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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Οι β-γαλακτοζιδάσες είναι ένζυμα-κλειδιά για τη βιομηχανία τροφίμων. Εκτός από την 
υδρόλυση του γλυκοζιδικού δεσμού της λακτόζης, δύνανται να καταλύσουν, επίσης, αντιδράσεις 
τρανσγαλακτοζυλίωσης, προς παραγωγή γαλακτοολιγοσακχαριτών (Galactooligosaccharides, 
GOS), σάκχαρα τα οποία παρουσιάζουν πρεβιοτική δράση. Στην παρούσα έρευνα, μελετήθηκε η 
ετερόλογη παραγωγή μιας καινοτόμου β-γαλακτοζιδάσης από τον μύκητα Thielavia terrestris στη 
ζύμη Pichia pastoris. Το ετερόλογο ένζυμο (TtbGal1), αφού απομονώθηκε σε καθαρή μορφή, 
χαρακτηρίστηκε, παρουσιάζοντας άριστη δράση στους 50°C και σε pH=4. Το TtbGal1 
εφαρμόσθηκε, αρχικά, σε πρότυπα διαλύματα λακτοζης, για την παραγωγή GOS. Μετά την 
αριστοποίηση διαφόρων παραμέτρων, ο μέγιστος βαθμός απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης 
σε GOS ανήλθε σε 22,3%. Κατόπιν, το ένζυμο εφαρμόσθηκε παρομοίως σε όξινο ορό, το 
κυριότερο παραπροϊόν της παραγωγικής διαδικασίας στραγγιστού γιαουρτιού, με τον μέγιστο 
βαθμό απόδοσης σε GOS να ανέρχεται σε 19,3%. Τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας 
καταδεικνύουν ότι η εφαρμογή της καινοτόμου β-γαλακτοζιδάσης σε όξινο ορό γιαουρτιού 
δύναται να αποδώσει ικανοποιητική παραγωγή GOS. 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

Η β-γαλακτοζιδάση είναι μια υδρολάση του γλυκοζιδικού δεσμού, η οποία καταλύει την 
υδρόλυση του δισακχαρίτη της λακτόζης στα μονομερή της, τη γλυκόζη και τη γαλακτόζη[1]. Οι β-
γαλακτοζιδάσες έχουν χρησιμοποιηθεί για δεκαετίες στη γαλακτοβιομηχανία, για την υδρόλυση 
της λακτόζης σε γαλακτοκομικά προϊόντα, προς παραγωγή προϊόντων ελεύθερων λακτόζης 
(lactose-free), για καταναλωτές που παρουσιάζουν δυσανεξία στη λακτόζη[2]. 

Εκτός από την υδρόλυση της λακτόζης, οι β-γαλακτοζιδάσες δύνανται να καταλύσουν και 
την αντίδραση τρανσγαλακτοζυλίωσης[3,4], προς σχηματισμό ολιγομερών, τους γαλακτο-
ολιγοσακχαρίτες (Galactooligosaccharides, GOS). Ο μηχανισμός δράσης του ενζύμου συνίσταται 
σε δύο στάδια[1]. Στο πρώτο στάδιο, η β-γαλακτοζιδάση προσβάλλει το ανωμερικό κέντρο του 
μονομερούς της γαλακτόζης στο μόριο της λακτόζης, σχηματίζοντας ένα σύμπλοκο γαλακτόζης-
ενζύμου, με παράλληλη απελευθέρωση ενός μορίου γλυκόζης. Το δεύτερο στάδιο εξαρτάται από 
το υπόστρωμα-δέκτη. Αν ο δέκτης είναι το νερό, τότε το σύμπλοκο γαλακτόζης-ενζύμου 
απελευθερώνει το μονομερές της γαλακτόζης, οδηγώντας σε αντίδραση υδρόλυσης. Αν ο δέκτης 
είναι η λακτόζη, ένας μονοσακχαρίτης ή ένας ολιγοσακχαρίτης, τότε σχηματίζεται ένας GOS, ως 
αποτέλεσμα της αντίδρασης τρανσγαλακτοζυλίωσης. Ακολούθως, ο σχηματιζόμενος GOS δύναται 
ν’ αποτελέσει είτε υπόστρωμα-δέκτη, αντιδρώντας με άλλο σύμπλοκο γαλακτόζης-ενζύμου, προς 
παραγωγή GOS υψηλότερου βαθμού πολυμερισμού, είτε δότη, με αποτέλεσμα την αποσύνθεσή 
του[5]. Συνεπώς, η παραγωγή GOS είναι μια κινητικά ελεγχόμενη ενζυμική αντίδραση, η οποία 
συνίσταται στις ανταγωνιστικές αντιδράσεις της υδρόλυσης και της τρανσγαλακτοζυλίωσης. Τα 
είδη των δεσμών μεταξύ των μονομερών και ο βαθμός πολυμερισμού των GOS που συντίθενται 
εξαρτώνται από την προέλευση του ενζύμου και τις συνθήκες της ενζυμικής αντίδρασης[1,4]. 

Οι GOS είναι σημαντικά πρεβιοτικά, τα οποία συμβάλλουν στην υγεία του εντέρου, 
προάγοντας την ανάπτυξη της εντερικής μικροχλωρίδας[5]. Κατά τα τελευταία χρόνια, έχει γίνει 
μεγάλη προσπάθεια για την αριστοποίηση της μετατροπής της λακτόζης σε GOS, με τη χρήση 
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εμπορικών ενζύμων β-γαλακτοζιδάσης από διάφορους μικροοργανισμούς[6], οδηγώντας σε 
υψηλούς βαθμούς απόδοσης σε GOS[5]. Ωστόσο, η οικονομικά αποδοτικότερη παραγωγή GOS 
συνίσταται στη χρήση χαμηλού κόστους πρώτων υλών ως υπόστρωμα, όπως είναι ο ορός, το 
κυριότερο παραπροϊόν της γαλακτοβιομηχανίας. Υπάρχουν δύο κύρια είδη ορού· ο γλυκός ορός, 
ο οποίος αποβάλλεται κατά την τυροκόμηση, και ο όξινος ορός, ο οποίος αποβάλλεται κατά την 
παραγωγική διαδικασία στραγγιστού γιαουρτιού και ορισμένων λευκών τυριών[7,8]. 

Κατά τα τελευταία χρόνια, ο ορός έχει θεωρηθεί ως απόβλητο της γαλακτοβιομηχανίας. Στις 
μεθόδους διαχείρισης αυτού του «αποβλήτου» περιλαμβάνονται ο ψεκαμός του ορού σε 
χωράφια, η απόρριψή του σε υδάτινους αποδέκτες ή σε συστήματα διαχείρισης αστικών 
αποβλήτων, αλλά και η χρήση του ως ζωοτροφή. Ωστόσο, η οσμή, τα άλατα, η τιμή του pH και το 
μεγάλο βιολογικό φορτίο του ορού καθιστούν αυτές τις μεθόδους απαγορευτικές[9]. Κατά 
συνέπεια, θα πρέπει να βρεθούν νέες προσεγγίσεις αναφορικά με την αξιοποίησή του, 
προκειμένου για τη διαχείριση των τεράστιων ποσοτήτων ορού που παράγονται σε ετήσια βάση. 

Ωστόσο, λίγες ερευνητικές μελέτες έχουν πραγματοποιηθεί έως τώρα αναφορικά με την 
αξιοποίηση της λακτόζης του όξινου ορού προς παραγωγή GOS. Τα πρώτα αποτελέσματα 
καταδεικνύουν ότι βιομηχανικά διαθέσιμες β-γαλακτοζιδάσες από Aspergillus oryzae και 
Kluyveromyces lactis δύνανται να καταλύσουν τον ολιγομερισμό της λακτόζης προς παραγωγή 
GOS, χρησιμοποιώντας όξινο και γλυκό ορό ως υπόστρωμα, επιτυγχάνοντας μέγιστο βαθμο 
απόδοσης σε GOS ίσο με 32,6% επί τη βάσει των ολικών σακχάρων[10]. Ωστόσο, οι β-
γαλακτοζιδάσες από ζύμες ή βακτήρια παρουσιάζουν βέλτιστο pH δράσης στην ουδέτερη 
περιοχή (6-7)[11], με αποτέλεσμα ν’ απαιτείται η ρύθμιση του pH του όξινου ορού, προκειμένου 
για την αξιοποίησή του. Αυτό μπορεί ν’ αποφευχθεί με τη χρήση β-γαλακτοζιδασών μυκητιακής 
προέλευσης, όπως ο A. oryzae, οι οποίες δρουν βέλτιστα σε pH=4,5[12]. Επιπλέον, για 
βιομηχανικές διεργασίας μεγάλης κλίμακας προτιμώνται, συνήθως, θερμόφιλα ένζυμα, τα οποία 
είναι ανθεκτικά στις έντονες βιομηχανικές συνθήκες. Συνεπώς, η βέλτιστη και οικονομικά 
βιώσιμη αξιοποίηση του όξινου ορού προκρίνει την εύρεση β-γαλακτοζιδασών με υψηλή 
θερμοσταθερότητα και βέλτιστη δράση σε όξινες τιμές pH. 

O Thielavia terrestris είναι ένας νηματοειδής ασκομύκητας, με άριστες συνθήκες ανάπτυξης 
σε θερμοκρασία 40-45 °C και pH=4,5. Η θερμόφιλη φύση και η δράση του μικροοργανισμού σε 
όξινο περιβάλλον, σε συνδυασμό με τη γνωστή γονιδιακή ακολουθία του[13], καθιστούν τον T. 
terrestris έναν εξαιρετικό υποψήφιο μικροοργανισμό για την εύρεση καινοτόμων θερμόφιλων και 
σταθερών σε όξινες συνθήκες βιοκαταλυτών.  

Στην παρούσα μελέτη επιλέχθηκε ο Thielavia terrestris ως πηγή για την ανακάλυψη μιας 
καινοτόμου, σταθερής σε υψηλές θερμοκρασίες και όξινες τιμές pH β-γαλακτοζιδάσης, 
στοχεύοντας στην παραγωγή GOS από όξινο ορό, με ελάχιστη προεπεξεργασία του υλικού. 
Επελέγη το γονίδιο Ttbgal1 από το γονιδίωμα του T. terrestris, κλωνοποιήθηκε και εκφράσθηκε 
ετερόλογα στον μικροοργανισμό Pichia pastoris. Το ένζυμο απομονώθηκε, χαρακτηρίσθηκε και 
εφαρμόσθηκε για την παραγωγή GOS από πρότυπα διαλύματα λακτόζης και όξινο ορό. Τα 
αποτελέσματα της παρούσας έρευνας συντείνουν στην αποδοτική παραγωγή GOS από όξινο ορό, 
μέσω του Ttbgal1. 

 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 

Η επίδραση της θερμοκρασίας και του pH στην ενεργότητα και σταθερότητα του ενζύμου 
μετρήθηκε χρησιμοποιώντας 0,5 mM oNPG (Sigma-Aldrich, Η.Π.Α.) ως υπόστρωμα. Η βέλτιστη 
τιμή pH υπολογίσθηκε στους 40°C μετά από 10 min επώασης ενζύμου και υποστρώματος σε 
εύρος pH 3,0-9,0, χρησιμοποιώντας κατάλληλα ρυθμιστικά διαλύματα. Η βέλτιστη θερμοκρασία 
δράσης του ενζύμου υπολογίσθηκε στο εύρος 20-70°C, με επώαση ενζύμου και υποστρώματος 
για 10 min σε ρυθμιστικό διάλυμα με pH=4,0. Η θερμοσταθερότητα του Ttbgal1 υπολογίσθηκε 



12o Πανελλήνιο Επιστημονικό Συνέδριο Χημικής Μηχανικής  Αθήνα, 29-31 Μαΐου 2019 

στο εύρος 20-70°C μετά από επώαση ενζύμου και υποστρώματος για 10 min σε ρυθμιστικό 
διάλυμα με pH=8,0. 

Ο όξινος ορός στραγγιστού γιαουρτιού που χρησιμοποιήθηκε στην παρούσα μελέτη 
παρελήφθη παστεριωμένος από ελληνική γαλακτοβιομηχανία, με αρχική περιεκτικότητα σε 
λακτόζη ίση με 3,29% w/v και τιμή pH=4,5. Ακολούθησε συμπύκνωση του ορού με χρήση 
περιστροφικού συμπυκνωτήρα υπό κενό (Heidolph Instruments GmbH & CO. KG, Γερμανία) σε 
θερμοκρασία 45°C και περιστροφική συχνότητα 110 rpm, μέχρι την επίτευξη της επιθυμητής 
περιεκτικότητας σε λακτόζη (10,1% w/v). 

 Οι ενζυμικές αντιδράσεις με πρότυπα διαλύματα λακτόζης (Sigma-Aldrich, Η.Π.Α.) ή όξινο 
ορό ως υπόστρωμα πραγματοποιήθηκαν εντός δοκιμαστικών σωλήνων εμβαπτισμένων σε 
υδατόλουτρο σταθερής θερμοκρασίας (Memmert GmbH & CO. KG, Γερμανία), εντός των οποίων 
μεταφέρονταν για κάθε χρονικό σημείο δειγματοληψίας 1,8 mL διαλύματος λακτόζης επιθυμητής 
συγκέντρωσης ή ορού επιθυμητής περιεκτικότητας σε λακτόζη και 0,2 mL διαλύματος ενζύμου, 
κατάλληλης αραίωσης για την επίτευξη της επιθυμητής ενεργότητας στο διάλυμα της 
αντίδρασης. Ανά τακτά χρονικά διαστήματα γινόταν δειγματοληψία και το ένζυμο 
απενεργοποιείτο με επώαση του δείγματος σε υδατόλουτρο θερμοκρασίας 100°C για 10 min. 
Μετά την ψύξη των δειγμάτων, αυτά φιλτράρονταν με χρήση φίλτρου 0,22 μm, πριν την 
περαιτέρω ανάλυσή τους. 

Για την ανάλυση των περιεχόμενων σακχάρων στα δείγματα χρησιμοποιήθηκε ισοκρατικό 
σύστημα Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης (HPLC) με στήλη Zorbax Microsorb-MV 100-5 
NH2, στην οποίαν ήταν προσαρτημένη προστήλη Zorbax Polaris 5 NH2 MetaGuard (Agilent 
Technologies, Η.Π.Α.), ενώ ο διαλύτης έκλουσης ήταν διάλυμα ακετονιτριλίου σε νερό με 
αναλογία 70% v/v ακετονιτρίλιο σε νερό. Η ανίχνευση των σακχάρων έγινε με χρήση ανιχνευτή 
δείκτη διάθλασης HP 1047A (Hewllet-Packard Company, Η.Π.Α.). Η ταυτοποίηση και 
ποσοτικοποίηση των μονο-, δι- και ολιγοσακχαριτών έγινε με χρήση προτύπων σακχάρων 
(γαλακτόζη, λακτόζη και ραφινόζη, Sigma-Aldrich, Η.Π.Α.). Ο βαθμός απόδοσης σε GOS 

εκφράσθηκε ως yGOS = 
% w v⁄  περιεκτικότητα σε GOS

% w v⁄  αρχική περιεκτικότητα σε λακτόζη
⋅100%. Ο βαθμός υδρόλυσης των GOS 

εκφράσθηκε ως hGOS = 
εναπομένουσα % w v⁄  περιεκτικότητα σε GOS

μέγιστη % w v⁄  περιεκτικότητα σε GOS
⋅100%. 

 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Στην παρούσα έρευνα, επελέγη το γονίδιο bgal1 (XP_003652726) του μικροοργανισμού T. 
terrestris ως ένα γονίδιο που κωδικοποιεί την καινοτόμο β-γαλακτοζιδάση. Η μετάφραση του 
εξωνίου αυτού του γονιδιου είναι παρόμοια με πολλές γνωστές μυκητιακές β-γαλακτοζιδάσες με 
δραστικότητα τρανσγαλακτοζυλίωσης. Αυτό το γονίδιο κλωνοποιήθηκε και εκφράσθηκε στον 
μικροοργανισμό P. pastoris, χρησιμοποιώντας τα κατάλληλα βιοτεχνολογικά εργαλεία και η 
παραγόμενη πρωτεΐνη (Ttbgal1) απομονώθηκε και χαρακτηρίσθηκε. 

Η άριστη δράση του ενζύμου Ttbgal1 παρατηρήθηκε στους 60°C, ενώ άνω του 80% της 
αρχικής ενεργότητας διατηρήθηκε στο θερμοκρασιακό εύρος των 40-65°C (Σχήμα 1Α). Το 
αποτέλεσμα αυτό ευρίσκεται σε συμφωνία με τα θερμοκρασιακά βέλτιστα τα οποία 
καταγράφονται στη βιβλιογραφία για μυκητιακής προέλευσης β-γαλακτοζιδάσες [14]. Επιπλέον, η 
β-γαλακτοζιδάση διατηρεί σε ποσοστά άνω του 100% τη δραστικότητά της σε θερμοκρασίες έως 
50°C, έπειτα από 24 h επώασης. Αυτή η ενίσχυση της ενεργότητας δύναται να οφείλεται στην 
προφανή θερμόφιλη φύση του ενζύμου, παρουσιάζοντας αυξημένη ενεργότητα κατά τις πρώτες 
ώρες της επώασης. Ωστόσο, η ενεργότητα του ενζύμου μειώνεται σημαντικά έπειτα από 24 h 
επώασης σε θερμοκρασίες 60°C ή μεγαλύτερες. 

Η βέλτιστη τιμή pH δράσης του ενζύμου βρέθηκε ίση με 4, ενώ η ενεργότητα μειώνεται 
δραστικά σε τιμές pH μεγαλύτερες από 5 (Σχήμα 1Β). Τα ευρήματα αυτά συμφωνούν με 
αντίστοιχα αποτελέσματα της βιβλιογραφίας[14], αναφέροντας άριστες τιμές pH δράσης 



12o Πανελλήνιο Επιστημονικό Συνέδριο Χημικής Μηχανικής  Αθήνα, 29-31 Μαΐου 2019 

μυκητιακών β-γαλακτοζιδασών στην όξινη περιοχή (3,0-5,5). Αυτό το χαρακτηριστικό του ενζύμου 
δίνει πλεονέκτημα σε εφαρμογές αξιοποίησης του όξινου ορού. 

 

 
 

Σχήμα 1. Επίδραση θερμοκρασίας (Α) και pH (Β) στην ενεργότητα και σταθερότητα του ενζύμου Ttbgal1. 
 

Η ικανότητα τρανσγαλακτοζυλίωσης του ενζύμου Ttbgal1 μελετήθηκε, αρχικά, σε 
συστήματα με καθαρή λακτόζη ως υπόστρωμα. Η επίδραση της θερμοκρασίας και του pH στην 
ικανότητα τρανσγαλακτοζυλίωσης του ενζύμου μελετήθηκε με αντιδράσεις διάρκειας 2 h, 
χρησιμοποιώντας 100 g/L λακτόζη και 2,5 U/mL ενζύμου. Η άριστη θερμοκρασία δράσης του 
ενζύμου βρέθηκε ίση με 50°C, καθώς σε αυτή την περίπτωση παρατηρήθηκε ο μέγιστος βαθμός 
απόδοσης σε GOS και, ταυτόχρονα, χαμηλός βαθμός υδρόλυσης (17,3% και 15,9% αντίστοιχα). Σε 
υψηλότερες θερμοκρασίες, ο βαθμός απόδοσης σε GOS ήταν ελάχιστα υψηλότερος, αλλά 
αυξανόταν και ο βαθμός υδρόλυσης. Το βέλτιστο pH δράσης του ενζύμου ήταν 4, με βαθμό 
απόδοσης σε GOS ίσο με 18,3% και βαθμό υδρόλυσης ίσο με 16,4%. Γι’ αυτό, όλες οι ακόλουθες 
αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν στους 50°C και σε pH=4. 

Επόμενο βήμα ήταν η μελέτη του προφίλ των παραγόμενων GOS, για μεγαλύτερους 
χρόνους επώασης, αλλά και η αριστοποίηση των παραμέτρων της αντίδρασης. Για τον σκοπό 
αυτόν, μελετήθηκαν το ενζυμικό φορτίο και η συγκέντρωση του υποστρώματος και τα 
αποτελέσματα παρατίθενται στο Σχήμα 2. 

Το ενζυμικό φορτίο μελετήθηκε στο εύρος 0,1-5,0 U/mL σε αντιδράσεις διάρκειας 24 h, ενώ 
δείγματα ελήφθησαν σε επιλεγμένους ενδιάμεσους χρόνους. Όπως αναμενόταν, η αύξηση της 
ενζυμικής ενεργότητας οδήγησε σε υψηλότερους βαθμούς απόδοσης σε GOS, αλλά και σε 
υψηλότερους βαθμούς υδρόλυσης, όπως φαίνεται στο Σχήμα 2Α. Επίσης, η αύξηση της ενζυμικής 
ενεργότητας οδήγησε στην επίτευξη του μέγιστου βαθμού απόδοσης σε GOS ταχύτερα. Ωστόσο, 
κατά την διάρκεια των 24 h της αντίδρασης και για ενζυμικές ενεργότητες μεγαλύτερες από 1 
U/mL, ο βαθμός απόδοσης σε GOS έφθανε μια μέγιστη τιμή και στη συνέχεια έφθινε σημαντικά. 
Η παρατήρηση αυτή καταδεικνύει ότι  οι παραγόμενοι GOS υδρολύονταν ταυτόχρονα από το 
ένζυμο, πιθανώς όταν η συγκέντρωσή τους υπερέβαινε μιαν ορισμένη τιμή[12]. Γι’ αυτό, όσον 
αφορά στο Ttbgal1, οι παραγόμενοι GOS φαίνεται ν’ αποτελούν ανταγωνιστικό υπόστρωμα της 
λακτόζης. Από τα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης, η ενεργότητα 2,5 U/mL επελέγη για τα 
επόμενα πειράματα, επειδή γι’ αυτή την ενεργότητα ενζύμου επετεύχθη ο μέγιστος βαθμός 
απόδοσης σε GOS (18,3%), με ταυτόχρονα χαμηλότερο βαθμό υδρόλυσης (18,0%), σε αντίθεση 
με υψηλότερες ενζυμικές ενεργότητες (π.χ. για ενεργότητα 5 U/mL επετεύχθη βαθμός απόδοσης 
σε GOS 18,7%, αλλά ο βαθμός υδρόλυσης ανήλθε σε 28,8%). 

Στη συνέχεια μελετήθηκε η επίδραση της συγκέντρωσης της λακτόζης του υποστρώματος, 
στο εύρος 100-200 g/L, έως το όριο διαλυτότητας της λακτόζης στο νερό. Σε αυτή την περίπτωση, 
η αύξηση της συγκέντρωσης της λακτόζης οδήγησε σε υψηλότερους βαθμούς απόδοσης σε GOS, 
έως 23,2%, μετά από 8 h επώασης, για συγκέντρωση λακτόζης 200 g/L, με ταυτόχρονο βαθμό 
υδρόλυσης ίσο με 21,7%, όπως φαίνεται στο Σχήμα 2Β. Το Ttbgal1 οδήγησε σε ελαφρώς 
υψηλότερο βαθμό απόδοσης σε GOS, συγκριτικά με μυκητιακής προέλευσης β-γαλακτοζιδάσες 
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που έχουν μελετηθεί στη βιβλιογραφία[14], στις οποίες η απόδοση σε GOS δεν υπερβαίνει το 20%. 
Ωστόσο, ο βαθμός απόδοσης σε GOS μειώθηκε για μεγάλους χρόνους επώασης, λόγω υδρόλυσης 
των GOS. 
 

 
 

Σχήμα 2. Επίδραση της ενεργότητας του ενζύμου Ttbgal1 (Α) και της συγκέντρωσης λακτόζης (Β)  
στον βαθμό απόδοσης της ενζυμικής αντίδρασης σε GOS. 

 

Τέλος, τα παραπάνω αποτελέσματα αναφορικά με την παραγωγή GOS από πρότυπα 
διαλύματα λακτόζης με χρήση του ενζύμου Ttbgal1 οδήγησαν στη διερεύνηση της παραγωγής 
GOS με χρήση όξινου ορού ως υπόστρωμα. Για τη συγκεκριμένη μελέτη χρησιμοποιήθηκαν οι 
βέλτιστες τιμές θερμοκρασίας (50°C) και ενζυμικής ενεργότητας (2,5 U/mL), με βάση τα 
παραπάνω αποτελέσματα. Μελετήθηκε η ενζυμική μετατροπή της λακτόζης του όξινου ορού σε 
δύο διαφορετικές τιμές περιεκτικότητας σε λακτόζη· 3,29% w/v (μη συμπυκνωμένος ορός) και 
10,1% w/v (συμπυκνωμένος ορός). Για την περίπτωση του μη συμπυκνωμένου ορού επετεύχθη 
μέγιστος βαθμός απόδοσης σε GOS ίσος με 16,3%, έπειτα από 3 h επώασης, ενώ στην περίπτωση 
του συμπυκνωμένου ορού επετεύχθη μέγιστος βαθμός απόδοσης σε GOS ίσος με 19,3%, έπειτα 
από 6 h επώασης. Συνεπώς, υψηλότερη περιεκτικότητα του όξινου ορού σε λακτόζη οδήγησε σε 
υψηλότερους βαθμούς απόδοσης σε GOS, όπως αναμενόταν. Ταυτόχρονα, και στις δύο 
περιπτώσεις, οι παραγόμενοι GOS υδρολύονταν, μετά την επίτευξη μιας μέγιστης συγκέντρωσης, 
και μετά από 24 h μόνο το 8,19% και 63,7% της μέγιστης συγκέντρωσης GOS είχε απομείνει, για 
την περίπτωση του μη συμπυκνωμένου και του συμπυκνωμένου ορού, αντίστοιχα. Τα παραπάνω 
αποτελέσματα βρίσκονται σε συμφωνία με αντίστοιχες έρευνες της βιβλιογραφίας, για 
παραγωγή GOS από ορό με χρήση β-γαλακτοζιδάσης από A. oryzae, επιτυγχάνοντας μέγιστους 
βαθμούς απόδοσης σε GOS αντίστοιχους με τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας. 
Παράλληλα, οι ίδιες βιβλιογραφικές πηγές αναφέρουν και το φαινόμενο της υδρόλυσης των 
παραγόμενων ολιγοσακχαριτών, για μεγάλους χρόνους αντίδρασης, η οποία αποδίδεται στο 
γεγονός ότι οι GOS προτιμώνται ως υπόστρωμα από το ένζυμο, έναντι της λακτόζης, καθώς και 
στο γεγονός ότι η κατάλυση αντιδράσεων τρανσγαλακτοζυλίωσης από το ένζυμο παρεμποδίζεται 
από διάφορα συστατικά του ορού, όπως διάφορα κατιόντα[10,15]. 
 

 
Σχήμα 3. Βαθμός απόδοσης σε GOS της ενζυμικής αντίδρασης με Ttbgal1 ενεργότητας 2,5 U/mL, σε 
θερμοκρασία 45 °C και pH=4,5 με όξινο ορό περιεκτικότητας 3,29 % w/v και 10,1 % w/v σε λακτόζη. 
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ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 Στην παρούσα έρευνα, το ένζυμο TtbGal1 από τον μικροοργανισμό T. terrestris 
εκφράσθηκε ετερόλογα στον μικροοργανισμό P. pastoris, απομονώθηκε και χαρακτηρίσθηκε. Το 
συγκεκριμένο ένζυμο βρέθηκε θερμόφιλο και θερμοσταθερό έως τους 50°C, ενώ δρα βέλτιστα σε 
όξινο pH. Το ένζυμο διαπιστώθηκε ότι καταλύει αντιδράσεις τρανσγαλακτοζυλίωσης σε πρότυπα 
διαλύματα λακτόζης, παράγοντας GOS με ικανοποιητικούς βαθμούς απόδοσης, συγκρίσιμων με 
αυτούς της βιβλιογραφίας. Κατόπιν, το ένζυμο εφαρμόσθηκε σε υπόστρωμα όξινου ορού και 
βρέθηκε να παράγει GOS σε βαθμούς απόδοσης παρόμοιους με αυτούς από πρότυπα διαλύματα 
λακτόζης. Γενικά, τα αποτελέσματα της παρούσας έρευνας συντείνουν στο εφικτό της εφαρμογής 
του TtbGal1 για την παραγωγή GOS από όξινο ορό, συμβάλλοντας στην αξιοποίηση του 
συγκεκριμένου παραπροϊόντος, στα πλαίσια της κυκλικής οικονομίας. Ωστόσο, περαιτέρω έρευνα 
απαιτείται, αναφορικά με την αριστοποίηση των παραμέτρων της ενζυμικής αντίδρασης με 
χρήση του όξινου ορού ως υπόστρωμα. 
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