά με βάςθ τον άνκρακα παρουςιάηουν χαμθλι τοξικότθτα και υψθλι 

βιοςυμβατότθτα. 
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 Τα ςυςτιματα που αναπτφχκθκαν ςτθν παροφςα διατριβι κα μποροφςαν να 

χρθςιμοποιθκοφν ςε διάωορεσ βιοκαταλυτικζσ διεργαςίεσ, όπωσ θ παραγωγι υβριδικϊν 

αντιοξειδωτικϊν ενϊςεων, θ παραγωγι βιοντιηελ από χρθςιμοποιθμζνα ζλαια και θ 

βιοαποικοδόμθςθ πετρελαϊκϊν ρφπων. Σθμαντικό όμωσ, πζρα από το εωαρμοςμζνο κομμάτι τθσ 

ζρευνασ, είναι να μελετθκεί θ ακινθτοποίθςθ και άλλων ενηφμων που παρουςιάηουν 

βιοτεχνολογικό ενδιαωζρον ςε αυτά τα ςυςτιματα, όπωσ οι οξειδοαναγωγάςεσ (π.χ. 

μονοξυγενάςεσ), ζνηυμα τα οποία τα τελευταία χρόνια κερδίηουν ζδαωοσ ςτισ βιομθχανικζσ 

εωαρμογζσ. Η δυνατότθτα  τροποποίθςθσ των ιδιοτιτων των ιοντικϊν υγρϊν (μζςω τθσ αλλαγισ 

τθσ ωφςθσ των ιόντων τουσ), όςο και των νανοχλικϊν (μζςω τθσ τροποποίθςθσ τθσ επιωάνειάσ 

τουσ) επιτρζπει τον ορκολογικό ζλεγχο του μικροπεριβάλλοντοσ των ενηφμων και κατά ςυνζπεια 

τον ζλεγχο και τθ βελτιςτοποίθςθ των καταλυτικϊν τουσ ιδιοτιτων. 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ Ι 

ΦΡΩΜΑΣΟΓΡΑΥΗΜΑΣΑ ΣΟΤ ΑΛΕΙΥΑΣΙΚΟΤ ΚΑΙ 

ΑΡΩΜΑΣΙΚΟΤ ΚΛΑΜΑΣΟ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ  

 

 

Κακώσ θ χθμειοενηυμικι εποξείδωςθ των πολυαρωματικών υδρογωνανκράκων με τθν 

ακινθτοποιθμζνθ λιπάςθ Novozyme 435 δεν παρουςίαςε αποτελζςματα, ςτισ επόμενεσ ςελίδεσ 

παρατίκενται οι δομζσ των πολυαρωματικών υδρογονανκράκων που χρθςιμοποιικθκαν ςτθν 

παροφςα διατριβι, κακώσ και τα χρωματογραφιματα του αλειφατικοφ και το αρωματικοφ 

κλάςματοσ του πετρελαίου. 
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Χημικϋσ δομϋσ τυπικών πολυκυκλικών αρωματικών υδρογονανθρϊκων οι 

οπούοι χρηςιμοποιόθηκαν για την ταυτοπούηςη των κορυφών του 

χρωματογραφόματοσ του αρωματικού κλϊςματοσ 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ ΙI 

ΦΗΜΙΚΗ ΣΡΟΠΟΠΟΙΗΗ ΝΑΝΟΩΛΗΝΩΝ ΑΝΘΡΑΚΑ 

 

 

Στθν επόμενθ ςελίδα παρουςιάηεται θ διαδικαςία χθμικισ τροποποίθςθσ των νανοςωλινων 

άνκρακα με όλα τα ενδιάμεςα ςτάδια που προκφπτουν και τα αντιδραςτιρια τα οποία 

χρθςιμοποιοφνται.  

 

Χάριν απλότθτασ, ςτουσ νανοςωλινεσ άνκρακα CNT-COOH δεν παρουςιάηονται οι εποξυ- και 

υδροξυ-ομάδεσ, οι οποίεσ δε διαδραματίηουν κάποιο ρόλο ςτα επόμενα ςτάδια τθσ χθμικισ 

τροποποίθςθσ. 
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ ΙIΙ 

ΠΕΙΡΑΜΑΣΙΚΑ ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ ΣΑΘΕΡΟΣΗΣΑ 

ΛΙΠΑΩΝ Ε ΤΣΗΜΑΣΑ ΝΑΝΟ-ΔΙΑΠΟΡΑ 

 

 

Στθν αριςτερι ςελίδα (ηυγι) παρατίκενται τα διαγράμματα ςτακερότθτασ για κάκε ζνηυμο 

ξεχωριςτά. Τα ςθμεία αντιςτοιχοφν ςτα πειραματικά δεδομζνα, ενώ οι καμπφλεσ ςτθν 

προβλεπόμενθ καμπφλθ απενεργοποίθςθσ. 

 

Στθ δεξιά ςελίδα (μονι) παρατίκενται οι κινθτικζσ ςτακερζσ απενεργοποίθςθσ λιπαςών, 

ςφμφωνα με το μοντζλο απενεργοποίθςθσ ςε 2 ςτάδια, κακώσ και ο χρόνοσ θμίςειασ ηωισ. 
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Α. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςυςτόματα μικρογαλακτωμϊτων 

νερού ςε ϋλαιο που ςχηματύζονται με ΑΟΣ  
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 4 0.000 0.000 0.039 0.000 
0.994 17.7 

- - ±0.002 - 

30 0.189 0.000 4.150 0.705 
0.999 0.22 

±0.050 - ±0.395 ±0.250 

40 0.000 0.000 7.209 0.000 
0.997 0.10 

- - ±0.220 - 

Cvl 4 1.968 0.000 0.012 0.003 
0.997 551 

±0.403 - ±0.006 ±0.002 

 30 0.936 0.000 0.121 0.002 
0.998 332 

±0.015 - ±0.063 ±0.000 

40 0.761 0.000 0.170 0.005 
0.991 90 

±0.107 - ±0.109 ±0.001 

50 0.173 0.000 0.184 0.033 
0.990 4.9 

±0.215 - ±0.064 ±0.045 

Tll 4 0.871 0.000 0.492 0.001 
0.993 558 

±0.021 - ±0.140 ±0.000 

 30 0.267 0.000 1.287 0.025 
0.980 0.88 

±0.049 - ±0.257 ±0.010 

40 0.514 0.000 2.349 0.559 
0.999 0.75 

±0.140 - ±0.924 ±0.073 

50 0.700 0.000 5.174 1.040 
1.000 0.55 

±0.069 - ±1.620 ±0.018 
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Β. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ϋλαιο που ςχηματύζονται απουςύα επιφανειενεργού (SLM 1) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 4 0.000 0.000 2.570 0.000 
0.999 0.27 

- - ±0.045 - 

30 0.000 0.000 3.162 0.000 
1.000 0.22 

- - ±0.043 - 

40 0.000 0.000 4.417 0.000 
0.991 0.16 

- - ±0.203 - 

Cvl 4 0.864 0.000 0.134 0.001 
0.996 555 

±0.012 - ±0.042 ±0.000 

 30 0.748 0.000 0. 210 0.004 
0.998 106 

±0.020 - ±0.030 ±0.001 

40 0.716 0.000 0.348 0.008 
0.998 47.8 

±0.038 - ±0.079 ±0.001 

50 0.679 0.000 0.660 0.021 
0.999 16.1 

±0.020 - ±0.108 ±0.001 

Tll 4 1.124 0.000 0.219 0.001 
0.992 814 

±0.006 - ±0.026 ±0.000 

 30 0.817 0.000 5.165 0.002 
1.000 246 

±0.001 - ±0.102 ±0.000 

40 0.779 0.000 3.869 0.005 
0.999 89.0 

±0.005 - ±0.476 ±0.000 

50 0.621 0.000 1.794 0.006 
0.994 36.8 

±0.016 - ±0.267 ±0.001 
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Γ. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ϋλαιο που ςχηματύζονται απουςύα επιφανειενεργού (SLM 14) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 4 0.000 0.000 1.567 0.000 
0.995 0.44 

- - ±0.068 - 

30 0.000 0.000 2.661 0.000 
0.992 0.26 

- - ±0.089 - 

40 0.000 0.000 3.869 0.000 
0.996 0.18 

- - ±0.108 - 

Cvl 4 0.869 0.000 0.009 0.0003 
0.998 1956 

±0.059 - ±0.005 ±0.0002 

 30 0.874 0.000 0. 061 0.002 
0.996 296 

±0.039 - ±0.033 ±0.000 

40 0.685 0.000 0.295 0.003 
0.991 109 

±0.027 - ±0.054 ±0.001 

50 0.658 0.000 0.304 0.017 
1.000 19.6 

±0.012 - ±0.020 ±0.001 

Tll 4 0.852 0.000 0.220 0.001 
1.000 538 

±0.002 - ±0.007 ±0.000 

 30 0.807 0.000 0.381 0.016 
0.992 32.6 

±0.061 - ±0.223 ±0.002 

40 0.763 0.000 0.410 0.029 
0.998 17.1 

±0.058 - ±0.165 ±0.002 

50 0.775 0.000 0.507 0.066 
0.998 8.8 

±0.181 - ±0.516 ±0.007 
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Δ. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (W1) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 0.695 0.000 1.262 0.028 
0.992 12.6 

±0.027 - ±0.364 ±0.004 

40 0.488 0.000 1.446 0.027 
0.987 2.0 

±0.029 - ±0.290 ±0.005 

50 0.326 0.000 1.521 0.028 
0.997 0.9 

±0.015 - ±0.133 ±0.004 

Cvl 30 3.549 0.000 0.310 0.016 
0.980 126 

±0.525 - ±0.114 ±0.004 

40 2.811 0.000 0.817 0.020 
0.930 87.6 

±0.312 - ±0.341 ±0.005 

50 2.072 0.000 2.507 0.026 
0.993 55.1 

±0.072 - ±0.606 ±0.003 

Tll 30 0.720 0.000 0.502 0.003 
0.990 124 

±0.039 - ±0.139 ±0.001 

40 0.668 0.000 1.490 0.008 
0.988 36.9 

±0.020 - ±0.376 ±0.002 

50 0.528 0.000 2.041 0.019 
0.938 3.4 

±0.062 - ±1.623 ±0.007 
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Ε. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (W3) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 2.018 0.000 3.500 0.060 
1.000 23.5 

±0.053 - ±0.734 ±0.005 

40 1.920 0.000 3.135 0.086 
0.995 16.0 

±0.031 - ±0.434 ±0.005 

50 1.552 0.000 2.238 0.107 
0.990 11.0 

±0.033 - ±0.477 ±0.008 

Cvl 30 1.262 0.000 1.324 0.008 
0.999 116 

±0.008 - ±0.077 ±0.000 

40 1.160 0.000 8.508 0.014 
0.967 60.2 

±0.033 - ±7.895 ±0.001 

50 1.091 0.000 10.575 0.017 
0.997 46.0 

±0.012 - ±6.773 ±0.001 

Tll 30 3.292 0.000 0.344 0.005 
0.900 380 

±0.396 - ±0.121 ±0.003 

40 3.017 0.000 0.293 0.006 
0.998 303 

±0.060 - ±0.017 ±0.000 

50 2.577 0.000 0.254 0.006 
0.999 277 

±0.027 - ±0.008 ±0.000 
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Σ. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (W7) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 1.358 0.490 33.119 0.444 
0.946 10.0 

∞ ±0.070 ∞ ±0.239 

40 1.114 0.252 33.119 0.192 
0.982 6.5 

±0.055 ±0.059 ∞ ±0.045 

50 0.634 0.000 1.049 0.066 
0.990 4.7 

±0.083 - ±0.575 ±0.014 

Cvl 30 0.536 0.000 0.694 0.018 
0.987 6.1 

±0.071 - ±0.230 ±0.004 

40 0.486 0.000 0.918 0.026 
0.999 2.9 

±0.011 - ±0.047 ±0.002 

50 0.426 0.000 1.013 0.049 
0.997 1.8 

±0.027 - ±0.101 ±0.007 

Tll 30 2.039 0.000 0.230 0.004 
0.973 356 

±0.084 - ±0.034 ±0.001 

40 1.513 0.000 0.227 0.005 
0.956 226 

±0.050 - ±0.041 ±0.001 

50 1.195 0.000 0.129 0.015 
0.980 66.3 

±0.059 - ±0.065 ±0.002 
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Ζ. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (S2) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 0.000 0.000 0.023 0.000 
0.994 30.1 

- - ±0.001 - 

40 0.000 0.000 0.052 0.000 
0.991 13.3 

- - ±0.003 - 

50 0.000 0.000 0.070 0.000 
0.970 9.9 

- - ±0.006 - 

Cvl 30 1.413 0.944 3.059 0.240 
0.956 - 

±0.069 ±0.024 ±1.164 ±0.081 

40 1.061 0.297 128.257 0.053 
0.977 25.0 

∞ ±0.048 ∞ ±0.014 

50 1.076 0.180 3.891 0.292 
0.973 3.8 

±0.078 ±0.052 ±8.420 ±0.086 

Tll 30 1.670 1.082 10.000 0.207 
0.928 - 

±0.115 ±0.055 ∞ ±0.096 

40 1.064 0.533 2.399 0.067 
0.987 - 

±0.030 ±0.036 ±6.443 ±0.019 

50 0.705 0.000 1.546 0.009 
0.996 38.9 

±0.012 - ±0.303 ±0.001 
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Η. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (S4) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 0.490 0.000 1.793 0.030 
0.988 1.65 

±0.039 - ±0.408 ±0.006 

40 0.447 0.000 2.124 0.032 
0.994 1.03 

±0.026 - ±0.329 ±0.005 

50 0.371 0.000 2.175 0.058 
0.995 0.70 

±0.032 - ±0.375 ±0.015 

Cvl 30 1.258 0.713 1.048 0.071 
0.979 - 

±0.048 ±0.032 ±0.449 ±0.022 

40 1.070 0.397 3.850 0.102 
0.977 18.7 

±0.028 ±0.018 ±4.702 ±0.034 

50 0.494 0.000 0.426 0.020 
0.996 5.9 

±0.046 - ±0.072 ±0.003 

Tll 30 3.442 1.046 0.400 0.131 
0.945 - 

±1.321 ±0.152 ±0.296 ±0.120 

40 3.090 0.965 0.445 0.140 
0.956 - 

±1.067 ±0.122 ±0.307 ±0.126 

50 2.895 0.780 0.456 0.114 
0.967 - 

±0.639 ±0.115 ±0.237 ±0.067 
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Θ. ταθερότητα λιπαςϐν ςε ςύςτημα μικρογαλακτωμϊτων νερού 

ςε ιοντικό υγρό (S7) 
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Λιπάςθ Τ (οC) α1 α2 k1 (h
-1) k2 (h

-1) r2 t1/2 (h) 

Crl 30 0.305 0.000 0.831 0.009 
0.980 1.52 

±0.042 - ±0.129 ±0.010 

40 0.348 0.000 1.209 0.047 
0.994 1.16 

±0.023 - ±0.119 ±0.008 

50 0.326 0.000 9.308 0.258 
1.000 0.14 

±0.004 - ±0.973 ±0.006 

Cvl 30 1.180 0.379 3.294 0.061 
0.997 31.3 

±0.014 ±0.021 ±0.853 ±0.007 

40 1.113 0.284 8.464 0.055 
0.995 24.6 

±0.018 ±0.030 ±5.646 ±0.007 

50 1.075 0.242 180.923 0.103 
0.988 11.4 

∞ ±0.031 ∞ ±0.018 

Tll 30 2.547 0.635 0.539 0.081 
0.961 - 

±0.411 ±0.141 ±0.272 ±0.041 

40 2.043 0.388 0.581 0.066 
0.957 42.6 

±0.306 ±0.153 ±0.363 ±0.033 

50 1.425 0.000 1.073 0.041 
0.985 26.5 

±0.064 - ±0.618 ±0.005 
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Ι. ταθερότητα λιπαςϐν ςε [bmim]PF6 με 2.5 % (v/v) νερό 

 

Η ςτακερότθτα των λιπαςϊν δεν μελετικθκε εκτενϊσ ςε ςυςτιματα ιοντικοφ υγροφ, κακϊσ το 

ενδιαωζρον εςτιάςτθκε ςε ςυςτιματα με οργανωμζνεσ δομζσ όπωσ τα μικρογαλακτϊματα. 

Κακϊσ όμωσ το *bmim]PF6 είναι ςυςτατικό του ςυςτιματοσ και ζχει αναωερκεί ότι τα ιοντικά 

υγρά αυξάνουν τθ ςτακερότθτα των ενηφμων, κα ζπρεπε να ελεχκεί εάν θ ςτακεροποίθςθ 

οωείλεται ςτο ιοντικό υγρό μόνο, ι ςτθν οργανωμζνθ δομι των μικρογαλακτωμάτων. Τα 

δεδομζνα δεν κρίκθκαν αρκετά ϊςτε να χρθςιμοποιθκοφν για ςτατιςτικι επεξεργαςία. Ραρόλα 

αυτά, θ ςφγκριςθ των ςυγκεκριμζνων δεδομζνων με τα δεδομζνα τθσ ςτακερότθτασ ςτα 

μικρογαλακτϊματα ιοντικϊν υγρϊν υποδεικνφει τθν καλφτερθ ςτακερότθτα που παρουςιάηουν 

οι λιπάςεσ ςτα νζα αυτά ςυςτιματα ςε ςχζςθ με το ιοντικό υγρό. 

 

  



Παράρτημα ΙV 

257 

 

 

 

 

 

 

 

ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ ΙV 

ΥΑΜΑΣΑ ΚΤΚΛΙΚΟΤ ΔΙΦΡΩΙΜΟΤ Ε ΤΔΑΣΙΚΑ 

ΔΙΑΛΤΜΑΣΑ ΙΟΝΣΙΚΩΝ ΤΓΡΩΝ 

 

Στισ επόμενεσ ςελίδεσ παρουςιάηονται τα φάςματα κυκλικοφ διχρωιςμοφ και απορρόφθςθσ 

διάφορων διαλυμάτων ιοντικών υγρών ςε ρυκμιςτικό διάλυμα. Ωσ μζτρο ςφγκριςθσ 

παρατίκεται το φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ και απορρόφθςθσ του ρυκμιςτικοφ διαλφματοσ. 

 

Παρατθρείται ςθμαντικι αφξθςθ τθσ απορρόφθςθσ κάτω από τα 230 nm, ανάλογα με τθ 

ςυγκζντρωςθ των ιοντικών υγρών, θ οποία αποτυπώνεται ςτο κόρυβο που προκφπτει ςτο 

φάςμα κυκλικοφ διχρωιςμοφ. 
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Ρυθμιςτικό διϊλυμα Tris-HCl pH 7.5 25 mM 

 

Διϊλυμα 2% (v/v) [bmim]PF6 
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Διϊλυμα 2% (v/v) [bdmim]BF4 

 

0.5% [bmim]BF4 
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