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Περίληψη

Η νιτροποίηση αποτελεί θεμελιώδη διεργασία του κύκλου του αζώτου και διαδραματίζει 
κεντρικό ρόλο στη λειτουργία των αγροτικών οικοσυστημάτων. Αποτελεί μια μικροβιακά 
καθοδηγούμενη διεργασία που λαμβάνει χώρα σε δύο διακριτά στάδια. Αρχικά, η αμμωνία 
οξειδώνεται σε νιτρώδη ιόντα από νιτρωδοποιητικά βακτήρια και αρχαία, ενώ, στη 
συνέχεια, τα νιτρώδη οξειδώνονται σε νιτρικά ιόντα μέσω της δράσης των 
νιτρικοποιητικών βακτηρίων.

Στη σύγχρονη γεωργία, η παραγωγικότητα των καλλιεργειών εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό 
από εξωγενείς προσθήκες αζώτου, κυρίως μέσω συνθετικών αζωτούχων λιπασμάτων. Σε 
αυτά τα γεωργικά συστήματα, οι διαδικασίες της νιτροποίησης και της επακόλουθης 
απονιτροποίησης οδηγούν συχνά σε σημαντικές απώλειες αζώτου, είτε μέσω έκπλυσης των 
νιτρικών ιόντων σε υδάτινους αποδέκτες, είτε μέσω εκπομπών οξειδίων του αζώτου στην 
ατμόσφαιρα. Οι απώλειες αυτές μειώνουν την αποδοτικότητα χρήσης του αζώτου 
(Nitrogen Use Efficiency, NUE) καταλήγοντας σε σοβαρές περιβαλλοντικές επιπτώσεις, όπως 
η νιτρορύπανση και το φαινόμενο του θερμοκηπίου.

Με στόχο τη μείωση των περιβαλλοντικών απωλειών και την αύξηση της 
αποτελεσματικότητας των αζωτούχων λιπασμάτων, έχουν αναπτυχθεί διάφορες πρακτικές 
διαχείρισης του αζώτου. Μια από τις πιο υποσχόμενες στρατηγικές είναι η αξιοποίηση των 
παρεμποδιστών νιτροποίησης (Nitrification Inhibitors, NIs), ενώσεων που επιβραδύνουν τη 
μετατροπή της αμμωνίας σε νιτρικά. Οι NIs διακρίνονται σε συνθετικούς (SNIs), οι οποίοι 
συντίθενται χημικά, και βιολογικούς (BNIs), οι οποίοι προέρχονται από φυτά. Παρότι οι 
SNIs έχουν μελετηθεί και χρησιμοποιηθεί εκτενώς, τα τελευταία χρόνια ιδιαίτερο 
ενδιαφέρον συγκεντρώνουν οι BNIs, καθώς προσφέρουν μια περιβαλλοντικά φιλικότερη 
προσέγγιση με δυνατότητες εφαρμογής σε βιώσιμες γεωργικές πρακτικές.

Στο πλαίσιο της παρούσας εργασίας, εξετάστηκε η αποδόμηση δύο επιλεγμένων BNIs, της 
zeanone (2,7-dimethoxy-1,4-naphthoquinone) και της MNQ (2-methoxy-1,4- 
naphthoquinone), σε πέντε διαφορετικά εδάφη με ποικίλα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά. Η 
μελέτη επικεντρώθηκε στον προσδιορισμό των κινητικών παραμέτρων αποδόμησης των 
ενώσεων σε κάθε έδαφος και στη συσχέτιση της αποδόμησής τους με χαρακτηριστικές 
ιδιότητες των εξεταζόμενων εδαφών, όπως το pH, ο οργανικός άνθρακας και η σύσταση 
του εδάφους.

Τα αποτελέσματα των πειραμάτων ανέδειξαν σαφείς διαφορές στη σταθερότητα των 
μελετώμενων BNIs, με την ουσία MNQ να αποδομείται ταχύτερα από τη zeanone σε όλα τα 
εξεταζόμενα εδαφικά δείγματα. Επιπλέον, διαπιστώθηκε ισχυρή αρνητική συσχέτιση του 
χρόνου αποδόμησης των ενώσεων με το pH του εδάφους. Τα ευρήματα αυτά 
αναδεικνύουν τον καθοριστικό ρόλο της χημικής δομής των ενώσεων και τη σημασία των 
φυσικοχημικών παραμέτρων του εδάφους, όπως του pH, στη δυναμική των BNIs στο 
εδαφικό περιβάλλον.
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Abstract

Nitrification is a fundamental process of the nitrogen cycle performing a central role in the 
functioning of agricultural ecosystems. It is a microbially driven process that takes place in two 
distinct stages. Initially, ammonia is oxidized to nitrite by ammonia-oxidizing bacteria and 
archaea, and subsequently, nitrite is further oxidized to nitrate through the activity of nitrite­
oxidizing bacteria.

In modern agriculture, crop productivity largely depends on external nitrogen inputs, primarily 
through synthetic nitrogen fertilizers. In such agricultural systems, the processes of 
nitrification and subsequent denitrification often lead to significant nitrogen losses, either 
through nitrate leaching into water bodies or through nitrogen oxides emissions into the 
atmosphere. These losses reduce nitrogen use efficiency (NUE) resulting to serious 
environmental impacts, such as nitrate pollution and the greenhouse effect.

To mitigate environmental nitrogen losses and enhance the efficiency of nitrogen-based 
fertilizers, several nitrogen management strategies have been developed. Among the most 
promising is the application of nitrification inhibitors (NIs), compounds that slow down the 
microbial conversion of ammonia to nitrate. These inhibitors are typically classified as either 
synthetic (SNIs), produced through chemical synthesis, or biological (BNIs), which are derived 
from plants. While SNIs have been widely studied and implemented, growing attention is now 
being directed toward BNIs due to their environmentally friendly profile and their potential 
contribution to sustainable agricultural practices.

In the present study, the degradation of two selected BNIs, zeanone (2,7-dimethoxy-1,4- 
naphthoquinone) and MNQ (2-methoxy-1,4-naphthoquinone), was examined in five distinct 
soils with varying physicochemical properties. The study focused on determining the kinetic 
parameters of compounds' dissipation in each soil and correlating their dissipation with key 
soil characteristics such as pH, organic carbon, and soil texture.

The experimental results revealed clear differences in the stability of the studied BNIs, with 
MNQ degrading more rapidly than zeanone across all soil samples. Furthermore, a strong 
negative correlation was observed between the dissipation time of the compounds and soil 
pH. These findings highlight the pivotal role of compounds chemical structure and the 
importance of key soil physicochemical parameters, such as pH, in shaping the dynamics of 
BNIs in the soil environment.
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1. Εισαγωγή

1.1. Ο κύκλος του αζώτου

Η σημασία του αζώτου για τη ζωή στον πλανήτη είναι θεμελιώδης. Ως βασικό συστατικό 
πολλών βιομορίων, όπως οι πρωτεΐνες, τα νουκλείκά οξέα (DNA, RNA) και η χλωροφύλλη, 
το άζωτο αποτελεί ένα από τα κυριότερα στοιχεία για την επιβίωση όλων των ζωντανών 
οργανισμών (Zhang et al., 2020). Παρότι το μοριακό άζωτο (Ν2) αφθονεί στην ατμόσφαιρα, 
καταλαμβάνοντας περίπου το 78% του συνολικού της όγκου, δεν είναι άμεσα αξιοποιήσιμο 
από τη μεγάλη πλειοψηφία των οργανισμών (Canfield et al., 2010). Επομένως, η εισαγωγή 
του ατμοσφαιρικού αζώτου στις τροφικές αλυσίδες των οικοσυστημάτων προϋποθέτει τη 
μετατροπή του σε μορφές όπως η αμμωνία (ΝΗ3), τα νιτρώδη ιόντα (ΝΟ2) και τα νιτρικά 
ιόντα (ΝΟ3), που μπορούν να προσληφθούν και να αξιοποιηθούν από τους πρωτογενείς 
παραγωγούς (π.χ. φυτά) (Galloway et al., 1995). Οι μετατροπές που υφίσταται το άζωτο 
μεταξύ των πολλαπλών χημικών του μορφών και η κυκλοφορία του στο φυσικό 
περιβάλλον περιγράφονται από τον κύκλο του αζώτου (Εικόνα 7), έναν από τους πιο 
σύνθετους βιογεωχημικούς κύκλους, ο οποίος βασίζεται κυρίως σε μικροβιακές διεργασίες 
(Galloway et al., 2004). Τα κύρια στάδια που τον απαρτίζουν περιλαμβάνουν την 
αζωτοδέσμευση, την αμμωνιοποίηση ή ανοργανοποίηση, τη νιτροποίηση και την 
απονιτροποίηση, οι οποίες αναλύονται λεπτομερώς παρακάτω.

Εικόνα 7. Σχηματική απεικόνιση του κύκλου του αζώτου στο φυσικό περιβάλλον.
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1.1.1. Αζωτοδέσμευση
Η διαδικασία μετατροπής του ατμοσφαιρικού αζώτου (Ν2) σε βιολογικά διαθέσιμες μορφές, 
(π.χ. αμμωνία, νιτρώδη και νιτρικά ιόντα) ονομάζεται αζωτοδέσμευση (Burris & Roberts, 
1993). Η διαδικασία αυτή μπορεί να πραγματοποιηθεί στην ατμόσφαιρα, όπου η ενέργεια 
που παρέχεται από τις ηλεκτρικές εκκενώσεις (αστραπές, κεραυνοί) προκαλεί διάσπαση του 
ισχυρού τριπλού δεσμού του μορίου του αζώτου, επιτρέποντας στο άζωτο να αντιδράσει 
με το οξυγόνο της ατμόσφαιρας και να σχηματίσει οξείδια του αζώτου (NO και ΝΟ2). Οι 
ενώσεις αυτές μέσω του νερού της βροχής εναποτίθενται στα οικοσυστήματα με τη μορφή 
νιτρωδών και νιτρικών ιόντων (Yung 8l McElroy, 1979). Ωστόσο, η συγκεκριμένη διεργασία 
αντιπροσωπεύει ένα συγκριτικά μικρό ποσοστό της συνολικής ποσότητας του αζώτου που 
εισέρχεται στα οικοσυστήματα (Fowler et al., 2013) καθώς η πλειονότητα του διαθέσιμου 
αζώτου προέρχεται από τη βιολογική αζωτοδέσμευση, που επιτελείται από μια 
εξειδικευμένη ομάδα προκαρυωτών. Οι μικροοργανισμοί αυτοί διαθέτουν το ενζυμικό 
σύμπλοκο της νιτρογενάσης μέσω του οποίου πραγματοποιείται η μετατροπή του 
ατμοσφαιρικού αζώτου σε αμμωνία, μια ενεργειακά απαιτητική διεργασία που είναι 
ιδιαίτερα ευαίσθητη στην παρουσία οξυγόνου (Burgess 8l Lowe, 1996). Οι μικροοργανισμοί 
που μπορούν να δεσμεύσουν άζωτο, διαβιούν ελεύθερα στο έδαφος ή στα ύδατα, όπως 
ορισμένα νηματοειδή κυανοβακτήρια, είτε αναπτύσσουν συμβιωτικές σχέσεις με φυτά- 
ξενιστές, με χαρακτηριστικό παράδειγμα τα βακτήρια του γένους Rhizobium, που 
σχηματίζουν τα λεγάμενα φυμάτια στις ρίζες των ψυχανθών (Franche et al., 2009). Στο 
πλαίσιο της συμβιωτικής αζωτοδέσμευσης, οι μικροοργανισμοί προσφέρουν στο φυτό 
πλεονάζουσες ποσότητες αζώτου υπό μορφή αμμωνίας, την οποία αφομοιώνει σε 
οργανικές ενώσεις, ενώ το φυτό παρέχει στους μικροοργανισμούς ανθρακούχες ενώσεις, 
κυρίως υδατάνθρακες, που χρησιμοποιούνται ως πηγή ενέργειας για τις μεταβολικές τους 
ανάγκες.

1.1.2. Αμμωνιοποίηση ή Ανοργανοποίηση
Κατά τη διάρκεια της ζωής και μετά το θάνατό τους, οι οργανισμοί εμπλουτίζουν το 
έδαφος με νεκρή οργανική ύλη και προϊόντα απέκκρισης πλούσια σε άζωτο, το οποίο 
περιέχεται σε οργανικές ενώσεις, όπως οι πρωτεΐνες, τα νουκλεϊκά οξέα και η ουρία 
(Farzadfar et al., 2021). Η διάσπαση αυτών των αζωτούχων οργανικών ενώσεων είναι 
γνωστή ως αμμωνιοποίηση ή ανοργανοποίηση αζώτου και πραγματοποιείται από ένα 
ευρύ φάσμα ετερότροφων μικροοργανισμών, όπως βακτήρια και μύκητες του εδάφους, 
που παράγουν και εκκρίνουν κατάλληλα υδρολυτικά ένζυμα (π.χ. αμινοπεπτιδάσες, 
ουρεάσες). Τα εξωκυτταρικά αυτά ένζυμα διασπούν τις πολύπλοκες οργανικές ενώσεις σε 
απλούστερες μορφές και στη συνέχεια, μέσω ενδοκυτταρικών αντιδράσεων, το άζωτο που 
απελευθερώνεται μετατρέπεται τελικά σε αμμωνία (Schimel & Bennett, 2004). Η 
παραγόμενη αμμωνία μπορεί είτε να αφομοιωθεί άμεσα από τα φυτά και τους 
μικροοργανισμούς, είτε να υποστεί περαιτέρω μετασχηματισμούς.
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1.1.3. Νιτροποιηση
Η νιτροποιηση αποτελεί μια από τις σημαντικότερες διεργασίες του κύκλου του αζώτου, 
κατά την οποία η αμμωνία μετατρέπεται σε νιτρικά ιόντα, τη μορφή αζώτου που 
προσλαμβάνουν τα περισσότερα φυτά από το έδαφος (Robertson & Groffman, 2015). 
Πρόκειται για μια αερόβια διαδικασία, που επιτελείται από εξειδικευμένους 
μικροοργανισμούς και εξελίσσεται σε δύο διακριτά στάδια. Το πρώτο στάδιο ονομάζεται 
νιτρωδοποίηση και περιλαμβάνει τη μετατροπή της αμμωνίας σε νιτρώδη ιόντα, ενώ το 
δεύτερο στάδιο, γνωστό ως νιτρικοποίηση, περιγράφει τη μετατροπή των νιτρωδών σε 
νιτρικά ιόντα (Εικόνα 2).

ΝΗ3 + Ο2 - ΝΟ2 + 3Η+ + 2e (α)

NOf + Η2Ο - ΝΟ3· + 2Η" + 2e’ (β)

Εικόνα 2. Χημικές αντιδράσεις των επιμέρους σταδίων της νιτροποίησης, (α) νιτρωδοποίηση και (β) νιτρικοποίηση.

Η νιτρωδοποίηση συνιστά το πρώτο και ρυθμό-καθοριστικό στάδιο της νιτροποίησης και 
πραγματοποιείται σε δύο διαδοχικά βήματα (Kowalchuk & Stephen, 2001) (Εικόνα 3). Στο 
πρώτο βήμα, η αμμωνία οξειδώνεται σε υδροξυλαμίνη (ΝΗ2ΟΗ), μέσω της καταλυτικής 
δράσης της μονοξυγενάσης της αμμωνίας (ΑΜΟ), ενός διαμεμβρανικού ενζυμικού 
συμπλόκου που απαντάται σε νιτρωδοποιητικά βακτήρια (Ammonia-oxidizing bacteria, 
ΑΟΒ) και αρχαία (Ammonia-oxidizing archaea, AOA) και δομείται από τρεις υπομονάδες 
κωδικοποιούμενες από τα γονίδια amoA, amoB, και amoC, που υπόκεινται συχνά σε κοινό 
έλεγχο της έκφρασής τους (Norton et al., 2002, Khadka et al., 2018).

To δεύτερο βήμα της νιτρωδοποίησης περιλαμβάνει την οξείδωση της υδροξυλαμίνης σε 
νιτρώδη ιόντα. Η διαδικασία αυτή ελέγχεται από το ένζυμο οξειδοαναγωγάση της 
υδροξυλαμίνης (ΗΑΟ), μια ομοτριμερή πρωτεΐνη, πλούσια σε ομάδες αίμης, που εντοπίζεται 
στον περιπλασματικό χώρο κυρίως των ΑΟΒ (Arp & Stein, 2003). Στην περίπτωση των ΑΟΑ, 
τα διαθέσιμα γονιδιωματικά δεδομένα δεν υποστηρίζουν την ύπαρξη γονιδίων ομόλογων 
του hao και άλλων βασικών πρωτεϊνών που εντοπίζονται στα ΑΟΒ (Hallam et al., 2006).

Αξίζει να σημειωθεί ότι πρόσφατα ευρήματα θέτουν υπό αμφισβήτηση την καθιερωμένη 
άποψη πως η υδροξυλαμίνη οξειδώνεται σε νιτρώδη ιόντα από τη δράση της ΗΑΟ, 
προτείνοντας το μονοξείδιο του αζώτου (NO) ως κύριο προϊόν της αντίδρασης αυτής 
(Caranto & Lancaster, 2017).
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Cellular metabolism
i.e. NADPH synthesis

Εικόνα 3. Σχηματική απεικόνιση των αντιδράσεων της νιτρωδοποίησης, όπου η αμμωνία (ΝΗ2) οξειδώνεται αρχικά 
σε υδροξυλαμίνη (ΝΗ2ΟΗ), η οποία με τη σειρά της οξειδώνεται περαιτέρω σε νιτρώδες ιόν (ΝΟ2) (Subbarao et at, 
2006).

Η νιτρικοποίηση, το δεύτερο και τελικό στάδιο της νιτροποίησης, αφορά την οξείδωση των 
νιτρωδών σε νιτρικά ιόντα και πραγματοποιείται από τα νιτρικοποιητικά βακτήρια (Nitrite­
oxidizing bacteria, NOB), μέσω ενός ένζυμου που καταλύει την αντίδραση αυτή, γνωστό ως 
οξειδοαναγωγάση των νιτρωδών (NXR) και εντοπίζεται στην κυτταροπλασματική 
μεμβράνη των ΝΟΒ. Τα ηλεκτρόνια που απελευθερώνονται από την οξείδωση των 
νιτρωδών, μεταφέρονται μέσω της NXR σε μια σύντομη αναπνευστική αλυσίδα, 
συμβάλλοντας έτσι στην παραγωγή ενέργειας για τις ανάγκες του κυττάρου (Daims et al., 
2016).

Μέχρι πρότινος, ήταν γνωστό ότι η νιτροποίηση είναι μια διεργασία που λαμβάνει χώρα σε 
δύο διακριτά στάδια από διαφορετικές ομάδες μικροοργανισμών. Ωστόσο, πρόσφατες 
μελέτες ανέδειξαν την ύπαρξη βακτηρίων, προηγουμένως γνωστών ως ΝΟΒ, που 
διαθέτουν το απαραίτητο γενετικό υπόβαθρο για την εκτέλεση και των δύο σταδίων της 
νιτροποίησης, ανατρέποντας έτσι την επικρατούσα θεωρία (Daims et al., 2015, van Kessel et 
al., 2015). Οι μικροοργανισμοί αυτοί, γνωστοί πλέον ως Comammox (Complete ammonia 
oxidation), έχουν εντοπιστεί σε ένα μεγάλο εύρος φυσικών και τεχνητών οικοσυστημάτων, 
γεγονός που υποδηλώνει την ευρύτερη οικολογική τους σημασία (Xia et al., 2018).

1.1.4. Απονιτροποίηση
Η απονιτροποίηση είναι η διεργασία μέσω της οποίας τα νιτρικά ιόντα ανάγονται 
σταδιακά σε μοριακό άζωτο, το οποίο απελευθερώνεται στην ατμόσφαιρα (Giles et al., 
2012). Παρά το γεγονός ότι το αδρανές μοριακό άζωτο είναι το τελικό προϊόν της 
διαδικασίας, η απονιτροποίηση δεν είναι πάντοτε πλήρης, οδηγώντας συχνά στην εκπομπή 
ενδιάμεσων αερίων με μεγάλη περιβαλλοντική επίπτωση, όπως το μονοξείδιο του αζώτου 
(NO) και το υποξείδιο του αζώτου (Ν2Ο), με το τελευταίο να αποτελεί ισχυρό αέριο του 
θερμοκηπίου (Tian et al., 2020). Η διαδικασία της απονιτροποίησης πραγματοποιείται 
αναερόβια και λαμβάνει χώρα κυρίως σε εδάφη, ιζήματα και ανοξικές ζώνες λιμνών και 
ωκεανών (Seitzinger et al., 2006). Οι μικροοργανισμοί που συμμετέχουν στη διαδικασία 
αυτή είναι κυρίως ετερότροφα βακτήρια, τα οποία, ελλείψει οξυγόνου, χρησιμοποιούν το 
νιτρικό ιόν ως τελικό δέκτη ηλεκτρονίων προκειμένου να εξασφαλίσουν την απαραίτητη 
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ενέργεια μέσω αναερόβιας αναπνοής. Η πορεία της απονιτροποίησης περιλαμβάνει μια 
σειρά αναγωγικών σταδίων, όπου τα νιτρικά ιόντα μετατρέπονται διαδοχικά σε νιτρώδη 
ιόντα, μονοξείδιο του αζώτου, υποξείδιο του αζώτου και τελικά μοριακό άζωτο (Εικόνα 4), 
ενώ κάθε βήμα της καταλύεται από εξειδικευμένα ένζυμα, η έκφραση των οποίων 
ρυθμίζεται από την απουσία οξυγόνου και την παρουσία νιτρικών ιόντων (Zumft, 1997).

Κατά την απονιτροποίηση, το βιολογικά διαθέσιμο άζωτο απομακρύνεται από τα 
οικοσυστήματα και επιστρέφει στην ατμόσφαιρα. Η διεργασία αυτή θεωρείται επιζήμια για 
τη γεωργία, καθώς μειώνει σημαντικά την αποτελεσματικότητα των αζωτούχων 
λιπασμάτων που εφαρμόζονται στους αγρούς (Anas et al., 2020). Αντίθετα, είναι ιδιαίτερα 
ωφέλιμη σε διεργασίες όπως η επεξεργασία των λυμάτων, αφού απομακρύνει τις υψηλές 
ποσότητες του δεσμευμένου αζώτου, περιορίζοντας έτσι την εμφάνιση ανεπιθύμητων 
φαινομένων (π.χ. ευτροφισμός) στους υδάτινους αποδέκτες (Zhou et al., 2023).

Νιτρική 
αναγωγάση (Nar)

Νιτρώδης 
αναγωγάση (Nir)

Αναγωγάση του 
μονοξειδίου του 

αζώτου (Nor)

Αναγωγάση του 
υποξειδίου του 
αζώτου (Nos)

ΝΟ3 C => ΝΟ2 1= NO 1= N2o πς

Νιτρικό ιόν Νιτρώδες ιόν Μονοξείδιο του Υποξείδιο του Διατομικό
αζώτου αζώτου άζωτο

ι________________________________________ r
Αέρια προϊόντα

Εικόνα 4. Σχηματική απεικόνιση της διαδικασίας της απονιτροποίησης, κατά την οποία το νιτρικό ιόν ανάγεται 
διαδοχικά μέσω ενδιάμεσων ενώσεων σε μοριακό άζωτο. Ία ένζυμα που εμπλέκονται σε κάθε στάδιο 
αναγράφονται πάνω από το αντίστοιχο βέλος.

1.2. Μικροοργανισμοί που συμμετέχουν στη νιτροποίηση

Στα τέλη του 19ου αιώνα, ο Sergei Winogradsky απομόνωσε για πρώτη φορά 
χημειολιθότροφα βακτήρια ικανά να αναπτύσσονται μέσω νιτροποίησης, 
χρησιμοποιώντας την αμμωνία ή τα νιτρώδη ιόντα ως πηγή ενέργειας και ηλεκτρονίων 
(Winogradsky, 1891, Dworkin, 2012). Μέσα από αυτό αναδείχθηκε η διεξαγωγή της 
νιτροποίησης σε δύο διαδοχικά στάδια από διακριτές ομάδες μικροοργανισμών: τα 
νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ) και τα νιτρικοποιητικά βακτήρια (ΝΟΒ). Στις δεκαετίες 
που ακολούθησαν, η πρόοδος της μοριακής μικροβιολογίας και της γονιδιωματικής 
διεύρυνε σημαντικά το πεδίο που αφορά στους μηχανισμούς της νιτροποίησης, 
αναδεικνύοντας μια μεγάλη ποικιλομορφία νιτροποιητικών μικροοργανισμών, όπως τα 
νιτρωδοποιητικά αρχαία (ΑΟΑ), τα βακτήρια που οξειδώνουν την αμμωνία υπό αναερόβιες 
συνθήκες (Anammox) αλλά και τα Comammox, ικανά να επιτελούν την πλήρη οξείδωση της 
αμμωνίας σε νιτρικά ιόντα.
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1.2.1. Νιτρωδοποιητικόι Βακτήρια (ΑΟΒ)
Τα νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ) είναι χημειολιθότροφοι μικροοργανισμοί που 
επιτελούν το πρώτο στάδιο της νιτροποίησης, οξειδώνοντας την αμμωνία σε νιτρώδη 
ιόντα, μια διεργασία που αποτελεί την κύρια πηγή ενέργειας για την κάλυψη των 
μεταβολικών τους αναγκών (Kowalchuk & Stephen, 2001). Κατατάσσονται σε δύο 
μονοφυλετικές γενεαλογικές γραμμές εντός του φύλου των Πρωτεοβακτηρίων, βάσει του 
16S rRNA γονιδίου (Head et al., 1993, Purkhold et al., 2000), όπου η πρώτη ανήκει στην 
κλάση των β-Πρωτεοβακτηρίων, περιλαμβάνοντας τα γένη Nitrosomonas και Nitrosospira, 
συμπεριλαμβανομένων των πρώην ξεχωριστών γενών Nitrosolobus και Nitrosovibrio. Η 
δεύτερη γενεαλογική γραμμή περιλαμβάνει τα μέλη του γένους Nitrosococcus, το οποίο 
ταξινομείται στην κλάση των γ-Πρωτεοβακτηρίων (Εικόνα 5). Τα ΑΟΒ συναντώνται σε 
χερσαία και υδάτινα οικοσυστήματα, καθώς και σε τεχνητά περιβάλλοντα, όπως οι 
εγκαταστάσεις επεξεργασίας υγρών αποβλήτων, ενώ η περιβαλλοντική κατανομή τους 
ποικίλλει σημαντικά, αντανακλώντας την ποικιλότητα στα φυσιολογικά και μορφολογικά 
τους χαρακτηριστικά (Prosser et al., 2020). Ειδικότερα, τα μέλη του γένους Nitrosospira 
κυριαρχούν συνήθως σε φυσικά και γεωργικά εδάφη, ενώ τα Nitrosococcus απαντώνται 
κυρίως στα θαλάσσια και υφάλμυρα περιβάλλοντα. Αντίθετα, μέλη του γένους 
Nitrosomonas εντοπίζονται σε εδάφη, γλυκά νερά, ενώ ανιχνεύονται συχνά και στην ενεργό 
ιλύ στις εγκαταστάσεις αερόβιας επεξεργασίας λυμάτων (Kowalchuk & Stephen, 2001, Koops 
et al., 2003). Περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως η συγκέντρωση της αμμωνίας, το pH, η 
διαθεσιμότητα οξυγόνου, η θερμοκρασία και η αλατότητα μπορούν να επηρεάσουν την 
αφθονία, τη δραστηριότητα και την ποικιλότητα των ΑΟΒ (Lehtovirta-Morley, 2018).

cluster 1 (no cultures) 
’^cluster 4 (strain 40KI)

cluster 2 (strain AHBI)
other 

a-proteobacteria cluster 5 (no cultures}

I cluster 6 (M marina )
I cluster 6a (AT. ureae)

Nitrobacter 
(N. w inogradsky i

other Planctomycetes Uuster 7 W eurupaea
N. eutropha)

other β-proteobacteria
Annamox 

(no cultures)· Nitrosococcus (N oceani

other y-proteobacteria

Nitrospina (N. gracilis)Archaea

other δ-prot eobacteria

Htrospira (N. moscoviensis, N. marina)

"r Leprospiriiiium,
/ AiagiterohacleriMn, 

The rmodesuifbvtbrio
/Eukarya

Εικόνα S. Φυλογενετικό δέντρο των συγγενικών αχέσεων μεταξύ των χαρακτηρισμένων βακτηρίων που 
συμμετέχουν στη νιτροποιηση, βάσει του 16S rRNA γονιδίου. Τα αερόβια βακτήρια που οξειδώνουν την αμμωνία 
(ΑΟΒ) απεικονίζονται με σκούρο γκρι, τα βακτήρια που οξειδώνουν τα νιτρώδη ιόντα (ΝΟΒ) με μαύρο, ενώ τα 
βακτήρια που οξειδώνουν την αμμωνία υπό αναερόβιες συνθήκες (Anammox) με ριγέ μοτίβο (Kowalchuk & Stephen, 
2001).
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1.2.2. Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (AOA)
Οι πρώτες ενδείξεις συμμετοχής των αρχαίων στην οξείδωση της αμμωνίας, το πρώτο 
στάδιο της νιτροποίησης, προέκυψαν από δύο μεταγονιδιωματικές μελέτες σε δείγματα 
θαλασσινού νερού (Venter et al., 2004) και εδάφους (Treusch et al., 2005), ενώ 
επιβεβαιώθηκε λίγο αργότερα, με την απομόνωση του Nitrosopumilus maritimus, του 
πρώτου αναγνωρισμένου αρχαίου με ικανότητα οξείδωσης της αμμωνίας, από θαλάσσιο 
περιβάλλον (Konneke et al., 2005). Η ανακάλυψη αυτή αποτέλεσε ορόσημο για την 
κατανόηση της οικολογικής σημασίας των αρχαίων και άνοιξε το δρόμο για την εντατική 
μελέτη των ΑΟΑ σε ευρύ φάσμα χερσαίων και υδάτινων οικοσυστημάτων.

Τα ΑΟΑ ανήκουν στο φύλο Thaumarchaeota, το οποίο αναγνωρίστηκε πρόσφατα ως ένα 
ξεχωριστό φύλο των αρχαίων που απέκλινε από την κύρια γενεαλογική γραμμή πριν από 
τον διαχωρισμό των φύλων Crenarchaeota και Euryarchaeota (Brochier-Armanet et al., 2008). 
Σύμφωνα με φυλογενετικές αναλύσεις των γονιδίων 16S και 23S rRNA, καθώς και του 
γονιδίου amoA, τα ΑΟΑ κατατάσσονται στην κλάση Nitrososphaeria και περιλαμβάνουν τις 
τάξεις Nltrosopumllales, Ca. Nitrosotaleales, Nitrososphaerales και Ca. Nltrosocaldales (Alves et 
al., 2018) (Εικόνα 6). Ως κατεξοχήν χημειολιθότροφοι μικροοργανισμοί που προσλαμβάνουν 
την απαραίτητη ενέργεια για την επιβίωσή τους από την οξείδωση της αμμωνίας, 
χρησιμοποιούν, σε αντίθεση με τα ΑΟΒ, το ενεργειακά αποδοτικότερο μονοπάτι του 3- 
υδροξυπροπιονικού/4-υδροξυβουτυρικού για την καθήλωση του CO2, που ευνοεί την 
ανάπτυξή τους σε περιβάλλοντα με περιορισμένους ενεργειακούς πόρους (Konneke et al., 
2014).

Έχοντας εντοπιστεί σε μεγάλη αφθονία τόσο χερσαία όσο και σε υδάτινα οικοσυστήματα, 
τα ΑΟΑ κυριαρχούν συχνά σε περιβάλλοντα με ιδιαίτερα χαμηλές συγκεντρώσεις 
αμμωνίας, όπως τα θαλάσσια οικοσυστήματα, γεγονός που αποδίδεται κυρίως στην πολύ 
υψηλότερη συγγένειά τους για την αμμωνία, σε σύγκριση με τα ΑΟΒ (Martens-Habbena et 
al., 2009). Παράλληλα, σε χερσαία οικοσυστήματα και ιδίως σε όξινα εδάφη, όπου η 
διαθεσιμότητα της αμμωνίας είναι χαμηλή, οι πληθυσμοί τους ξεπερνούν αυτούς των ΑΟΒ, 
υποδεικνύοντας τη μεγάλη τους συμβολή στη νιτροποίηση του εδάφους (Leininger et al., 
2006).
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Εικόνα 6. Φυλογενετική ανάλυση των νιτρωδοποιητικών αρχαίων (ΑΟΑ) βάσει του γονιδίου amoA (αριστερά) και 
της γονιδιακής περιοχής T6S-23S rRNA (δεξιά). Οι κύριες τάξεις της κλάσης Nitrososphaeria (Nitrosopumilales, Ca. 
Nitrosotaleales, Nitrososphaerales και Ca. Nitrosocaldales) απεικονίζονται με έγχρωμο φόντο, ενώ η γκρίζα περιοχή 
αντιπροσωπεύει αρχαία άλλων φύλων της υπερσυνομοταξίας JACK (Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota 
και Korarchaeota) (Alves et al., 2018).

1.2.3. Νιτρικοποιητικά Βακτήρια (NOB)
To δεύτερο στάδιο της νιτροποίησης, η νιτρικοποίηση, επιτελείται από τα νιτρικοποιητικά 
βακτήρια (ΝΟΒ), τα οποία ανήκουν στη συνομοταξία των Πρωτεοβακτηρίων και 
περιλαμβάνουν τα γένη Nitrospira, Nitrobacter, Nitrococcus, Nitrotoga, Nitrospina, 
Nitroiancetus και Candidatus Nitromaritima, ένα νέο υποψήφιο γένος θαλάσσιου NOB (Teske 
et al., 1994, Daims et al., 2016). Παρά τις δομικές και βιοχημικές τους διαφορές, κοινό 
χαρακτηριστικό τους είναι η παρουσία των γενετικών πληροφοριών για την παραγωγή 
του ένζυμου νιτρώδης οξειδοαναγωγάση (NXR), υπεύθυνο για την οξείδωση των νιτρωδών 
σε νιτρικά ιόντα.

Τα ΝΟΒ αποτελούν χημειολιθότροφους μικροοργανισμούς που προσλαμβάνουν την 
απαραίτητη ενέργεια μέσω της οξείδωσης των νιτρωδών, ενώ ως πηγή άνθρακα 
χρησιμοποιούν το CO2 (LCicker et al., 2013). Απαντώνται τόσο σε χερσαία όσο και σε 
υδάτινα οικοσυστήματα, συνυπάρχοντας συχνά με τους νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς (ΑΟΒ και AOA) (Hayatsu et al., 2008). Μεταξύ των γνωστών ΝΟΒ, το 
γένος Nitrospira ξεχωρίζει για τη φυλογενετική και λειτουργική του ποικιλότητα, καθώς και 
για την ευρεία περιβαλλοντική του κατανομή, αφού εντοπίζεται σε ποικίλα ενδιαιτήματα 
όπως το έδαφος, τα ιζήματα, οι ωκεανοί και οι εγκαταστάσεις επεξεργασίας λυμάτων 
(Lucker et al., 2010).

1.2.4. Anammox
Τα βακτήρια που εμπλέκονται στην οξείδωση της αμμωνίας υπό αναερόβιες συνθήκες, τη 
διαδικασία anammox (anaerobic ammonia oxidation), εντοπίστηκαν για πρώτη φορά το 
1999, αποτελώντας σημαντικό εύρημα για την επιστημονική κοινότητα (Strous et al., 1999).
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Οι μικροοργανισμοί anammox είναι υποχρεωτικά αναερόβια βακτήρια που ανήκουν στο 
φύλο Planctomycetes και κατατάσσονται σε πέντε γένη: Brocadia, Kuenenia, 
Anammoxoglobus, Jettenia και Scalindua (Jetten et al., 2009). Τα βακτήρια αυτά οξειδώνουν 
την αμμωνία σε μοριακό άζωτο, χρησιμοποιώντας το νιτρώδες ιόν ως δέκτη ηλεκτρονίων 
(Strous & Jetten, 2004). Ενδιάμεσο προϊόν αυτής της διαδικασίας είναι η υδραζίνη (Ν2Η4), η 
οποία οξειδώνεται τελικά σε μοριακό άζωτο.

Τα anammox βακτήρια έχουν εντοπιστεί σε ποικίλα υποξικά περιβάλλοντα, όπως θάλασσες, 
λίμνες, παράκτια και υπεράκτια ιζήματα, καθώς και περιβάλλοντα με ακραίες συνθήκες 
(Oshiki et al., 2016). Συχνά αναπτύσσουν συνεργιστικές σχέσεις με νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς, οι οποίοι τους παρέχουν τα απαραίτητα νιτρώδη ιόντα για το 
μεταβολισμό τους (Kuypers et al., 2018). Η δραστηριότητά τους θεωρείται ιδιαίτερα 
σημαντική, καθώς εκτιμάται ότι συμβάλλουν περίπου κατά 30% στη συνολική απώλεια 
αζώτου από τους ωκεανούς (Babbin et al., 2014).

1.2.5. Comammox
Η διαδοχική δράση δύο διακριτών ομάδων μικροοργανισμών για την πλήρη οξείδωση της 
αμμωνίας σε νιτρικά ιόντα αναθεωρήθηκε το 2015, με την ανακάλυψη βακτηρίων που 
έχουν την ικανότητα να επιτελούν και τα δύο βήματα της νιτροποίησης (Daims et al., 201 5, 
van Kessel et al., 2015). Τα βακτήρια αυτά ονομάστηκαν Comammox (Complete ammonia 
oxidation) και διαθέτουν όλα τα απαραίτητα γονίδια για την παραγωγή των ενζύμων AM Ο, 
ΗΑΟ και NXR.

Φυλογενετικά κατατάσσονται στο γένος Nitrospira, τα μέλη του οποίου ήταν μέχρι 
πρότινος γνωστά κυρίως για τη λειτουργία τους ως ΝΟΒ. Τα comammox απαντώνται σε 
πληθώρα φυσικών και τεχνητών οικοσυστημάτων, όπως το έδαφος, τα γλυκά νερά, οι 
εγκαταστάσεις επεξεργασίας λυμάτων και τα συστήματα επεξεργασίας πόσιμου νερού (Hu 
& He, 2017). Παράλληλα, κινητικές αναλύσεις ανέδειξαν ότι διαθέτουν ιδιαίτερα υψηλή 
συγγένεια για την αμμωνία, γεγονός που υποδεικνύει πως σε περιβάλλοντα με χαμηλές 
συγκεντρώσεις αμμωνίας αποκτούν συγκριτικό πλεονέκτημα έναντι των ΑΟΒ και ΑΟΑ (Kits 
et al., 2017).

1.3. Περιβαλλοντική και οικονομική σημασία της νιτροποίησης

Η εντατική χρήση των αζωτούχων λιπασμάτων και η εφαρμογή νέων γεωργικών 
πρακτικών, συνέβαλε καθοριστικά στη ραγδαία αύξηση της γεωργικής παραγωγικότητας 
και στην ενίσχυση της επισιτιστικής ασφάλειας σε πολλές περιοχές του πλανήτη (Evenson & 
Gollin, 2003). Ωστόσο, οι αλλαγές αυτές οδήγησαν στην εμφάνιση γεωργικών συστημάτων 
με υψηλή νιτροποιητική δραστηριότητα και διαρκή εξάρτηση από εξωγενείς πηγές αζώτου 
για τη διατήρηση της παραγωγικότητάς τους (Subbarao et al., 2006). Η μετάβαση αυτή έχει 
επιφέρει σημαντικές επιπτώσεις στο περιβάλλον, τη γεωργία και κατ' επέκταση, την 
οικονομία.
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Η πλειονότητα των αζωτούχων λιπασμάτων που χρησιμοποιούνται παγκοσμίως περιέχει 
άζωτο υπό τη μορφή αμμωνιακών ιόντων (ή μετατρέπεται σε αμμωνιακά ιόντα από την 
υδρόλυση της ουρίας), τα οποία οξειδώνονται ταχύτατα σε νιτρικά ιόντα από 
νιτροποιητικούς μικροοργανισμούς του εδάφους (Sahrawat, 1982). Το αμμωνιακά ιόν, ως 
κατιόν, προσροφάται στα αρνητικά φορτισμένα εδαφικά κολλοειδή, ενώ το νιτρικό ιόν, 
εξαιτίας του αρνητικού του φορτίου, παρουσιάζει αυξημένη κινητικότητα και είναι 
ιδιαίτερα επιρρεπές σε έκπλυση. Παράλληλα, ορισμένα ετερότροφα βακτήρια του εδάφους, 
ικανά να ανάγουν τα νιτρικά ιόντα σε αέρια προϊόντα (NO, Ν2Ο και Ν2) μέσω της 
διαδικασίας της απονιτροποίησης, εντείνουν την απώλεια του διαθέσιμου αζώτου (Εικόνα 
7). Οι διεργασίες αυτές συντελούν στη μείωση της αποτελεσματικότητας των 
εφαρμοζόμενων λιπασμάτων, οδηγώντας σε σημαντικές αρνητικές περιβαλλοντικές 
επιπτώσεις (Galloway et al., 2003).

Εικόνα 7. Σχηματική απεικόνιση της τύχης των αζωτούχων λιπασμάτων που εφαρμόζονται στα γεωργικά 
συστήματα (Coskun et al., 2017).

Η ταχεία μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων σε νιτρικά ιόντα στο έδαφος μειώνει 
σημαντικά την αποδοτικότητα χρήσης του αζώτου (Nitrogen Use Efficiency, NUE). Σύμφωνα 
με εκτιμήσεις, το 50-70% του αζώτου που εφαρμόζεται στα γεωργικά συστήματα χάνεται 
στο περιβάλλον μέσω επιφανειακής απορροής, έκπλυσης σε υπόγεια ύδατα και αέριων 
εκπομπών (Ladha et al., 2005), με άμεσα σοβαρές περιβαλλοντικές συνέπειες. Ένα σημαντικό 
ποσοστό των νιτρικών ιόντων που παράγονται κατά τη νιτροποιηση εκπλένεται μέσω του 
νερού της βροχής ή της άρδευσης, οδηγώντας σε ρύπανση των υπόγειων και 
επιφανειακών υδάτων (Νιτρορύπανση) (Camargo & Alonso, 2006). Η συσσώρευση, 
επιπλέον, των νιτρικών ιόντων σε ποτάμια, λίμνες και παράκτια οικοσυστήματα, 
συμβάλλει στην εμφάνιση του φαινομένου του ευτροφισμού, το οποίο συνδέεται με την 
απώλεια της βιοποικιλότητας και τη διαταραχή της οικολογικής ισορροπίας. Επιπλέον, η 
παρουσία νιτρικών στα πόσιμα ύδατα εγκυμονεί σοβαρούς κινδύνους για την ανθρώπινη 
υγεία (Ward et al., 2005). Ταυτόχρονα, τα νιτρικά ιόντα, υπό αναερόβιες συνθήκες, 
υφίστανται απονιτροποίηση και μετατρέπονται σε αέριες μορφές αζώτου, όπως το 
μονοξείδιο (NO) και το υποξείδιο του αζώτου (Ν2Ο), τα οποία αποτελούν σημαντικούς 
ατμοσφαιρικούς ρύπους (Smith et al., 1997). Συγκεκριμένα, το Ν2Ο είναι ένα ιδιαίτερα 
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ισχυρό αέριο του θερμοκηπίου, με δυναμικό παγκόσμιας θέρμανσης (Global Warming 
Potential, GWP) σχεδόν 300 φορές μεγαλύτερο από αυτό του διοξειδίου του άνθρακα (IPCC, 
2021). Μάλιστα, εκτιμάται ότι η γεωργική δραστηριότητα ευθύνεται για περισσότερο από 
το 70% των συνολικών ανθρωπογενών εκπομπών Ν2Ο παγκοσμίως, ποσοστό που 
παρουσιάζει αυξητική τάση τις τελευταίες δεκαετίες εξαιτίας της εντατικοποίησης της 
γεωργικής παραγωγής (Tian et al., 2024).

Όλες αυτές οι απώλειες αζώτου έχουν παράλληλα και σημαντικό οικονομικό αντίκτυπο για 
τους παραγωγούς, καθώς, πέραν από τις περιβαλλοντικές επιπτώσεις, το κόστος του μη 
αξιοποιήσιμου αζώτου εκτιμάται σε δεκάδες δισεκατομμύρια δολάρια ετησίως, σε 
παγκόσμιο επίπεδο (Sutton et al., 2013).

Σύμφωνα με εκτιμήσεις, έως το 2050, η παγκόσμια γεωργική παραγωγή θα χρειαστεί να 
αυξηθεί κατά 70-100% προκειμένου να καλυφθούν οι ανάγκες του παγκόσμιου πληθυσμού 
(Godfray et al., 2010). Η αύξηση αυτή αναμένεται να ενισχύσει περαιτέρω την παγκόσμια 
εξάρτηση από την παραγωγή αζωτούχων λιπασμάτων που επικράτησε μέσω της 
βιομηχανικής διεργασίας Haber-Bosch. Παράλληλα, η ποσότητα του δραστικού αζώτου (Nr) 
που εισάγεται ετησίως στη βιόσφαιρα από ανθρωπογενείς πηγές ανέρχεται ήδη στα 120 Tg 
(Teragram), δηλαδή περίπου διπλάσια από την ποσότητα του αζώτου που δεσμεύεται από 
όλες τις φυσικές χερσαίες διεργασίες (63 Tg ετησίως) (Fowler et al., 2013). Η εντατικοποίηση 
αυτή της γεωργίας και η υπέρμετρη χρήση των αζωτούχων λιπασμάτων, σε συνδυασμό με 
την αναποτελεσματικότητα των σύγχρονων γεωργικών συστημάτων ως προς την 
αξιοποίηση του αζώτου, θέτουν σε σοβαρό κίνδυνο τη βιωσιμότητα των φυσικών 
οικοσυστημάτων, αναδεικνύοντας την ανάγκη για στρατηγικές που περιορίζουν τη 
διαδικασία της νιτροποίησης και προάγουν την αειφόρα διαχείριση του αζώτου.

1.4. Παρεμποδιστές νιτροποίησης

Τα τελευταία χρόνια, στον κλάδο της γεωργίας οι προσπάθειες κατανόησης και ελέγχου 
της διαδικασίας της νιτροποίησης έχουν γίνει το επίκεντρο πολλών ερευνητικών 
πρωτοβουλιών (Di & Cameron, 2002). Στο πλαίσιο αυτό, έχουν προταθεί διάφορες 
στρατηγικές διαχείρισης του αζώτου, όπως η συντονισμένη εφαρμογή των λιπασμάτων 
σύμφωνα με τις ανάγκες των φυτών (π.χ. γεωργία ακρίβειας), η υιοθέτηση βελτιωμένων 
πρακτικών διαχείρισης της καλλιεργούμενης γης, η χρήση λιπασμάτων βραδείας ή 
ελεγχόμενης αποδέσμευσης, και κυρίως, η αξιοποίηση των παρεμποδιστών νιτροποίησης, η 
οποία αναδεικνύεται ολοένα και περισσότερο ως εργαλείο για την αύξηση της 
αποδοτικότητας χρήσης του αζώτου (Smith et al., 2007).

Στο ίδιο αυτό πλαίσιο, οι παρεμποδιστές νιτροποίησης (Nitrification Inhibitors, NIs) είναι 
χημικές ουσίες, ικανές να επιβραδύνουν την οξείδωση των αμμωνιακών ιόντων, 
εμποδίζοντας τη δραστηριότητα των νιτροποιητικών μικροοργανισμών στο έδαφος. Η 
μείωση του ρυθμού της νιτροποίησης, αυξάνει τη διαθεσιμότητα του αζώτου για 
αξιοποίηση από τα φυτά, ενώ παράλληλα μειώνει τις περιβαλλοντικές του απώλειες 
(Subbarao et al., 2006). Οι περισσότεροι γνωστοί NIs αναστέλλουν το ένζυμο ΑΜΟ και σε 
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ορισμένες περιπτώσεις και το ένζυμο ΗΑΟ, με αποτέλεσμα να παρεμβαίνουν στο πρώτο 
στάδιο της νιτροποίησης, τη μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων σε νιτρώδη ιόντα. Η 
δράση των ενώσεων αυτών σχετίζεται σε μεγάλο βαθμό με παράγοντες όπως η χημική 
τους δομή, η διαλυτότητα στο νερό, η πτητικότητα, ο ρυθμός αποδόμησης και η ικανότητα 
προσρόφησης σε συστατικά του εδάφους. Επιπλέον, οι ιδιότητες του εδάφους, όπως η 
σύστασή του, το pH, ο οργανικός άνθρακας και η μικροβιακή δραστηριότητα, καθώς και 
περιβαλλοντικοί παράγοντες, όπως η θερμοκρασία και η υγρασία, επηρεάζουν άμεσα τη 
σταθερότητα και δράση των NIs (Subbarao et al., 2012).

Ανάλογα με την προέλευσή τους, οι NIs διακρίνονται σε δύο κύριες κατηγορίες, τους 
συνθετικούς (Synthetic Nitrification Inhibitors, SNIs) και βιολογικούς παρεμποδιστές 
νιτροποίησης (Biological Nitrification Inhibitors, BNIs).

Οι SNIs είναι ενώσεις που παράγονται μέσω χημικής σύνθεσης και η ανάπτυξη και 
εφαρμογή τους υποκινήθηκε από την ανάγκη περιορισμού των απωλειών αζώτου από τα 
γεωργικά συστήματα, με στόχο τη βελτίωση της αποδοτικότητας χρήσης του αζώτου. Η 
μεγάλη πλειοψηφία των SNIs στοχεύει κυρίως το ένζυμο ΑΜΟ, επηρεάζοντας την 
ανάπτυξη τόσο των ΑΟΒ όσο και των AOA (Beeckman et al., 2018). Παλαιότερες μελέτες 
έχουν δείξει ότι οι ενώσεις αυτές είναι ιδιαίτερα αποτελεσματικές στη μείωση των 
εκπομπών Ν2Ο και της έκπλυσης των νιτρικών ιόντων από το έδαφος (Weiske et al., 2001). 
Ωστόσο, η χρήση τους παρουσιάζει ορισμένα μειονεκτήματα, όπως η δυσκολία στην 
εφαρμογή, το υψηλό κόστος, η υποβάθμιση του εδάφους και ο κίνδυνος εισόδου στην 
τροφική αλυσίδα (Coskun et al., 2017). Μερικοί από τους πιο διαδεδομένους SNIs που 
χρησιμοποιούνται ευρέως στη γεωργική πρακτική είναι οι 2-chloro-6-(trichloromethyl) 
pyridine (nitrapyrin), dicyandiamide (DCD) και 3,4-dimethylpyrazole phosphate (DMPP) 
(Εικόνα 8). Παράλληλα, και άλλες ενώσεις, όπως το ακετυλένιο, η allylthiourea, το 3,4- 
dimethylpyrazole succinic acid (DMPSA) και ορισμένα αλκίνια μικρής αλυσίδας, έχουν 
αναγνωριστεί ως αποτελεσματικοί SNIs σε πειραματικές συνθήκες, χωρίς όμως να είναι 
εμπορικά διαθέσιμοι για εφαρμογή σε αγρούς.

η2ρο4° « 
ΗΝ. > 

® Ν 
Η

dicyandiamide 2-chloro-6-(trichloro- 3,4-dimethylpyrazole 
DCD methyl)-pyridine phosphate 

Nitapyrin DMPP

Εικόνα 8. Χημικές δομές των κυριότερων συνθετικών παρεμποδιστών νιτροποίησης (SNIs) (Taggert et al., 2021).

Οι μηχανισμοί δράσης των SNIs έχουν μελετηθεί εκτενώς και μπορούν να ταξινομηθούν σε 
χαρακτηριστικές κατηγορίες. Οι άμεσης δέσμευσης και αλληλεπίδρασης με το ένζυμο ΑΜΟ 
παρεμποδιστές προσδένονται είτε στο ενεργό κέντρο του ενζύμου, ανταγωνιζόμενοι την 
αμμωνία (ανταγωνιστικοί αναστολείς), είτε σε διαφορετικές περιοχές του ενζύμου, 
επηρεάζοντας τη δομή και τη λειτουργία του (μη ανταγωνιστικοί αναστολείς) (Keener & 
Arp, 1993), είτε δεσμεύουν μεταλλικά ιόντα, όπως ο χαλκός, που είναι απαραίτητος για τη 
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δράση της AMO (χηλικοί παράγοντες) (Hooper & Terry, 1973). Ενδεικτικά παραδείγματα 
αυτής της κατηγορίας αποτελούν το nitrapyrin και το DCD, τα οποία δρουν ως χηλικοί 
παράγοντες που μειώνουν τη διαθεσιμότητα του χαλκού. Από την άλλη, οι παρεμποδιστές 
παρεμβολής στην παροχή αναγωγικών ισοδυνάμων για τη δραστικότητα της ΑΜΟ, 
παρεμβαίνουν στη ροή των ηλεκτρονίων που συμβάλλουν στη λειτουργία της ΑΜΟ, 
οδηγώντας στην έμμεση αναστολή της δράσης της. Πρόκειται για έναν λιγότερο 
συνηθισμένο και πιο σύνθετο μηχανισμό δράσης, που μπορεί ωστόσο να έχει σημαντική 
επίδραση στη μεταβολική δραστηριότητα των νιτρωδοποιητικών μικροοργανισμών. 
Επιπλέον, παρεμποδιστές που αναγνωρίζονται από την ΑΜΟ ως φυσιολογικά 
υποστρώματα, μπορούν να αποδώσουν προϊόντα ιδιαίτερα δραστικά, προκαλώντας μη 
αντιστρεπτή απενεργοποίηση του ενζύμου μέσω ομοιοπολικής τροποποίησης. 
Χαρακτηριστικό παράδειγμα παρεμποδιστή που δρα με τον παραπάνω μηχανισμό είναι το 
ακετυλένιο (Hyman et al., 1988).

Η κατηγορία των βιολογικών παρεμποδιστών νιτροποίησης (BNIs) απαρτίζεται από 
ενώσεις που συντίθενται από ορισμένα φυτά και είναι ουσίες που έχει αποδειχθεί ότι είναι 
ικανές να αναστέλλουν τη διαδικασία της νιτροποίησης. Ιδιαίτερο ενδιαφέρον 
παρουσιάζουν οι BNIs που παράγονται και εκκρίνονται από τις ρίζες των φυτών, καθώς 
επιδρούν άμεσα στο περιβάλλον του εδάφους, επηρεάζοντας τη δραστηριότητα των 
νιτροποιητικών μικροοργανισμών. Η απελευθέρωση αυτών των ενώσεων αποτελεί 
πιθανότατα μέρος ενός προσαρμοστικού μηχανισμού που έχουν αναπτύξει τα φυτά για τη 
διατήρηση και αποτελεσματικότερη χρήση του αζώτου σε οικοσυστήματα όπου αυτό 
βρίσκεται σε χαμηλή διαθεσιμότητα (Subbarao et al., 2006). Οι περισσότεροι BNIs δρουν 
έναντι των ενζύμων ΑΜΟ και ΗΑΟ, γεγονός που υποδηλώνει την ύπαρξη ενός γενικότερου 
μη-εδικού μηχανισμού δράσης, που ωστόσο παραμένει ακόμα άγνωστος (Coskun et al., 
2017). Η παραγωγή και έκκριση των BNIs από τα φυτά είναι μια ελεγχόμενη διαδικασία που 
ρυθμίζεται από την παρουσία ΝΗ4+ στη ριζόσφαιρα, καθώς και από το pH της ριζόσφαιρας 
(Subbarao et al., 2015). Συγκεκριμένα, η απελευθέρωση των BNIs περιορίζεται σε περιοχές 
του ριζικού συστήματος που εκτίθενται σε ΝΗ/, διασφαλίζοντας τη στοχευμένη δράση 
τους σε τμήματα της ριζόσφαιρας με έντονη νιτροποιητική δραστηριότητα. Η διέγερση 
αυτή μάλιστα φαίνεται να συνδέεται λειτουργικά με τη δραστικότητα της αντλίας 
πρωτονίων των ριζικών κυττάρων καθώς και με την αφομοίωση της αμμωνίας (ΝΗ3), 
ωστόσο η σημασία αυτής της σχέσης δεν είναι απόλυτα σαφής (Zhu et al., 2012). Οι 
προτεινόμενοι μηχανισμοί που εμπλέκονται στην έκκριση των BNIs περιλαμβάνουν 
μεταφορείς ABC (ATP-binding cassette), αντιμεταφορείς, κανάλια ιόντων, παθητική διάχυση 
καθώς και εξωκυττάρωση μέσω κυστιδίων (Badri & Vivanco, 2009).

Η ιδέα ότι τα φυτά συμμετέχουν ενεργά στη ρύθμιση της νιτροποίησης στο έδαφος άρχισε 
να διαμορφώνεται ήδη από τη δεκαετία 1970 (Rice & Pancholy 1974). Ωστόσο, μέχρι 
πρόσφατα, η ταυτοποίηση συγκεκριμένων BNIs περιοριζόταν σε ενώσεις που είχαν 
εκχυλιστεί από φυτικούς ιστούς ή φυτικά υπολείμματα. Το 2008, απομονώθηκε ο πρώτος 
ΒΝΙ από ριζικά εκκρίματα του φυτού Sorghum bicolor (Zakir et al., 2008). Η ένωση αυτή 
ταυτοποιήθηκε ως methyl 3-(4-hydroxyphenyl) propionate (ΜΗΡΡ), ένα 
φαινυλπροπανοειδές που αναστέλλει κυρίως το ένζυμο ΑΜΟ (Εικόνα 9). Έκτοτε, έχουν 
απομονωθεί και χαρακτηριστεί και άλλες ενώσεις με παρόμοια δράση από ριζικά 
εκκρίματα φυτών. Ειδικότερα, στο σόργο έχουν αναγνωριστεί δύο ακόμα BNIs, η 

18

Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
05/09/2026 12:05:15 EEST - 216.73.216.250



sorgoleone, μια λιπόφιλη βενζοκινόνη που δρα ως ζιζανιοκτόνο και το sakuranetin, ένα 
υδρόφιλο φλαβονοειδές με αντιμικροβιακές ιδιότητες (Subbarao et al., 2013). Η παρουσία 
τόσο υδρόφοβων όσο και υδρόφιλων BNIs στο σόργο υποδηλώνει χωρική διαφοροποίηση 
στη δράση τους, με τις υδρόφοβες ενώσεις να κυριαρχούν στην επιφάνεια της ρίζας και τις 
περισσότερο κινητικές υδρόφιλες ενώσεις να διαχέονται σε μεγαλύτερες αποστάσεις στη 
ριζόσφαιρα. Αντίστοιχα, το τροπικό αγρωστώδες Brachiaria humidicola αναδείχθηκε επίσης 
ως μια σημαντική πηγή BNIs, επιδεικνύοντας υψηλή ικανότητα αναστολής της 
νιτροποίησης σε εδάφη χαμηλής γονιμότητας. Η κυριότερη ένωση που απομονώθηκε από 
τις ρίζες του είναι το brachialactone, ένα κυκλικό διτερπένιο που δρα έναντι και των δυο 
ενζύμων της νιτρωδοποίησης (Subbarao et al., 2009). Επιπλέον, ανάλογες μελέτες στο ρύζι 
(Oryza sativa), ένα από τα τρία σημαντικότερα δημητριακά παγκοσμίως, οδήγησαν 
πρόσφατα στην ταυτοποίηση της ένωσης 1,9-decanediol, μιας λιπαρής αλειφατικής 
αλκοόλης με μέτρια ανασταλτική δράση έναντι του ενζύμου AMO (Sun et al., 2016). Η 
απομόνωση και ο χαρακτηρισμός νέων BNIs από ποικίλα φυτικά είδη τα τελευταία χρόνια, 
ενισχύουν περαιτέρω την άποψη ότι ο βιολογικός έλεγχος της νιτροποίησης αποτελεί μια 
διαδεδομένη και οικολογικά σημαντική στρατηγική για τα φυτά.

Πρόσφατα ευρήματα καταδεικνύουν ότι οι BNIs μπορούν να μειώσουν σημαντικά τη 
νιτροποιηση και τις εκπομπές Ν2Ο σε συνθήκες αγρού (Subbarao et al., 2009), καθώς και να 
αυξήσουν τις αποδόσεις καλλιεργειών με χαμηλή ή άγνωστη ικανότητα παρεμπόδισης της 
νιτροποίησης, όταν καλλιεργούνται σε εναλλαγή με είδη που παράγουν υψηλά επίπεδα 
BNIs. Ενδεικτικά, αναφέρθηκε τετραπλασιασμός της απόδοσης καλλιέργειας αραβοσίτου σε 
εναλλαγή με το αγρωστώδες φυτό Brachiaria humidicola, υπό συνθήκες περιορισμένης 
διαθεσιμότητας αζώτου (Moreta et al., 2014). Επιπλέον, η ανίχνευση έντονης δραστικότητας 
παρεμπόδισης της νιτροποίησης στα ριζικά εκκρίματα του Leymus racemosus, συγγενικού 
είδους του σιταριού (Subbarao et al., 2007), οδήγησε στη μεταφορά αυτού του 
χαρακτηριστικού στο κοινό σιτάρι (Triticum aestivum) μέσω ενσωμάτωσης του 
χρωμοσώματος Lr#n (Subbarao et al., 2021), ανοίγοντας έτσι τον δρόμο για τη γενετική 
βελτίωση ποικιλιών στο πλαίσιο της βιώσιμης διαχείρισης του αζώτου.

Πρόσφατες μελέτες για τη διερεύνηση νέων βιολογικών παρεμποδιστών νιτροποίησης, 
ανέδειξαν δύο ενώσεις της οικογένειας των ναφθοκινονών, την 2,7-dimethoxy-1,4- 
naphthoquinone (zeanone) και την 2-methoxy-1,4-naphthoquinone (MNQ), με σημαντική 
ανασταλτική δράση κατά της νιτροποίησης. Η zeanone αποτέλεσε μία από τις πρώτες 
ενώσεις που απομονώθηκαν και χαρακτηρίστηκαν από τα λιπόφιλα ριζικά εκκρίματα του 
αραβόσιτου (Zea mays) ως ΒΝΙ, αναδεικνύοντας τον ενεργό ρόλο του φυτού στον έλεγχο 
της νιτροποίησης (Otaka et al., 2022). Αντίθετα, η ένωση MNQ, ήδη γνωστή για τις 
βιοδραστικές της ιδιότητες, αναγνωρίστηκε πρόσφατα ως ΒΝΙ και έχει απομονωθεί από 
διάφορα είδη του γένους Impatiens (Kolovou et al., 2023). Οι ενώσεις αυτές, παρά τη χημική 
τους συγγένεια, παρουσιάζουν διαφορετική δράση έναντι των νιτροποιητικών 
μικροοργανισμών, γεγονός που υπογραμμίζει την ανάγκη για περαιτέρω μελέτη των 
μηχανισμών δράσης τους καθώς και της δυναμικής τους στο έδαφος.

Συνολικά, οι BNIs έχουν συγκεντρώσει αυξημένο ερευνητικό ενδιαφέρον λόγω της 
δυνατότητά τους να προσφέρουν μια πιο βιώσιμη και αποτελεσματική διαχείριση του 
αζώτου στα γεωργικά συστήματα. Σε αντίθεση με τους SNIs, οι οποίοι παρουσιάζουν συχνά 
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περιορισμένη σταθερότητα, αρνητικές επιδράσεις στη μικροβιακή ποικιλότητα και υψηλό 
κίνδυνο περιβαλλοντικής ρύπανσης (Woodward et al., 2021, Venterea et al., 2021), oi BNIs 
υπόσχονται σημαντικά πλεονεκτήματα, βασιζόμενοι στη στοχευμένη και παρατεταμένη 
δράση, τη βιολογική αποδόμηση και την πιθανή χαμηλή τοξικότητα για τους οργανισμούς 
του εδάφους. Τα χαρακτηριστικά αυτά, τους καθιστούν μια υποσχόμενη λύση για τη 
μείωση των απωλειών αζώτου και τη βελτίωση της αποτελεσματικότητας των αζωτούχων 
λιπασμάτων. Παρότι απαιτείται περαιτέρω έρευνα για την κατανόηση της ποικιλομορφίας, 
του μηχανισμού δράσης και της οικολογικής τους επίδρασης, τα υπάρχοντα δεδομένα 
επιβεβαιώνουν τη σημαντική προοπτική τους ως εργαλείο για την ανάπτυξη βιώσιμων 
γεωργικών πρακτικών (Subbarao et al., 2013).

Εικόνα 9. Βιολογικοί παρεμποδιστές νιτροποίησης (BNIs) προερχόμενοι από τα ριζικά εκκρίματα διάφορων φυτών 
και οι ενζυμικοί τους στόχοι (Coskun et al., 2017).

1.4.1. Zeanone
H 2,7-dimethoxy-1,4-naphthoquinone, γνωστή και ως zeanone, αναγνωρίστηκε πρόσφατα 
ως ένας από τους κύριους BNIs που παράγονται και εκκρίνονται από τις ρίζες του 
αραβόσιτου (Zea mays) (Otaka et al., 2022). Συγκριμένα, η ένωση απομονώθηκε τόσο από 
ριζικά εκκρίματα όσο και από εκχυλίσματα ριζικών ιστών, αντιπροσωπεύοντας το 19% της 
συνολικής δραστικότητας του υδρόφοβου κλάσματος. Η υψηλή ανασταλτική δράση που 
παρουσίασε έναντι του νιτροποιητικού βακτηρίου Nitrosomonas europaea σε δοκιμασία 
βιοφωταύγειας, την κατατάσσει μεταξύ των ισχυρών BNIs που έχουν καταγραφεί μέχρι 
σήμερα. Επιπλέον, η υδρόφοβη φύση της ευνοεί την παραμονή της κοντά στην επιφάνεια 
των ριζών, παρέχοντας στοχευμένη και παρατεταμένη αναστολή των νιτροποιητικών 
μικροοργανισμών. Παρά τη σαφή της δραστικότητα, ο ακριβής μηχανισμός δράσης της 
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χρήζει περαιτέρω διερεύνησης. Ο Πίνακας 1 παρουσιάζει ορισμένα βασικά χαρακτηριστικά 
της zeanone.

Πρόσφατες in vitro μελέτες συνέβαλαν ουσιαστικά στην κατανόηση του φάσματος και της 
επιλεκτικότητας της zeanone, καθώς και άλλων γνωστών ή υποψήφιων BNIs 
(συμπεριλαμβανομένης και της 2-methoxy-1,4-naphthoquinone), απέναντι σε 
μικροοργανισμούς που συμμετέχουν στη νιτροποίηση (Kolovou et al., 2023). Ειδικότερα, 
αναδείχθηκε ως ένας από τους ισχυρότερους BNIs, επιδεικνύοντας ισχυρή αναστολή του 
νιτρωδοποιητικού βακτηρίου Nitrosospira multiformis καθώς και αξιοσημείωτη δράση 
έναντι και των δύο εξεταζόμενων ΑΟΑ (Ca. Nitrosocosmicus fra η kla nd ion us και Ca. 
Nitrosotalea sinensis). Επιπλέον, παρουσίασε μέτρια αναστολή της οξείδωσης των νιτρωδών 
ιόντων από το εξεταζόμενο στέλεχος του γένους Nitrobacter (ΝΟΒ). Συνολικά, τα ευρήματα 
αυτά υποδεικνύουν ότι η zeanone αποτελεί έναν ιδιαίτερα αποτελεσματικό ΒΝΙ με μεγάλο 
εύρος δράσης.

1.4.2. MNQ
Η 2-methoxy-1,4-naphthoquinone (MNQ) αποτελεί ένα φυσικό ανάλογο της ένωσης 
zeanone και έχει εντοπιστεί τόσο σε φυτά όσο και σε θαλάσσιους μικροοργανισμούς (Zhang 
et al., 2013). Συγκεκριμένα, έχει απομονωθεί από εκχυλίσματα υπέργειων μερών του φυτού 
Impatiens balsamina (Βαλσαμίνη η κηπαία) καθώς και από ριζικά εκκρίματα και εκπλύσεις 
φύλλων του φυτού Impatiens glandulifera (Βάλσαμο των Ιμαλάίων) (Yang et al., 2001, Ruckli 
et al., 2014). Η ένωση αυτή έχει αποτελέσει αντικείμενο αρκετών μελετών τα προηγούμενα 
χρόνια, καθώς έχει συνδεθεί με αντιμικροβιακές, αντιφλεγμονώδεις αλλά και αντικαρκινικές 
ιδιότητες (Liew et al., 2014). Τα χαρακτηριστικά αυτά την έχουν κατατάξει ως ένα ιδιαίτερα 
ενδιαφέρον φυσικό προϊόν με ένα ευρύ φάσμα πιθανών φαρμακολογικών εφαρμογών. 
Στον Πίνακα 1 παρουσιάζονται ορισμένα βασικά χαρακτηριστικά της MNQ.

Η μελέτη των Kolovou et al. (2023) προσέφερε σημαντική συνεισφορά στην αναγνώριση της 
ένωσης MNQ ως υποσχόμενου παρεμποδιστή της νιτροποίησης. Η συγκεκριμένη εργασία 
αξιολόγησε, μεταξύ άλλων, τη δράση της MNQ σε διάφορες ομάδες νιτροποιητικών 
μικροοργανισμών, αποκαλύπτοντας μια σαφή και εκλεκτική ανασταλτική δράση. 
Συγκεκριμένα, η MNQ δεν παρουσίασε ανασταλτική επίδραση έναντι των ΑΟΒ, ωστόσο 
περιόρισε σημαντικά τη δραστηριότητα των εξεταζόμενων ΑΟΑ, υποδηλώνοντας 
εκλεκτικότητα ως προς την αναστολή των οξειδωτών της αμμωνίας. Επιπλέον, η δράση 
της επεκτάθηκε και έναντι των ΝΟΒ, περιορίζοντας τη μετατροπή των νιτρωδών ιόντων 
σε μεγαλύτερο βαθμό από ότι η προαναφερθείσα zeanone, η οποία αξιολογήθηκε 
παράλληλα στη μελέτη. Παρότι απαιτούνται περαιτέρω μελέτες για την πλήρη κατανόηση 
της δυναμικής και του μηχανισμού δράσης, τα υπάρχοντα δεδομένα αναδεικνύουν την 
MNQ ως μια ένωση με αξιόλογες προοπτικές αξιοποίησης στον τομέα της βιολογικής 
παρεμπόδισης της νιτροποίησης.
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Πίνακας 1. Βασικά χαρακτηριστικά και χημική δομή των μελετώμενων BNIs.

Βιολογικός 
παρεμποδιστής 

νιτροποίησης (ΒΝΙ)
Χημική δομή Μοριακό βάρος 

(Da, gr mol'1) Ταξινόμηση Προέλευση

2,7-Dimethoxy-1,4- 
naphthoquinone 

(Zeanone) / Ο ° \ / 
°

o \ 218.21 Ναφθοκινόνη Αραβόσιτος 
(Zea mays')

2-Methoxy-1,4- 
naphthoquinone 

(MNQ)

0
Cxi

0

188.18 Ναφθοκινόνη
Impatiens 

giandulifera και
Impatiens 
balsamina

1.5. Σκοπός του πειράματος

Στόχος της παρούσας εργασίας ήταν η παρακολούθηση της πορείας αποδόμησης 
επιλεγμένων BNIs σε εδαφικά δείγματα ποικίλων φυσικοχημικών χαρακτηριστικών, ώστε 
να αξιολογηθεί η περιβαλλοντική τύχη των ενώσεων αυτών στο έδαφος και η επίδραση και 
συσχέτιση των διαφορετικών τύπων εδαφών και των χαρακτηριστικών τους στην 
αποδόμηση των συγκεκριμένων ενώσεων. Συγκεκριμένα, μελετήθηκε η αποδόμηση των 
ουσιών zeanone και MNQ μέσα από πειράματα μικροκόσμων εδάφους, προσδιορίζοντας 
τις συγκεντρώσεις τους στο έδαφος σε συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα, από την ημέρα 
εφαρμογής.

Για το σκοπό αυτό, συλλέχθηκαν δείγματα από πέντε διαφορετικά εδάφη, προερχόμενα 
από τις περιοχές της Λάρισας, της Θεσσαλονίκης και του Κιλκίς, τα οποία 
διαφοροποιούνται ως προς τα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά και κυρίως ως προς το 
pH, το ποσοστό οργανικού άνθρακα και την εδαφολογική σύσταση, καθώς αποτελούν 
σημαντικούς παράγοντες με πιθανές επιδράσεις στην αποτελεσματικότητα των εν λόγω 
ουσιών.
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2. Υλικά και μέθοδοι

2.1. Συλλογή των εδαφών

Για τη διεξαγωγή των πειραμάτων και τη μελέτη της αποδόμησης των BNIs που 
επιλέχθηκαν για τη συγκεκριμένη εργασία, συλλέχθηκαν δείγματα επιφανειακού εδάφους 
περίπου 10 cm (topsoil) από 5 διαφορετικά σημεία του εκάστοτε χωραφιού, ακολουθώντας 
σχήμα W (ISO, 2002a, 2002b). Τα δείγματα συλλέχθηκαν από αγρούς των περιοχών της 
Λάρισας, της Θεσσαλονίκης και του Κιλκίς (Πίνακας 2), που επιλέχθηκαν με βάση 
χαρακτηριστικές διαφορές ως προς τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των εδαφών, ώστε 
να αξιολογηθεί η αποδόμηση των συγκεκριμένων BNIs σε διαφορετικά εδαφικά 
περιβάλλοντα. Αμέσως μετά τη συλλογή τους από τον αγρό, τα δείγματα εδάφους 
μεταφέρθηκαν μέσα σε χρονικό διάστημα 5 ωρών στο Εργαστήριο Βιοτεχνολογίας Φυτών 
και Περιβάλλοντος, όπου αποθηκεύτηκαν προσωρινά στους 4 °C. Ακολούθησε κοσκίνισμα 
με ανοξείδωτο κόσκινο διαμετρήματος οπής 2 mm και αποθήκευση των κοσκινισμένων 
κλασμάτων στους 4 °C, μέχρι την περεταίρω χρήση τους.

Πίνακας 2. Γεωγραφικές συντεταγμένες των τοποθεσιών δειγματοληψίας και κατάσταση καλλιέργειας των 
εδαφών που χρησιμοποιήθηκαν στην παρούσα εργασία.

Έδαφος Τοποθεσία
Γεωγραφικές 

συντεταγμένες 
Γεωγρ. Γεωγρ.
μήκος πλάτος

Καλλιέργεια

Examili (EX) Εξαμίλι (Νομός Θεσσαλονίκης) 40.86475 22.999528 Έδαφος υπό 
αγρανάπαυση

Pedino (PE) Πεδινό (Νομός Κιλκίς) 40.906556 22.865028 Έδαφος υπό 
αγρανάπαυση

Assiros C (ASC) Άσσηρος (Νομός Θεσσαλονίκης) 40.833194 23.022 Καλλιεργούμενο 
έδαφος (βαμβάκι)

Assiros A (ASA) Άσσηρος (Νομός Θεσσαλονίκης) 40.834361 23.021778 Καλλιεργούμενο 
έδαφος

University (UNI) Λάρισα 39.613972 22.389472 Μη καλλιεργούμενο 
έδαφος

2.2. Προσδιορισμός των εδαφολογικών χαρακτηριστικών

Ο προσδιορισμός των φυσικοχημικών ιδιοτήτων, όπως το ποσοστό οργανικού άνθρακα 
και η σύσταση εδάφους των δειγμάτων εδάφους που συλλέχθηκαν για την παρούσα 
μελέτη, πραγματοποιήθηκε από το Εργαστήριο Εδαφολογίας του Τμήματος Γεωπονίας του 
Αριστοτέλειου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης. Η μέτρηση του περιεχομένου οργανικού 
άνθρακα έγινε σύμφωνα με τους Walkley και Black (1934) και η μηχανική σύσταση 
προσδιορίστηκε σύμφωνα με τη μέθοδο Bouyoucos (Sheldrick & Wang, 1993). Οι 
φυσικοχημικές ιδιότητες των εδαφών συνοψίζονται στον Πίνακα 3.
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Προσδιορισμός του pH των εδαφών

0 προσδιορισμός του pH των δειγμάτων εδάφους πραγματοποιήθηκε με χρήση 
πεχαμέτρου Jenway 3510 με προσαρτημένο ηλεκτρόδιο. Συγκεκριμένα, 10 gr δείγματος 
εδάφους ζυγίστηκαν και μεταφέρθηκαν σε κωνική φιάλη των 50 mL Στη συνέχεια, 
προστέθηκαν 25 mL απεσταγμένου νερού και πραγματοποιήθηκε ανάδευση του μίγματος 
με τη βοήθεια εργαστηριακού αναδευτήρα (shaker) στα 200 rpm για 30 min. Μετά το πέρας 
της ανάδευσης, τα δείγματα αφέθηκαν σε ηρεμία για λίγα λεπτά, ώστε να καθιζάνουν τα 
στερεά μέρη του μίγματος και πραγματοποιήθηκε η μέτρηση του pH στο υγρό εναιώρημα.

Πριν την εφαρμογή των BNIs στα δείγματα εδάφους, αρχικά προσδιορίστηκαν το ποσοστό 
της υπάρχουσας σχετικής υγρασίας (% Moisture Content, MC) και της υδατοχωρητικότητας 
(% Water Holding Capacity, WHC) του κάθε δείγματος εδάφους. Με βάση τις μετρήσεις 
αυτές, υπολογίστηκε η ποσότητα υγρασίας που χρειάστηκε να προστεθεί κατά τη 
διεξαγωγή του πειράματος, ώστε το κάθε δείγμα εδάφους να καταλήξει στο 35% της 
υδατοχωρητικότητάς του.

Προσδιορισμός της σχετικής υγρασίας των εδαφών

Για τον προσδιορισμό της υπάρχουσας σχετικής υγρασίας, 5 ±0.01 gr εδαφικού δείγματος 
τοποθετήθηκαν σε προζυγισμένο δοχείο από αλουμινόχαρτο και καταγράφηκε το καθαρό 
βάρος εδάφους αλλά και το συνολικό βάρος. Ακολούθως, τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε 
προθερμασμένο φούρνο ξήρανσης στους 105 °C, όπου και παρέμειναν για 16-18 h. Μετά το 
πέρας αυτού του χρονικού διαστήματος, τα δείγματα επαναζυγίστηκαν, αφαιρέθηκε από 
το συνολικό αυτό βάρος το βάρος του προζυγισμένου δοχείου από αλουμινόχαρτο {Εικόνα 
10) και το ποσοστό της περιεχόμενης σχετικής υγρασίας κάθε δείγματος εδάφους 
προσδιορίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:

(W1 - W2)
Σχετική υγρασία (MC) % =---- —-----* 100

όπου:

Wp το βάρος του εδάφους (καθαρό βάρος) πριν την ξήρανση
W2: το βάρος του εδάφους (καθαρό βάρος) μετά την ξήρανση
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Εικόνα 10. Στιγμιότυπο από τη ζύγιση των εδαφικών δειγμάτων για τον προσδιορισμό της σχετικής υγρασίας.

Προσδιορισμός της υδατοχωρητικότητας των εδαφών

Ο προσδιορισμός της υδατοχωρητικότητας πραγματοποιήθηκε βαρομετρικά. 
Αναλυτικότερα, πάνω από μια κωνική φιάλη των 250 mL τοποθετήθηκε γυάλινο χωνί με 
διηθητικό χαρτί, το οποίο έπειτα διαβράχηκε ελαφρώς, ενώ η ποσότητα νερού μετά τη 
διαβροχή του ηθμού απορρίφθηκε. Το σύστημα κωνικής φιάλης-χωνιού-βρεγμένου ηθμού 
προζυγίστηκε και έπειτα μέσα στο βρεγμένο ηθμό του χωνιού μεταφέρθηκαν 20 gr νωπού 
εδάφους. Ακολούθησε η καταγραφή του βάρους του συστήματος κωνικής φιάλης-χωνιού- 
βρεγμένου ηθμού-νωπού εδάφους και στη συνέχεια πραγματοποιήθηκε καταβροχή αυτής 
της ποσότητας εδάφους με απεσταγμένο νερό, πολλές φορές ώστε για να εξασφαλιστεί ο 
κορεσμός του. Μετά την πλήρη διαβροχή μέχρι κορεσμού, η ελεύθερη επιφάνεια του 
χωνιού καλύφθηκε με αλουμινόχαρτο για την αποφυγή της απώλειας νερού μέσω 
εξάτμισης και το όλο σύστημα αφέθηκε σε ηρεμία με σκοπό τη στράγγιση της περίσσειας 
του νερού. Μετά από 12-14 h, το βάρος του συστήματος (κωνική φιάλη + χωνί + ηθμός + 
καταβραγμένο έδαφος) καταγράφηκε ξανά (Εικόνα 7 7) και το ποσοστό 
υδατοχωρητικότητας του εδάφους προσδιορίστηκε σύμφωνα με τον τύπο:

Γ(Β - X) + (W2 - W1)]
Υ δ ατ ο χωρητικότητα (WHC~) % =------------- —-------------* 100 X

όπου:

Β: το καθαρό βάρος του νωπού εδάφους που προστέθηκε στο χωνί
X: το ξηρό βάρος του νωπού εδάφους που προστέθηκε στο χωνί (που υπολογίζεται μέσω της 
σχετικής υγρασίας του εκάστοτε εδάφους)
Wp το βάρος του συστήματος (κωνική φιάλη + χωνί + ηθμός + έδαφος) πριν την κατάκλιση
W2: το βάρος του συστήματος (κωνική φιάλη + χωνί + ηθμός + έδαφος) μετά την κατάκλιση
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Εικόνα 11. Στιγμιότυπο από τη ζύγιση των συστημάτων (κωνική φιάλη + χωνί + ηθμός + έδαφος) yia τον 
προσδιορισμό της υδατοχωρητικότητας.

Πίνακας 3. Σύνοψη των φυσικοχημικών ιδιοτήτων των εδαφών.

Έδαφος PH
Οργανικός 
άνθρακας 
(OC) (%)

Μηχανική 
σύσταση

Αργιλος 
(%)

Ιλύς 
(%)

Αμμος 
(%)

Examili (EX) 4.8 0.41
Αμμο-αργιλο- 

πηλώδες 26.4 12 61.6

Pedino (PE) 5.4 0.37 Αμμο-αργιλο- 
πηλώδες 34.4 20 45.6

Assiros C (ASC) 6.7 0.32
Αμμο- 

αργιλώδες 38.4 14 47.6

Assiros A (ASA) 7.6 0.24 Αμμο-αργιλο- 
πηλώδες 32.4 14 53.6

University (UNI) 8.3 0.62 Αμμο-αργιλο- 
πηλώδες 28.4 20 51.6

2.3. Προετοιμασία διαλυμάτων BNIs για εφαρμογή στα εδάφη

Η εφαρμογή των BNIs που μελετήθηκαν στην παρούσα εργασία στα δείγματα 
διαφορετικών εδαφών, πραγματοποιήθηκε μέσω της διαλυτοποίησης αναλυτικών 
προτύπων της κάθε ουσίας στον οργανικό διαλύτη DMSO (Dimethyl sulfoxide). 
Χρησιμοποιήθηκαν το εμπορικό αναλυτικό πρότυπο της ουσίας MNQ (98%) από την 
εταιρεία Sigma-Aldrich, ενώ το αναλυτικό πρότυπο της ουσίας zeanone (99%) χορηγήθηκε 
από τη Syngenta A.G. Για την παρασκευή των διαλυμάτων εφαρμογής, απαιτούμενη 
ποσότητα των ουσιών MNQ και zeanone διαλυτοποιήθηκε σε DMSO σε συγκέντρωση 
40,000 mg/L και 10,000 mg/L αντίστοιχα, με τη βοήθεια ανάδευσης μέσω vortex και 
υπερήχων, με σκοπό να καταλήξουν σε κάθε δείγμα εδάφους οι συγκεντρώσεις που 
περιγράφονται στον Πίνακα 4. Η συγκέντρωση κάθε διαλύματος εφαρμογής μετρήθηκε 
μέσω υγρής χρωματογραφίας υψηλής πίεσης (HPLC), χρησιμοποιώντας στανταρισμένες 
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παραμέτρους ανάλυσης. Μετά την παρασκευή και μέτρηση της συγκέντρωσής τους, τα 
διαλύματα εφαρμογής αποθηκεύτηκαν στους -20 °C για σύντομο χρονικό διάστημα μέχρι 
τη στιγμή εφαρμογής τους στα δείγματα εδάφους.

2.4. Πειραματική διαδικασία

Για την εφαρμογή των επιλεγμένων BNIs σε δείγματα διαφορετικών εδαφών, 
χρησιμοποιήθηκε ποσότητα κοσκινισμένου εδάφους κάθε δείγματος που ήταν προσωρινά 
αποθηκευμένη στους 4 °C. Πιο συγκεκριμένα, ζυγίστηκαν 810 gr νωπού εδάφους από κάθε 
τύπο εδάφους και τοποθετήθηκαν πάνω σε πλαστικές επιφάνειες. Ακολούθησε προσθήκη 
υδατικού διαλύματος ουρίας ως πηγή αζώτου σε κάθε δείγμα εδάφους, σε τελική 
συγκέντρωση 0.2 gr-N kg 1 ξηρού βάρους εδάφους. Μετά την προσθήκη ουρίας 
ακολούθησε ομογενοποίηση των δειγμάτων εδάφους, καταγραφή του βάρους τους 
προκειμένου να εξισορροπηθεί η υγρασία μετέπειτα και επώαση των εδαφών σε 
επωαστικό θάλαμο (25 °C) για 5 ημέρες. Μετά από αυτό το χρονικό διάστημα επώασης τα 
εδάφη επαναζυγίστηκαν, εξισορροπήθηκε η υγρασία τους και ακολούθησε προσθήκη 
κατάλληλης ποσότητας απεσταγμένου νερού ώστε να προσαρμοστεί η περιεχόμενη 
υγρασία κάθε εδάφους στο 35% της υδατοχωρητικότητας του. Ακολούθησε 
ομογεμοποίηση και διαμοιρασμός κάθε δείγματος εδάφους σε τρία επιμέρους δείγματα 
των 270 gr, ένα για κάθε διαφορετική μεταχείριση: δύο μέρη χρησιμοποιήθηκαν για την 
εφαρμογή των BNIs και ένα για εφαρμογή του διαλύτη DMSO (έδαφος control) (Πίνακας 4). 
Μετά την εφαρμογή των διαλυμάτων BNIs, ακολούθησε αναμονή για την εξάτμιση του 
διαλύτη (30-60 min) και στη συνέχεια ομογενοποίηση για την ομοιόμορφη κατανομή της 
ουσίας σε όλη τη μάζα του κάθε δείγματος εδάφους. Τέλος, η ποσότητα εδάφους κάθε 
μεταχείρισης διαμοιράστηκε για τη δημιουργία μικροκόσμων των 12 gr, μέσα σε μικρές 
αεριζόμενες zip σακούλες. Οι μικρόκοσμοι του χρόνου δειγματοληψίας 0 ημερών 
αποθηκεύτηκαν στους -20 °C απευθείας μετά την τελική ομογενοποίηση των δειγμάτων 
εδάφους. Οι υπόλοιποι μικρόκοσμοι μεταφέρθηκαν σε επωαστικό θάλαμο (25 °C), στο 
σκοτάδι, από όπου αφαιρούνταν για την εξισορρόπηση της υπάρχουσας υγρασίας και για 
την αποθήκευσή τους στους -20 °C ανά τριπλέτες βιολογικών επαναλήψεων, σε 
συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα (0.25, 0.5, 1, 3, 7 και 21 ημέρες), όπως περιγράφονται και 
στην Εικόνα 12, καθ' όλη τη διάρκεια των 21 ημερών του πειράματος.

Πίνακας 4. Συγκεντρώσεις των BNIs που εφαρμόστηκαν στα εδαφικά δείγματα

ΒΝΙ Εφαρμοζόμενη συγκέντρωση 
(mg kg'1 ξηρό βάρος εδάφους)

zeanone 50

MNQ 200
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Προσθήκη υδατικού 
διαλύματος ουρίας 
5 ημέρες πριν την 

εφαρμογή των BNIs
Καταγραφή του 

βάρους των εδαφών

Μεταφορά των Εδαφών σε 
επωαστικά θάλαμο (25 °C)

Εικόνα 12. Σχηματική απεικόνιση της πειραματικής διαδικασίας για τη δημιουργία των μικροκόσμων εδάφους 
κάθε μεταχείρισης.

Επώαση μικροκόσμων (25 °C) 
Χρόνοι δειγματοληψίας:

0, 0.25, 0.5, 1, 3, 7 και 21 ημέρες

Διαμοιρασμος των 
εδαφών σε τριπλέτες ανά 

χρονικό σημείο - 
Δημιουργία μικρακάσμων

εφαρμογή των BNIs 
(ή DMSO, έδαφος 

control) - 
Ημέρα 0 του 
πειράματος

Εξισορράπηση της 
υγρασίας στο 35% της 
υδατοχωρητικότητας 
κάθε εδάφους και...

2.5. Προσδιορισμός της αποδόμησης των BNIs στα εδαφικά δείγματα

Εκχύλιση των BNIs από το έδαφος

Για την εκτίμηση της αποδόμησης των ουσιών που επιφορτίστηκαν στα διαφορετικά 
εδάφη, η ανάκτηση τους από τα δείγματα εδάφους πραγματοποιήθηκε με εκχύλιση, 
ακολουθώντας πρωτόκολλα που καθορίστηκαν στο Εργαστήριο Βιοτεχνολογίας Φυτών και 
Περιβάλλοντος, αποκλειστικά για τις ουσίες αυτές. Πιο συγκεκριμένα, η ανάκτηση της 
zeanone από τα δείγματα εδάφους περιλάμβανε την ακόλουθη διαδικασία: 5 gr 
επιφορτισμένου εδαφικού δείγματος ζυγίστηκαν και μεταφέρθηκαν σε σωλήνα Teflon, 
όπου προστέθηκαν στη συνέχεια 10 mL μίγματος διαλύματος ακετονιτριλίου (ACN) με 
υπερκάθαρο νερό (ddH2O) σε αναλογία 70:30 (ν/ν) με προσθήκη 1% μυρμηκικού οξέος (ν/ν). 
Το συνολικό μίγμα ανακινήθηκε έντονα σε vortex για λίγα δευτερόλεπτα, ακολούθησε 
κατεργασία με υπερήχους για 10 min και ανάδευση των δειγμάτων μέσω εργαστηριακού 
αναδευτήρα στα 350-400 rpm για 60 min. Έπειτα, τα δείγματα φυγοκεντρήθηκαν σε 7500 
rpm για 10 min στους 4 °C και ακολούθησε συλλογή του υπερκείμενου, το οποίο 
αποθηκεύτηκε στους -20 °C για σύντομο χρονικό διάστημα έως την περεταίρω ανάλυσή 
του για την εκτίμηση της συγκέντρωσης της ουσίας.

Για την εκχύλιση της MNQ, 5 gr επιφορτισμένου εδαφικού δείγματος ζυγίστηκαν και 
μεταφέρθηκαν σε σωλήνα Teflon, όπου προστέθηκαν στη συνεχεία 10 mL μίγματος 
διαλύματος ακετονιτριλίου με υπερκάθαρο νερό (ddH2O) σε αναλογία 30:70 (ν/ν) με 
προσθήκη 1% μυρμηκικού οξέος (ν/ν). Το συνολικό μίγμα ανακινήθηκε έντονα σε vortex για 
λίγα δευτερόλεπτα, ακολούθησε κατεργασία με υπερήχους για 10 min και ανάδευση των 
δειγμάτων μέσω εργαστηριακού αναδευτήρα στα 350-400 rpm για 30 min. Έπειτα, τα 
δείγματα φυγοκετρνήθηκαν σε 7500 rpm για 10 min στους 4 °C και ακολούθησε συλλογή 
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του υπερκείμενου, το οποίο αποθηκεύτηκε στους -20 °C για σύντομο χρονικό διάστημα. Η 
παραπάνω διαδικασία επαναλήφθηκε για δεύτερη φορά (2ος κύκλος εκχύλισης), όπου τα 
δύο τελικά υπερκείμενα εκχυλίσματα ενοποιήθηκαν σε ένα τελικό, που αποθηκεύτηκε 
τελικά στους -20 °C για μετέπειτα ανάλυση.

Ανάλυση των BNIs μέσω υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης - HPLC

Η ανάλυση και ο ποσοτικός προσδιορισμός των BNIs στα εκχυλίσματα των εδαφικών 
δειγμάτων πραγματοποιήθηκε σε σύστημα Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης 
(HPLC-UV), στο μοντέλο UFLC της εταιρείας SHIMADZU με ανιχνευτή φωτοδιόδων (PDA) 
και στήλη Athena C18, 120Α (150 mm χ 4.6 mm χ5 um). Ο προσδιορισμός τόσο της zeanone 
όσο και της MNQ πραγματοποιήθηκε με συνολικό χρόνο έκλουσης 15 min. Η zeanone 
ανιχνεύθηκε στα 262 nm, με χρόνο κατακράτησης 8.9 min, ενώ η κινητή φάση 
αποτελούνταν από ακετονιτριλίο και υπερκάθαρο νερό με 0.1% Η3ΡΟ4 σε αναλογία 40:60 
(ν/ν) και ρυθμό ροής 1 mL/min. Αντίστοιχα, η ανίχνευση της MNQ πραγματοποιήθηκε στα 
250 nm με χρόνο κατακράτησης 9 min, ενώ χρησιμοποιήθηκε κινητή φάση ακετονιτριλίου 
και υπερκάθαρου νερού με 0.1% Η3ΡΟ4 σε αναλογία 30:70 (ν/ν) με ρυθμό ροής 1 mL/min. Η 
παραλαβή και επεξεργασία των αποτελεσμάτων πραγματοποιήθηκε με το συνδεδεμένο 
λογισμικό LabSolution®. Ο προσδιορισμός της συγκέντρωσης των μελετώμενων ουσιών 
στα δείγματα πραγματοποιήθηκε με βάση πρότυπες καμπύλες αναφοράς που 
παρασκευάστηκαν με πρότυπα διαλύματα zeanone και MNQ σε ακετονιτριλίο μέσω 
διαδοχικών αραιώσεων από το αρχικό διάλυμα σε εύρος συγκεντρώσεων από 0.01 ως 20 
mg/L.

2.6. Ανάλυση κινητικών παραμέτρων αποδόμησης και έλεγχος 
συσχετίσεων

Για τη μελέτη της πορείας αποδόμησης των BNIs στα επιλεγμένα εδάφη, τα δεδομένα 
αποδόμησης προσαρμόστηκαν και στα τέσσερα κινητικά μοντέλα που προτείνονται από 
την Ομάδα Εργασίας FOCUS Kinetics (FOCUS 2006). Η απόδοση των μοντέλων ως προς την 
καλύτερη προσαρμογή αξιολογήθηκε με τη δοκιμή χ2 και με οπτική επιθεώρηση, ώστε να 
εκτιμηθεί η συμφωνία μεταξύ παρατηρούμενων και προβλεπόμενων δεδομένων. Τα 
διφασικά κινητικά μοντέλα εξετάστηκαν μόνο στις περιπτώσεις όπου το μοντέλο SFO δεν 
παρείχε αποδεκτή προσαρμογή (χ2 > 15%) στα δεδομένα αποδόμησης. Σε αυτές τις 
περιπτώσεις, επιλέχθηκε το κινητικό μοντέλο με τη χαμηλότερη τιμή χ2. Όλες οι αναλύσεις 
πραγματοποιήθηκαν με το πακέτο mkin ν1.2.6 (Ranke, 2023) στο λογισμικό R ν4.3.1 (R Core 
Team, 2023).

Επιπροσθέτως, διερευνήθηκαν πιθανές σημαντικές συσχετίσεις μεταξύ των τιμών DT50 των 
δύο BNIs και των φυσικοχημικών ιδιοτήτων του εδάφους (pH, ποσοστού οργανικού 
άνθρακα και σύστασης εδάφους) χρησιμοποιώντας τον έλεγχο συσχέτισης Pearson. Η 
κανονικότητα των δεδομένων ελέγχθηκε αρχικά με τη δοκιμή Shapiro-Wilk (Shapiro & Wilk, 
1965) και στην περίπτωση που οι μεταβλητές δεν ακολουθούσαν κανονική κατανομή, 
χρησιμοποιήθηκαν λογαριθμικά μετασχηματισμένες τιμές DT50, ώστε να πληρούνται οι 
προϋποθέσεις κανονικότητας. Τα αποτελέσματα απεικονίστηκαν με το πακέτο ggcorrplot 
(Kassambara, 2023), με έμφαση στις στατιστικά σημαντικές συσχετίσεις (ρ < 0.05).
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3. Αποτελέσματα

Για την εκτίμηση της αποδόμησης των BNIs zeanone και MNQ στο έδαφος, υπολογίστηκε 
για κάθε χρόνο δειγματοληψίας το ποσοστό ανάκτησης καθεμίας από τις ενώσεις αυτές, 
από τα δείγματα εδάφους όπου είχαν επιφορτιστεί, σε σχέση με τη χρονική στιγμή έναρξης 
του πειράματος (0 ημέρες). Η πορεία αποδόμησής τους στα διάφορα εδάφη εκτιμήθηκε και 
περιγράφεται μέσω των βασικών κινητικών παραμέτρων αποδόμησης και των χρόνων 
ημιζωής (DT5o) και αποδόμησης του 90% της κάθε ουσίας (DTgo), αντίστοιχα, όπως 
υπολογίστηκαν από το κατάλληλο μοντέλο που εμφάνισε την καλύτερη προσαρμογή στα 
δεδομένα. Σύμφωνα με την ανάλυση κινητικής της κάθε ουσίας στα διαφορετικά εδάφη, το 
μοντέλο που παρουσίασε την καλύτερη προσαρμογή στα πειραματικά δεδομένα ήταν το 
SFO (Single First Order), με μοναδική εξαίρεση την περίπτωση της zeanone στο έδαφος 
University, όπου το μοντέλο FOMC (First Order Multi-compartment) παρουσίασε την 
καλύτερη προσαρμογή {Πίνακας 5). Συγκεκριμένα, η MNQ παρουσίασε ταχύτερη 
αποδόμηση σε σύγκριση με τη zeanone σε κάθε ένα από τα εξεταζόμενα εδάφη, όπως 
αποδεικνύεται από τις τιμές DT5o, που κυμάνθηκαν από 0.16 έως 2.2 ημέρες για την MNQ 
και από 0.63 έως 7.44 ημέρες για τη zeanone αντίστοιχα, ενώ οι τιμές DTgo κυμάνθηκαν από 
0.53 έως 7.31 ημέρες για την MNQ και από 3.78 έως 24.7 ημέρες για τη zeanone αντίστοιχα 
{Πίνακας 5).

Στην περίπτωση της zeanone, τα εδάφη University και Assiros Α παρουσίασαν την ταχύτερη 
αποδόμηση, καταγράφοντας τις χαμηλότερες τιμές DTS0 (0.63 και 1.14 ημέρες αντίστοιχα) 
και DT90 (5.92 και 3.78 ημέρες αντίστοιχα). Το έδαφος Assiros C, σημείωσε ελαφρώς 
υψηλότερες τιμές όσον αφορά το χρόνο παραμονής της zeanone, με DT5o 1.88 ημέρες και 
DTgo 6.24 ημέρες. Από την άλλη, το έδαφος Pedino εμφάνισε ακόμη μεγαλύτερη παραμονή 
της zeanone, όπως φανερώνουν οι υψηλότερες τιμές DTS0 4.52 ημέρες και DTgo 15.02 
ημέρες, ενώ η πιο αργή αποδόμηση της ένωσης αυτής, παρατηρήθηκε στο έδαφος Examili, 
σε σχέση με τα υπόλοιπα εδάφη, με τιμές DT5o 7.44 ημέρες και DTgo 24.7 ημέρες {Πίνακας 5, 
Διάγραμμα 7).

Όσον αφορά την ένωση MNQ, η συντομότερη αποδόμηση παρατηρήθηκε στο έδαφος 
University (DT50 0.16 ημέρες και DTgo 0.53 ημέρες). Παρόμοια συμπεριφορά σημειώθηκε και 
στο έδαφος Assiros Α, με αντίστοιχα σύντομους χρόνους αποδόμησης (DT50 0.55 ημέρες και 
DTgo 1.82 ημέρες). Στα εδάφη Assiros C και Pedino παρατηρήθηκαν εξίσου χαμηλές τιμές 
DT5o (0.94 και 1.08 ημέρες αντίστοιχα) και DTgo (3.13 και 3.3 ημέρες αντίστοιχα), ενώ στο 
έδαφος Examili, όπως και στην περίπτωση της zeanone, σημειώθηκε ο μεγαλύτερος χρόνος 
παραμονής της ένωσης σε σχέση με όλα τα υπόλοιπα εδάφη, με DT50 2.2 ημέρες και DTgo 
7.31 ημέρες {Πίνακας 5, Διάγραμμα 2).
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Διάγραμμα J. Διάγραμμα αποδόμησης της zeanone στα πέντε διαφορετικά εδάφη: Exam'di (EX), Pedina (PE), Assiros 
C (ASC), Assiros A (ASA) και University (UNI). Κάθε σημείο αντιστοιχεί στο μέσο όρο τριών βιολογικών επαναλήψεων 
Ο γραμμές σφάλματος υποδηλώνουν το τυπικό σφάλμα του μέσου όρου.

10 15 20

Time (days)

25 30

Διάγραμμα 2. Διάγραμμα αποδόμησης της MNQ στα πέντε διαφορετικά εδάφη: Exam'di (EX), Pedina (PE), Assiros C 
(ASC), Assiros A (ASA) και University (UNI). Κάθε σημείο αντιστοιχεί στο μέσο όρο τριών βιολογικών επαναλήψεων 
Ο γραμμές σφάλματος υποδηλώνουν το τυπικό σφάλμα του μέσου όρου.
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Πίνακας S. Οι παράμετροι αποδόμησης των ενώσεων zeanone και MNQ στα πέντε (5) διαφορετικά εδάφη. Οι 
κινητικές παράμετροι αποδόμησης υπολογίστηκαν με το κινητικό μοντέλο SFO (Single First-Order) ή με το διφασικό 
μοντέλο FOMC (FOMC - First-Order Multi-Compartment).

Έδαφος Μοντέλο k a b x2 
(%)

DTso 
(ημέρες)

DTgo 
(ημέρες)

zeanone (50 mg kg'1 ξηρό βάρος εδάφους)
Examili (EX) SFO 0.09322 - - 4.26 7.44 24.7
Pedino (PE) SFO 0.1533 - - 6.72 4.52 15.02

Assiros C (ASC) SFO 0.3691 - - 11.8 1.88 6.24
Assiros A (ASA) SFO 0.610 - - 4.2 1.14 3.78
University (UNI) FOMC - 0.9651 0.6003 14.01 0.63 5.92

MNQ (200 mg kg'1 ξηρό βάρος εδάφους)
Examili (EX) SFO 0.315 - - 8.39 2.2 7.31
Pedino (PE) SFO 0.640 - - 7.12 1.08 3.3

Assiros C (ASC) SFO 0.7366 - - 9.5 0.94 3.13
Assiros A (ASA) SFO 1.267 - - 4.24 0.55 1.82
University (UNI) SFO 4.329 - - 1.06 0.16 0.53

Οι αναλύσεις συσχέτισης που πραγματοποιήθηκαν μεταξύ των χρόνων ημιζωής των υπό 
μελέτη ενώσεων με τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των εδαφών, παρουσίασαν διαφορές 
ως προς την επίδραση των φυσικοχημικών χαρακτηριστικών των εδαφών στην 
αποδόμηση και παραμονή των ενώσεων. Συγκεκριμένα, για την ένωση zeanone, 
παρατηρήθηκε μια ισχυρή, στατιστικά σημαντική, αρνητική συσχέτιση μεταξύ του χρόνου 
ημιζωής DTS0 και του pH του εδάφους (r = -0.949, ρ = 0.0136) (Πίνακας 6). Η συσχέτιση 
αυτή υποδεικνύει ότι με την αύξηση του pH του εδάφους, ο χρόνος ημιζωής και κατά 
συνέπεια η επιμονή της zeanone στο έδαφος τείνει να μειώνεται. Από την άλλη, συσχετίσεις 
των χρόνων ημιζωής της zeanone με φυσικοχημικά χαρακτηριστικά όπως το ποσοστό 
οργανικού άνθρακα και η σύσταση του έδάφους δεν κρίθηκαν στατιστικά σημαντικές (ρ > 
0.05) (Πίνακας 6). Αντίστοιχα, για την ένωση MNQ, διαπιστώθηκε μια εξίσου στατιστικά 
σημαντική, αρνητική συσχέτιση με το pH του εδάφους (r = -0.922, ρ = 0.0260) (Πίνακας 6), 
ενώ, όπως και στην περίπτωση της zeanone, οι υπόλοιπες φυσικοχημικές παράμετροι δεν 
έδειξαν στατιστικά σημαντική συσχέτιση με τον χρόνο ημιζωής της ένωσης (ρ > 0.05) 
(Πίνακας 6, Διάγραμμα 3).

Πίνακας 6. Σημαντικότητα των συαχετίσεων μεταξύ των τιμών DT50 και των ιδιοτήτων του εδάφους για τη 
zeanone και την MNQ.

ΒΝΙ
Συντελεστής συσχέτισης Pearson (r) 

DTso - εδαφικές παράμετροι p-value (ρ)

PH OC Άργιλος Άμμος Ιλύς PH OC Άργιλος Άμμος Ιλύς
zeanone -0.949 -0.081 -0.380 0.506 -0.358 0.0136 0.8974 0.5286 0.3847 0.5547

MNQ -0.922 -0.226 -0.277 0.569 -0.594 0.0260 0.7143 0.6513 0.3165 0.2913
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0°

Pearson Correlation Heatmap: MNQ DTso vs Soil Properties 
* indicates p < 0.05

Διάγραμμα 3. Θερμικοί χάρτες συοχέτισης Pearson μεταξύ των ιδιοτήτων των εδαφών και των τιμών DT50 της 
αποδόμησης της zeanone (α) και της MNQ (b) που εφαρμόστηκαν στα πέντε διαφορετικά εδάφη. Ο αστερίσκος (*) 
υποδηλώνει στατιστικά σημαντικές συοχετίσεις (p-value < 0.05).
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4. Συζήτηση-Συμπεράσματα

Η αξιοποίηση των βιολογικών αναστολέων νιτροποίησης (BNIs) αναδεικνύεται τα 
τελευταία χρόνια ως μια βιώσιμη στρατηγική για τη βελτίωση της αποδοτικότητας της 
αζωτούχου λίπανσης και τη μείωση των περιβαλλοντικών επιπτώσεων της γεωργικής 
δραστηριότητας. Οι ενώσεις αυτές φυτικής προέλευσης, έχει αποδειχθεί ότι έχουν την 
ικανότητα να παρέμβουν σε συγκεκριμένα στάδια της διαδικασίας της νιτροποίησης και 
τελικά να την επιβραδύνουν, συμβάλλοντας έτσι στη διαχείριση του αζώτου, με σκοπό τη 
μεγαλύτερη παραμονή του στο έδαφος, περιορίζοντας τις απώλειές του και τις 
περιβαλλοντικές του εκπομπές (Subbarao et al., 2012). Ανάμεσα στους ταυτοποιημένους 
BNIs συγκαταλέγονται η zeanone (2,7-dimethoxy-1,4-naphthoquinone), που προέρχεται από 
τον αραβόσιτο και η δομικά ανάλογή της MNQ (2-methoxy-1,4-naphthoquinone), οι δύο 
1,4-ναφθοκινόνες, που μελετήθηκαν στην παρούσα πτυχιακή εργασία. Για τις δύο αυτές 
ενώσεις, λοιπόν, πέραν των ενδείξεων για την ανασταλτική τους δράση έναντι 
μικροοργανισμών που εμπλέκονται στη νιτροποίηση, ελάχιστα ήταν ως τώρα γνωστά για 
τη δυνατότητα παραμονής και συμπεριφορά τους στο εδαφικό περιβάλλον. Στο πλαίσιο 
λοιπόν της παρούσας εργασίας, αξιολογήθηκε η ικανότητα παραμονής των ενώσεων 
αυτών σε διαφορετικά εδάφη, ενώ παράλληλα διερευνήθηκε η επίδραση των εδαφικών 
φυσικοχημικών χαρακτηριστικών όσον αφορά την τύχη τους στο έδαφος.

Σύμφωνα με τα ευρήματα της παρούσας μελέτης, τόσο η zeanone όσο και η MNQ 
παρουσίασαν περιορισμένη παραμονή στα περισσότερα από τα εδάφη που εξετάστηκαν, 
με χρόνους ημιζωής (DT50) μικρότερους από 7.5 και 2.5 ημέρες αντίστοιχα. Παρόμοιες 
μελέτες, όπου έχει εξεταστεί η παραμονή άλλων βιογενών και βιοδραστικών ναφθοκινονών 
στο έδαφος, έχουν δείξει εξίσου χαμηλή επιμονή. Για παράδειγμα, η βιολογική 
νηματωδοκτόνος ουσία 1,4-ναφθοκινόνη (1,4-NTQ) εμφάνισε DT50 1.2 ημερών (Sims & 
Overcash, 1983, Chelinho et al., 2017), ενώ αλογονωμένες 1,4-ναφθοκινόνες, όπως η 
dichlone, είχαν DT5O4 ημερών (Oduntan & Odeyemi, 1984). Επιπρόσθετα, παρατηρήθηκε ότι 
η ένωση MNQ παρουσίασε συντομότερο χρόνο παραμονής στο έδαφος σε σύγκριση με την 
ένωση zeanone στα εξεταζόμενα εδαφικά δείγματα (Πίνακα 5). Η διαφοροποίηση αυτή θα 
μπορούσε πιθανώς να βασίζεται στο ότι ακόμα και μικρές δομικές διαφορές μεταξύ χημικά 
συγγενικών ενώσεων, όπως η παρουσία μιας επιπλέον μεθοξυ-ομάδας στη χημική δομή 
της zeanone σε σχέση με την MNQ, μπορούν να έχουν σημαντική επίδραση στη 
σταθερότητα και την περιβαλλοντική τους τύχη στο έδαφος.

Γενικότερα, οι 1,4-ναφθοκινόνες αποτελούν φυτικές ουσίες που έχουν προσελκύσει 
αυξημένο ενδιαφέρον ως πιθανοί νέοι θεραπευτικοί παράγοντες, φυσικά παραγόμενα 
ζιζανιοκτόνα και αντιμικροβιακοί παράγοντες (Angulo-Elizari et al., 2024, Wang et al., 2022, 
Duran et al., 2017), ενώ στην παρούσα μελέτη, οι δύο 1,4-ναφθοκινόνες που αναφέρονται 
διερευνήθηκαν για την δυνατότητάς τους ως βιολογικοί παρεμποδιστές νιτροποίησης. Η 
zeanone έχει απομονωθεί από το υδρόφοβο κλάσμα του ριζικού εκχυλίσματος του 
αραβόσιτου (Zea mays) (Otaka et al., 2022), ενώ η MNQ προήλθε από το φυτό Impatiens 
balsamina και ήταν γνωστή ως φυσική ουσία με αντιμυκητιακή δράση (Little et al., 1948), 
που μετέπειτα επέδειξε δράση ως προς την αναστολή της νιτροποίησης (Kolovou et aL, 
2023).
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Όσον αφορά την αποδόμηση των ενώσεων αυτών στο έδαφος, μελέτες έχουν δείξει ότι 
διάφορα βακτήρια που συναντώνται στο έδαφος έχουν την ικανότητα να αποδομούν 
αποτελεσματικά χημικά συγγενικές ναφθοκινόνες φυτικής προέλευσης, όπως η juglone (5- 
hydroxy-1,4-naphthoquinone) και η lawsone (2-hydroxy-1,4-naphthoquinone) (Schmidt, 1988, 
Muller & Lingens, 1988), ενώ πιθανή παρόμοια βιολογική αποδόμηση των υπό μελέτη 
ενώσεων παραμένει ακόμη υπό διερεύνηση. Στο πλαίσιο αυτό, σε μια παλαιότερη μελέτη, οι 
Wessendorf et al. (1985) απομόνωσαν από χώμα κήπου ένα στέλεχος Pseudomonas putida, 
ικανό να μεταβολίσει τη lawsone, η οποία απαντάται στα φύλλα του φυτού χέννα και 
χρησιμοποιείται ευρέως στη φαρμακευτική, τη χημεία και τη βιομηχανία. Κατά παρόμοιο 
τρόπο, ο Schmidt (1988) απομόνωσε από έδαφος ένα άλλο στέλεχος Pseudomonas J1, ικανό 
να αποδομεί τη juglone, η οποία παράγεται από το φυτό Juglans nigra L. Αντίστοιχα, οι 
Scortichini et al. (2025) απομόνωσαν ένα παθογόνο βακτηριακό στέλεχος που προξενεί 
κηλίδωση της καρυδιάς, το Xanthomonas arboricola ρν. juglandis, ικανό επίσης να αποδομεί 
τη juglone. Πέραν όμως από τις βιοτικές διεργασίες που έχει βρεθεί ότι εμπλέκονται στην 
αποδόμηση αυτής της κατηγορίας ενώσεων, αβιοτικές διεργασίες μπορούν επίσης να 
συμβάλλουν στην αποδόμηση των 1,4-ναφθοκινονών. Χαρακτηριστικά, το ορυκτό 
διοξείδιο του μαγγανίου (ΜηΟ2), που συναντάται στα εδάφη, εμπλέκεται σε αντιδράσεις και 
οξειδώσεις που σχετίζονται με την αποδόμηση της 1,4-ναφθοκινόνης παρουσία 
φαινολικών συν-υποστρωμάτων, χαρακτηριστικών της οργανικής ουσίας του εδάφους 
(Lee et al., 2020).

Τέλος, αξίζει να αναφερθεί ότι σημαντικό ρόλο στην παραμονή ή/και αποδόμηση των 
ενώσεων που μελετήθηκαν φαίνεται να διαδραματίζει το pH του εδάφους. Οι αναλύσεις 
συσχέτισης που πραγματοποιήθηκαν ανέδειξαν μια ισχυρή αρνητική συσχέτιση μεταξύ του 
χρόνου ημιζωής (DTS0) των ενώσεων και του pH, στο σύνολο των εδαφών που 
εξετάστηκαν στη συγκεκριμένη μελέτη, υποδηλώνοντας παρατεταμένη παραμονή των 
ενώσεων σε εδάφη με χαμηλότερο pH (Πίνακας 6). Αντίθετα, καμία σημαντική συσχέτιση 
δεν παρατηρήθηκε με τα υπόλοιπα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά (ποσοστό οργανικού 
άνθρακα και ποσοστά σύστασης εδάφους όπως αργίλου, άμμου και ιλύος). Η παρατήρηση 
αυτή είναι σύμφωνη με προηγούμενες μελέτες, οι οποίες υπογραμμίζουν τον καθοριστικό 
ρόλο του pH στην αποτελεσματικότητα των NIs (Guardia et al., 2018, Rojas-Pinzon et al., 
2024). Παράλληλα, μια μελέτη σχετικά με τη juglone σε δείγματα γλυκού νερού, έδειξε 
εξίσου αυξημένη σταθερότητα της ένωσης σε χαμηλότερο pH (Wright et al. 2007). Ωστόσο, 
η συμπεριφορά των ενώσεων αυτών στο έδαφος διαμορφώνεται συχνά από πολύπλοκους 
μηχανισμούς, που περιλαμβάνουν αβιοτικούς παράγοντες, όπως το pH, που ενδέχεται να 
επηρεάζουν σε μεγάλο βαθμό τη διαμόρφωση του μικροβιώματος στο έδαφος (Fierer & 
Jackson, 2006). Πιο συγκεκριμένα, ουδέτερα και αλκαλικά εδάφη παρουσιάζουν συνήθως 
μεγαλύτερη μικροβιακή ποικιλότητα, το οποίο υποδεικνύει ότι περισσότερα μικροβιακά 
είδη θα μπορούσαν να συμμετέχουν σε βιολογικές διεργασίες αποδόμησης. Αντίθετα, σε 
όξινα εδάφη η μικροβιακή ποικιλότητα τείνει να μειώνεται, περιορίζοντας τη δυνατότητα 
των μικροοργανισμών να διασπούν αποτελεσματικά οργανικές ενώσεις.

Μελλοντικές μελέτες θα ήταν χρήσιμο να εστιάσουν στη διερεύνηση της βιολογικής 
αποδόμησης αυτών των BNIs, λαμβάνοντας υπόψη τη δομή, τη σύνθεση και τη δυναμική 
τη; μικροβιακής κοινότητας του εδάφους. Η αξιοποίηση τεχνικών υψηλής ανάλυσης, όπως 
μεταγονιδιωματικές και μετατρανσκριπτομικές προσεγγίσεις, θα μπορούσε να αναδείξει τα 
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είδη και τις λειτουργίες των μικροοργανισμών που συμμετέχουν στην αποδόμησή τους, 
καθώς και τις πιθανές μεταξύ τους αλληλεπιδράσεις. Παράλληλα, η μελέτη της επιμονής 
των BNIs σε συνδυασμό με την καταγραφή της ανασταλτικής τους δράσης έναντι των 
νιτροποιητικών μικροοργανισμών επιτρέπει μια πιο ολοκληρωμένη εκτίμηση της διάρκειας 
παραμονής και της αποτελεσματικότητάς τους στο έδαφος. Εξίσου σημαντική είναι ακόμα 
η αποσαφήνιση του μηχανισμού δράσης των BNIs σε μοριακό επίπεδο, όπως η 
ταυτοποίηση των ενζύμων-στόχων και των παραγόντων που επηρεάζουν την 
ανασταλτική τους ισχύ.

Κατακλείδα

Συμπερασματικά, η παρούσα εργασία αποτελεί μια καινοτόμο προσπάθεια μελέτης της 
πορείας αποδόμησης δύο αναγνωρισμένων BNIs, της zeanone και της MNQ, σε εδάφη με 
διαφορετικά φυσικοχημικά χαρακτηριστικά. Τα ευρήματα της μελέτης, όπως ο 
διαφορετικός χρόνος παραμονής των δύο ενώσεων στο έδαφος και ο καθοριστικός ρόλος 
του pH του εδάφους στην επιμονή τους, συνιστούν σημαντικό βήμα για την κατανόηση της 
συμπεριφοράς τους στο εδαφικό περιβάλλον. Μελλοντικές έρευνες αναμένεται να 
εστιάσουν στην περαιτέρω διερεύνηση της συμβολής των βιοτικών και αβιοτικών 
διεργασιών του εδάφους στην αποδόμηση των BNIs, καθώς και στην αξιολόγηση της 
δράση τους στην παρεμπόδιση της νιτροποίησης. Η βαθύτερη κατανόηση του κύκλου ζωής 
και της αποτελεσματικότητας αυτών των πολλά υποσχόμενων ενώσεων στο έδαφος, 
μπορεί να ανοίξει τον δρόμο για την ορθολογική τους εφαρμογή σε γεωργικές πρακτικές, 
συμβάλλοντας στη βιώσιμη διαχείριση του αζώτου.
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