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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
Στην παρούσα εργασία μελετήθηκε η απομόνωση υδροξυτυροσόλης από φύλλα ελιάς με απώτερο 
σκοπό τον σχεδιασμό μονάδας επεξεργασίας αποβλήτων ελαιοτριβείου, η οποία δε θα αφήνει 
καθόλου οργανικά υπολείμματα και θα απομονώνει συστατικά με μεγάλη προστιθέμενη αξία (εδώ 
υδροξυτυροσόλη) έτσι ώστε η διεργασία να είναι κυκλική και να αποφέρει κέρδος μέσα από 
απόβλητα. Η διαδικασία απομόνωσης της υδροξυτυροσόλης θα πρέπει να μπορεί να εφαρμοστεί 
εύκολα σε μεγάλη κλίμακα και για αυτό σημαντική παράμετρος στη μελέτη δεν είναι μόνο η 
απόδοση εκχύλισης και απομόνωσης της ουσίας αλλά και το κόστος της διεργασίας όπως και η 
δυνατότητά της να λειτουργεί συνεχώς. Στην συγκεκριμένη μελέτη βρέθηκε ότι είναι περισσότερο 
αποδοτικό να γίνεται η εκχύλιση και υδρόλυση ελαιοευρωπαΐνης σε ένα βήμα και στη συνέχεια να 
ακολουθούν τα στάδια καθαρισμού του προϊόντος. Τα στάδια καθαρισμού περιλαμβάνουν 
διηθήσεις μέσω μεμβρανών υπερδιήθησης (ultrafiltration) και νανοδιήθησης (nanofiltration) και 
εκχυλίσεις υγρού-υγρού με οξικό αιθυλεστέρα για οργανικό διαλύτη. Με κατάλληλη ρύθμιση του 
pH μπορούμε να επιλέξουμε ποιες ουσίες θα οδηγηθούν στην οργανική φάση και στην περίπτωσή 
μας θέλουμε η απόδοση σε υδροξυτυροσόλη να είναι μεγάλη. Ο οξικός αιθυλεστέρας μπορεί να 
απομακρυνθεί αρκετά εύκολα λόγω της πτητικότητάς του και να ανακυκλωθεί στη διεργασία. Με 
σωστό σχεδιασμό των παραπάνω βημάτων μπορεί να απομονωθεί ένα προϊόν μεγάλης 
προστιθέμενης αξίας από πρώτη ύλη με μηδενικό έως πολύ μικρό κόστος αγοράς. Μεγάλο κέρδος 
σε αυτό το στάδιο θα δώσει περιθώριο στα υπόλοιπα στάδια επεξεργασίας των αποβλήτων στο να 
είναι συνεπή χωρίς απαραίτητα να αποφέρουν κέρδος. 
 
ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
Η βιομηχανία παραγωγής ελαιόλαδου στην Ελλάδα αποτελείται κυρίως από οικογενειακές 
επιχειρήσεις μικρής κλίμακας και για το λόγο αυτό δεν υπάρχει σωστός έλεγχος ως προς τη 
διαχείριση αποβλήτων με μεγάλο οργανικό φορτίο. Τα πιο συνήθη απόβλητα είναι τα υδατικά 
απόβλητα ελαιοτριβείου (τριφασικό απόβλητο), ο πυρήνας ελαιοτριβείου (διφασικό απόβλητο), 
το απόβλητο πυρηνελαιουργείου (πυρηνόξυλο), τα φύλλα ελιάς και τα κλαδιά που μένουν στα 
χωράφια μετά τη συγκομιδή και το κλάδεμα των ελιών. Η παρούσα εργασία επικεντρώνεται σε ένα 
από αυτά τα απόβλητα, τα φύλλα της ελιάς. Πιο συγκεκριμένα πραγματοποιείται μελέτη πάνω 
στην απομόνωση υδροξυτυροσόλης από τα φύλλα ελιάς με σκοπό την παραγωγή ενός προϊόντος 
μεγάλης καθαρότητας, το οποίο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως επιπρόσθετο σε διάφορες 
βιομηχανίες όπως αυτή των τροφίμων, καλλυντικών, πλαστικών κ.α. Η υδροξυτυροσόλη είναι ένα 
φαινολικό μόριο με μεγάλη αντιοξειδωτική ικανότητα και ευεργετικές ιδιότητες για τον 
άνθρωπο[1]. Οι κυριότερές δράσεις που έχουν αναφερθεί είναι οι αντιφλεγμονώδεις, η υποστήριξη 
του καρδιαγγειακού συστήματος και γενικότερα η δράση κατά του οξειδωτικού στρες, που 
προέρχεται από δραστικά είδη οξυγόνου (ROS) και άλλα οξειδωτικά. Η διεργασία διαχωρισμού 
πραγματοποιείται μετά την διαδικασία της εκχύλισης των ουσιών από τα φύλλα. Σε αυτήν 
πραγματοποιείται και χημική υδρόλυση (όξινη ή αλκαλική) είτε κατά την εκχύλιση είτε μετά από 
αυτήν. Σε άλλη εργασία που πραγματοποιήθηκε στο εργαστήριό μας, μελετήθηκαν οι συνθήκες τις 
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εκχύλισης για εύρεση βέλτιστων συνθηκών. Στην παρούσα μελέτη το εκχύλισμα υπόκειται σε μία 
σειρά διηθήσεων με συστοιχία μεμβρανών. Πρώτο στάδιο είναι ο διαχωρισμός των στερεών και 
μεγάλων μακρομορίων με υπερδιήθηση (Ultrafiltration). Το δεύτερο στάδιο είναι η περαιτέρω 
απομόνωση των απλών φαινολικών και σακχάρων με κατάλληλη μεμβράνη νανοδιήθησης η οποία 
θα απορρίψει μεγάλα μόρια όπως πρωτεΐνες, πολυσακχαρίτες, χρωστικές και μεγάλα φαινολικά 
όπως ταννίνες, αφήνοντας στο διήθημα μικρά φαινολικά, απλά σάκχαρα και κυρίως το μόριο της 
υδροξυτυροσόλης. Τελικό στάδιο της διεργασίας είναι ο περαιτέρω καθαρισμός της 
υδροξυτυροσόλης με εκχύλιση υγρού-υγρού με οξικό αιθυλεστέρα. Με ρύθμιση του pH της 
υδατικής φάσης μπορούμε να παραλάβουμε την υδροξυτυροσόλη στην οργανική φάση. Με 
εξάτμιση του διαλύτη μπορούμε να παραλάβουμε αυτήν σε αρκετά μεγάλη καθαρότητα. Η 
παραπάνω διεργασία αποτελεί ένα σημαντικό μέρος του σχεδιασμού μιας μονάδας επεξεργασίας 
φύλλων ελιάς και θέτει τα θεμέλια για την μετάβαση στην πιλοτική κλίμακα. Το μεγάλο ενδιαφέρον 
για την υδροξυτυροσόλη προέρχεται από το γεγονός ότι αυτή είναι μια ουσία με πολύ ισχυρή 
αντιοξειδωτική ικανότητα και μπορεί να κάνει την διεργασία επεξεργασίας των αποβλήτων 
ελαιοτριβείου πολύ επικερδή. Αυτό θα αποτελέσει επιπλέον κίνητρο για την εφαρμογή της 
μεθόδου σε βιομηχανική κλίμακα. 
 
ΣΤΟΧΟΙ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΛΟΓΙΑ 
Τα φύλλα ελιάς όπως κάθε άλλη πηγή βιομάζας περιέχουν πληθώρα ουσιών όπως σάκχαρα, 
φαινολικά, πρωτεΐνες, χρωστικές κ.α. Η αρχική εκχύλιση των ουσιών από την φυτική μάζα θα 
πρέπει να έχει μεγάλη ανάκτηση στην ουσία ενδιαφέροντος. Οι μέθοδοι ανάκτησης παρόλα αυτά 
δεν είναι αρκετά εκλεκτικές και πολλές φορές μεγάλη ανάκτηση σε μια ουσία σημαίνει μεγάλη 
ανάκτηση και στις υπόλοιπες. Επειδή θα δοθεί βαρύτητα στις μεθόδους διαχωρισμού της ουσίας 
ενδιαφέροντος σε πρώτη φάση δεν θα επιδιωχθεί μεγάλη εκλεκτικότητα στην πρώτη εκχύλιση 
αλλά στην μεγιστοποίηση της απόδοσης σε ελαιοευρωπαΐνη, υποθέτοντας ότι αυτή είναι η 
φαινολική ουσία σε μεγαλύτερη περιεκτικότητα στους ιστούς των φύλλων, η οποία περιέχει το 
μόριο της υδροξυτυροσόλης. Ως ανιχνευτικές μέθοδοι χρησιμοποιήθηκαν δύο από τις πιο γνωστές 
φωτομετρικές μεθόδους, η πρώτη για προσέγγιση των ολικών φαινολικών (Total Phenolics) με το 
αντιδραστήριο Folin-Ciocalteau[2] και η δεύτερη για μέτρηση ολικών σακχάρων και 
πολυσακχαριτών με αντιδραστήριο τρυπτοφάνης-βορικού οξέος σε θειικό οξύ[3]. Επιπλέον, η 
περιεκτικότητα σε υδροξυτυροσόλη υπολογίζεται με ποσοτικές αναλύσεις HPLC. Επειδή η 
υδροξυτυροσόλη εμπεριέχεται σε διάφορες ουσίες όπως η ελαιοευρωπαΐνη, το verbascoside, 
ισομερή της ελαιοευρωπαΐνης και άλλους γλυκοζίτες, πριν της ανάλυσης πραγματοποιήθηκε ένα 
στάδιο χημικής υδρόλυσης έτσι ώστε να υπολογίζεται κάθε φορά μόνο η συγκέντρωση της 
υδροξυτυροσόλης[4]. Συμπληρωματικά με τα παραπάνω, εφαρμόζεται η μέθοδος ORAC για 
μέτρηση της αντιοξειδωτικής ικανότητας των εκχυλισμάτων[5]. Η ORAC εισέρχεται ως 
συμπληρωματική της Folin-Ciocalteau και αποσκοπεί στο να προσδώσει παραπάνω κύρος στα 
αποτελέσματα δεδομένου του ότι η δεύτερη μπορεί να επηρεάζεται και από άλλες ουσίες ικανές 
να ανάγουν το αντιδραστήριο και να δώσουν φωτομετρικό σήμα στα 760 nm. Επιπλέον, μπορεί 
κάθε φορά να εξεταστεί η σχετική μεταβολή της μέτρησης ORAC σε σχέση με την μέτρηση Folin-
Ciocalteau. Για παράδειγμα μια αύξηση του λόγου ORAC προς ολικά φαινολικά θα ήταν μια ακόμη 
ένδειξη ότι η περιεκτικότητα σε υδροξυτυροσόλη σε σχέση με τις υπόλοιπες ουσίες αυξάνεται 
καθώς αυτή έχει αντιοξειδωτική ικανότητα μεγαλύτερη από αυτή του προτύπου της μεθόδου 
(Trolox).[6] 

Με βάση τις παραπάνω αναλύσεις δοκιμάστηκαν διάφορες μέθοδοι εκχύλισης στερεού-υγρού για 
ανάκτηση ελαιοευρωπαΐνης από τα φύλλα. Παράλληλα εξετάστηκαν οι συνθήκες υδρόλυσης ώστε 
να μεγιστοποιηθεί η περιεκτικότητα υδροξυτυροσόλης στο εκχύλισμα. Οι μέθοδοι εκχύλισης που 
εξετάστηκαν είναι: (1) εκχύλιση με νερό σε θερμοκρασία περιβάλλοντος, (2) εκχύλιση με μίγματα 
αιθανόλης νερού, (3) εκχύλιση με νερό παρουσία οξέος, (4) εκχύλιση με νερό παρουσία βάσης, (5) 
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εκχύλιση με νερό σε αυξημένες θερμοκρασίες έως 100°C, (6) υδροθερμική κατεργασία σε 
αυξημένες θερμοκρασίες και πιέσεις[7], (7) συνδυασμός επίδρασης διαλύτη και θερμοκρασίας, (8) 
συνδυασμός επίδρασης διαλύτη και pH, (9) συνδυασμός επίδρασης διαλύτη, θερμοκρασίας και 
pH. Για να έχουν οι αναλύσεις HPLC κοινή βάση αλλά και τα εκχυλίσματα να είναι και απαλλαγμένα 
από ιστούς, συστατικά της βιομάζας και πρωτεΐνες πραγματοποιείται εκχύλιση υγρού-υγρού με 
οξικό αιθυλεστέρα έτσι ώστε να εκχυλιστεί η υδροξυτυροσόλη στον οργανικό διαλύτη[8]. Για την 
εκχύλιση υγρού-υγρού δοκιμάστηκαν διάφορες συνθήκες pH της υδατικής φάσης ώστε να επιλεγεί 
αυτή με τη μεγαλύτερη ανάκτηση σε υδροξυτυροσόλη και την ελάχιστη ανάκτηση σε άλλα 
συστατικά. 
 
ΠΕΙΡΑΜΑΤΙΚΟ ΜΕΡΟΣ 
Το πρώτο στάδιο της διεργασίας είναι η εκχύλιση των φύλλων ελιάς (Σχήμα 1). Έχει προηγηθεί η 
ξήρανση των φύλλων έτσι ώστε να επιτευχθεί καλύτερο άλεσμα σε σωματίδια μικρότερα από 710 
μm. Το άλεσμα των φύλλων μειώνει κατά πολύ τον απαιτούμενο χρόνο εκχύλισης καθώς αυξάνεται 
η επιφάνεια επαφής του διαλύτη με το στερεό. Tο στάδιο μπορεί να επιτευχθεί με δύο τρόπους: 
1) με εκχύλιση και έπειτα υδρόλυση του διαλύματος μετά από αφαίρεση του στερεού από την υγρή 
φάση και 2) με εκχύλιση και υδρόλυση σε ένα βήμα. Η δεύτερη αναμένεται να περιλαμβάνει 
επιπλοκές από την μερική υδρόλυση των συστατικών της βιομάζας όπως η ημι-κυτταρίνη και να 
οδηγεί σε απελευθέρωση οργανικών οξέων και πιθανώς να απαιτεί επιπλέον στάδια επεξεργασίας 
για την παραλαβή υδροξυτυροσόλης. Οι εκχυλίσεις λαμβάνουν χώρα υπό ανάδευση σε ανοιχτά 
δοχεία στην περίπτωση θερμοκρασίας περιβάλλοντος και στις περιπτώσεις που το σύστημα 
βρίσκεται υπό βρασμό η εκχύλιση λαμβάνει χώρα υπό αναρροή έτσι ώστε να μην απομακρύνεται 
ο διαλύτης. Στην περίπτωση υδροθερμικής κατεργασίας το σύστημα είναι κλειστό, 
κατασκευασμένο από ανοξείδωτο χάλυβα και ικανό να αντέξει θερμοκρασίες έως 350°C και πιέσεις 
έως 100 bar. 

 
Σχήμα 1. Σχηματική απεικόνιση προτεινόμενης μεθοδολογίας που ακολουθήθηκε για την εκχύλιση και 
απομόνωση υδροξυτυροσόλης 
 
Μετά το στάδιο της υδρόλυσης το σύστημα εξουδετερώνεται και το pH ορίζεται κατάλληλα έτσι 
ώστε κατά το στάδιο της εκχύλισης με οξικό αιθυλεστέρα να μεγιστοποιείται η ανάκτηση 
υδροξυτυροσόλης στην οργανική φάση. Ο οργανικός διαλύτης μπορεί να απομακρυνθεί με 
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εξάτμιση υπό κενό και το συμπύκνωμα να επαναδιαλυθεί σε υδατικό μέσο έτσι ώστε να 
ακολουθήσει η διήθηση μέσω μεμβρανών νανοδιήθησης. Σε αυτό το στάδιο τα φαινολικά που 
αναμένεται να έχουν ανακτηθεί έχουν μοριακά βάρη 150-300 Da και 10-20 kDa. Ένας διαχωρισμός 
με μια “στενή” μεμβράνη 200-300 Da μπορεί να καθαρίσει σε μεγάλο βαθμό την υδροξυτυροσόλη 
από λοιπά φαινολικά και μεσαίου μοριακού βάρους προσμίξεις. Για τον υπολογισμό της 
συγκέντρωσης της υδροξυτυροσόλης πραγματοποιούνται μετρήσεις σε HPLC. Τα δείγματα που 
λαμβάνονται μετά την εξάτμιση του οξικού αιθυλεστέρα επαναδιαλύονται σε μεθανόλη σε 
συγκέντρωση 1 mg/ml. Η αναλύσεις HPLC πραγματοποιήθηκαν σε στήλη Prodigy C18 ODS3 100A 
με διαλύτες 0.1% TFA (A) και Acetonitrile (B). Η μέθοδος παρέμεινε σε 10% Α για 10 min έτσι ώστε 
να επιτευχθεί ικανοποιητικός διαχωρισμός της υδροξυτυροσόλης και να μπορεί να 
ποσοτικοποιηθεί. Σχετικά με τις μετρήσεις ORAC, Folin-Ciocalteau και ολικών σακχάρων, τα 
δείγματα μετρήθηκαν κατευθείαν μετά την εκχύλιση, μετά την υδρόλυση και μετά την εκχύλιση 
υγρού-υγρού έτσι ώστε να παρατηρηθούν μεταβολές κατά την επεξεργασία. 
 
ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ ΚΑΙ ΣΥΖΗΤΗΣΗ 
Τα αποτελέσματα αναμένεται να έχουν ικανοποιητικότερες αποδόσεις στις πιο σκληρές συνθήκες 
(π.χ. υδροθερμική κατεργασία). Σημαντικό μέρος της παρούσας μελέτης είναι να επιλεχθούν 
συνθήκες αρχικής εκχύλισης με μεγάλη απόδοση και στη συνέχεια κατάλληλα στάδια διαχωρισμού 
με εκλεκτικότητα ως προς την υδροξυτυροσόλη. 

 
Σχήμα 2. Μάζα συμπυκνώματος και υδροξυτυροσόλης που παραλαμβάνεται μετά από εξάτμιση του οξικού 
αιθυλεστέρα σε συνάρτηση με το pH της υδατικής φάσης 

 
Στην περίπτωση που παρουσιάζεται στο Σχήμα 2 πραγματοποιήθηκε εκχύλιση και υδρόλυση σε 
ένα στάδιο με 3Μ υδροχλωρικό οξύ για 15 λεπτά. Στη συνέχεια έγινε εξουδετέρωση του 
διαλύματος με καυστικό νάτριο και το pH ρυθμίστηκε κατάλληλα για να βρεθούν οι κατάλληλες 
συνθήκες αύξησης καθαρότητας της υδροξυτυροσόλης. Από το σχήμα φαίνεται ότι η ποσότητα των 
εκχυλιζόμενων ουσιών μεταβάλλεται δραματικά αν η υδατική φάση ρυθμιστεί εξ’ αρχής σε 
συγκεκριμένες τιμές του pH. Αν η υδατική παραμείνει όξινη, στην οργανική φάση θα καταλήξουν 
οργανικά και φαινολικά οξέα με χαμηλό pKa. Αν όμως το pH ρυθμιστεί στο 7-9, τότε η ποσότητα 
της υδροξυτυροσόλης παραμένει σταθερή αλλά η ποσότητα των άλλων ουσιών μειώνεται σε 
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μεγάλο βαθμό. Έτσι, με ένα αρκετά απλό στάδιο έγινε δυνατή η αύξηση του ποσοστού της 
υδροξυτυροσόλης στο 20-25% και κρίθηκε έτσι απαραίτητη η εξουδετέρωση του διαλύματος πριν 
την εκχύλιση με οξικό αιθυλεστέρα. Τα επόμενα αποτελέσματα της παρούσας μελέτης αναμένεται 
να δώσουν επιπλέον στοιχεία για τη βελτιστοποίηση της εκχύλισης και διαχωρισμό της 
υδροξυτυροσόλης. 
 
ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
Η παρούσα εργασία επικεντρώνεται στην απομόνωση υδροξυτυροσόλης από τα φύλλα ελιάς. Τα 
διάφορα στάδια και παράμετροι της διεργασίας μελετήθηκαν εκτενώς με σκοπό να συλλεχθούν 
αρκετά δεδομένα για το σχεδιασμό μιας μονάδας επεξεργασίας αυτών των αποβλήτων όπου θα 
παράγει υδροξυτυροσόλη μεγάλης καθαρότητας για αξιοποίηση της σε τρόφιμα, προϊόντα 
περιποίησης και συμπληρώματα διατροφής. Αν και η μελέτη πραγματοποιήθηκε μόνο για τα 
φύλλα, η ίδια μεθοδολογία μπορεί να αναπτυχθεί και για τα υπόλοιπα παραπροϊόντα της 
επεξεργασίας και συγκομιδής της ελιάς. Η υδροξυτυροσόλη είναι ένα φαινολικό μόριο με μια από 
τις πιο ισχυρές αντιοξειδωτικές ικανότητες και ο καθαρισμός της από απόβλητα με σκοπό την 
εμπορευματοποίησή της μπορεί να κάνει την διεργασία επεξεργασίας των αποβλήτων και 
παραπροϊόντων της ελιάς κερδοφόρα. Ο σχεδιασμός μιας κερδοφόρας διεργασίας, η οποία θα 
συμβάλει στην κυκλική οικονομία και στην αξιοποίηση αγροτικών πόρων αναμένεται να 
προσελκύσει το απαραίτητο ενδιαφέρον από άλλους ερευνητές και επενδυτές έτσι ώστε να 
μπορέσει να εφαρμοστεί στον ελληνικό χώρο. 
 
ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ 
H εργασία αυτή υλοποιήθηκε στο πλαίσιο της Πράξης «INVALOR: Ερευνητική Υποδομή για την 
Αξιοποίηση Αποβλήτων και Αειφόρου Διαχείρισης Φυσικών Πόρων» (MIS 5002495) που 
εντάσσεται στη Δράση «Ενίσχυση των Υποδομών Έρευνας και Καινοτομίας» και χρηματοδοτείται 
από το Επιχειρησιακό Πρόγραμμα «Ανταγωνιστικότητα, Επιχειρηματικότητα και Καινοτομία» στο 
πλαίσιο του ΕΣΠΑ 2014-2020, με τη συγχρηματοδότηση της Ελλάδας και της Ευρωπαϊκής Ένωσης 
(Ευρωπαϊκό Ταμείο Περιφερειακής Ανάπτυξης). 
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