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Περίληψη 
 

  Μετά τη συγκομιδή, τα φρούτα υποβάλλονται σε εφαρμογές με μυκητοκτόνα στις 

εγκαταστάσεις των συσκευαστηρίων φρούτων για τον έλεγχο των μολύνσεων από 

μύκητες κατά την διάρκεια της αποθήκευσής τους. Η πρακτική αυτή έχει ως 

αποτέλεσμα την παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων υγρών αποβλήτων που περιέχουν 

υψηλές συγκεντρώσεις του τοξικού και έμμονου μυκητοκτόνου Thiabendazole (DT50 

εδάφους > 1 έτος). Παρά την περιβαλλοντική νομοθεσία, η οποία επιβάλλει την 

επεξεργασία των εν λόγω αποβλήτων, στην πράξη ανάλογες μέθοδοι δεν 

χρησιμοποιούνται με αποτέλεσμα τα συσκευαστήρια φρούτων να απορρίπτουν  τα 

απόβλητά τους σε παρακείμενους αγρούς.  

  Στόχος της παρούσας μελέτης ήταν να αξιολογήσουμε τον βιοεμπλουτισμό 

(bioaugmentation) ως μέθοδο για την αποκατάσταση εδάφους φυσικά ή τεχνητά 

ρυπασμένου με το μυκητοκτόνο Thiabendazole. Το προαναφερθέν έδαφος συλλέχθηκε 

από τοποθεσία που χρησιμοποιείται για την απόρριψη αποβλήτων από  γειτονικό 

συσκευαστήριο φρούτων, με αποτέλεσμα τη διαβάθμιση της συγκέντρωσης του 

Thiabendazole (παλαιομένα υπολείμματα) που κυμαινόταν από 12.000 mg / kg, ακριβώς 

δίπλα στο σωλήνα απόρριψης ως 400, 250 και 15 mg/ kg σε απόσταση 2, 4 και 8 m, 

αντίστοιχα. Τα δείγματα εμπλουτίστηκαν με ένα consortium πρωτεοβακτηρίων ικανό να 

αποδομεί το Thiabendazole. Παράλληλα, η ίδια μέθοδος βιοεμπλουτισμού 

(bioaugmentation) εφαρμόστηκε σε ένα έδαφος με παρόμοια φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά το οποίο αποστειρώθηκε και ακολούθως εμβολιάστηκε με μικρή 

ποσότητα του φυσικά ρυπασμένου εδάφους ώστε να καταλήξει να έχει και παρόμοια 

ενδογενή μικροβιακή κοινότητα. Το τελευταίο έδαφος δέχτηκε νέα προσθήκη 

Thiabendazole σε επίπεδα ανάλογα με αυτά που βρέθηκαν στο φυσικά ρυπασμένο 

έδαφος. 

Η υπόθεσή μας ήταν ότι η βιοαποδόμηση του Τhianbendazole από το consortium θα 

ήταν πιο επιτυχής στο τεχνητά ρυπασμένο έδαφος, όπου τα υπολείμματα είναι πιο 

βιοδιαθέσιμα σε σύγκριση με το φυσικά ρυπασμένο έδαφος, όπου εκεί αναμένεται 

παλαίωση του γεωργικού φαρμάκου. Ο βιοεμπλουτισμός (Bioaugmentation) οδήγησε σε 

δραστική απομάκρυνση του thiabendazole στα τεχνητά και φυσικά ρυπασμένα εδάφη με 

400 mg/ kg, με τιμές DT90s 14,6 και 33,9 ημέρες αντίστοιχα. Οι τιμές  DT90s στα μη 

βιοεμπλουτισμένα (bioaugmented) εδάφη των δύο αυτών μεταχειρίσεων κυμάνθηκαν 

από 192 έως και > 365 ημέρες. To  consortium απέτυχε να αποδομήσει το thiabendazole 

στο ακραία ρυπασμένο δείγμα εδάφους (12000 mg/kg). Λαμβάνοντας υπόψη την υψηλή 

προσρόφηση του Thiabendazole στο έδαφος, το consortium φαίνεται να είναι ιδιαίτερα 

αποτελεσματικό ώστε να χρησιμοποιηθεί στον βιοεμπλουτισμό (bioaugmentation) των 

περιοχών απόρριψης των αποβλήτων, οι οποίες απαντώνται συχνά στις περιοχές 

παραγωγής φρούτων της Μεσογείου. Μελέτες σε εξέλιξη εξετάζουν την επίδραση 
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τέτοιων  προσεγγίσεων στην ενδογενή μικροβιακή κοινότητα, χρησιμοποιώντας 

τεχνολογίες αλληλούχησης επόμενης γενιάς. 

Abstract 
 

Upon harvest fruits are subjected to fungicides applications in fruit-packaging plants for 

the control of fungal infestations during storage. This  practice results in the production 

of large wastewater volumes containing high concentrations of the toxic and persistent 

fungicide thiabendazole (DT50soil > 1 y). Despite environmental legislation which 

imposes the treatment of those effluents, there are not such methods in place and the 

fruit-packaging plants are forced to dispose their effluents in nearby fields. 

 We aimed to use bioaugmentation for the recovery of soil naturally or artificially 

contaminated with thiabendazole. The former was collected from a site used for the 

disposal of effluents from a nearby fruit packaging plant resulting in a gradient of 

concentrations of thiabendazole (aged residues) which ranged from 12000 mg/kg next to 

the disposal pipe to 400, 250 and 15 mg/kg at a distance of 2, 4 and 8 m. The samples 

were augmented with a proteobacterial consortium able to degrade thiabendazole. In 

parallel, the same bioaugmentation approach was applied in a soil with similar 

physicochemical properties (and similar endogenous microbial community) which was 

fortified with fresh additions of thiabendazole at the levels found in the naturally 

contaminated soil.  

Our hypothesis was that the thiabendazole-degrading consortium will be more 

successful in the biodegradation of thiabendazole in the artificially contaminated soil 

where residues are more bioavailable compared to the naturally contaminated soil where 

pesticide aging is expected. Bioaugmentation resulted in drastic removal of 

thiabendazole from the soils with levels 400 mg/kg and below, with DT90s of 14.6 and 

33.9 days in the lab- and naturally-contaminated soils (400 mg/kg) respectively, 

compared to DT90s of 192 and >365 days found in the corresponding non bioaugmented 

soils. Our consortium failed to degrade thiabendazole in the highly contaminated soil 

sample (12000 mg/kg). Considering the high recalcitrance of thiabendazole in soil, our 

consortium seems to be particularly effective to be used in the bioaugmentation of 

relevant disposal sites which are common in fruit-growing areas in the Mediterranean 

region. On-going studies are looking at the impact of such approaches on the 

endogenous microbial community using next generation sequencing approaches. 
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 1 

Εισαγωγή 

1.1 Συσκευαστήρια φρούτων - Πρακτικές εφαρμογής γεωργικών φαρμάκων 

Τα συσκευαστήρια φρούτων συλλέγουν προϊόντα με σκοπό την διαλογή, τη συσκευασία 

και την εμπορία αυτών. Τα φρέσκα φρούτα είτε επεξεργάζονται άμεσα είτε 

αποθηκεύονται υπό συνθήκες ψύξης για την μετέπειτα ασφαλή εμπορία τους (Blanco et 

al., 2005). Όμως, κατά την αποθήκευσή τους, παρατηρείται συχνά υποβάθμιση της 

ποιότητάς τους που έχει ως συνέπεια και την υποβάθμιση της εμπορικής τους αξίας. Οι 

ανάγκες παρατεταμένης αποθήκευσης είναι πολλές φορές μεγάλες και αυτό έχει ως 

συνέπεια διαταραχές στη φυσιολογία των καρπών. Στις περισσότερες περιπτώσεις όμως, 

η υποβάθμιση της ποιότητάς τους οφείλεται στην ανάπτυξη και δράση φυτοπαθογόνων 

μυκήτων (El Ghaouth et al., 2002,Mattheis and Rudel et al., 2008). 

 Πολλοί από τους μύκητες που προκαλούν ασθένειες μετά τη συγκομιδή ανήκουν στο 

φύλο Ascomycota και στους μύκητες Anamorphici (Fungi Imperfecti). Στην περίπτωση 

του Ascomycota, το αναπαραγωγικό στάδιο του μύκητα (ανάμορφο-anamorph) είναι 

συνήθως που συναντάνται συχνότερα από ότι το αναπαραγωγικό στάδιο (τελεόμορφο – 

teleomorph) (CoatesandJohnson, 1997). Οι κύριοι παθογόνοι μύκητες που προκαλούν 

μετασυλλεκτικές ασθένειες στα φρούτα είναι: στα μηλοειδή ο Penicillium expansum και 

Phlyctemava gabunda, στα πυρηνόκαρπα η Monilinia sp, στα εσπεριδοειδή ο 

Penicillium digitatum και Penicillium italicum ενώ στο επιτραπέζιο σταφύλι, τις 

φράουλες και τα ακτινίδια ο Botrytis cinerea (Marietal., 2009) (Εικόνα 1). 

 

Εικόνα 1.Προσβολή από τους μύκητεςP. Expansum &B. cinerea (αριστερά) και από τον μύκητα Monilia 

sp. (πηγές: KristyGrigg-McGuffin, (2013) και BayerΕλλάς, (2007) 

 

Για την αποτελεσματική παρεμπόδιση μυκητολογικών προσβολών ή φυσιολογικών 

διαταραχών στα προς αποθήκευση φρούτα τα συσκευαστήρια πραγματοποιούν 

εφαρμογές γεωργικών φαρμάκων (Adaskaveg and Forster, 2009).Για το σκοπό αυτό, 

χρησιμοποιούνται μυκητοκτόνα των οποίων η αποτελεσματικότητα εξαρτάται από το 
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επίπεδο της μόλυνσης που έχει να αντιμετωπίσει και από την ικανότητα του να 

διαπεράσει τον ιστό του φρούτου στο οποίο θα εφαρμοστεί.  Τα μυκητοκτόνα που 

χρησιμοποιούνται για τον έλεγχο των ασθενειών που προκαλούνται από εισβολές των 

μυκήτων διαμέσου φυσικών ανοιγμάτων ή πληγών των φρούτων εφαρμόζονται αμέσως 

μετά την συγκομιδή. Αν όμως η μόλυνση είναι ήδη προχωρημένη πριν γίνει η 

συγκομιδή των φρούτων, θα είναι δύσκολο να μπορεί να ελεγχθεί το μέγεθος της 

αλλοίωσης αυτής. Για τις αλλοιώσεις των προϊόντων πριν την συγκομιδή πρέπει να 

γίνεται εφαρμογή και στις γεωργικές εκτάσεις (Coates and Johnson, 1997), παρόλο που 

στην παρούσα μελέτη δεν μας αφορά η συγκεκριμένη διαδικασία.  

 

Τα γεωργικά φάρμακα εφαρμόζονται στα συσκευαστήρια με διάφορους τρόπους όπως 

εμβάπτιση, υποκαπνισμό, ψεκασμό, εμβάπιστη σε πυκνά διαλύματα γεωργικών 

φαρμάκων ή επικάλυψη με κερί (Flaim  and Toller, 1989, Coates και Johnson, 1997). Η 

πιο συνηθισμένη μέθοδος είναι η εμβάπτιση ή ο ψεκασμός. Για την επικάλυψη με κερί 

που περιέχει μυκητοκτόνο χρησιμοποιείται γεωργικό φάρμακο σε μεγαλύτερες 

συγκεντρώσεις σε σχέση με αυτό που εφαρμόζεται στο υδατικό διάλυμα. Αυτό 

συμβαίνει διότι το μυκητοκτόνο που βρίσκεται στο κερί δεν είναι ικανό να καλύψει 

γρήγορα και να εισχωρήσει σε κάθε σχισμή και πληγή του φρούτου. Ο συνδυασμός της 

θερμότητας ως μέθοδος μαζί με μυκητοκτόνο είναι πιο αποτελεσματικός σε σχέση με 

την εφαρμογή του μυκητοκτόνου σε μέτρια θερμοκρασία (Schirraetal., 2011).Αυτό 

συμβάλλει στη μεγαλύτερη διάχυση και εισχώρηση του γεωργικού φαρμάκου στο 

εσωτερικό των καρπών και αυτό συμβαίνει επειδή η θερμοκρασία είναι υψηλή, με 

αποτέλεσμα τον καλύτερο έλεγχο των παθογενειών με μικρότερη ποσότητα 

μυκητοκτόνων. Ο συνδυασμός της θερμοκρασίας και γεωργικού φαρμάκου έχει ως 

αποτέλεσμα επιτυχημένο έλεγχο ως προς τις παθογένειες των φρούτων και τη χρήση 

μικρότερης ποσότητας μυκητοκτόνων (Baur and Schonherr, 1995).Κατά τις 

εμβαπτίσεις, τα φρέσκα φρούτα αφήνονται να επιπλέουν σε ένα ρεύμα νερού στο οποίο 

έχει προστεθεί μυκητοκτόνο, όπως thiabendazole (TBZ). Με τον τρόπο αυτόν, τα 

φρούτα καθαρίζονται  από βρωμιές αλλά και από τα σπόρια των μυκήτων της 

επιφάνειάς τους (Blanco et al., 2005).Υπάρχουν δύο μέθοδοι διαβροχής που 

χρησιμοποιούνται σήμερα: διαβροχή απευθείας στο φορτηγό μεταφοράς τους ή 

διαβροχή σε κάδους μεταφοράς. Στην πρώτη κατηγορία, το διάλυμα διαβροχής 

εφαρμόζεται επάνω στα φρούτα ενώ είναι ακόμη σε κάδους στο φορτηγό.  

 

Αυτού του είδους οι εμβαπτίσεις φρούτων απαιτούν μεγάλες ποσότητες νερού και 

οδηγούν στην παραγωγή μεγάλου όγκου υγρών αποβλήτων, τα οποία περιέχουν υψηλές 

συγκεντρώσεις (100-200mg/L) υπολειμματικών χημικών ουσιών, όπως είναι το 

μυκητοκτόνο TBZ(Johnson et al., 2006, Moggia et al., 2010 Robatscher et al., 2012). 

Επομένως, τα υγρά απόβλητα που παράγονται από τα συσκευαστήρια αποτελούν ένα 

σημαντικό παράγοντα ρύπανσης των φυσικών πόρων αν δεν υποστούν επεξεργασία πριν 

την τελική τους απόρριψη στο περιβάλλον. Μελέτες που έχουν γίνει σε περιοχές που 

γειτνιάζουν συσκευαστήρια φρούτων έχουν δείξει την ύπαρξη υπολειμμάτων γεωργικών 

φαρμάκων  όπως το ΤΒΖ στα επιφανειακά υδάτινα συστήματα της Κόστα Ρίκα και της 

Ισπανίας (Castillo  et al., 2000, Campo et al. 2013, Masia et al. 2013).Η υψηλή 
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τοξικότητα των γεωργικών φαρμάκων που περιέχονται στα απόβλητα από τα 

συσκευαστήρια φρούτων καθιστά απαραίτητη την επεξεργασία και αποτοξικοποίηση 

τους πριν από την τελική απόρριψη τους στο περιβάλλον (Flaim and Toller, 1989). Τον 

σημαντικό κίνδυνο που ενέχει η διαχείριση των συγκεκριμένων αποβλήτων για το 

περιβάλλον αναγνώρισε η Ευρωπαϊκή Κοινότητα η οποία έδωσε έγκριση χρήσης για 

την χρήση γεωργικών φαρμάκων στα συσκευαστήρια φρούτων υπό την αυστηρή 

προϋπόθεση ότι τα απόβλητα που παράγονται από την χρήση τους θα πρέπει να 

υφίστανται επεξεργασία και αποτοξικοποίηση onsite (EC, 2001, EC, 2010). Παρόλα 

αυτά η έλλειψη αποτελεσματικών μεθόδων για την επεξεργασία των συγκεκριμένων 

αποβλήτων οδηγεί τα συσκευαστήρια φρούτων στην απόρριψη των υγρών αποβλήτων 

σε παρακείμενους αγρούς με τελικό αποτέλεσμα την σημειακή ρύπανση του εδάφους με 

υψηλές συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων. Η συσσώρευση υπολειμμάτων 

μυκητοκτόνων στο έδαφος απαιτεί την απορρύπανση τους ώστε να μην δημιουργηθούν 

περαιτέρω προβλήματα για το περιβάλλον.  

 

1.2 Μέθοδοι διαχείρισης υγρών αποβλήτων βιομηχανιών 

Μία από τις πιο συνήθεις αλλά όχι πάντα περιβαλλοντικά αποδεκτές μεθόδους 

διαχείρισης των υγρών αποβλήτων βιομηχανιών, είναι η εφαρμογή τους σε εδάφη. Με 

αυτή την μέθοδο τα υγρά απόβλητα διασπείρονται στην επιφάνεια του εδάφους και 

ακολουθεί επεξεργασία που να διασφαλίζει μέγιστο αερισμό ώστε τα γεωργικά 

φάρμακα που καταλήγουν στο έδαφος να διασπώνται μέσω κυρίως βιοτικών διεργασιών 

χωρίς να μπορούμε να αποκλείσουμε και τον σημαντικό ρόλο των αβιοτικών 

διεργασιών για ορισμένα γεωργικά φάρμακα. Το έδαφος είναι γνωστό ότι περιέχει 

μικροοργανισμούς με ποικίλες μεταβολικές ικανότητες έναντι ξενοβιοτικών ουσιών 

όπως τα γεωργικά φάρμακα (Krueger and Severn, 1984,Felsot et al., 2003). 

Εναλλακτικά τα υγρά απόβλητα μπορούν να αποθηκευτούν σε δεξαμενές αποβλήτων 

που μπορεί να είναι χωμάτινες, πλαστικές ή τσιμεντένιες (Winterlin et al., 1989). Οι 

πλαστικές δεξαμενές έχουν βάθος περίπου 0,5-1m και ο πυθμένας τους είναι μονωμένος 

με πλαστικό υλικό σας ύφασμα και ένα στρώμα χώματος. Όμοιες με τις πλαστικές είναι 

και οι τσιμεντένιες δεξαμενές με ίδιο βάθος 0.5-1mκαι μήκος 8-10m και πλάτος 3.5m. 

Διαθέτουν 20cm τσιμεντένιο τοίχο και 4 cm χαλίκι στον πυθμένα τους. Επάνω στο 

χαλίκι υπάρχει στρώμα εδάφους και ένα επιπλέον στρώμα 4cm χαλικιού. Οι δεξαμενές 

αυτές καλύπτονται, έτσι ώστε να αποφευχθεί η υπερχείλιση λόγω βροχών αλλά και 

ανοίγονται, ώστε να επιτρέπεται η εξάτμιση νερού (Al Hattab and Ghaly, 2012). Τέλος, 

χρησιμοποιούνται κλίνης εξάτμισης (evaporationbeds) οι οποίες είναι μονωμένες στον 

πυθμένα (Al Hattab and Ghaly 2012) 

 

1.2.1 Μέθοδοι διαχείρισης υγρών αποβλήτων που περιέχουν γεωργικά φάρμακα 

Τα υγρά απόβλητα από αγροτικές βιομηχανίες που χρίζουν επεξεργασίας θα μπορούσαν 

να ανακυκλωθούν και αυτό είναι ιδιαίτερα χρήσιμο σε βιομηχανίες με υψηλές 
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απαιτήσεις σε νερό. Παρόλα αυτά η έλλειψη εξειδικευμένων μονάδων επεξεργασίας 

των συγκεκριμένων αποβλήτων συνήθως οδηγεί στην απόρριψη τους στις μονάδες 

επεξεργασίας αστικών λυμάτων ή  απελευθερώνονται στο περιβάλλον, εάν το φορτίο 

των ρύπων είναι χαμηλό και σίγουρα κάτω από τις μέγιστες επιτρεπόμενες τιμές που 

καθορίζει η περιβαλλοντική νομοθεσία (Gogate και Pandit, 2004). Οι μέθοδοι που 

χρησιμοποιούνται για την αποτοξικοποίηση υγρών αποβλήτων που περιέχουν γεωργικά 

φάρμακα θα μπορούσαν να ταξινομηθούν σε θερμικές, χημικές και φυσικές. Οι 

θερμικές μέθοδοι περιλαμβάνουν την αποτέφρωση και την ανοιχτή καύση. Οι χημικές 

μέθοδοι περιλαμβάνουν την οξείδωση, υδρόλυση, και καθίζηση. Οι φυσικές μέθοδοι 

βασίζονται στην προσρόφηση από ενεργό άνθρακα, ανόργανα και οργανικά υλικά (Al 

Hattab και Ghaly, 2012). 

 Οι φυσικές μέθοδοι, όπως η προσρόφηση, έχει αποδειχθεί ότι είναι η πιο 

αποτελεσματική μέθοδος για την απομάκρυνση των μη βιοδιασπώμενων γεωργικών 

φαρμάκων από υγρά απόβλητα. Ο ενεργός άνθρακας υπήρξε το πλέον κοινό 

προσροφητικό μέσο για αυτήν τη διαδικασία, λόγω της αποτελεσματικότητας και 

ευελιξίας του (Aksu, 2005). Είναι ένα υλικό, το οποίο χαρακτηρίζεται από εξαιρετικά 

υψηλή ικανότητα προσρόφησης, η οποία οφείλεται  στο μεγάλο εμβαδόν επιφάνειάς του 

και τον υψηλό αριθμό των εσωτερικών πόρων ανά μονάδα μάζας.  Σε γενικές γραμμές, 

τα οργανικά γεωργικά φάρμακα με αρωματικές ομάδες και χαμηλή διαλυτότητα στο 

νερό είναι επιδεκτικά στην ενεργοποιημένη προσρόφηση άνθρακα και τα  απόβλητα 

διοχετεύονται διαμέσω ενός στρώματος ενεργού άνθρακα και προσροφώνται στους 

πόρους του ενεργού άνθρακα. Η ικανότητα προσρόφησης του ενεργού άνθρακα 

εξαρτάται από τα χαρακτηριστικά των ρυπαντών και τα χαρακτηριστικά του ίδιου του 

άνθρακα. Εάν στα υγρά απόβλητα προς επεξεργασία περιέχονται και άλλες ουσίες που 

είναι επιδεκτικές σε προσρόφηση από ενεργό άνθρακα, μπορεί να ανταγωνίζονται με τα 

γεωργικά φάρμακα για θέσεις προσρόφησης με αποτέλεσμα την μειωμένη 

αποτελεσματικότητα ή την εκρόφηση ρυπαντών (Aksu, 2005). 

 Οι βιολογικές μέθοδοι θα μπορούσαν να είναι μια χαμηλού κόστους, πιο φιλική προς το 

περιβάλλον, και εξίσου αποτελεσματική μέθοδος για την απορρύπανση των 

ρυπασμένων υγρών αποβλήτων λυμάτων από γεωργικά φάρμακα. Η βιολογική τους 

επεξεργασία  θα μπορούσε γίνει είτε με την μορφή βιολογικού εμπλουτισμούμε 

μικροοργανισμούς (bioaugmentation) (Balestetal., 2008) είτε με την χρήση φυτικής 

απορρύπανσης όπου χρησιμοποιούνται φυτά για να κατακρατούν περιβαλλοντικούς 

ρύπους από τα υγρά απόβλητα (Cunningham et al., 1996). Εκτός των παραπάνω έχουν 

χρησιμοποιηθεί και οι βιοκλίνες (Biobeds) για την επεξεργασία υγρών αποβλήτων που 

παράγονται στον αγρό από μη ορθολογικές γεωργικές πρακτικές. Οι βιοκλίνες είναι 

αποτελεσματικές μέθοδοι για την ελαχιστοποίηση της ρύπανσης του περιβάλλοντος από 

τη χρήση γεωργικών φαρμάκων (Castillio, 1997 και Torstensson, 2000). Στην 

απλούστερη μορφή τους αποτελούνται από ένα κοίλωμα στο έδαφος που μπορεί να 

κυμαίνεται μεταξύ 0.5-1m βάθος. Ο πυθμένας του κοιλώματος μονώνεται με κατάλληλο 

υλικό και το υπόλοιπο συμπληρώνεται με ένα οργανικό υπόστρωμα που ονομάζεται 
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βιομίγμα Η αποτελεσματικότητα των βιοκλινών βασίζεται στην υψηλή ικανότητα 

βιοαποδόμησης και προσρόφησης του βιομίγματος.  

 

Εικόνα 2. Ένας τύπος βιοκλινών (Phytobac®) που χρησιμοποιούνται στην Γαλλία για την επεξεργασία 

υγρών αποβλήτων που παράγονται στον αγρό από μη ορθολογικές πρακτικές πριν ή μετά τον ψεκασμό 

Πηγή: © Bayer Nordic, 2013 

 

Το παραδοσιακό σουηδικό βιομίγμα αποτελούνται από άχυρο, έδαφος και τύρφη σε  % 

αναλογία κατ' όγκο 50:25:25. Κάθε συστατικό του biomixture παίζει σημαντικό ρόλο 

στην αποτελεσματικότητα των βιοκλινών: Το έδαφος είναι σημαντική πηγή 

μικροοργανισμών που αποδομούν γεωργικά φάρμακα, το άχυρο παρέχει θρεπτικά 

στοιχεία για του μικροοργανισμούς και τέλος η τύρφη ελέγχει την υγρασιακή 

κατάσταση του εδάφους (Castillo et al., 2008).Μια σειρά από μελέτες έδειξαν ότι τόσο 

το άχυρο όσο και η τύρφη θα μπορούσαν να αντικατασταθούν από άλλα 

αποτελεσματικά λιγνινοκυτταρινούχα υλικά (μίσχοι σταφυλιών) και κομποστοποιημένα 

αγροτικά υποπροϊόντα αντίστοιχα (π.χ. λίπασμα από φύλλα ελιάς, τσάμπουρα, και 

compost από μίσχους σταφυλιών) (Karanasios et al., 2010, Kara nasios et al., 2010b, 

Karanasios et al., 2012, Karanasios et al., 2012b, Omirou et al., 2012).  

 

1.2.2. Μέθοδοι επεξεργασίας υγρών αποβλήτων από συσκευαστήρια φρούτων 

Όπως προαναφέρθηκε, η Ευρωπαϊκή Κοινότητα ενέκρινε την χρήση γεωργικών 

φαρμάκων όπως το TBZ στα συσκευαστήρια φρούτων υπό την προϋπόθεση να 

πραγματοποιείται αποτελεσματική διαχείριση των αποβλήτων που παράγονται από την 

χρήση τους. Μία από τις μεθόδους διαχείρισης και επεξεργασίας των υγρών αποβλήτων 

από συσκευαστήρια φρούτων είναι οι βιοκλίνες (Biobeds). Μια πρόσφατη μελέτη από 

τους Omirouetal (2012) έδειξαν ότι οι βιοκλίνες θα μπορούσαν να χρησιμοποιηθούν για 

την επεξεργασία των υγρών αποβλήτων από τα συσκευαστήρια εσπεριδοειδών (που 

περιέχει υψηλές συγκεντρώσεις των μυκητοκτόνων TBZ, imazalil και ortho-

phenylphenol).  
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Εκτός των βιοκλινών το μόνο σύστημα που αναπτυχθεί για την αποτοξικοποίηση υγρών 

αποβλήτων με υψηλή συγκέντρωση TBZ και έχει κατοχυρωθεί με δίπλωμα 

ευρεσιτεχνίας  είναι το ControlTECECO® από την εταιρεία Technidex, Ισπανίας 

(Εικόνα 3). Η αποτοξικοποίηση με αυτή τη μέθοδο, βασίζεται στην προσρόφηση των 

γεωργικών φαρμάκων στην επιφάνεια κόκκων ενεργού άνθρακα (Garcia Portillo et al., 

2004) και σε τεχνικές φιλτραρίσματος και μικροδιήθησης, για την απομάκρυνση και τον 

διαχωρισμό ξένων υλών και οργανικών υλών.H ελαχιστοποίηση του ρυπαντικού 

φορτίου και η εφαρμογή του συμμορφώνεται με τις περιβαλλοντικές προδιαγραφές 

(ISO 14.000) (Technidex, 2011). To  σύστημα αυτό αποδείχτηκε πολύ αποτελεσματικό, 

όμως η χρήση του σε ευρεία κλίμακα ήταν περιορισμένη, καθώς το κόστος 

εγκατάστασης και εφαρμογής του ήταν ιδιαίτερα υψηλό. 

Εικόνα 3.Το σύστημα CONTROL-TECECO® το οποίο διατίθεται για την επεξεργασία υγρών 

αποβλήτων που παράγονται από συσκευαστήρια φρούτων και περιέχουν TBZ. Πηγή: tecnidex.es 

 

Επιπλέον, για την αποτοξικοποίηση των υγρών αποβλήτων δημιουργήθηκε από τους 

Flaim και Toller (1989) ένα σύστημα διήθησης με φίλτρο, το οποίο αποτελείται από 

μείγμα τύρφης (peatmoss), κοπριάς, αργίλου και άμμου δολομίτη. Η 

αποτελεσματικότητα αυτής της μεθόδου ως προς την αποτοξικοποίηση του ΤΒΖ 

βρέθηκε να ξεπερνά το 98%. Ωστόσο, η εφαρμογή του για την αποτοξικοποίηση 

μεγάλου όγκου αποβλήτων υστερούσε. Επίσης, τα υλικά τύρφη και άργιλος αυξάνουν 

το κόστος εφαρμογής του.  

Τέλος σε επίπεδο εργαστηρίου έχουν δοκιμαστεί και μέθοδοι οξείδωσης ή 

φωτοοξείδωσης των υγρών αποβλήτων από τα συσκευαστήρια φρούτων. Πρόσφατες 

μελέτες από τους Jimenezetal. (2015)έδειξαν ότι φωτοκατάλυση μεTiO2  οδήγησε σε 

αποτελεσματική απομάκρυνση των imazalil και TBZαπό τα υγρά απόβλητα 

συσκευαστηρίων φρούτων. Παρόμοιες μελέτες  από τουςSanchez Perezetal. (2014) 

έδειξαν ότι συνδυασμός βιολογικής επεξεργασίας μεμβρανών και Fenton- PhotoFenton 

διεργασιών οξείδωσης ως  τριτοβάθμια επεξεργασία των υγρών αποβλήτων μπορούσε 

να οδηγήσει σε αποτελεσματική απομάκρυνση του ΤΒΖ από τα υγρά. Παρόλα αυτά οι 

παραπάνω δοκιμές πραγματοποιήθηκαν σε ιδιαίτερα χαμηλές συγκεντρώσεις γεωργικών 
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φαρμάκων (0.1 mgL
-1

) οι οποίες είναι πολλές φορές χαμηλότερες των συγκεντρώσεων 

των γεωργικών φαρμάκων στα συσκευαστήρια φρούτων. Επιπρόσθετα τέτοιου είδους 

αβιοτικές διεργασίες έχει βρεθεί ότι οδηγούν στον σχηματισμό οξειδωμένων προϊόντων 

με αδιευκρίνιστη τοξικότητα (Sirtori et al. 2014).  

Όλα τα παραπάνω καταδεικνύουν ότι σήμερα υπάρχει μια δεδομένη έλλειψη μεθόδων 

επεξεργασίας των υγρών αποβλήτων από τα συσκευαστήρια φρούτων που να 

συνδυάζουν αποτελεσματικότητα και χαμηλό κόστος. 

Αυτήηέλλειψηοδηγείτασυσκευαστήριαείτεστηναπόρριψητωνυγρώναποβλήτωνστιςμονά

δεςεπεξεργασίας υγρών αστικών αποβλήτων τα οποία εμφανίζουν περιορισμένη 

αποτελεσματικότητα στην απομάκρυνση των μυκητοκτόνων (Masia et al. 2013) είτε 

στην παράδοση των αποβλήτων σε εξειδικευμένες εταιρείες αποτοξικοποίησης 

αποβλήτων με ιδιαίτερα υψηλό κόστος για τα συσκευαστήρια είτε τελικά στην 

απόρριψη τους σε παρακείμενους αγρούς δημιουργώντας ρυπασμένα εδάφη και 

περαιτέρω περιβαλλοντικά προβλήματα. 

 

1.3. Μέθοδοι αποκατάστασης ρυπασμένων εδαφών 

Τα εδάφη που γίνονται αποδέκτες απόρριψης αποβλήτων που περιέχουν οργανικούς 

ρύπους θα πρέπει να απορρυπανθούν καθώς αποτελούν δεξαμενές για διασπορά της 

ρύπανσης σε άλλα περιβαλλοντικά υποστρώματα όπως επιφανειακά και υπόγεια νερά. 

Η βιολογική απορρύπανση που περιλαμβάνει την χρήση μικροοργανισμών για την 

αποτοξικοποίηση των ρύπων-στόχων αποτελεί μια αποτελεσματική μέθοδο 

αποκατάστασης ρυπασμένων εδαφών. Κατά την βιοαποκατάσταση ρυπασμένων εδαφών 

χρησιμοποιούνται αυτόχθονα ή εξωγενή βακτήρια ή μύκητες που έχουν την ικανότητα 

να αποδομούν οργανικούς ρύπους συμπεριλαμβανομένων και γεωργικών φαρμάκων 

(Vidali, 2001, Ortiz- Hernández et al., 2011). 

Οι μικροοργανισμοί αυτοί επιτυγχάνουν την αποτοξικοποίηση των γεωργικών 

φαρμάκων είτε χρησιμοποιώντας τα ως πηγή θρεπτικών για την αύξηση και ανάπτυξη 

τους (καταβολισμός) είτε απλά τα μεταβολίζουν με αργούς ρυθμούς (συμμεταβολισμός) 

(Suthersan, 1999,Ortiz-Hernándezet al., 2013). Οι μικροοργανισμοί αυτοί μπορούν να 

παράγουν ενδοκυτταρικά και εξωκυτταρικά ένζυμα (εξαρτώμενη του Mn  

υπεροξειδάση, λίγνινο-υπεροξειδάση και λακκάση) (Diez, 2010, Karigar and Rao, 2011) 

και μέσω αυτών να οξειδώσουν, ανάγουν ή να υδρολύσουν τα γεωργικά φάρμακα  

(Ortiz -Hernández et al., 2011). Στην ιδανική περίπτωση, η αποδόμηση των γεωργικών 

φαρμάκων οδηγεί σε παραγωγή απλούστερων μορίων, όπως CO2, H2O, ή ενδιάμεσα που 

μπορούν να τροφοδοτούν τον αναβολισμό των μικροοργανισμών (πυρουβικό οξύ και 

ακεταλδεΰδη) (Fetzner, 2002). Επομένως, βασικός παράγοντας για την 

αποτελεσματικότητα της βιοαποκατάστασης είναι η ύπαρξη μικροβιακού πληθυσμού 

στο έδαφος ικανού να αποδομεί τους ρύπους-στόχους. Η επιτυχία της βιοαπορρύπανσης 

εξαρτάται από αρκετούς παράγοντες όπως η διαθεσιμότητα των ρύπων, τα 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του εδάφους, η θερμοκρασία, η διαθεσιμότητα 

οξυγόνου, οι συγκεντρώσεις διαθέσιμων θρεπτικών στοιχείων κτλ (Vidali, 2001). 
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Διάφοροι μικροοργανισμοί έχουν χρησιμοποιηθεί στην βιοαπορρύπανση εδαφών 

ρυπασμένων με γεωργικά φάρμακα όπως α) αερόβια βακτήρια των γενών 

Pseudomonas, Alcaligenes, Sphigomonas, Rhodococcus, και Mycobacterium, β) 

λιγνολυτικοί μύκητες Phanaerochaete chrysosporiumκαι γ) μεθυλότροφα βακτήρια 

(Vidali, 2001). 

Υπάρχουν διάφορες τεχνικές βιοαποκατάστασης που εφαρμόζονται, ανάλογα με το 

βαθμό κορεσμού και αερισμού του εδάφους. Οι insitu τεχνικές δημιουργούν ελάχιστη 

διατάραξη στο εδαφικό οικοσύστημα. Αντίθετα oι exsitu τεχνικές εφαρμόζονται στο 

έδαφος και τα υπόγεια ύδατα σε μέρος το οποίο έχει μετακινηθεί από την περιοχή μέσω 

ανασκαφής (έδαφος) ή άντλησης νερού (νερό). Οι τεχνικές βιοαποκατάστασης 

διακρίνονται σε τεχνικές βιοενεργοποίησης και τεχνικές βιολογικού εμπλουτισμού. 

Κατά την βιοενεργοποίηση πραγματοποιείται η προσθήκη θρεπτικών συστατικών, 

αερισμός και άλλα, ενώ κατά τον βιολογικό εμπλουτισμό πραγματοποιείται προσθήκη 

μικροοργανισμών κατάλληλων να διασπούν τους ρύπους-στόχους (Vidali, 2001).  

 

1.3.1. In situ βιοαποκατάσταση 

Οι in situτεχνικές είναι οι πιο επιθυμητές λόγω χαμηλότερου κόστους και λιγότερων 

απαιτούμενων επεμβάσεων, καθώς παρέχουν αποκατάσταση αποφεύγοντας την 

ανασκαφή και μεταφορά των ρυπαντών.H in situ αποκατάσταση περιορίζεται από το 

βάθος του εδάφους που μπορεί να εξυγιανθεί αποτελεσματικά. Οι πιο σημαντικές in situ 

επεμβάσεις σε εδάφη είναι: 

Η βιοενεργοποίηση που περιλαμβάνει την προσθήκη θρεπτικών ουσιών και οξυγόνου 

για τη βοήθεια αυτοχθόνων πληθυσμών των μικροοργανισμών του εδάφους. Αυτές οι 

θρεπτικές ουσίες είναι βασικά δομικά στοιχεία της ζωής και δίνουν τη δυνατότητα 

στους μικροοργανισμούς να παράγουν τα απαραίτητα ένζυμα για τη διάσπαση των 

ρυπαντών.  Οι διάφορες μέθοδοι βιοενεργοποίησης που χρησιμοποιούνται είναι ο 

βιοαερισμός (Bioventing). Ο βιοαερισμός είναι η πιο κοινή επιτόπια κατεργασία και 

περιλαμβάνει την παροχή αέρα και θρεπτικών συστατικών μέσω πηγαδιών στο 

ρυπασμένο έδαφος για την ενεργοποίηση των βακτηρίων. Ο βιοαερισμός χρησιμοποιεί 

χαμηλά ποσοστά ροής αέρα και παρέχει μόνο την ποσότητα οξυγόνου που είναι 

αναγκαία για την βιοαποδόμηση, ελαχιστοποιώντας την πτητικότητα και την 

απελευθέρωση ρυπαντών στην ατμόσφαιρα. ii) Η βιοδιασπορά (biosparging)που 

περιλαμβάνει την έγχυση αέρα υπό πίεση κάτω από τον υδροφόρο ορίζοντα ώστε να 

αυξηθεί η συγκέντρωση οξυγόνου των υπόγειων υδάτων και την ενίσχυση του ρυθμού 

της βιολογικής αποδόμηση των ρύπων φυσικά από τα βακτήρια. Η μέθοδος 

βιοδιασποράς αυξάνει την ανάμιξη στη ζώνη κορεσμού και αυξάνει την επαφή μεταξύ 

του εδάφους και των υπόγειων εδαφών. Η ευκολία και το χαμηλό κόστος εγκατάστασης 

μικρής διαμέτρου των σημείων ένεσης αέρα, επιτρέπει σημαντική ευελιξία του 

σχεδιασμό και της κατασκευής του συστήματος. 
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Η δεύτερη μέθοδος in situ βιοαποκατάστασης, είναι ο βιολογικός εμπλουτισμός 

(Bioaugmentation). Ο βιολογικός εμπλουτισμός συχνά περιλαμβάνει την προσθήκη 

αυτοχθόνων μικροοργανισμών ή εξωγενών στις ρυπασμένες τοποθεσίες. Δύο 

παράγοντες έχει βρεθεί ότι περιορίζουν την αποτελεσματικότητα της συγκεκριμένης 

μεθόδου: 1) τα μη ενδογενή στελέχη που σπάνια ανταγωνίζονται αρκετά καλά με τον 

αυτόχθονα πληθυσμό ώστε να αναπτύξουν και να διατηρήσουν τα απαραίτητα επίπεδα 

πληθυσμού και 2) τα περισσότερα εδάφη με μακροχρόνια έκθεση σε βιοαποδομήσιμες 

οργανικές ενώσεις έχουν αυτόχθονες μικροοργανισμούς που είναι ικανοί να 

αποδομήσουν αποτελεσματικά τους ρύπους-στόχους. Ο βιοεμπλουτισμός εφαρμόζεται 

είτε με την χρήση αμιγών βακτηριακών εμβολίων είτε με την χρήση βακτηριακών 

κοινοτήτων (consortia) (El Fantroussi and Agathos, 2015). Προηγούμενες μελέτες 

έχουν δείξει ότι προσθήκη μικροοργανισμών σε έδαφος με το ζιζανιοκτόνο 

atrazineοδήγησαν σε σημαντική αύξηση της αποδόμησης του atrazineστο έδαφος 

(Strong et al.,2000). H εφαρμογή συνδυασμού βιοενεργοποίησης, μέσω προσθήκης 

θρεπτικών στοιχείων, και βιολογικού εμπλουτισμού, μέσω εμβολιασμού με το 

βακτηριακό στέλεχος Pseudomonas sp., αποδείχτηκε η πιο αποτελεσματική μέθοδος για 

την αποκατάσταση εδάφους ρυπασμένου με το ζιζανιοκτόνο atrazin ( Silva et al., 2004). 

 

1.3.2. Ex situ βιοαποκατάσταση 

Οι τεχνικές αυτές περιλαμβάνουν την ανασκαφή ή αφαίρεση του ρυπασμένου εδάφους 

και μεταφορά του σε κατάλληλα διαμορφωμένη περιοχή όπου και πραγματοποιείται η 

βιοαποκατάσταση. Μέχρι σήμερα έχουν προταθεί διάφορες μέθοδοι ex situ 

βιοαποκατάστασης ρυπασμένων εδάφων όπως i) Land-Farmingπου περιλαμβάνει 

ανασκαφή, μεταφορά και τοποθέτηση του ρυπασμένου εδάφους σε κατάλληλα 

διαμορφωμένη κλίνη όπου είτε εφαρμόζεται βιοενεργοποίηση είτε βιοεμπλουτισμός για 

την αποκατάσταση του εδάφους. Η συγκεκριμένη πρακτική περιορίζεται στην 

εξυγίανση επιφανειακού (10 έως 35 εκατοστά) εδάφους, ii) H  κομποστοποίηση 

(Composting), η οποία περιλαμβάνει την ανάμειξη ρυπασμένου εδάφους με άλλα 

οργανικά υλικά όπως κοπριά και αγροτικά υποπροϊόντα ώστε να δημιουργηθεί ένα 

τελικό οργανικό υλικό που θα αποδομηθεί αεροβικά με την διαδικασία της 

κομποστοποίησης. Η παρουσία αυτών των οργανικών υλικών ενισχύει την ανάπτυξη 

του μικροβιακού πληθυσμού, iii)H χρήση βιολογικών σωρών (Biopiles) που είναι μια 

υβριδική διαδικασία land-farming και κομποστοποίησης. Συνήθως χρησιμοποιούνται 

για τη αποκατάσταση εδαφών ρυπασμένων με πολυαρωματικούς υδρογονάνθρακες. 

 

1.4. Thiabendazole 

1.4.1. Χρήσεις 

Tothiabendazole(2-(4-thiazolyl)-1H-benz-imidazole) (TBZ) είναι ένα διασυστηματικό 

βενζιμιδαζολικό μυκητοκτόνο (Εικόνα 4), που εισήχθηκε στη γεωργική πράξη αρχικά 

ως νηματωδοκτόνο (Prousalisetal., 2004). Χρησιμοποιείται για τον έλεγχο ασθενειών 

των φρούτων και των λαχανικών από μύκητες προσυλλεκτικά αλλά κυρίως 
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μετασυλλεκτικά για τον έλεγχο μυκητολογικών προσβολών από τους μύκητες 

Botrytiscinerea, Cercosporasp, Nectriagalligena, Penicilliumexpansum, 

Penicilliumitalicum, Verticilliumsp (Prousalisetal., 2004, DavidseandFlach, 1987, 

AllenandGottlieb., 1970). 

 

 
Εικόνα 4. Η χημική δομή του ΤΒΖ 

 

Το ΤΒΖ χρησιμοποιείται σε συσκευαστήρια φρούτων που συσκευάζουν μπανάνες, 

εσπεριδοειδή και μηλοειδή (Moggiaetal., 2010 Robatcher et al., 2012) αλλά και σε 

συσκευαστήρια πατάτας. Το TBZεπίσης χρησιμοποιείται επίσης ως ευρέως φάσματος 

παρασιτοκτόνο για την καταπολέμηση εκτοπαρασίτων σε διάφορα ζώα και ανθρώπους 

(Coulet et al., 1998).  

 

1.4.2. Τρόπος και Μηχανισμός Δράσης 

Το ΤΒΖ παρεμποδίζει την ανάπτυξη των μυκήτων παρεμβαίνοντας στην διαδικασία της 

μίτωσης και της κυτταροδιαίρεσης (Danaher et al., 2007).Ειδικότερη η μυκητοτοξική 

δράση του TBZ σχετίζεται με την παρεμπόδιση του σχηματισμού των 

μικροσωληνίσκων της μιτωτικής ατράκτου. Οι μικροσωληνίσκοι σχηματίζονται με 

πολυμερισμό της πρωτεΐνης β-τομπουλίνη (Watanabe-Akanumaetal., 2005). Η 

προσκόλληση του TBZ στη β-τομπουλίνη εμποδίζει τον πολυμερισμό της, η άτρακτος 

δεν σχηματίζεται, η μιτωτική διαίρεση σταματά και ο μύκητας δεν μπορεί να 

ολοκληρώσει την μίτωση. Σημαντικό όμως ρόλο για τη μυκητοξικότητα του TBZ παίζει 

και η παρεμπόδιση του σχηματισμού των μικροσωληνίσκων του κυτταροπλάσματος 

από τους οποίους εξαρτάται ο προσανατολισμός της αύξησης των μυκηλιακών υφών 

(Allen and Gottlieb, 1970, Davidse and Flach, 1978, Lacey, 1990, Danaheretal., 2007, 

Ζιώγας και Μάρκογλου, 2010). 

 

1.4.3  Φυσικοχημικές Ιδιότητες 

Το TBZ έχει μοριακή μάζα 201,26g/mol, είναι κρυσταλλικό υγρό με σημείο τήξης τους 

304-305°C. Έχει μέτρια έως μικρή διαλυτότητα στο νερό (28-30 mg/l στους 25°C) και 

είναι διαλυτό σε διάφορους οργανικούς διαλύτες. Έχει σχετικά χαμηλή τάση ατμών (5.3 

x 10
-7

 Pa στους 25 °C) και σταθερά Henry(3,7 x 10
-6 

Pam
3
mol

1
) δείχνοντας 

περιορισμένη πτητικότητα. Έχει log Pow2,39 (σε pH και 20°C (EC, 2001). 
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1.4.4. Περιβαλλοντική τύχη και συμπεριφορά 

Το ΤΒΖ είναι ιδιαίτερα υπολειμματικό στο έδαφος με τιμές χρόνου ημιζωής (DT50)που 

κυμαίνονται από 833-1100 ημέρες σε καλλιεργημένες εκτάσεις σε 1093-144 σε εκτάσεις 

με αγρ ανάπαυση (USEPA, 2002). Ομοίως συστηματικές έρευνες σε ευρωπαϊκό επίπεδο 

διαπίστωσαν ότι οι τιμές DT50του ΤΒΖ στο έδαφος τόσο σε αερόβιες όσο και σε 

αναερόβιες συνθήκες ήταν μεγαλύτερες του ενός έτους (EC, 2001). 

Το ΤΒΖ έχει κατηγοριοποιηθεί ως μη άμεσα βιοδιασπώμενο. προσροφάται έντονα από 

τα κολλοειδή του εδάφους με τιμές συντελεστή προσρόφησης Koc 1104-22467ml/g που 

μαρτυρούν την μικρή κινητικότητα του στο εδαφικό περιβάλλον  (Soleletal. 1979, EC, 

2001, Omirou et al., 2012).Επίσης, το ΤΒΖ δεν είναι ευαίσθητο σε υδρολυτική 

διάσπαση σε τιμές pΗ από 4 ως 9. Αντίθετα, είναι ευαίσθητο σε φωτόλυση στο νερό 

σεpΗ 5 εκτιθέμενο σε λάμπα xenon για 96 ώρες στους 25°C (USEPA, 2002). Σε έρευνα 

που πραγματοποιήθηκε σε νερό ή σε ιζήματα, το ΤΒΖ έδειξε μειωμένη 

υπολειμματικότητα στο νερό(DT50=1.6-2.3 ημέρες) σε σχέση με την υπολειμματικότητα 

του στο ίζημα που ήταν εμφανώς μεγαλύτερη (DT50=375-4332 ημέρες) (EC, 2001). 

 

1.4.5. Tοξικότητα 

Το TBZ φέρει χαμηλή οξεία και δερματική τοξικότητα (κατηγορία ΙΙΙ). Δεν είναι 

μεταλλαξιγόνο, τερατογονικό, νευροτοξικό και γενοτοξικό. Παρουσιάζει χαμηλή 

διατροφική τοξικότητα για τα ποντίκια και τα πουλιά (LC50 ποντικιών=3100 mg/kg; 

LC50πουλιών >2250 mg/kg,LC50short-termδιατροφή πουλιών >5620 mg/kg). Ωστόσο, είναι 

πολύ τοξικό για τους υδρόβιους οργανισμούς (EC50 Daphniamagna = 0,81 mg/l. NOEC 

21 μέρες, D. magna = 0,084 mg/l: LC50 Oncorhycusmykiss 0,55 mg/l: EC50 άλγη (96 

ώρες) 9.0 mg/l (EC, 2001). Ο κύριος μεταβολίτης του ΤΒΖ στους ζωικούς οργανισμούς 

είναι το 5-hydroxythiabendazole (Cannavan et al., 1998). 

1.5. Σκοπός της διατριβής 

Από την εφαρμογή του μυκητοκτόνου ΤΒΖ στα συσκευαστήρια φρούτων, παράγεται 

μεγάλος όγκος υγρών αποβλήτων και δεδομένης της απουσίας ενός αξιόπιστου και 

οικονομικά αποδεκτού συστήματος επεξεργασίας αυτών, συχνά καταλήγουν στο έδαφος 

αγρών που γειτνιάζουν σε συσκευαστήρια φρούτων. Αποτέλεσμα αυτών των χειρισμών 

είναι η εμφάνιση αρκετών σημείων σε περιοχές με μεγάλη πυκνότητα συσκευαστηρίων 

φρούτων όπου έχουν παρατηρηθεί αγροί με υψηλά επίπεδα ρύπανσης με γεωργικά 

φάρμακα που χρησιμοποιούνται στα συσκευαστήρια φρούτων. Έτσι εντοπίστηκε 

περιοχή απόρριψης αποβλήτων από συσκευαστήριο φρούτων στην Κύπρο που εμφάνιζε 

αυξημένη και συσσωρευμένη ρύπανση με το μυκητοκτόνο ΤΒΖ. Με βάση τα παραπάνω 

ο κύριος στόχος της  παρούσας ερευνητικής εργασίας ήταν η αξιολόγηση του 

βιοεμπλουτισμού ως μέθοδος αποκατάστασης της ρύπανσης στο συγκεκριμένο έδαφος. 

Ο βιολογικός εμπλουτισμός εφαρμόστηκε μέσω εφαρμογής ενός consortium βακτηρίων 

που από προηγούμενες μελέτες στο εργαστήριο Βιοτεχνολογίας Φυτών και 
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Περιβάλλοντος (PhD Chiara Perruchon 2014) είχε την ικανότητα να διασπά το ΤΒΖ και 

να το χρησιμοποιεί σαν πηγή C and N.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 2 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 

2.1. Εδάφη 

Στην παρούσα διατριβή μελετήθηκαν δύο εδάφη. Το πρώτο έδαφος συλλέχθηκε από την 

Λεμεσό, Κύπρος από περιοχή παρακείμενη συσκευαστηρίου εσπεριδοειδών στην οποία 

απορρίπτονταν συστηματικά κατά τα τελευταία έτη τα υγρά απόβλητα του 

συσκευαστηρίου διαμέσου σωλήνας μεταφοράς υγρών. Αποτέλεσμα αυτής της 

πρακτικής ήταν η εμφάνιση μιας διαβάθμισης των επιπέδων του ΤΒΖ στο έδαφος 

ανάλογα με το απόσταση από το σημείο εκροής των υγρών αποβλήτων. Έτσι τα επίπεδα 

του TBZήταν 12000, 400, 250 και 12 μg/gεδάφους σε ζώνες 0, 2, 4 και 8 mαπό το 

σημείο απόρριψης των αποβλήτων στον αγρό.  

Παράλληλα χρησιμοποιήθηκε και ένα δεύτερο έδαφος το οποίο ήταν διαθέσιμο στο 

εργαστήριο (είχε συλλεγεί από αγρό καλλιέργειας πατάτας στην Θήβα) και εμφάνιζε 

ανάλογα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά με έδαφος από την Κύπρο (Πίνακας 2.1) χωρίς 

όμως να έχει εκτεθεί στο παρελθόν στο ΤΒΖ.  

Πίνακας 2.1.Φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των εδαφών που χρησιμοποιήθηκαν 

 

Για τον προσδιορισμό του pH του εδάφους, ζυγίστηκαν 10gεδάφους (ξηρό βάρος) και 

αναμίχθηκαν σε κωνική φιάλη με 25ml (1/2,5 β/ο) νερού και ακολούθησε ανάδευση για 

1ώρα με τη βοήθεια μαγνητικού αναδευτήρα. Η πάστα εδάφους αφέθηκε σε ηρεμία για 

20 minκαι ακολούθως προσδιορίστηκε τοpH με πεχάμετρο υψηλής ευκρίνειας. Για κάθε 

έδαφος μετρήθηκε το pHσε δύο ανεξάρτητα δείγματα. Η μηχανική σύσταση και η 

περιεκτικότητα σε οργανικό άνθρακα των δύο εδαφών μετρήθηκαν στο εργαστήριο 

Εδαφολογίας του Αριστοτελείου Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης.  

Φυσικοχημικά 

χαρακτηριστικά 

Έδαφος Κύπρου Έδαφος Θήβα 

(Μάρτυρας) 

Άργιλος 13,6% 29,6% 

Ιλύς 33,6% 28% 

Άμμος 52,8% 42,4% 

Μηχανική Σύσταση Άμμο-Αργιλοπηλώδες Αργιλοπηλώδες 

Οργανικός άνθρακας  % 1,45 1,17 

pH 7,73 7,85 
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Εκτός των παραπάνω φυσικοχημικών χαρακτηριστικών προσδιορίστηκαν η υγρασία και 

η υδατοχωρητικότητα των δύο εδαφών. Για τον προσδιορισμό της περιεχόμενης 

υγρασίας, μεταφέρθηκαν 5±0,01g εδάφους σε προ-ζυγισμένο δοχείο από αλουμίνιο και 

έγινε καταγραφή του συνολικού βάρους. Για κάθε δείγμα εδάφους δημιουργήθηκαν 3 

επαναλήψεις. Έπειτα, τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε προθερμασμένο φούρνο στους 

105°C, όπου και παρέμειναν για 16-18 ώρες. Στη συνέχεια τα δείγματα 

επαναζυγίστηκαν και προσδιορίστηκε η υγρασία του εδάφους σύμφωνα με τον τύπο : 

 

MC = [(W1-W2)*100%]/(W1-WCont)  

Όπου : 

 

MC: η περιεχόμενη υγρασία του εδάφους 

W1: το βάρος του δοχείου με το έδαφος πριν την ξήρανση 

W2: το βάρος του δοχείου με το έδαφος μετά την ξήρανση 

W Cont: το βάρος του δοχείου  

 

Οπροσδιορισμός της υδατοχωρητικότητας έγινε βαρομετρικά. Συγκεκριμένα, 

ζυγίστηκαν 20g εδάφους και μεταφέρθηκαν σε χωνί όπου είχε τοποθετηθεί διηθητικό 

χαρτί (Whatman No1). Στη συνέχεια το έδαφος διαβρέχτηκε επανειλημμένα με 

απεσταγμένο νερό, έτσι ώστε να επιτευχθεί ο κορεσμός του. Η ελεύθερη επιφάνεια του 

χωνιού καλύφθηκε με αλουμινόχαρτο για την αποφυγή απώλειας νερού λόγω 

εξάτμισης. Έπειτα, το έδαφος αφέθηκε σε ηρεμία 12-14 ώρες, ώστε να εξαντληθεί η 

περίσσεια του νερού. Το βάρος του χωνιού με το διηθητικό χαρτί  και το έδαφος 

καταγράφηκε πριν (W1) και μετά (W2) την κατάκλιση. Ακολούθως, η 

υδατοχωρητικότητα προσδιορίστηκε σύμφωνα με τον τύπο: 

 

WHC=(B-X)+(W2- W1)/ Χ *100% 

Όπου:  

WHC: η υδατοχωρητικότητα του εδάφους 

Β: το βάρος του εδάφους που προστέθηκε στο χωνί 

Χ: το ξηρό βάρος εδάφους που προστέθηκε στο χωνί 

W1: το βάρος του χωνιού με το διηθητικό χαρτί και το έδαφος, πριν την κατάκλιση 

W2: το βάρος του χωνιού με το διηθητικό χαρτί και το έδαφος, μετά την κατάκλιση  

 

2.2. Βακτήρια 

Για να αξιολογηθεί ο βιολογικός εμπλουτισμός ως μέθοδος αποκατάστασης εδαφών 

ρυπασμένων με το ΤΒΖ  χρησιμοποιήθηκε μία κοινότητα βακτηρίων, η οποία 

απομονώθηκε από την ερευνητική ομάδα του εργαστηρίου Βιοτεχνολογίας Φυτών και 

Περιβάλλοντος του Τμήματος Βιοχημείας & Βιοτεχνολογίας του Πανεπιστημίου 
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Θεσσαλίας. Σύμφωνα με τις προηγούμενες πειραματικές μελέτες, το κύριο βακτήριο 

που ταυτοποιήθηκε και παρουσίασε ικανότητα αποικοδόμησης του TBZανήκε στο 

γένος Sphingomonas .Περαιτέρω μελέτες έχουν δείξει ότι εκτός του Sphingomonas στο 

συγκεκριμένο consortium συμμετέχουν βακτηρία που ανήκουν στα α- (Oligotropha, 

Shinella, Mesorhizobium), β- (Hydrogenophaga, Thiobacillus  denitrificans), γ- 

(Hydrocarboniphaga) πρωτεοβακτήρια (Perruchon et al. 2015). 

 

2.3. Προετοιμασία βακτηριακού εμβολίου  

Το βακτηριακό consortium που διασπούσε το TBZκαλλιεργούνταν συστηματικά σε 

εκλεκτικό θρεπτικό μέσο ανόργανων αλάτων όπου το ΤΒΖ αποτελούσε την μοναδική 

πηγή C (MSMN).Για την παρασκευή του MSMNπροετοιμάστηκαν τα τρία παρακάτω 

αποστειρωμένα διαλύματα αλάτων τα οποία αναμίχθηκαν σε κατάλληλες ποσότητες: 

 Stock 1 (600ml): KH2PO4 13,62 g, Na2HPO4∙12H2O 35,82g, NH4CL 6g, H2O  

(αποσταγμένο) 

 Stock 2 (600ml): MgSO4∙7H2O 3g, CaCl∙2H2O 0,06g, MnSO4∙1H2O, 0,09g, H2O 

(αποσταγμένο) 

 Stock 3 (100ml): FeSO4∙H2O 0,046g, H2O (αποσταγμένο) 

Για την δημιουργία MSMN με ΤΒΖ, ποσότητα 40 ml του stock 1 αναμίχθηκε με 

κατάλληλες ποσότητεςstock 2 (40 ml) και 3 (8 ml) και υδατικό διάλυμα ΤΒΖ (312 ml). 

Το υδατικό διάλυμα ΤΒΖ που χρησιμοποιήθηκε ήταν συγκέντρωσης 50 mg/Lκαι για την 

παρασκευή του χρησιμοποιήθηκε αναλυτικό πρότυπο της ουσία ΤΒΖ (καθαρότητα 

99.9%,Fluca, Perstanal®). Αμέσως μετά την παρασκευή του το υδατικό διάλυμα του 

ΤΒΖ αποστειρώθηκε μέσω διήθησης από φίλτρο σύριγγας. Το θρεπτικό διάλυμαMSMN 

+ TBZ (25 mg/L) σε κάθε περίπτωση εμβολιάζονταν με κατάλληλη ποσότητα από stock 

γλυκερόλης που διατηρούνταν στους -80°C. Η αρχική βακτηριακή καλλιέργεια στην 

συνέχεια ανακαλλιεργήθηκε για άλλους δύο κύκλους σε νέες καλλίεργειες MSMN + 

TBZ ώστε να μεγιστοποιηθεί η αποδομητική ικανότητα της κοινότητας των βακτηρίων. 

Ακολούθως προετοιμάστηκαν 3 κωνικές φιάλες με 100 mlθρεπτικό μέσο MSMN + 

TBZοι οποίες εμβολιάστηκαν με 3.5 mlτης τελευταίας ανακαλλιέργειας. Παράλληλα 

προετοιμάστηκε και τέταρτη κωνική φιάλη που περιείχε επίσης MSMN + TBZπου δεν 

εμβολιάστηκε με βακτήρια και διατηρήθηκε ως αβιοτικός μάρτυρας. Όλες οι κωνικές 

φιάλες στην συνέχεια επωάστηκαν στους 25°Cστις 160 rpmσε αναδευόμενο επωαστικό 

θάλαμο. Κατά την διάρκεια της επώασης πραγματοποιήθηκαν δειγματοληψίες σε χρόνο 

22, 24, 27, 40 και 50 ώρες και πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις προσδιορισμού της 

αποδόμησης του ΤΒΖ σε σύστημα HPLCκαι μετρήσεις της ανάπτυξης του μετρήσεων 

οπτικής πυκνότητας, καταμέτρησης αποικιών σε τριβλία, q- PCRκαι DAPI.  

Με βάση τα αποτελέσματα των παραπάνω μετρήσεων, για τον εμβολιασμό του εδάφους 

συλλέχθηκαν συνολικά 75 mlκαλλιέργειας της βακτηριακής κοινότητας σε MSMN + 

TBZστις 50 ώρες μετά τον αρχικό εμβολιασμό. Ακολούθησε φυγοκέντρηση, 
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απομάκρυνση του υπερκείμενου και επαναδιάλυση της βακτηριακής βιομάζας σε 25 

mlαποστειρωμένο ddH2Oπου χρησιμοποιήθηκε για τον εμβολιασμό 500 g εδάφους.  

 

2.4. Μέθοδοι προσδιορισμού της ανάπτυξης εμβολίου 

Ο έλεγχος της ανάπτυξης των βακτηρίων στο υπό επώαση εμβολιασμένο θρεπτικό μέσο 

έγινε με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας, παρασκευή τρυβλίων, αλλά και με τις 

τεχνικές q-PCR καιDAPI. 

 

2.4.1. Μέτρηση οπτικής πυκνότητας 

Η οπτική πυκνότητα προσδιορίστηκε σε δείγμα 1 mlτης καλλιέργειας σε φωτόμετρο 

υψηλής ευκρίνειας στα 600 nm. Γενικότερα παρατηρήθηκε αύξηση της οπτικής 

πυκνότητας μετά τις πρώτες 27 ώρες. 

 

2.4.2. Καταμέτρηση του βακτηριακού πληθυσμού σε τριβλία 

Η καταμέτρηση του βακτηριακού πληθυσμού πραγματοποιήθηκε με επίστρωση σε 

τριβλία θρεπτικού μέσου Luria-Bertani(LB). Για την επίστρωση στα τρυβλία 

παραλήφθηκε από κάθε κωνική φιάλη ποσότητα 1ml και ακολούθως 

πραγματοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις από 10
-1

 ως 10
-6

 και έγινε τελικά 

εμβολιασμός των τριβλίων από τις αραιώσεις 10
-4

, 10
-5

, 10
-6

, με επίστρωση 100μl. Για 

κάθε κωνική φιάλη παρασκευάστηκαν 3 τρυβλία. Μετά τον εμβολιασμό τα τρυβλία 

επωάστηκαν στους 27°C για 3 ημέρες και έγινε καταμέτρηση των αποικιών και 

αναγωγή σεcfu/mlθρεπτικού μέσου.  

 

2.4.3. Καταμέτρηση του βακτηριακού πληθυσμού με PCR πραγματικού χρόνου (q-

PCR) 

O βακτηριακός πληθυσμός, τόσο ο ολικός όσο και του βακτηρίου Sphingomonas sp. 

που αποτελεί το κύριο μέλος-αποδομητή του ΤΒΖ στο consortium, προσδιορίστηκαν με 

q-PCR.  Έτσι στις 27, 40 και 50 ώρες συλλέχθηκαν 6 mlαπό κάθε κωνική φιάλη και 

ακολούθησε φυγοκέντρηση και παραλαβή της βακτηριακής βιομάζας η οποία 

χρησιμοποιήθηκε για την εξαγωγή DNAμε το εμπορικό κίτ PureLink Genomic DNA 

(Invitrogen) σύμφωνα με το πρωτόκολλο του παρασκευαστή. Η ποιότητα του DNA που 

εκχυλίστηκε ελέγχθηκε σε πηκτή αγαρόζης 1%, και ακολούθως προσδιορίστηκε με 

ακρίβεια η συγκέντρωση του DNA στα δείγματα με την χρήση φθορισμομέτρου Qubit 

ακολουθώντας το πρωτόκολλο της εταιρίας. Ακολούθως το DNAπου παραλήφθηκε 

χρησιμοποιήθηκε για την εκτίμηση του ολικού βακτηριακού πληθυσμού και του 

πληθυσμού του βακτηρίου Sphingomonassp. μέσω q-PCRσε σύστημα BIORAD. 
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Για τον προσδιορισμό του πληθυσμού των ολικών βακτηρίων και του Sphingomonas sp. 

χρησιμοποιήθηκε σε κάθε αντίδραση ποσότητα 0.1 ngDNA (2 μl από δείγματα DNA 

συγκέντρωσης 0.05 ng/μl). Οι θερμοκυκλοποιητικές συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν 

ήταν: 95°C για 3min, 35 κύκλοι με 95°C για 15sec και 62°C για 20sec και τέλος 

αποδιάταξη με βαθμιαία αύξηση της θερμοκρασίας από 60-95°C, ανά 0,5°C και μέτρηση 

για 0,05sec σε κάθε μια από τις ενδιάμεσες θερμοκρασίες Τα αντιδραστήρια που 

χρησιμοποιήθηκαν στις αντιδράσεις q-PCR και οι συγκεντρώσεις τους παρουσιάζονται 

στον Πίνακας 2.2. Θα πρέπει να τονιστεί ότι το ζεύγος εκκινητών που 

χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της αφθονίας του βακτηριακού στελέχους 

Sphingomonas είχαν σχεδιαστεί με βάση την αλληλουχία του 16SrRNA γονιδίου του 

συγκεκριμένου βακτηρίου και η εξειδίκευση τους είχε επιβεβαιωθεί στο πλαίσιο του 

διδακτορικού της Chiara Perruchon 2014. Για την απόλυτη ποσοτικοποίηση του αριθμού 

των αντιγράφων του γονιδίου 16SrRNA τόσο των ολικών βακτηρίων όσο και του 

Sphingomonas spp. σε όλα τα δείγματα κατασκευάστηκαν καμπύλες αναφοράς. Για την 

κατασκευή της καμπύλης χρησιμοποιήθηκαν αραιώσεις πλασμιδίων γνωστής 

συγκέντρωσης που περιείχαν ως ένθεμα το γονίδιο 16S rRNA. Χρησιμοποιήθηκαν οι 

αραιώσεις 9.6x10
1
 έως 9.6x10

8
 αντίγραφα του γονιδίου 16S rRNAτου Sphingomonas και 

3,6x10
1
 έως 3,6x10

8
αντίγραφα 16S rDNA ολικών βακτηρίων και χρησιμοποιήθηκαν 3 

επαναλήψεις από κάθε αραίωση για την κατασκευή της καμπύλης αναφοράς. 

Πίνακας 2.2.Οι συγκεντρώσεις των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν στην q-PCR για τον 

προσδιορισμό του πληθυσμού των ολικών βακτηρίων και του βακτηριακού στελέχους Sphingomonas sp.  

Στόχος Αντιδραστήρια Όγκος (μl) 

  

Sphigomonas spp. 

 

SYBR FAST 5 

Colc f (20 pmol/μl) 0,1  

Colc R (20 pmol/μl) 0,1  

ddH2O 3,8  

 

Total bacteria  

 

SYBR FAST 5 

Εub 338(20  pmol/μl) 0,1  

Εub 518 (20  pmol/μl) 0,1  

ddH2O 3,8  

 

2.4.4. Καταμέτρηση του βακτηριακού πληθυσμού με την μέθοδο DAPI 

Για την καταμέτρηση του συνόλου των βακτηρίων χρησιμοποιήθηκε συμπληρωματικά 

η μέθοδος DAPI. Η μέθοδος αυτή βασίζεται στη χρήση της φθορίζουσας χρωστικής 

4',6‐diamidino‐2‐phenylindole, η οποία έχει την ιδιότητα να προσδένεται και να 

σημαίνει το βακτηριακό DNA και χρησιμοποιείται ειδικά στον ποιοτικό ή ποσοτικό 
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προσδιορισμό των βακτηριακών κυττάρων σε υγρές καλλιέργειες σύμφωνα με τις 

μεθόδους που περιγράφονται από τους Sherr and Sherr (1993) και Sherr et al. (1993). 

Έτσι, από κάθε κωνική φιάλη, συλλέχθηκαν δείγματα όγκου 8 ml στις 27, 40 και 50 

ώρες. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν σε σωλήνες falcon (15ml) με προσθήκη 0,433 m l 

φορμαλδεΰδης 37%, ώστε η τελική συγκέντρωση φορμαλδεΰδης στο διάλυμα να είναι 

περίπου 2% και κατόπιν τα δείγματα συντηρήθηκαν στους 4°C μέχρι την τελική 

καταμέτρηση των βακτηριακών κυττάρων. Στην συνέχεια εφαρμόστηκε η 

προαναφερθείσα μέθοδος με χρήση του πρωτόκολλου των Kerrison and Steinke (2010) 

και καταμετρήθηκε ο βακτηριακός πληθυσμός στις διαφορετικές μεταχειρίσεις.  

 

2.5. Προσδιορισμός των υπολειμμάτων του ΤΒΖ 
 

2.5.1.Μέθοδος εκχύλισης ΤΒΖ από υδατικά διαλύματα 

Η εκχύλιση του μυκητοκτόνου ΤΒΖ από υδατικά διαλύματα πραγματοποιήθηκε με 

χρήση οργανικού διαλύτη μεθανόλης. Έτσι 1 ml από τα θρεπτικά μέσα που περιείχαν 

ΤΒΖ αναμίχθηκαν με 2 ml μεθανόλης. Το μίγμα αναμίχθηκε σε vortex για διάστημα 30 

min και στην συνέχεια ακολούθησε έκγχυση σε σύστημα HPLC-PDA. Δοκιμές 

ανάκτησης για την συγκεκριμένη μέθοδο σε τρία επίπεδα συγκέντρωσης (0.1, 1 και 10 

mg/l) έδειξαν επίπεδα ανάκτηση πάντοτε > 85%.   

 

2.5.2. Μέθοδος εκχύλισης ΤΒΖ από το έδαφος 

Η εκχύλιση του ΤΒΖ από τα δείγματα εδάφους πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την 

παρακάτω μέθοδο: 5g εδάφους μεταφέρθηκαν σε κωνική φιάλη των 100ml και 

προστέθηκε 10ml μεθανόλης. Ακολούθησε ανάδευση για μία ώρα σε οριζόντιο 

αναδευτήρα σε θερμοκρασία δωματίου. Μετά την ανάδευση το υπερκείμενο 

φυγοκεντρήθηκε για 5min στις 7500 στροφές/min και το υπερκείμενο που προέκυψε 

μετά την φυγοκέντριση συλλέχθηκε. Στη συνέχεια  στο δείγμα του εδάφους που έμεινε 

μέσα στην κωνική φιάλη ,πραγματοποιήθηκε ακόμη μία εκχύλιση με την ίδια ποσότητα 

μεθανόλης και εφαρμόστηκε ξανά η παραπάνω διαδικασία Κατόπιν πραγματοποιήθηκε 

συνένωση των δύο  υπερκείμενων που συλλέχθηκαν (συνολικός όγκος 20ml περίπου) 

σε φιάλη των 50 ml.Ο όγκος που συλλέχθηκε διηθήθηκε με την χρήση οξυανθεκτικού 

φίλτρου σύριγγας και ακολούθως αναλύθηκαν σε σύστημα HPLC-PDAόπως 

περιγράφεται παρακάτω. Σε αρκετές περιπτώσεις τα τελικά εκχυλίσματα αραιώθηκαν 

1:10 ως 1:1000 καθώς περιείχαν ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις ΤΒΖ που ήταν εκτός 

των όριων γραμμικότητας της καμπύλης αναφοράς που χρησιμοποιήθηκε για τον 

προσδιορισμό του ΤΒΖ. Δοκιμές ανάκτησης για την συγκεκριμένη μέθοδο σε τρία 

επίπεδα συγκέντρωσης (0.1, 1 και 10 mg/kg) έδειξαν επίπεδα ανάκτησης πάντοτε > 

85%.   
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2.5.3. Μέθοδος ανάλυσης των υπολειμμάτων του ΤΒΖ 

Για την ανάλυση και τον προσδιορισμό των υπολειμμάτων του ΤΒΖ χρησιμοποιήθηκε 

σε όλες τις περιπτώσεις σύστημα υγρής χρωματογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC) 

Shimadzu Lc-20AD με ανιχνευτή φωτοδιόδων και αυτόματο δειγματολήπτη. Για το 

διαχωρισμό του ΤΒΖ χρησιμοποιήθηκε στήλη RP-C18 Shimadzu CTO-10ASVP (250 

mm) με κινητή φάση ακετονιτρίλιο :νερό :αμμωνία (39:60.5:0.5% κ.ο.) και ροή 1 

ml/min H ανίχνευση του ΤΒΖ πραγματοποιήθηκε στα 298nm. Υπό αυτές τις συνθήκες ο 

χρόνος κατακράτησης του ΤΒΖ ήταν 3.7 min. Για τον προσδιορισμό των 

συγκεντρώσεων του ΤΒΖ στα δείγματα εδάφους χρησιμοποιήθηκε πρότυπη καμπύλη 

αναφοράς του ΤΒΖ σε μεθανόλη με συγκεντρώσεις 10, 5, 2, 1, 0,5, 0,1, 0,05 mg/L 

 

2.6. Περιγραφή Πειράματος 

Για την εκτίμηση της αποτελεσματικότητας του βιολογικού εμπλουτισμού ως μέθοδος 

αποκατάστασης εδαφών ρυπασμένων με το μυκητοκτόνο TBZπραγματοποιήθηκε 

πείραμα μικροκόσμων με το έδαφος από την Κύπρο που παρουσίαζε φυσική ρύπανση 

και έδαφος από την Θήβα. Το τελευταίο χρησιμοποιήθηκε ώστε να αξιολογηθεί η 

αποτελεσματικότητα του βιολογικού εμπλουτισμού και σε έδαφος παρόμοιο με το 

φυσικά ρυπασμένο έδαφος της Κύπρου το οποίο όμως εμφάνιζε τεχνητή ρύπανση ΤΒΖ 

ύστερα από εργαστηριακές εφαρμογές του μυκητοκτόνου.  Η υπόθεση μας ήταν ότι στο 

τεχνητά ρυπασμένο έδαφος (Θήβα) το ΤΒΖ θα είναι πιο βιοδιαθέσιμο λόγω της 

πρόσφατης εργαστηριακής εφαρμογής του και άρα πιο εύκολα αποδομήσιμο από το 

μικροβιακό εμβόλιο σε σχέση με το φυσικά ρυπασμένο έδαφος (Κύπρος) όπου λόγω της 

χρόνιας απόθεσης ΤΒΖ έχει επέλθει μια παλαίωση των υπολειμμάτων του ΤΒΖ και κατά 

συνέπεια θα παρουσιάζει μειωμένη βιοδιαθεσιμότητα.  

Όπως φαίνεται στον Πίνακα 2.1, το έδαφος από την Θήβα παρουσίαζε παρόμοια 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά με το έδαφος από την Κύπρο αλλά όχι παρόμοια 

αυτόχθονη μικροβιακή κοινότητα. Για να καταστήσουμε πλήρως συγκρίσιμα τα δύο 

εδάφη το έδαφος από την Θήβα (4kg) αποστειρώθηκε σε ξηραντήρα με χλωροφόρμιο (7 

ημέρες, 30°C) και ακολούθως εμβολιάστηκε με 5% (κ.β.) από το φυσικά ρυπασμένο 

έδαφος της Κύπρου. Το έδαφος από την Θήβα ακολούθως επωάστηκε για 2 εβδομάδες 

στους 25°Cώστε να αποικιστεί από την μικροβιακή κοινότητα του εδάφους από την 

Κύπρο. Το τελικό αποτέλεσμα αυτής της κατεργασίας ήταν να έχουμε ένα έδαφος με 

παρόμοια φυσικοχημικά χαρακτηριστικά και παρόμοια μικροβιακή κοινότητα με το 

έδαφος από το φυσικά ρυπασμένο έδαφος από την Κύπρο το οποίο όμως δεν 

παρουσίαζε φυσική ρύπανση με το ΤΒΖ. Ακολούθως το έδαφος από την Θήβα 

διαχωρίστηκε σε 4 υπο-δείγματα (1 kg) τα οποία δέχτηκαν εφαρμογή υδατικού 

διαλύματος ΤΒΖ που παρασκευάστηκε από το εμπορικό σκεύασμα HyKeep® (30% 

TBZ) με στόχο να έχουμε τελικές συγκεντρώσεις του μυκητοκτόνου στο έδαφος 

ανάλογες με αυτές που μετρήθηκαν στο φυσικά ρυπασμένο έδαφος από την Κύπρο,  
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12000, 400, 250 και 12 μg/g. Έτσι με την ολοκλήρωση των παραπάνω προκατεργασιών 

καταλήξαμε να έχουμε τις παρακάτω μεταχειρίσεις: 

- Φυσικά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 12000 μg/g 

- Φυσικά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 400 μg/g 

- Φυσικά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 250 μg/g 

- Φυσικά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 12 μg/g 

- Τεχνητά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 12000 μg/g 

- Τεχνητά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 400 μg/g 

- Τεχνητά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 250 μg/g 

- Τεχνητά ρυπασμένο έδαφος με ΤΒΖ 12 μg/g 

Καθένα από τα παραπάνω δείγματα διαχωρίστηκε σε δύο υπο-δείγματα των 500 g. Στο 

πρώτο σετ δειγμάτων εφαρμόστηκαν 25ml βακτηριακού εμβολίου, όπως έχει ήδη 

περιγραφεί, ώστε να έχουμε πυκνότητα εμβολίου στο έδαφος ίση με 6.5x10
6
κύτταρα 

Sphingomonas/ gεδάφους (ξ.β.). Το δεύτερο σετ δειγμάτων έλαβε την ίδια ποσότητα 

νερού χωρίς βακτηριακά κύτταρα ώστε να αξιολογηθεί η ικανότητα της ενδογενούς 

μικροβιακής κοινότητας των εδαφών να αποδομεί το ΤΒΖ χωρίς βιολογικό 

εμπλουτισμό. Αμέσως μετά την εφαρμογή του εμβολίου / νερού τα δείγματα εδάφους 

αναμίχθηκαν προσεκτικά με το χέρι και η υγρασία των δειγμάτων προσαρμόστηκε στο 

40% της υδατοχωρητικότητας. Καθένα από τα παραπάνω δείγματα διαχωρίστηκε στην 

συνέχεια σε 3 υποδείγματα των 170 g. Αμέσως μετά τον εμβολιασμό και στις 4, 7, 14, 

28, 42, 56, 70 ημέρες 10 g συλλέχθηκαν από κάθε υπο-δείγμα και προσδιορίστηκαν τα 

επίπεδα του ΤΒΖ σε σύστημα HPLC-PDAόπως έχει ήδη περιγραφεί παραπάνω.  

 

2.7. Επεξεργασία των αποτελεσμάτων 

Τα δεδομένα αποδόμησης του TBZστα διάφορα εδάφη χρησιμοποιήθηκαν για τον 

υπολογισμό των DT50 και DT90 χρησιμοποιώντας το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης.  
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 3. 

Αποτελέσματα 

3.1.  Προετοιμασία μικροβιακού εμβολίου - μετρήσεις 

Για τον εμβολιασμό των εδαφών με εμβόλιο γνωστής μικροβιακής πυκνότητας σε ολικά 

βακτήρια αλλά και του στελέχους Sphigomonas που φαίνεται ότι είναι το κύριο μέλος 

της βακτηριακής κοινότητας που αποδομεί το ΤΒΖ,  προετοιμάστηκαν καλλιέργειες της 

βακτηριακής κοινότητας σε ΜSMN+TBZκαι προσδιορίστηκε η αποδόμηση του ΤΒΖ 

αλλά κυρίως η ανάπτυξη των βακτηρίων με διαφορετικές προσεγγίσεις όπως OD600, 

καταμέτρηση σε τριβλιά, q-PCR και DAPI. 

 

Η πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 3.1. Η βακτηριακή 

κοινότητα αποδόμησε το ΤΒΖ κατά 20, 60 και 100% στις 27, 40 και 50 ώρες αντίστοιχα 

ενώ δεν παρατηρήθηκε αντίστοιχη αποδόμηση του ΤΒΖ στον αβιοτικό μάρτυρα.  

Διάγραμμα 3.1. Η αποδόμηση του ΤΒΖ από την βακτηριακή κοινότητα (πορτοκαλί ράβδοι) σε θρεπτικό 

μέσο MSMN + TBZ καθώς και στον μη εμβολιασμένο μάρτυρα (γκρι ράβδοι). 

 

Η ανάπτυξη των βακτηρίων όπως προσδιορίστηκε με μέτρηση της οπτικής πυκνότητας 

στα 600 nm παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 3.2. Γενικότερα παρατηρήθηκε μια 

σημαντική αύξηση της βακτηριακής ανάπτυξης με την πάροδο του χρόνου με μέγιστη 

τιμή OD600 0.06 στις 50 ώρες οπότε και είχε ολοκληρωθεί η αποδόμηση του ΤΒΖ 

(Διάγραμμα 3.1). 
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Διάγραμμα 3.2. Η αύξηση της βακτηριακής κοινότητας που διασπά το ΤΒΖ σε θρεπτικό μέσο MSMN + 

TBZ κατά την πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ όπως προσδιορίστηκε με μέτρησης της οπτικής πυκνότητας 

στα 600 nm (OD600).  

 

Η αύξηση του βακτηριακού πληθυσμού στο θρεπτικό μέσο MSMN+TBZκατά την 

πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ προσδιορίστηκε και με επίστρωση σε τριβλία LB. Και με 

αυτή την μέθοδο παρατηρήθηκε μια σταδιακή αύξηση του βακτηριακού πληθυσμού με 

την πάροδο του χρόνου και όσο προχωρούσε η αποδόμηση του ΤΒΖ με τις μέγιστες 

τιμές να παρατηρούνται στις 50 ώρες που συμπίπτει με την ολοκλήρωση της 

αποδόμησης του μυκητοκτόνου (Διάγραμμα 3.3). 

Διάγραμμα 3.3.Η αύξηση της βακτηριακής κοινότητας που διασπά το ΤΒΖ σε θρεπτικό μέσο MSMN + 

TBZ κατά την πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ όπως προσδιορίστηκε με καταμέτρηση των αποικιών που 

αναπτύχθηκαν ύστερα από επίστρωση σε τριβλία LB. 
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Η πορεία ανάπτυξης των ολικών βακτηρίων καθώς και του στελέχους Sphingomonas sp. 

όπως προσδιορίστηκε με q-PCRπαρουσιάζεται στο Διάγραμμα 3.4. Γενικότερα 

παρατηρήθηκε μια σταδιακή αύξηση του πληθυσμού των ολικών βακτηρίων με τον 

χρόνο. Αντίστοιχα παρατηρήθηκε μια αύξηση του πληθυσμού του στελέχους 

Sphingomonas η οποία ήταν ιδιαίτερα σημαντική μεταξύ 40 και 50 ωρών που 

αποτέλεσε και το σημείο μέγιστης αποδόμησης του ΤΒΖ (Διάγραμμα 3.4).  

  

Διάγραμμα 3.4. Η αύξηση της βακτηριακής κοινότητας που διασπά το ΤΒΖ σε θρεπτικό μέσο MSMN + 

TBZ κατά την πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ όπως προσδιορίστηκε με q-PCR για την ολική βακτηριακή 

κοινότητα και για το στέλεχος Sphingomonas.  

 

Επιπλέον, ακολουθώντας την μέθοδο DAPI προσδιορίστηκε με υψηλή ακρίβεια ο 

αριθμός των ζωντανών βακτηριακών κυττάρων κατά την πορεία αποδόμηση του ΤΒΖ 

σε θρεπτικό μέσο MSMN+TBZ. Γενικότερα δεν παρατηρήθηκε σημαντική αύξηση του 

πληθυσμού των βακτηρίων ως τις 40 ώρες ενώ σημαντική αύξηση παρατηρήθηκε στον 

αριθμό των βακτηριακών κυττάρων στις 50 ώρες που συμπίπτει με την ολοκλήρωση της 

αποδόμηση τους ΤΒΖ και με την φάση ταχείας αποδόμησης του μυκητοκτόνου 

(Διάγραμμα 3.5).  
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Διάγραμμα 3.5.  Η συγκέντρωση των ολικών ζωντανών βακτηριακών κυττάρων  (cells/ml) στο θρεπτικό 

μέσο MSMN + ΤΒΖ κατά την πορεία αποδόμησης του ΤΒΖ όπως προσδιορίστηκε με τη μέθοδο DAPI. 
 

3.2. Η αποδόμηση του ΤΒΖ στα εδάφη ύστερα από βιολογικό εμπλουτισμό 

Στο Διαγράμματα 3.6 ως 3.9 παρουσιάζεται η αποδόμηση του ΤΒΖ στα φυσικά και 

τεχνητά ρυπασμένα εδάφη ύστερα από εφαρμογή ή όχι βιολογικού εμπλουτισμού. Έτσι 

στα δείγματα εδάφους που παρουσίαζαν επίπεδα ρύπανσης 12 mg/kgΤΒΖ 

παρατηρήθηκε ότι ο βιολογικός εμπλουτισμός τόσο του φυσικά όσο και του τεχνητά 

ρυπασμένου εδάφους οδήγησε σε σημαντική επιτάχυνση της αποδόμησης του ΤΒΖ 

(DT90 7.8-8.5 ημέρες) σε σύγκριση με την περιορισμένη αποδόμηση του μυκητοκτόνου 

στα μη εμπλουτισμένα δείγματα (DT90 = 248 ως και >365 ημέρες) (Διάγραμμα 3.6).  
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Διάγραμμα 3.6. Η αποδόμηση του ΤΒΖ σε εδάφη φυσικά (aged) ή τεχνητά (fresh) ρυπασμένα με το 

συγκεκριμένο μυκητοκτόνο (12 mg/kg) στα οποία εφαρμόστηκε (bioaug) ή όχι (no bioaug) βιολογικός 

εμπλουτισμός με κοινότητα βακτηρίων που αποδομεί το ΤΒΖ in vitro. Κάθε σημείο είναι ο μέσος όρος 

τριών επαναλήψεων + την τυπική απόκλιση. Στο δεξί άκρο του διαγράμματος παρουσιάζονται και οι 

τιμές DT90 όπως υπολογίστηκαν εφαρμόζοντας το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης στα δεδομένα 

αποδόμησης.  

 

Στα εδάφη με επίπεδο ρύπανσης 250 mg/kg, επίσης παρατηρήθηκε σημαντική 

επιτάχυνση της αποδόμησης του ΤΒΖ ύστερα από βιολογικό εμπλουτισμό τόσο των 

τεχνητά όσο και στα φυσικά ρυπασμένων δειγμάτων με τα πρώτα να εμφανίζουν 

παρόλα αυτά συγκριτικά ταχύτερη αποδόμηση του ΤΒΖ (DT90 = 10.9 ημέρες) σε σχέση 

με τα τελευταία (DT90 = 28.7 ημέρες). Από την άλλη μεριά στα δείγματα που δεν 

εμβολιάστηκαν με την βακτηριακή κοινότητα δεν παρατηρήθηκε καμία αποδόμηση του 

ΤΒΖ (φυσικά ρυπασμένο έδαφος, DT90>365 ημέρες) ή παρατηρήθηκε βραδεία 

αποδόμηση όπως στο τεχνητά ρυπασμένο έδαφος (DT90 = 105.5ημέρες) (Διάγραμμα 

3.7). Αντίστοιχα αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και στα εδάφη με επίπεδο ρύπανσης 

400 mg/kgόπου ο βιολογικός εμπλουτισμός των τεχνητά ρυπασμένων εδαφών οδήγησε 

σε ταχύτατη αποδόμηση του ΤΒΖ (DT90 = 14.6 ημέρες) ακολουθούμενο από το 

αντίστοιχα φυσικά ρυπασμένο έδαφος που είχε υποστεί βιοεμπλουτισμό όπου 

παρατηρήθηκε βραδύτερη αλλά επιτυχής και πλήρης αποδόμηση του ΤΒΖ (DT90=33.9 

ημέρες) (Διάγραμμα 3.8). Από την άλλη μεριά, παρατηρήθηκε μια βραδεία αποδόμηση 

του ΤΒΖ στο μη βιοεμπλουτισμένο τεχνητά ρυπασμένο έδαφος (DT90 = 191.9 ημέρες) 

ενώ και πάλι η αποδόμηση του ΤΒΖ στο φυσικά ρυπασμένο μη βιοεμπλουτισμένο 

έδαφος ήταν πολύ περιορισμένη (DT90 > 365 ημέρες).  

Επίπεδο Ρύπανσης: 12 mg/Kg ξ.β.
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Διάγραμμα 3.7. Η αποδόμηση του ΤΒΖ σε εδάφη φυσικά (aged) ή τεχνητά (fresh) ρυπασμένα με το 

συγκεκριμένο μυκητοκτόνο (250 mg/kg) στα οποία εφαρμόστηκε (bioaug) ή όχι (no bioaug) βιολογικός 

εμπλουτισμός με κοινότητα βακτηρίων που αποδομεί το ΤΒΖ invitro. Κάθε σημείο είναι ο μέσος όρος 

τριών επαναλήψεων + την τυπική απόκλιση. Στο δεξί άκρο του διαγράμματος παρουσιάζονται και οι 

τιμές DT90 όπως υπολογίστηκαν εφαρμόζοντας το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης στα δεδομένα 

αποδόμησης. 

 

Διάγραμμα 3.8. Η αποδόμηση του ΤΒΖ σε εδάφη φυσικά (aged) ή τεχνητά (fresh) ρυπασμένα με το 

συγκεκριμένο μυκητοκτόνο (400 mg/kg) στα οποία εφαρμόστηκε (bioaug) ή όχι (no bioaug) βιολογικός 

εμπλουτισμός με κοινότητα βακτηρίων που αποδομεί το ΤΒΖ in vitro. Κάθε σημείο είναι ο μέσος όρος 

τριών επαναλήψεων + την τυπική απόκλιση. Στο δεξί άκρο του διαγράμματος παρουσιάζονται και οι 

τιμές DT90 όπως υπολογίστηκαν εφαρμόζοντας το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης στα δεδομένα 

αποδόμησης.  

 

Τέλος στο έδαφος με το υψηλότερο επίπεδο ρύπανσης, 12000 mg/kg, δεν 

παρατηρήθηκε σημαντική αποδόμηση του ΤΒΖ σε καμία από τις μεταχειρίσεις, 

Επίπεδο ρύπανσης: 250 mg/Kg ξ.β.
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βιοεμπλουτισμένες ή μη, καταδεικνύοντας την αποτυχία του μικροβιακού εμβολίου να 

απομακρύνει τόσο υψηλές συγκεντρώσεις ΤΒΖ ακόμη και όταν αυτές είναι 

βιοδιαθέσιμες (Διάγραμμα 3.4.). 

Διάγραμμα 3.9. Η αποδόμηση του ΤΒΖ σε εδάφη φυσικά (aged) ή τεχνητά (fresh) ρυπασμένα με το 

συγκεκριμένο μυκητοκτόνο (12000 mg/kg) στα οποία εφαρμόστηκε (bioaug) ή όχι (no bioaug) βιολογικός 

εμπλουτισμός με κοινότητα βακτηρίων που αποδομεί το ΤΒΖ invitro. Κάθε σημείο είναι ο μέσος όρος 

τριών επαναλήψεων + την τυπική απόκλιση.  
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Επίπεδο ρύπανσης: 12000 mg/Kg ξ.β.
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ΚΕΦΑΛΑΙΟ 4 

Συζήτηση 
 

Η εφαρμογές γεωργικών φαρμάκων στα συσκευαστήρια φρούτων οδηγεί στην 

παραγωγή μεγάλου όγκου υγρών αποβλήτων που περιέχουν υψηλές συγκεντρώσεις 

γεωργικών φαρμάκων όπως το ΤΒΖ και τα οποία σύμφωνα με την κείμενη Ευρωπαϊκή 

νομοθεσία θα πρέπει να υποστούν επεξεργασία και αποτοξικοποίηση onsite(EC 2010).Η 

παντελής έλλειψη αποτελεσματικών μεθόδων για την αποτοξικοποίηση των 

συγκεκριμένων αποβλήτων αλλά και το αυξημένο κόστος των διαθέσιμων μεθόδων 

(Control TecEco® και παραλαβή και επεξεργασία από εξειδικευμένες εταιρείες) ωθεί τα 

συσκευαστήρια φρούτων στην απόρριψη των συγκεκριμένων αποβλήτων σε 

παρακείμενους αγρούς με αποτέλεσμα την δημιουργία περιοχών με συσσωρευμένες 

υψηλές συγκεντρώσεις των συγκεκριμένων μυκητοκτόνων και ιδιαίτερα του ΤΒΖ που 

παρουσιάζει υψηλή εμμονή στο εδαφικό περιβάλλον (Omirou et al. 2012; Karas et al. 

2015). Βασιζόμενη στα παραπάνω στην παρούσα εργασία μελετήσαμε την πιθανότητα 

εφαρμογή βιολογικού εμπλουτισμού για την αποκατάσταση ενός φυσικά ρυπασμένου 

εδάφους που συλλέχθηκε από περιοχή της Κύπρου και παρουσίαζε διαβάθμιση στα 

επίπεδα ρύπανσης με ΤΒΖ. Παράλληλα μελετήθηκε και η αποτελεσματικότητα του 

βιολογικού εμπλουτισμού σε αντίστοιχο έδαφος, με παρόμοια μικροβιολογικά και 

φυσικοχημικά χαρακτηριστικά, το οποίο επιφορτίστηκε τεχνητά με αντίστοιχες 

συγκεντρώσεις ΤΒΖ.  

Από τα αποτελέσματα των μετρήσεων προέκυψε ότι επίπεδα εμβολίου ίσα με 

6.5x10
6
κατάφερε να απομακρύνει με επιτυχία ως και 400 mg/kg TBZτόσο από τα 

τεχνητά ρυπασμένα όσο και από τα φυσικά ρυπασμένα εδάφη. Αντίθετα τα βακτήρια 

δεν κατάφεραν να αποδομήσουν το ΤΒΖ όταν εμβολιάστηκαν στο έδαφος με το 

υψηλότερο επίπεδο ΤΒΖ που ήταν 12000 mg/kg. Τα παραπάνω αποτελέσματα δείχνουν 

ότι ο βιολογικός εμπλουτισμός για την αποκατάσταση εδαφών από περιοχές απόρριψης 

αποβλήτων από συσκευαστήρια φρούτων αποτελεί μια αποτελεσματική λύση εφόσον 

υπάρχει μικροβιακό εμβόλιο που μπορεί να αποδομήσει αποτελεσματικά το 

μυκητοκτόνο, όπως στην περίπτωση μας αλλά και εφόσον τα επίπεδα του ΤΒΖ στο 

έδαφος δεν είναι υπερβολικά υψηλά (12000 mg/kg). Αυτή είναι και η πρώτη μελέτη 

αξιολόγησης του βιολογικού εμπλουτισμού ως μέθοδος αποκατάστασης εδαφών 

ρυπασμένων με το μυκητοκτόνο ΤΒΖ. Προηγούμενες μελέτες σε εδάφη ρυπασμένα με 

άλλους οργανικούς ρύπους και γεωργικά φάρμακα όπως 2,4,6-trichlorophenol 

(Andreoni et al., 1998), p-nitrophenol (Labana et al., 2005) atrazine (Silva et al., 2004) 

έδειξαν ότι βιολογικός εμπλουτισμός με βακτήρια όπως Alcaligenes eutrophus, 

Arthrobacter  sp., και Pseudomonas sp. αντίστοιχα οδήγησαν σε επιτυχή μείωση του 

φορτίου των ρύπων.  

Η αποτυχία του μικροβιακού εμβολίου να αποδομήσει τις υψηλότερες συγκεντρώσεις 

ΤΒΖ στο έδαφος πιθανότατα οφείλεται στην τοξική δράση αυτών των επιπέδων του 
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ΤΒΖ στο μικροβιακό εμβόλιο και γενικότερα στην μικροβιακή κοινότητα του εδάφους. 

Προηγούμενες μελέτες από την Papadopoulou et al. (2016) έδειξαν ότι το ΤΒΖ σε 

συγκέντρωση 50 mg/kgδεν εμφάνισε τοξική επίδραση στην μικροβιακή κοινότητα του 

εδάφους αλλά αντίστοιχα πειράματα σε υψηλότερα επίπεδα ΤΒΖ δεν 

πραγματοποιήθηκαν.  

Θα πρέπει να τονιστεί ότι το μικροβιακό εμβόλιο που χρησιμοποιήθηκε επέτυχε να 

αποδομήσει 250 και 400 mg/kgΤΒΖ σε φυσικά ρυπασμένο έδαφος με σχετικά 

βραδύτερους ρυθμούς συγκριτικά με την αποδόμηση του ΤΒΖ στα ίδια επίπεδα σε 

έδαφος τεχνητά ρυπασμένο. Η βραδύτερη αποδόμηση του ΤΒΖ στο φυσικά ρυπασμένο 

έδαφος πιθανότατα οφείλεται στην μειωμένη βιοδιαθεσιμότητα του μυκητοκτόνου στα 

συγκεκριμένα εδάφη λόγω της μακροχρόνιας παραμονής τους στο έδαφος. Αντίθετα 

στα τεχνητά ρυπασμένα εδάφη μεγαλύτερη ποσότητα ΤΒΖ θα ήταν διαθέσιμη προς 

αποδόμηση από τους μικροοργανισμούς που προστέθηκαν στο έδαφος. Προηγούμενες 

μελέτες έχουν καταδείξει ότι το φαινόμενο της 'παλαίωσης' (aging) αποτελεί σημαντικό 

παράγοντα που επηρεάζει την υπολειμματικότητα των γεωργικών φαρμάκων και 

ιδιαίτερα των έμμονων που παραμένουν στο έδαφος για μεγάλο χρονικό διάστημα  

(Hatzinger and Alexander 1995, Alexander 2000).  

Γενικότερα τα αποτελέσματα της παρούσας διατριβής έδειξαν ότι ο βιολογικός 

εμπλουτισμός αποτελεί μια ιδιαίτερα αποτελεσματική μέθοδο για την αποκατάσταση 

εδαφών από σημεία απόρριψης υγρών αποβλήτων από τα συσκευαστήρια φρούτων. 

Έτσι το βακτηριακό εμβόλιο που έχει απομονωθεί από το εργαστήριο Βιοτεχνολογίας 

Φυτών και Περιβάλλοντος έχει την προοπτική να χρησιμοποιηθεί για την 

αποκατάσταση ρυπασμένων εδαφών που έχουν εντοπιστεί σε περιοχές της Ελλάδας με 

έντονη παρουσία συσκευαστηρίων μηλοειδών (Αγιά, Τύρναβος, Πήλιο) και 

εσπεριδοειδών (Πελοπόννησος, Κρήτη) καθώς και σε περιοχές της Κύπρου. Περαιτέρω 

μελέτες θα εστιάσουν στην βελτιστοποίηση των μεθόδων εμβολιασμού και στην 

τυποποίηση του εμβολίου ώστε να μεγιστοποιηθεί η αποτελεσματικότητα του.  
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