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Με τη συγκριτική μελέτη που προηγήθηκε συμπεραίνεται ότι τόσο οι ΠΜΕ προερχόμενες από διαφορετική πηγή προέλευσης 
(Πίνακας 1) όσο και οι κυστεϊνικές πρωτεάσες (Πίνακας 2) παρουσιάζουν διαφορετική συμπεριφορά στην επεξεργασία την 
οποία υφίστανται. Πιθανή αιτία που θα μπορούσε να εξηγήσει αυτή την ιδιαίτερη συμπεριφορά των συγκεκριμένων ενζύμων 
είναι μεταβολές στη δομή τους.  Για αυτό το λόγο μετά τη μελέτη της επίδρασης της συνδυασμένης εφαρμογής της ΥΠ και της 
θερμοκρασίας στη δραστικότητα τους ακολούθησε η επόμενη φάση του έργου η οποία ήταν η απομόνωση και ο καθαρισμός 
της πηκτινομεθυλεστεράσης από φλούδα πορτοκαλιού και της ακτινιδίνης από χυμό ακτινιδίου για τον έλεγχο πιθανών 
μόνιμων αλλαγών της δευτεροταγούς και τριτοταγούς της δομής μετά από επεξεργασία με ΥΠ. Για την καλύτερη κατανόηση 
του παραπάνω φαινομένου πραγματοποιήθηκε απομόνωση ΠΜΕ με διαφορετική σταθερότητα σε συνθήκες πίεσης και 
θερμοκρασίας. Γι΄αυτό το λόγο, πραγματοποιήθηκε ο καθαρισμός δύο διαφορετικών ισοενζύμων πηκτινομεθυλεστεράσης 
(μία μορφή ΠΜΕ από φλοιό πορτοκαλιού Navel, ανθεκτική στην πίεση και στη θερμοκρασία, σε αντίθεση με την άλλη ΠΜΕ 
προερχόμενη από φλοιό πορτοκαλιού ποικιλίας Valencia).  

Εισαγωγή 
 

Αντικείμενο του παρόντος Έργου ήταν η μελέτη της επίδρασης τριών παραμέτρων, της Υπερυψηλής Πίεσης (ΥΠ), της 
θερμοκρασίας και του χρόνου, στα βιοχημικά, καταλυτικά και δομικά χαρακτηριστικά φυτικών ενζύμων, όπως οι 
πηκτινομεθυλεστεράσες και οι κυστεϊνικές πρωτεϊνάσες. Τα αποτελέσματα που προέκυψαν αναμένεται να οδηγήσουν στη 
γνώση των αιτιών ενεργοποίησης καθώς και αδρανοποίησης των μελετώμενων ενζύμων σε συγκεκριμένες συνθήκες, καθώς και 
των μεταβολών που μπορεί να προκληθεί στη δομή τους εξ’ αιτίας της υποβολής τους στις συνθήκες αυτές. Η καλύτερη 
κατανόηση της συμπεριφοράς των φυτικών ενζύμων σε υψηλές πιέσεις θα μπορούσε να συνεισφέρει πολύτιμη γνώση σε 
βασικές επιστήμες στο πεδίο της βιολογίας όπως η βιοχημεία, η φυσικοχημεία και η πρωτεϊνική μηχανική, ενώ επιπλέον θα 
μπορούσε να αποτελέσει το απαραίτητο γνωστικό υπόβαθρο για τη θεμελίωση και βελτιστοποίηση νέων διεργασιών στη 
βιοχημική μηχανική και στην μηχανική των τροφίμων. Επιπρόσθετα, προέκυψαν ιδιαιτέρως ενδιαφέροντα αποτελέσματα που 
αφορούν τη δυνητική χρήση της ΥΠ στην παραγωγική διαδικασία τόσο φρουτοχυμών όσο και νέων γαλακτοκομικών 
προϊόντων. Το συγκεκριμένο έργο χωρίστηκε σε τέσσερα πακέτα εργασίας (Π.Ε.1-4) όπως παρουσιάζονται στις ακόλουθες 
ενότητες.  
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Πίνακας 1 :  Εκτίμηση των παραμέτρων του συνολικού μαθηματικού μοντέλου (Εξ.1) απενεργοποίησης της ΠΜΕ διαφορετικών 
φυτικών πηγών προέλευσης υπό την επίδραση συνδυασμένης πίεσης και θερμοκρασίας 
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Π.Ε.1: Απομόνωση των φυτικών ενζύμων από τους φυτικούς ιστούς τους και μελέτη της επίδρασης της Υπερυψηλής 
πίεσης (ΥΠ) στη δραστικότητας τους. 
 
Για την επίτευξη των στόχων του έργου, πραγματοποιήθηκε αρχικά μελέτη κινητικής απενεργοποίησης των πηκτινολυτικών 
και πρωτεολυτικών ενζύμων προερχόμενα από διάφορες φυτικές πηγές με την τεχνολογία της ΥΠ. Τα ληφθέντα αποτελέσματα 
επαλήθευσαν την τάση που φαίνεται σε μελέτες της διεθνούς βιβλιογραφίας, ότι η διαφορετικότητα της πηγής προέλευσης των 
ενζύμων επηρεάζει σημαντικά τα χαρακτηριστικά της κινητικής απενεργοποίησης αυτών με την τεχνολογία της ΥΠ (Ly 
Nguyen et al., 2003 ; Sampedro et al., 2008 ; Katsaros et al., 2009). Για όλες τις περιπτώσεις βρέθηκε ότι ο ρυθμός 
απενεργοποίησης των μελετώμενων ενζύμων ακολουθεί κινητική πρώτης τάξης. Υπολογίστηκαν οι κινητικές σταθερές 
απενεργοποίησής τους, όπως η σταθερά του ρυθμού απενεργοποίησης σε διάφορες  θερμοκρασίες και πιέσεις, η ενέργεια 
ενεργοποίησης, Ea, και ο όγκος ενεργοποίησης, Va. Χρησιμοποιήθηκε ένα μαθηματικό μοντέλο (Εξ.1) έχοντας ως μεταβλητές 
την πίεση, τη θερμοκρασία και το χρόνο, με το οποίο είναι δυνατός ο υπολογισμός της σταθεράς του ρυθμού απενεργοποίησης 
των ενζύμων σε ένα μεγάλο εύρος πιέσεων και θερμοκρασιών.  
 
                            
                                                                                                                                                                      (Εξ.1) 
 
 
όπου  οι παράμετροι Α και Β εκφράζουν την επίδραση της θερμοκρασίας στον όγκο ενεργοποίησης και την επίδραση της 
πίεσης στην ενέργεια ενεργοποίησης, αντίστοιχα.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Παράμετροι 
ΠΜΕ 

πορτοκαλιού 
Navel  

ΠΜΕ 
πορτοκαλιού 

Valencia 

ΠΜΕ 
μανταρινιού 

Optanik 

ΠΜΕ                  
ιπποφαούς 
Golden sea 

berry 

ΠΜΕ                  
σαγκουινιού 
Sanguinello 

ΠΜΕ                  
ροδάκινου 

Everts 

ΠΜΕ                  
λωτού 

Diospyros 

ΠΜΕ 
σμέουρου 

Rubeus 
Ideaus 

ΠΜΕ 
φράουλας 
Camarosa 

ΠΜΕ 
βερίκοκου 
Bebekou  

Pref (Mpa) 600.0 300.0 200.0 600.0 500.0 600.0 600.0 600.0 600.0 600 
Tref (K) 323.0 308.0 303.0 298.0 303.0 323.0 333.0 323.0 338.0 338 

 
kref P.T (min-1) 

 
1.760 

 
0.403 0.083 

 
0.054 1.340 0.16 0.016 0.037 0.034 0.057 

 
EaP (kJ/mol) 

 
148.0 

 
78.0 

 
25.3 

 
163.5 81.4 86.8 29.0 61.6 130.3 179.8 

 
VaT (ml/mol) 

 
-25.1 

 
-34.1 -13.2 

 
-8.1 -38.7 -20.1 -14.3 -11.9 -9.4 -19.1 

B (MPa-1) 0.001 -0.003 -0.002 0.002 -0.002 -0.0004 0.004 -0.002 -0.003 -0.0017 
 

A (ml/molK) 
 

0.703 
 

-0.969 -0.259 
 

0.135 -0.731 0.414 0.451 -0.875 -1.796 0.221 
R2 0.980 0.992 0.982 0.994 0.992 0.992 0.984 0.993 0.992 0.975 

Πίνακας 2 :  Εκτίμηση των παραμέτρων του συνολικού μαθηματικού μοντέλου (Εξ.1) απενεργοποίησης διαφόρων κυστεϊνικών 
πρωτεασών υπό την επίδραση συνδυασμένης πίεσης και θερμοκρασίας 

Παράμετροι 

Καθαρή 
ακτινιδίνη 

Actinidia 
Chinensis 

Χυμός 
ακτινιδίου 

Actinidia 
chinensis 

Καθαρή 
φικίνη      

Ficus carica 
caprificus 

Γαλακτώδες 
υγρό σύκου 
Ficus carica 

caprificus 

Καθαρή 
παπαΐνη 

Carica papaya 

Pref (Mpa) 600.0 600.0 600.0 600.0 750.0 
Tref (K) 323.0 323.0 323.0 323.0 343.0 

 
kref P.T (min-1) 

 
0.007 

 
1.265 0.001 

 
0.069 0.062 

 
EaP (kJ/mol) 

 
59.2 

 
104.0 122.0 

 
68.9 50.0 

 
VaT (ml/mol) 

 
-9.0 

 
-12.8 -27.4 

 
-6.2 -4.2 

B (MPa-1) -0.265 0.0007 0.001 -0.7420 -0.0015 
 

A (ml/molK) 
 

-0.002 
 

0.2529 -0.259 
 

-0.0020 -0.2469 
R2 0.99 0.992 0.982 0.984 0.992 

Π.Ε.2: Μελέτη και συσχέτιση βιοχημικών, καταλυτικών και δομικών αλλαγών των φυτικών ενζύμων με τη μεταβολή       
της δραστικότητας τους. 

Η απομόνωση (isolation) και  ο καθαρισμός (purification) των μελετώμενων ενζύμων πραγματοποιήθηκε με χρήση 
χρωματογραφίας ιοντανταλλαγής, συγγένειας και μοριακής διήθησης. Μετά τον καθαρισμό  και την απομόνωση των 
συγκεκριμένων ενζύμων, πραγματοποιήθηκε κινητική μελέτη της επίδρασης ΥΠ στη δραστικότητά τους, καθώς και μελέτη των 
δομικών μεταβολών τους μετά από επεξεργασία με ΥΠ, καθώς και μετά από θερμική επεξεργασία με τη χρήση της 
φασματοσκοπίας κυκλικού διχροισμού. Οι καθαρές ΠΜΕ προσδιορίστηκαν ως πρωτεΐνες με μέση σχετική μοριακή μάζα (μοριακό 
βάρος 34 και 35 kDa για την ΠΜΕ Valencia και Navel, αντίστοιχα) και ισοηλεκτρικό σημείο pI > 9.0. Η ακτινιδίνη προσδιορίστηκε 
και αυτή ως μια μονομερής πρωτεΐνη με σχετική μοριακή μάζα 24 kDa και ισοηλεκτρικό σημείο pI 3.5.  

Γράφημα 1. (a) Φάσματα στο Far-UV για την 
ανεπεξέργαστη ΠΜΕ (Valencia cv.) σε Tris–HCl (pH 7.5) 
στους 30 °C (solid line), ΠME επεξεργασμένη στους 30 
°C, 200 MPa για 10 min (dashed line), στους 30 °C, 400 
MPa για 10 min (dotted line) και στους 30 °C, 600 MPa 
για 10 min (dash-dotted line).  
(b) Φάσματα στο Near-UV CD (Δθ vs. λ), Διαφορά 
ελλειπτικότητας ανάμεσα στην ανεπεξέργαστη ΠΜΕ 
(Valencia cv.) σε Tris–HCl (pH 7.5) στους 30 °C και 
ΠME επεξεργασμένη στους 30 °C, 200 MPa για 10 min 
(dashed line), στους 30 °C, 400 MPa για 10 min (dotted 
line) και στους 30 °C, 600 MPa για 10 min (dash-dotted 
line). 
(c) Φάσματα στο Far-UV για την ανεπεξέργαστη ΠΜΕ 
(Navel cv.) σε Tris–HCl (pH 7.5) στους 40 °C (solid line), 
ΠME επεξεργασμένη στους 40 °C, 450 MPa για 10 min 
(dashed line) και στους 40 °C, 700 MPa για 10 min 
(dotted line).  
(d ) Φάσματα στο Near-UV CD (Δθ vs. λ), Διαφορά 
ελλειπτικότητας ανάμεσα στην ανεπεξέργαστη ΠΜΕ 
(Navel cv.) σε Tris–HCl (pH 7.5) στους 40 °C και ΠME 
επεξεργασμένη στους 40 °C, 450 MPa για 10 min 
(dashed line) και στους 40 °C, 700 MPa for 10 min 
(dotted line) (Alexandrakis et al., 2013). 

Τα φάσματα κυκλικού διχρoισμού στο άπω υπεριώδες για τη φυσιολογική διαμόρφωση των ΠΜΕ από πορτοκάλια Navel και Valencia 
αποκαλύπτουν θετική ελλειπτικότητα σε μήκος κύματος 196nm και αρνητική ελλειπτικότητα στα 216nm. Τα στοιχεία αυτά είναι 
χαρακτηριστικά της δομής πτυχωτού φύλλου. Eξετάστηκαν οι δομικές μεταβολές των ΠΜΕ μετά από επεξεργασία με ΥΠ και θερμική 
επεξεργασία με τη φασματοσκοπία του κυκλικού διχροισμού στην άπω υπεριώδη περιοχή 190–260 nm καθώς και στην εγγύς υπεριώδη περιοχή 
(260–360 nm) (Γράφημα 1). Σύγκριση των φασμάτων CD της ανεπεξέργαστης ΠΜΕ με τα επεξεργάσμένα δείγματα ΠΜΕ με ΥΠ έδειξε ότι η 
δευτεροταγής δομή των συγκεκριμένων ενζύμων διατηρείται, ενώ η τριτοταγής δομή επηρεάζεται σε σημαντικό βαθμό (δομή molten globule). 
Οι μεταβολές που παρατηρούνται στη τριτοταγή δομή  φαίνεται να είναι υπεύθυνες για την σημαντική μείωση της δραστικότητας του ενζύμου.   

Γράφημα 2. Φάσματα στο A) far-UV 
και  B) near-UV της ανεπεξέργαστης και 
της επεξεργασμένης ακτινιδίνης με ΥΠ 
και θερμοκρασία. 

Τα φάσματα κυκλικού διχρoισμού στο άπω υπεριώδες για τη φυσιολογική διαμόρφωση της ακτινιδίνης από χυμό ακτινιδίου (Hayward cv., 
Actinidia chinensis) αποκαλύπτουν θετική ελλειπτικότητα σε μήκος κύματος 192nm και  δύο μέγιστα αρνητικής ελλειπτικότητας στα 208 και 
222nm. Τα στοιχεία αυτά είναι χαρακτηριστικά δομής α-έλικας. Όπως παρατηρείται από το γράφημα 2 διαπιστώθηκαν σχεδόν πλήρως 
αντιστρεπτές μεταβολές της δευτεροταγούς δομής της ακτινιδίνης μετά από εφαρμογή της ΥΠ στους 60οC για 20 min. Παρατηρήθηκαν μικρές 
μεταβολές στη τριτοταγή δομή μεταξύ των επεξεργασμένων δειγμάτων με ΥΠ και του ανεπεξέργαστου δείγματος, οι οποίες πολύ πιθανόν να 
είναι υπεύθυνες για την σημαντική μείωση της δραστικότητας του ενζύμου (εναπομένουσα δραστικότητα ακτινιδίνης μετά από επεξεργασία στα 
500, 750 και 900 ΜPa (60oC, 20 min) υπολογίστηκε ίση με επί 80, 62 και 45 % επί της αρχικής, αντίστοιχα).  

Π.Ε.3: Επιλογή των βέλτιστων συνθηκών ΥΠ και εφαρμογή για την επεξεργασία σε πιλοτική κλίμακα χυμών φρούτων και λαχανικών.  

Η τεχνολογία της ΥΠ εφαρμόστηκε για την παραγωγή σε πιλοτική κλίμακα πορτοκαλοχυμού NFC ποικιλίας Navel. Για την εύρεση των 
βέλτιστων συνθηκών ΥΠ και τη χρήση αυτών για την παραγωγή του πορτοκαλοχυμού μελετήθηκε η απενεργοποίηση της ΠΜΕ και της 
κυρίαρχης αλλοιογόνου χλωρίδας (γαλακτικών βακτηρίων (LΑΒ) (Lactobacillus plantarum)) με συνδυασμένη εφαρμογή ΥΠ και θερμοκρασίας. 
Τόσο για την ΠΜΕ, όσο και για τους μικροοργανισμούς προσδιορίστηκε ένα συνολικό μαθηματικό μοντέλο για κάθε δείκτη που περιγράφει τη 
συνδυασμένη επίδραση της πίεσης και της θερμοκρασίας στην απενεργοποίησή τους. Συνδυάζοντας τα δύο μαθηματικά μοντέλα, οι 
προτεινόμενες συνθήκες για την επεξεργασία του πορτοκαλοχυμού (Navel) με ΥΠ είναι 600 MPa, 40oC για 3 min. Στις συγκεκριμένες συνθήκες 
επιτυγχάνεται 90% απενεργοποίηση της ΠΜΕ και μείωση των γαλακτικών βακτηρίων κατά 7D (Γράφημα 3 και 4). Στη συνέχεια 
πραγματοποιήθηκε συγκριτική μελέτη της επίδρασης της υπερυψηλής πίεσης (ΥΠ) (600MPa, 40οC, 3min) και της συμβατικής θερμικής παστερίωσης 
(90oC, 30sec) στα ποιοτικά και διατροφικά χαρακτηριστικά φυσικού (Navel, ελληνικής προέλευσης) πορτοκαλοχυμού.  

Γράφημα 3.  Χρόνοι διεργασίας για την  απενεργοποίηση κατά   
7D του Lactobacillus plantarum και κατά 90%  της ΠME μετά 
από επεξεργασία με ΥΠ στους 25 και 30ºC. 

Γράφημα 4. Συνθήκες  επεξεργασίας για την  απενεργοποίηση 
κατά   7D του Lactobacillus plantarum  και κατά 90%  της ΠME 
μετά από επεξεργασία με ΥΠ για  3 και 5 min. 

Π.Ε.4: Επιλογή των βέλτιστων συνθηκών ΥΠ και εφαρμογή για τον έλεγχο δράσης φυτικών πρωτεολυτικών ενζύμων για πήξη 
γάλακτος. 
 
Μετά την  ανάλυση των αποτελεσμάτων στο Π.Ε.1., η ΥΠ εφαρμόστηκε για την παραγωγή νέων γαλακτοκομικών προϊόντων με εφαρμογή 
πρωτεολυτικών ενζύμων (σαν παράγοντες πήξης του γάλακτος). Πιο συγκεκριμένα, χρησιμοποιήθηκαν πέντε διαφορετικά πρωτεολυτικά ένζυμα 
και προσδιορίστηκε αυτό το οποίο δίνει τις καλύτερες ιδιότητες στο τελικό προϊόν με βάση την οργανοληπτική αποδοχή των προϊόντων, τη 
σταθερότητα του σε συνθήκες επεξεργασίας, τον ελάχιστο απαιτούμενο χρόνο πήξης αλλά και το κόστος αυτών. Για την παρασκευή του νέου 
προϊόντος γάλακτος, μελετήθηκαν κρίσιμες παράμετροι για την ποιότητά του, όπως τα ολικά στερεά του γάλακτος που θα χρησιμοποιούνταν 
για την πήξη, η τιμή pH του, η θερμοκρασία και ο απαιτούμενος χρόνος για την πήξη των προϊόντων, καθώς και η προστιθέμενη ποσότητα 
ενζύμου. Αξιολογώντας τα αποτελέσματα που προέκυψαν, η ακτινιδίνη ήταν το ένζυμο που παρουσίασε τις καλύτερες ιδιότητες και 
χρησιμοποιήθηκε ως παράγοντας πήξης για την παραγωγή νέων γαλακτοκομικών προϊόντων σε εργαστηριακή κλίμακα. Στη συνέχεια 
χρησιμοποιήθηκε ΥΠ για την επεξεργασία των έτοιμων γαλακτοκομικών προϊόντων που στόχο είχαν τη ρύθμιση της πρωτεολυτικής δραστικότητας 
του ενζύμου που είχε εμβολιαστεί στα προϊόντα. Η απενεργοποίησή του είναι απαραίτητη ώστε να μην υποβαθμιστεί η δομή των προϊόντων από τη 
συνεχιζόμενη πρωτεόλυση που επιπλέον θα οδηγούσε σε πικρά πεπτίδια στα τελικά προϊόντα.  

ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
H παρούσα έρευνα έχει συγχρηματοδοτηθεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση (Ευρωπαϊκό Κοινωνικό Ταμείο - ΕΚΤ) και από εθνικούς πόρους μέσω του Επιχειρησιακού Προγράμματος «Εκπαίδευση και Δια Βίου Μάθηση» του Εθνικού Στρατηγικού Πλαισίου Αναφοράς (ΕΣΠΑ) – 
Ερευνητικό Χρηματοδοτούμενο Έργο: Ηράκλειτος ΙΙ. Επένδυση στην κοινωνία της γνώσης μέσω του Ευρωπαϊκού Κοινωνικού Ταμείου. 
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