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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 
Στο πλαίσιο αυτής της εργασίας έγινε  προσπάθεια προσδιορισµού της 

επίδρασης του παρεµποδιστή νιτροποίησης DCD στις µικροβιακές κοινότητες 

του εδάφους. Για το σκοπό αυτό εδαφικό δείγµα από την περιοχή της 

Καλαµάτας χρησιµοποιήθηκε σε πλήθος πειραµάτων. 

Αρχικά στα δείγµατα εφαρµόστηκαν έξι µεταχειρίσεις που αφορούν 

στην παρουσία οργανικής ουσίας (υγρά απόβλητα ελαιοτριβείου-ΥΑΕ) ή/και 

παρεµποδιστή νιτροποίησης DCD. Στη συνέχεια προσδιορίστηκε η 

αναπνευστική δραστηριότητα των µικροοργανισµών των εδαφικών δειγµάτων 

και ακολούθησε ο υπολογισµός της µικροβιακής βιοµάζας µε τη µέθοδο 

ατµισµού-εκχύλισης. Τέλος πραγµατοποιήθηκε ανάλυση των λιπαρών οξέων 

των φωσφολιπιδίων (PLFA) για τον προσδιορισµό των λειτουργικών οµάδων 

των µικροοργανισµών που αναπτύχθηκαν σε κάθε δείγµα. 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω πειραµάτων έδειξαν ότι τα δείγµατα 

µε παρουσία ΥΑΕ εµφάνισαν πολλαπλάσιο ρυθµό αναπνευστικής 

δραστηριότητας από τα δείγµατα χωρίς την παρουσία ΥΑΕ.  

Η εφαρµογή DCD, µεµονωµένα ή σε συνδυασµό µε ΥΑΕ δεν φαίνεται 

να επηρέασε αρνητικά τον ρυθµό της µικροβιακής δραστηριότητας σε 

οποιαδήποτε από τις δύο θερµοκρασίες (10 οC, 20 οC). Ωστόσο για τη 

συνδυασµένη εφαρµογή ΥΑΕ και DCD παρατηρήθηκαν ενδείξεις καταπόνησης 

του µικροβιακού πληθυσµού. 

 Τέλος η ανάλυση λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων έδειξε 

διαφοροποίηση των δειγµάτων της µεταχείρισης ΥΑΕ, ωστόσο για την εξαγωγή 

ασφαλών συµπερασµάτων απαιτείται ανάλυση περισσότερων δειγµάτων. 

 



 

ABSTRACT 

 
The objective of this project was to define the effect of the nitrification 

inhibitor dicyandiamide (DCD) on soil microbial communities. For this purpose  

the microbial activity rate, microbial biomass and phospholipid fatty acids of  

microbial cell membranes (PLFA) were determined. 

Soil samples from Kalamata where incubated in two temperatures (10 

and 20 oC) under several treatments in order to measure the soil microbial 

respiration. The chlorophorm fumingation-exctraction method was used to 

define microbial biomass.  

Results indicate that the presence of DCD does not affect microbial 

respiration although high values of the indicator qCO2 show stress on the soil 

ecosystem. In addition, Phospholipid Fatty Acid Analysis and the statistical 

analysis PCA differentiated the samples with the olive mill waste (OMW) 

treatment. More samples need to be analyzed to exclude secure results. 
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
1.1 Άζωτο στα εδαφικά οικοσυστήµατα 

 
Το άζωτο είναι ένα από τα βασικά συστατικά όλων των ζωντανών 

οργανισµών  καθώς περιέχεται σε πολλά βιοµόρια όπως είναι τα νουκλεϊκά 

οξέα και οι πρωτεΐνες, µόρια που αποτελούν τη βάση όλων των µορφών ζωής 

(Habbell and Kidder 2003). Αν και το µοριακό άζωτο αποτελεί το 78% κατ΄ 

όγκο της ατµόσφαιρας δεν µπορεί να χρησιµοποιηθεί άµεσα από τους 

οργανισµούς. Σηµαντικό µέρος των διαδικασιών µετασχηµατισµού του αζώτου 

στις διάφορες µορφές του πραγµατοποιείται στα εδαφικά οικοσυστήµατα  στα 

πλαίσια των διεργασιών που συµβαίνουν στο βιογεωχηµικό κύκλο του 

στοιχείου. 

Το ποσοστό του ολικού αζώτου στα εδαφικά οικοσυστήµατα όπως 

αναφέρουν οι Schulten and Schnitzer (1998) κυµαίνεται από 0,01% έως 1,61%. 

Ωστόσο µπορεί να φτάσει πάνω από 2,5% στα οργανικά εδάφη. Από το ολικό 

άζωτο το οποίο βρίσκεται στο επιφανειακό στρώµα του εδάφους περίπου 2% 

βρίσκεται σε ανόργανη µορφή στο εδαφικό διάλυµα. Οι ανόργανες µορφές που 

συναντώνται συνήθως είναι ιόντα αµµωνιακά (ΝΗ4
+), νιτρικά (ΝΟ3

-), ίχνη 

νιτρωδών (ΝΟ2
-) και το µοριακό άζωτο (Ν2). Τα ΝΟ2

- είναι ασταθείς µορφές 

και γρήγορα οξειδώνονται προς νιτρικά ιόντα µε τη διαδικασία της 

νιτροποίησης. Οι µορφές του αζώτου οι οποίες είναι δυνατό να απορροφηθούν 

από τους φυτικούς οργανισµούς είναι κυρίως τα ΝΟ3
- και τα ΝΗ4

+. Επίσης 

άλλες ανόργανες µορφές στις οποίες συναντάται το άζωτο είναι τα αέρια 

οξείδια Ν2Ο και ΝΟ τα οποία προκύπτουν κατά τη διαδικασία της 

απονιτροποίησης και απελευθερώνονται στην ατµόσφαιρα.  

Το ανόργανο άζωτο του εδάφους µπορεί να προκύψει είτε από την 

αερόβια αποσύνθεση (αποδόµηση) οργανικής ύλης είτε από την προσθήκη 

αζωτούχων λιπασµάτων στις καλλιεργούµενες εκτάσεις. Κοινά ανόργανα 

αζωτούχα βιοµηχανικά λιπάσµατα τα οποία χρησιµοποιούνται είναι η θειική 

αµµωνία (NH4)2SO4 µε περιεκτικότητα 21% σε άζωτο και η νιτρική αµµωνία 

ΝΗ4ΝΟ3 µε περιεκτικότητα 33,5-35% (Camberato 2001).  

Το µεγαλύτερο ποσοστό του αζώτου (>95 %) στο έδαφος βρίσκεται σε 

οργανική µορφή (µικροβιακή, ζωική, φυτική βιοµάζα και χούµος) γεγονός που  



 

 

το καθιστά µη άµεσα εκµεταλλεύσιµο από τα φυτά. Το δεσµευµένο στις 

οργανικές ενώσεις άζωτο µπορεί να χρησιµοποιηθεί εκ νέου έπειτα από την 

αποικοδόµηση των οργανικών ενώσεων. Μία οργανική ένωση η οποία 

χρησιµοποιείται και σαν λίπασµα είναι η ουρία CO(NH2)2. Η ένωση αυτή έχει 

περιεκτικότητα σε άζωτο 46% w/w το οποίο όµως δεν είναι άµεσα διαθέσιµο 

στα φυτά. Η ουρία στο έδαφος µετατρέπεται σε αµµώνιο µε τη δράση ενός 

ενζύµου, της ουρεάσης, γι� αυτό χαρακτηρίζεται σαν λίπασµα βραδείας 

απελευθέρωσης αζώτου (Addiscott et al. 1991). Επίσης ουρία απελευθερώνεται 

στο έδαφος και από τις απεκκρίσεις πολλών ζωικών οργανισµών. 

Το άζωτο µεταπίπτει από την οργανική στην ανόργανη µορφή του και 

το αντίστροφο µέσα από ποικίλες βιοχηµικές διεργασίες που 

πραγµατοποιούνται στο έδαφος. 

 
1.2 Ανοργανοποίηση (Mineralization) -Ακινητοποίηση (Immobilization)  

 
Κεντρικό στοιχείο στις ροές και τη διαθεσιµότητα των διαφόρων 

µορφών του αζώτου στο έδαφος είναι η ισορροπία µεταξύ δύο αντίθετων 

διεργασιών της ανοργανοποίησης (mineralization) και της ακινητοποίησης 

(immobilization) (�imek and Cooper 2001). Οι διεργασίες αυτές συνδέονται µε 

τη δραστηριότητα των µικροοργανισµών που αποτελούν την ετεροτροφική 

µικροβιακή βιοµάζα του εδάφους. 

Οι µικροοργανισµοί αυτοί αποδοµούν τα οργανικά υλικά έτσι ώστε να 

ικανοποιήσουν τις ανάγκες τους σε ενέργεια και δοµικό άνθρακα. Κατά την 

εξέλιξη  της αποδόµησης των οργανικών υλικών στο έδαφος, υπάρχει συνεχής 

απώλεια C µε τη µορφή CO2 µέσω της µικροβιακής αναπνοής. Παράλληλα το 

άζωτο το οποίο είναι ενσωµατωµένο στις οργανικές ενώσεις µετατρέπεται και 

πάλι στην ανόργανη µορφή του. Αυτή η απελευθέρωση ΝΗ4
+ ή ΝΗ3 µέσω µίας 

σειράς ενζυµικών αντιδράσεων οξειδωτικής διάσπασης της οργανικής ουσίας 

του εδάφους (αµινοποίηση, αµµωνιοποίηση) από έναν µεγάλο αριθµό µη 

εξειδικευµένων µικροοργανισµών ονοµάζεται ανοργανοποίηση (Nielsen 2006). 

Αντίθετα η ακινητοποίηση περιλαµβάνει την αφοµοίωση και 

ενσωµάτωση των ανόργανων µορφών αζώτου σε οργανικά συστατικά της 

ετεροτροφικής και µη βιοµάζας. Αν και η ακινητοποίηση του αζώτου θα  



 

 

µπορούσε να θεωρηθεί ως µία ανεπιθύµητη διεργασία που καθιστά το άζωτο 

προσωρινά µη διαθέσιµο για τα φυτά, η συµµετοχή της στη δυναµική του 

αζώτου στο έδαφος είναι σηµαντική. Η ακινητοποίηση συµβάλλει στη 

συγκράτηση του ευκίνητου αυτού θρεπτικού στοιχείου στο έδαφος, 

περιορίζοντας έτσι τη διαφυγή του προς την ατµόσφαιρα και τους υδάτινους 

αποδέκτες. 

Το ποσό του ανόργανου αζώτου που τελικά είναι διαθέσιµο στα φυτά 

(συνήθως ως ΝΗ4
+ ή ΝΟ3

-) εξαρτάται από τη διαφορά µεταξύ των ρυθµών των 

δύο αυτών αντίθετων διεργασιών, της ανοργανοποίησης και ακινητοποίησης 

(net mineralization). 

 

 
Σχήµα 1: ∆υναµική ισορροπία µεταξύ ανοργανοποίησης και ακινητοποίησης 
του εδαφικού αζώτου (Nielsen 2006). 

 

Για να προκύψει ανόργανο άζωτο διαθέσιµο στα φυτά είναι απαραίτητη 

η µικρή επανακινητοποίηση του σε σύγκριση µε την παράλληλη 

ανοργανοποίηση που πραγµατοποιείται. Ο ρυθµός της ανοργανοποίησης 

εξαρτάται κατά κύριο λόγο από τη φύση του οργανικού υλικού που 

αποσυντίθεται (πηλίκο C/N) και από τη σύσταση και τις ανάγκες των εδαφικών 

οργανισµών σε άζωτο.  

Αν ο λόγος C/N του υποστρώµατος είναι µεγαλύτερος από αυτόν των 

µικροοργανισµών, δε θα ελευθερωθεί ανόργανο άζωτο κατά την αποσύνθεση. 

Αντίθετα οι µικροοργανισµοί θα συµπληρώσουν τις απαιτήσεις τους από το 

ανόργανο άζωτο του εδάφους (ακινητοποίηση), µειώνοντας έτσι τη 

διαθεσιµότητα του στοιχείου για τα φυτά (Hodge et al. 2000). Αυτό συµβαίνει 

συνήθως όταν ο λόγος C/N είναι µεγαλύτερος του 20. Αντίθετα όσο µικρότερος 

από 20 είναι ο λόγος C/N των οργανικών υλικών τόσο πιο σίγουρο είναι ότι η 

αποδόµησή τους στο έδαφος θα αφήσει άµεσο περίσσευµα ανόργανου αζώτου 

για τις ρίζες των φυτών (Οιχαλιώτης 2003). 

 



 

 

Στην πραγµατικότητα η πρόβλεψη της συγκέντρωσης του ανόργανου 

αζώτου στο έδαφος είναι αρκετά δύσκολη διότι εξαρτάται από πολλούς 

παράγοντες. Εκτός από την ετερογένεια στη σύσταση των µικροοργανισµών 

του εδάφους και στην κατανοµή της οργανικής ουσίας στο έδαφος, η 

ανοργανοποίηση επηρεάζεται και από άλλους παράγοντες όπως είναι η υφή και 

δοµή εδάφους, η θερµοκρασία, η υγρασία, η διαθεσιµότητα Ο2, η συγκέντρωση 

CO2. Το γεγονός αυτό καθιστά δύσκολη την πρόβλεψη του αζώτου που θα 

ελευθερωθεί και θα είναι τελικά διαθέσιµο για πρόσληψη από τα φυτά (�imek 

et al. 2001). 

 

1.3 Απώλειες αζώτου 

 
 Στα φυσικά οικοσυστήµατα και ιδιαίτερα στα ώριµα και ισορροπηµένα 

φυσικά οικοσυστήµατα οι απώλειες αζώτου σε οποιαδήποτε µορφή είναι 

ελάχιστες. Αυτό συµβαίνει διότι κάθε είδος έρχεται να καλύψει συγκεκριµένη 

οικοθέση στην οποία πραγµατοποιείται απορρόφηση αζώτου µε τον 

αποτελεσµατικότερο τρόπο. Με λίγα λόγια το άζωτο το οποίο απελευθερώνεται 

από µία οµάδα οργανισµών δεσµεύεται άµεσα από άλλη. ∆εν παραµένει 

ελεύθερο για µεγάλο χρονικό διάστηµα οπότε αποφεύγεται ο κίνδυνος 

αποµάκρυνσης του από το έδαφος (Addiscot et al. 1991).  

∆εν ισχύει όµως το ίδιο για τα διαταραγµένα οικοσυστήµατα και τις 

αγροτικές καλλιέργειες. Μια έκταση η οποία καλλιεργείται µένει για κάποιο 

διάστηµα, ειδικά µετά τη συγκοµιδή της καλλιέργειας, χωρίς φυτική κάλυψη. Η 

έλλειψη ριζών από το έδαφος αυξάνει τις πιθανότητες αποµάκρυνσης του 

αζώτου. Επιπλέον στις καλλιεργούµενες περιοχές όπου προστίθενται αζωτούχα 

λιπάσµατα για τη µεγιστοποίηση της παραγωγής µεγάλο µέρος του αζώτου δεν 

απορροφάται από τα φυτά αλλά αποµακρύνεται από τα εδαφικά 

οικοσυστήµατα. Οι απώλειες αυτές λαµβάνουν χώρα µε ποικίλους 

µηχανισµούς.  

Η έκπλυση (leaching) των νιτρικών (ΝΟ3
-) είναι ένας από τους 

σηµαντικότερους µηχανισµούς (Nielsen 2006). Οι απώλειες των νιτρικών µε 

αυτόν τον τρόπο οφείλονται κυρίως στο ηλεκτρικό φορτίο της αργίλου το οποίο 

εξαρτάται από την ποσότητα και τον τύπο των αργιλικών ορυκτών αλλά και  



 

 

από το pH. Στις αγροτικές καλλιέργειες όπου το pH κυµαίνεται από 5,0 έως 8 η 

άργιλος έχει αρνητικό φορτίο. Αυτό σηµαίνει ότι τα θετικά φορτισµένα ιόντα 

του εδαφικού διαλύµατος όπως κάλιο, ασβέστιο, µαγνήσιο, αµµώνιο έλκονται 

από το αρνητικό φορτίο της αργίλου και της οργανικής ουσίας και 

συγκρατούνται στην επιφάνειά τους. Αντίθετα τα ανιόντα του εδαφικού 

διαλύµατος όπως τα νιτρικά και τα νιτρώδη απωθούνται. Αυτός είναι ο βασικός 

λόγος για τον οποίο τα ιόντα αυτά εκπλένονται πολύ εύκολα. Τα νιτρικά (και τα 

νιτρώδη στην σπάνια περίπτωση που θα συσσωρευτούν) είναι πιθανό να 

αποµακρυνθούν από το έδαφος είτε µε την επιφανειακή απορροή και να 

καταλήξουν σε επιφανειακούς υδάτινους αποδέκτες είτε µε την διήθηση και να 

καταλήξουν στους υπόγειους υδροφορείς. Αποτέλεσµα είναι διάφορα 

περιβαλλοντικά προβλήµατα όπως το φαινόµενο του ευτροφισµού και η 

νιτρορύπανση.  

Η µετατροπή των ανόργανων ιόντων αζώτου σε αέρια µορφή και η 

επιστροφή τους στην ατµόσφαιρα είναι άλλος ένας τρόπος αποµάκρυνσης του 

αζώτου από το έδαφος. Οι σηµαντικότερες διεργασίες αυτής της µορφής είναι η 

απονιτροποίηση των νιτρικών ιόντων και η αεριοποίηση της αµµωνίας (Barnard 

and Leadley 2005). Η απονιτροποίηση, δηλαδή η αναγωγή των νιτρικών ιόντων 

σταδιακά σε µοριακό άζωτο µπορεί να πραγµατοποιηθεί µέσα από χηµικές ή 

βιολογικές διεργασίες.  

Η χηµική απονιτροποίηση εντοπίζεται σε ορισµένα όξινα εδάφη 

(pH<5.5) και είναι περιορισµένης σηµασίας για τα γεωργικά εδάφη, όπου 

κυριαρχεί η βιολογική απονιτροποίηση (Sánchez et al. 2001). Η βιολογική 

απονιτροποίηση πραγµατοποιείται µε τη δράση χηµειοετερότροφων βακτηρίων. 

Όταν τα εδάφη είναι κορεσµένα µε νερό, το οξυγόνο διαχέεται αργά µε 

συνέπεια να µην αναπληρώνεται και να λαµβάνει χώρα αναερόβια αποσύνθεση. 

Μερικοί αναερόβιοι µικροοργανισµοί έχουν την ικανότητα να αντικαθιστούν το 

οξυγόνο µε τα ΝΟ2
-και ΝΟ3

- ως τελικούς αποδέκτες ηλεκτρονίων, µε 

αποτέλεσµα τα τελικά προϊόντα που προκύπτουν να είναι αέρια Ν2Ο και Ν2, τα 

οποία διαφεύγουν στην ατµόσφαιρα (Azam and Farooq 2003). Τα αέρια αυτά 

αντιδρούν µε το στρατοσφαιρικό όζον και συµµετέχουν στη µείωση της 

συγκέντρωσης του. Εκτιµάται ότι οι απώλειες αζώτου λόγω απονιτροποίησης 

µπορούν να κυµαίνονται από 2,5-50 % του προστιθέµενου αζώτου, ανάλογα µε  



 

 

τις συνθήκες και την καλλιέργεια (�imek et al. 2001). Επίσης αέρια Ν2Ο είναι 

δυνατόν να σχηµατιστούν και κατά τη διαδικασία της νιτροποίησης σαν 

παραπροϊόντα, η ποσότητα των οποίων είναι όµως σχεδόν αµελητέα. 

Μία εξίσου σηµαντική οδός διαφυγής του αζώτου προς την ατµόσφαιρα 

είναι η εξαέρωση της αµµωνίας. Η διαδικασία αυτή λαµβάνει χώρα κυρίως σε 

αλκαλικά ή ουδέτερα εδάφη κατά την αποσύνθεση των οργανικών 

υπολειµµάτων κοντά στην επιφάνεια του εδάφους ή µετά την επιφανειακή 

εφαρµογή αµµωνιακών λιπασµάτων, ουρίας ή κοπριάς. Το ποσοστό του αζώτου 

που χάνεται από τα λιπάσµατα λόγω της εξαέρωσης της ΝΗ3 µπορεί να φτάσει 

έως και >50%, ανάλογα τον τύπο του λιπάσµατος, τον τρόπο εφαρµογής, τις 

περιβαλλοντικές συνθήκες και τις ιδιότητες του εδάφους (Sommer et al. 2004).  

Τέλος το άζωτο αποµακρύνεται από τα καλλιεργούµενα εδάφη µε τη 

συγκοµιδή της καλλιέργειας αφού το άζωτο που έχει ενσωµατωθεί στην φυτική 

βιοµάζα, κυρίως αφοµοιωµένο σε πρωτεϊνική µορφή, αποµακρύνεται (Addiscot 

et al. 1991). 

 

1.4 Νιτρορύπανση και τρόποι ελέγχου 

 
 Όπως ήδη αναφέρθηκε τα νιτρικά ιόντα είναι ιδιαιτέρως ευκίνητα στο 

εδαφικό διάλυµα. Αυτό σηµαίνει ότι µπορούν εύκολα να διαλυθούν στο νερό 

της βροχής ή ακόµα και στο νερό άρδευσης και να καταλήξουν σε υδάτινους 

αποδέκτες δηµιουργώντας προβλήµατα όπως η νιτρορύπανση. Η αποµάκρυνση 

του αζώτου παρατηρείται όταν η διαθέσιµη ποσότητα ΝΟ3
- από τα ανόργανα 

λιπάσµατα ή και από τη χρήση κοπριάς υπερβαίνει τις εποχιακές απαιτήσεις της 

καλλιέργειας, ενώ η ένταση του φαινοµένου εξαρτάται από το κλίµα 

(θερµοκρασία, ύψος βροχοπτώσεων), τον τύπο του εδάφους, και τον τύπο της 

καλλιεργητικής εκµετάλλευσης (Γεωργίλα 2006). 

 Σύµφωνα µε τον Παγκόσµιο Οργανισµό Υγείας (WHO) η συγκέντρωση 

των νιτρικών ιόντων στο πόσιµο νερό δεν θα πρέπει να ξεπερνά τα 50 mg/l. Η 

υψηλή συγκέντρωση τους προκαλεί προβλήµατα στα οικοσυστήµατα αλλά και 

στην ανθρώπινη υγεία. Η υποβάθµιση της ποιότητας των επιφανειακών υδάτων, 

η ανάπτυξη του φαινοµένου του ευτροφισµού και η ρύπανση των υπόγειων  

 



 

 

υδροφορέων είναι ορισµένα από τα προβλήµατα που προκαλούνται στα 

οικοσυστήµατα.  

 Η σηµαντικότερη πηγή της νιτρορύπανσης είναι οι αγροτικές 

δραστηριότητες, γεωργικές και κτηνοτροφικές, οπότε ο έλεγχος της 

νιτρορύπανσης ξεκινάει από τον έλεγχο των παραπάνω δραστηριοτήτων. Η 

εντατική καλλιέργεια και οι πρακτικές για µέγιστες αποδόσεις είναι αυτές που 

οδήγησαν σε πλεονασµατική αζωτούχο λίπανση και υπερεκµετάλλευση των 

εδαφικών πόρων. Ωστόσο η ικανοποίηση της ζήτησης για τη γεωργική 

παραγωγή µπορεί να επιτευχθεί παράλληλα µε τη µείωση των αρνητικών 

επιπτώσεων στο περιβάλλον µε την η υιοθέτηση εναλλακτικών πρακτικών 

διαχείρισης των θρεπτικών απαιτήσεων των φυτών (Addiscot et al. 1991). 

 Η προσθήκη οργανικών υλικών, η αµειψισπορά, η ενσωµάτωση φυτικής 

βιοµάζας στο έδαφος (χλωρή λίπανση) και ο εµβολιασµός του εδάφους µε 

αζωτοδεσµευτικά βακτήρια είναι κάποιες από τις πρακτικές που εφαρµόζονται 

ήδη. Ουσιαστικά πρόκειται για εµπλουτισµό του εδάφους µε άζωτο χωρίς τη 

χρήση βιοµηχανικών ευδιάλυτων λιπασµάτων. 

Τα οργανικά λιπάσµατα περιλαµβάνουν κάθε φυσικό οργανικό υλικό 

που περιέχει µέρος των θρεπτικών στοιχείων σε οργανική µορφή, ενώ 

ταυτόχρονα δεν περιέχει τοξικές ουσίες ή παθογόνους µικροοργανισµούς. Η 

οργανική λίπανση επιδρά στα φυτά µέσω της σταδιακής απελευθέρωσης 

θρεπτικών στοιχείων που προέρχονται από την αποικοδόµηση της οργανικής 

ύλης. Επιπλέον τα οργανικά λιπάσµατα βελτιώνουν τις φυσικοχηµικές ιδιότητες 

του εδάφους (Σιδηράς 2005). 

 Η αµειψισπορά δηλαδή η εναλλαγή καλλιέργειας και ιδιαίτερα η χρήση 

ψυχανθών βοηθά στον εµπλουτισµό του εδάφους µε άζωτο. Εάν αυτή 

συνδυαστεί και µε χλωρή λίπανση µπορεί να έχει σηµαντικά αποτελέσµατα. 

Η χλωρή λίπανση περιλαµβάνει την καλλιέργεια κάποιου φυτικού 

είδους µε σκοπό τη διακοπή του κύκλου βλάστησης και την ενσωµάτωση της 

βιοµάζας στο έδαφος, σε στάδιο όπου το άζωτο και τα λοιπά θρεπτικά στοιχεία 

βρίσκονται στη µέγιστη δυνατή συγκέντρωση. Οι χλωρές λιπάνσεις αποτελούν 

κοµβικό σηµείο στο βιολογικό τρόπο παραγωγής τόσο για τη θρέψη των 

καλλιεργειών, ιδιαίτερα όσον αφορά στην κάλυψη των απαιτήσεων σε άζωτο 

(Σιδηράς 2005), όσο και για τις ευεργετικές επιπτώσεις στις φυσικές/βιοχηµικές  



 

 

ιδιότητες του εδάφους, όπως την αύξηση της οργανικής ουσίας, την 

ανοργανοποίηση του αζώτου, τον περιορισµό της διάβρωσης και της έκπλυσης 

ΝΟ3
- (Tonitto et al. 2005).  

 Τις τελευταίες δεκαετίες γίνεται έρευνα για τη χρήση ελεύθερων 

αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων µε σκοπό τον περιορισµό ακόµα και την 

αντικατάσταση των βιοµηχανικών λιπασµάτων. Τα βακτήρια αυτά προάγουν 

την καλλιέργεια όχι µόνο µε τη δέσµευση του αζώτου αλλά και µε την 

παραγωγή φυτοορµονών και βιταµινών, τη δηµιουργία ανθεκτικότητας ενάντια 

σε παθογόνους µικροοργανισµούς, την αυξηµένη πρόσληψη θρεπτικών 

στοιχείων και τη διαλυτοποίηση του φωσφόρου (Kennedy et al. 2004). 

Ενδεικτικά αξίζει να αναφερθεί ότι ο εµβολιασµός του εδάφους µε βακτήρια 

Azotobacter αντικατέστησε έως και το 50 % λιπασµατικού αζώτου (ουρία) στο 

σιτάρι (Kennedy et al. 2004). Όµως τα αποτελέσµατα δεν είναι σταθερά ούτε 

πάντα ενθαρρυντικά µε αποτέλεσµα τα µικροβιακά εµβόλια ελεύθερων 

αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων να µην έχουν τύχει ευρείας αποδοχής. 

Επίσης έρευνα πραγµατοποιείται στη χρήση χηµικών ουσιών για τον 

έλεγχο της νιτροποίησης. Η νιτροποίηση, η µετατροπή δηλαδή του αµµωνιακού 

σε νιτρικό άζωτο, ευθύνεται για την απώλεια του αζώτου είτε µε την έκπλυση 

των νιτρικών είτε µε την απονιτροποίηση και τη µετατροπή του σε αέριο άζωτο. 

Χηµικές ουσίες οι οποίες ονοµάζονται παρεµποδιστές νιτροποίησης είναι 

δυνατό να επιβραδύνουν ή ακόµα και να σταµατήσουν τη διαδικασία της 

νιτροποίησης, άρα και την απώλεια αζώτου (Subbarao et al. 2006). 

 

1.5 Νιτροποίηση και παρεµποδιστές νιτροποίησης 

 
 Για να γίνει κατανοητή η δράση των παρεµποδιστών νιτροποίησης είναι 

σηµαντικό να γίνει σύντοµη αναφορά στη διαδικασία της νιτροποίησης. 

Νιτροποίηση είναι η διαδικασία κατά την οποία η αµµωνία (ΝΗ3) και η 

ιονισµένη της µορφή, το αµµώνιο (ΝΗ4
+), µετατρέπονται µε τη βοήθεια 

µικροοργανισµών του εδάφους σε νιτρικά ανιόντα (ΝΟ3
-) (Singh and Verna 

2007). 

Η νιτροποίηση διενεργείται σε δύο στάδια (Σχήµα 2) από 

χηµειοαυτότροφα αερόβια βακτήρια (νιτροποιητές), τα οποία χρησιµοποιούν το  



 

 

οξυγόνο ως τον τελικό αποδέκτη ηλεκτρονίων. Σε κάθε στάδιο της 

νιτροποίησης δρα διαφορετική κατηγορία µικροοργανισµών. 

 

 
Σχήµα 2: Απλοποιηµένος µηχανισµός της νιτροποίησης (Singh and Verma 

2007). 

 
Στο πρώτο στάδιο η αµµωνία οξειδώνεται σε υδροξυλαµίνη (ΝΗ2ΟΗ) 

µε τη βοήθεια του ενζύµου αµµωνιακή µονοοξυγενάση (ΑΜΟ). Στη συνέχεια η 

υδροξυλαµίνη οξειδώνεται σε νιτρώδη, αντίδραση στην οποία συµµετέχει το 

ένζυµο οξειδοαναγωγάση της υδροξυλαµίνης (ΗΑΟ). Από την οξείδωση αυτή 

απελευθερώνονται 4 ηλεκτρόνια, 2 από τα οποία επιστρέφουν στην ΑΜΟ για 

τη συνέχιση της οξείδωσης της αµµωνίας (Σχήµα 3). Τα υπόλοιπα 2 ηλεκτρόνια 

ικανοποιούν τις αναγωγικές ανάγκες του κυττάρου. Γίνεται φανερό ότι για τη 

συνέχιση της λειτουργίας της ΑΜΟ είναι απαραίτητη η συνοξείδωση του 

προϊόντος της αντίδρασης που καταλύει. Το γεγονός αυτό παίζει πολύ 

σηµαντικό ρόλο στην κινητική των αντιδράσεων όταν το υπόστρωµα δεν είναι 

η αµµωνία (Subbarao et al. 2006). 

 

 
Σχήµα 3: Αντιδράσεις της νιτροποίησης που καταλύονται από τα ένζυµα ΑΜΟ 
και ΗΑΟ (Subbarao et al 2006). 
 
 
 Η νιτροποίηση είναι µία διαδικασία που εξαρτάται από 

µικροοργανισµούς εποµένως επηρεάζεται από κάθε παράγοντα που θα  



 

 

µπορούσε να βλάψει την καλή λειτουργία των µικροοργανισµών αυτών. Τέτοιοι 

παράγοντες είναι η θερµοκρασία, το pH, η συγκέντρωση οξυγόνου, η υγρασία 

του εδάφους κ.α. (Puttana et al. 1999). 

Σηµαντικό ρόλο µπορούν να διαδραµατίσουν διάφορες χηµικές ουσίες, 

η παρουσία των οποίων εµποδίζει τη νιτροποίηση, οι ουσίες αυτές λόγω της 

ιδιότητάς τους ονοµάζονται παρεµποδιστές νιτροποίησης (nitrification 

inhibitors). Έχει βρεθεί ότι δρουν έναντι του ενζύµου αµµωνιακή 

µονοοξυγενάση (ΑΜΟ) µε αποτέλεσµα να επιβραδύνουν ή και να αναστέλλουν 

την οξείδωση της αµµωνίας (NΗ3) σε νιτρώδη (ΝΟ2
-), συνήθως χωρίς να 

επηρεάζουν την οξείδωση των νιτρωδών σε νιτρικά (ΝΟ3
-) (McCarty 1999). 

∆ηλαδή οι παρεµποδιστές δρουν στο πρώτο στάδιο της νιτροποίησης όπως 

φαίνεται στα  Σχήµατα 4 και 5. 

 
 

 
Σχήµα 4: ∆ράση των παρεµποδιστών νιτροποίησης (Singh and Verma 2007). 

 

 

 
Σχήµα 5: ∆ράση παρεµποδιστών νιτροποίησης στην οξείδωση της αµµωνίας 
(Singh and Verma 2007). 
 
 



 

  

Η ΑΜΟ είναι ένζυµο το οποίο βρίσκεται στην κυτταροπλασµατική 

µεµβράνη των χηµειοαυτότροφων αερόβιων βακτηρίων που δρουν στο πρώτο 

στάδιο της νιτροποίησης. Στην αντίδραση στην οποία λαµβάνει µέρος η ΑΜΟ 

κατά τη νιτροποίηση ένα άτοµο οξυγόνου από το Ο2 αντιδρά µε την αµµωνία 

(ΝΗ3) σχηµατίζοντας υδροξυλαµίνη (ΝΗ2ΟΗ) σύµφωνα µε την αντίδραση 1 

(Irigoyen et al 2003). Το άλλο άτοµο οξυγόνου ανάγεται σχηµατίζοντας Η2Ο. 

 
(1) 

 
 

Οι παρεµποδιστές νιτροποίησης είναι οι ουσίες οι οποίες µπορούν να 

δράσουν σαν εναλλακτικά υποστρώµατα για την ΑΜΟ εµποδίζοντας τη 

σύνδεση της αµµωνίας µε το ένζυµο, άρα και την πορεία της νιτροποίησης. 

Έχει βρεθεί ότι  πάνω από 60 ουσίες µπορούν να επηρεάσουν τη λειτουργία της 

ΑΜΟ και µάλιστα διαφορετικά υποστρώµατα µπορούν να την επηρεάσουν µε 

τρεις διαφορετικούς µηχανισµούς όπως φαίνεται στον Πίνακα 1. 

 
Πίνακας 1: Παρεµποδιστές νιτροποίησης και µηχανισµοί δράσης τους 
(Subbarao et al. 2006). 

 
1) Σύνδεση του υποστρώµατος στο µόριο του ενζύµου (ανταγωνιστική δράση 

µε την NH3, είτε µη- ανταγωνιστική δράση µε την NH3) είτε σχηµατισµός 

χηλικών ενώσεων) 

Όπως αναφέρει ο McCarty (1999) τα υποστρώµατα ανάλογα µε τη φύση 

τους µπορεί να έχουν ανταγωνιστική ή µη ανταγωνιστική δράση µε την  



 

 

αµµωνία. Η σύνδεση και η οξείδωση των υποστρωµάτων µε ανταγωνιστική 

δράση πραγµατοποιείται στο ενεργό µέρος του ενζύµου, στο σηµείο ακριβώς 

που πραγµατοποιείται η οξείδωση της αµµωνίας. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την 

αναστολή της νιτροποίησης. Αντίθετα η σύνδεση των µη ανταγωνιστικών 

υποστρωµάτων πραγµατοποιείται σε σηµείο της ΑΜΟ διαφορετικό από το 

σηµείο οξείδωσης της αµµωνίας. Σ� αυτή την περίπτωση η νιτροποίηση 

πραγµατοποιείται αλλά µε χαµηλούς ρυθµούς. 

Επίσης σαν παρεµποδιστές νιτροποίησης δρουν ενώσεις που περιέχουν 

θείο, όπως η θειουρία. Ο µηχανισµός που προτάθηκε για την παρεµπόδιση της 

οξείδωσης της αµµωνίας από τη θειουρία βασίστηκε στο ότι η ΑΜΟ περιέχει 

χαλκό. Η παρεµπόδιση πιθανότατα οφείλεται το σχηµατισµό ενός συµπλόκου 

µε το ενεργό µέρος του χαλκού (χηλική ένωση), όπου ο τερµατικός δεσµός C=S 

θα συνεπάγεται σχηµατισµό ιοντικού δακτυλίου. 

 
2) Μια δεύτερη κατηγορία µηχανισµών βασίζεται στο σχηµατισµό προϊόντων 

που απενεργοποιούν την ΑΜΟ (suicide or mechanism-based inhibitors). 

Στην κατηγορία αυτή των παρεµποδιστών ανήκουν ουσίες από την 

οξείδωση των οποίων προκύπτουν πολύ δραστικά προϊόντα. Τα προϊόντα αυτά 

αναστέλλουν τη λειτουργία της ΑΜΟ µε µη αντιστρεπτό τρόπο καθώς 

µεταβάλλουν τη δοµή του ενζύµου. Για την επαναλειτουργία  απαιτείται εκ 

νέου σύνθεση των πρωτεϊνών του ενζύµου. Το ακετυλένιο (C2H2) και το 

τριχλωροαιθάνιο TCE είναι τέτοιοι παραµποδιστές. Επίσης ουσίες που 

περιέχουν θείο όπως είναι ορισµένα αµινοξέα και κάποια παρασιτοκτόνα 

φαίνεται να έχουν παρεµποδιστική δράση καθώς από την οξείδωσή τους 

σχηµατίζονται πτητικές ενώσεις του θείου που καταστρέφουν το ένζυµο (Singh 

and Verma 2007). 

 
3) Παρεµπόδιση της δηµιουργίας των αναγωγικών παραγόντων οι οποίοι είναι 

απαραίτητοι για τη δράση της ΑΜΟ. 

 Η κινητική των αντιδράσεων όπου συµµετέχει η ΑΜΟ είναι ιδιαιτέρως 

περίπλοκη καθώς για την οξείδωση οποιουδήποτε υποστρώµατος είναι 

απαραίτητη η ύπαρξη αναγωγικών παραγόντων. Οι αναγωγικοί αυτοί 

παράγοντες στη νιτροποίηση συνήθως παρέχονται από την οξείδωση της  



 

 

υδροξυλαµίνης (το προϊόν της αντίδρασης 1). Η απαίτηση αυτή µπορεί 

εναλλακτικά να καλυφθεί µε την οξείδωση της υδραζίνης (Ν2Η4). 

 

Σε πολλά φυσικά οικοσυστήµατα όπου το άζωτο αποτελεί περιοριστικό 

παράγοντα έχουν αναπτυχθεί διάφοροι µηχανισµοί έτσι ώστε να µειώνονται οι 

απώλειες του αζώτου και να χρησιµοποιείται πιο αποτελεσµατικά για την 

επιβίωση, την παραγωγικότητα και τη σταθερότητα των οικοσυστηµάτων.  

Ένας από αυτούς τους µηχανισµούς είναι η µείωση της νιτροποίησης. 

Αυτό επιτυγχάνεται µε την απελευθέρωση από τα φυτά οργανικών ουσιών οι 

οποίες παρεµποδίζουν τη νιτροποίηση (Subarao et al 2006). Οι ουσίες αυτές 

είτε εκκρίνονται από τις ρίζες των φυτών απευθείας στο έδαφος είτε 

αποθηκεύονται στους ιστούς τους και απελευθερώνονται κατά την 

αποικοδόµηση των νεκρών τµηµάτων τους. Οι ουσίες αυτές είναι ουσιαστικά οι 

ρυθµιστές της νιτροποίησης στο έδαφος. Επιπλέον διάφοροι δευτερογενείς 

µεταβολίτες όπως είναι οι φαινόλες και τα τερπενοϊδή φαίνεται ότι 

παρεµποδίζουν τη νιτροποίηση λόγω της αντιβακτηριακής τους δράσης και της 

επίδρασης της στους νιτροποιητές (Subbarao et al 2007). 

 

1.6 Χρήση των παρεµποδιστών νιτροποίησης σαν διαχειριστικό εργαλείο 

 
Πολλά συστατικά έχουν προταθεί να χρησιµοποιηθούν ως 

παρεµποδιστές νιτροποίησης, αρκετά από αυτά φαίνονται στον Πίνακα 2. 

Ωστόσο λίγα µόνο έχουν αξιολογηθεί στο πεδίο ως προς την 

αποτελεσµατικότητά τους και ακόµα λιγότερα έχουν χρησιµοποιηθεί σε 

καλλιέργειες. Οι περιοχές όπου έχουν χρησιµοποιηθεί είναι κυρίως στις ΗΠΑ, 

στην Ευρώπη και την Ιαπωνία (Chen et al. 2008). 

Η νιτραπυρίνη και το DCD είναι ουσιαστικά τα ευρέως 

χρησιµοποιούµενα συστατικά, ενώ πρόσφατα χρησιµοποιείται το DMPP κυρίως 

στην Ευρώπη. Το τελευταίο φαίνεται να εµφανίζει πλεονεκτήµατα σε σχέση µε 

τη νιτραπυρίνη και το DCD κυρίως σε ότι αφορά στην ευκολία εφαρµογής, στη 

διάρκεια, στη σταθερότητα και στην αποτελεσµατικότητα για µεγάλες χρονικές 

περιόδους και κάτω από υψηλές θερµοκρασίες. 

  



 

 

 Η χρήση των παρεµποδιστών νιτροποίησης φιλοδοξεί να µετριάσει τα 

προβλήµατα που προκύπτουν από την αγροτική δραστηριότητα, κυρίως την 

έκπλυση των νιτρικών και τις εκποµπές αερίων ΝΟ και Ν2Ο.  

 
 
Πίνακας 2: Παρεµποδιστές νιτροποίησης που χρησιµοποιούνται συχνότερα 
στη γεωργία (Chen et al 2008). 

 
 

 Όπως αναφέρθηκε ήδη µε την εφαρµογή παρεµποδιστών νιτροποίησης 

σε καλλιεργούµενες περιοχές αποτρέπεται η µετατροπή του αζώτου σε νιτρώδη 

(άρα και σε νιτρικά) και η µορφή η οποία κυριαρχεί στο εδαφικό διάλυµα είναι 

το αµµώνιο. Το αµµώνιο συγκρατείται στις κολλοειδείς επιφάνειες των αργίλων 

και της οργανικής ουσίας και το άζωτο προστατεύεται τόσο από την έκπλυση 

όσο και από τη µετατροπή του σε αέρια οξείδια ΝΟ και Ν2Ο. Υπολογίζεται ότι 

το ποσοστό του προστιθέµενου αζώτου που χάνεται σε µορφή Ν2Ο από τις 

αγροτικές περιοχές µπορεί να  φτάνει σε δυσµενείς περιβαλλοντικές συνθήκες 

και το 35-45%. Η άρδευση µε κατάκλυση, ειδικά σε βαριά εδάφη οδηγεί  σε 

αύξηση του ρυθµού νιτροποίησης/απονιτροποίησης µε αποτέλεσµα την 

απελευθέρωση σηµαντικών ποσοτήτων Ν2Ο στην ατµόσφαιρα (Azam and 

Farooq 2003). Αποτελέσµατα πειραµάτων που πραγµατοποιήθηκαν στην 

Πορτογαλία µε χρήση DCD στο εργαστήριο δείχνουν µέχρι και 80% µείωση 

των εκποµπών Ν2Ο (Carneiro et al 2009) καθώς και πτώση έως 65% της 

έκπλυσης των νιτρικών (Singh and Verna 2007).  

Επιπλέον οι παρεµποδιστές νιτροποίησης µπορούν έµµεσα να 

επηρεάσουν την ανάπτυξη της καλλιέργειας βελτιώνοντας την αντοχή σε 

ασθένειες και παράσιτα. Ελαττωµένη νιτροποίηση σηµαίνει υψηλή 

συγκέντρωση ΝΗ4
+ στο έδαφος κι αυτό µε τη σειρά του αντιβακτηριακή και 

αντιµυκητιακή δράση. Για παράδειγµα τρεις ασθένειες του σιταριού που  



 

 

οφείλονται στους µικροοργανισµούς Cercosporella sp., Gaeumarromyces 

graminis και Fysarium sp. καταπολεµήθηκαν µε χρήση νιτραπυρίνης (Subbarao 

et al 2007). 

 Η µείωση των απωλειών αζώτου αυτόµατα σηµαίνει µείωση 

καταναλισκόµενης ενέργειας τόσο από την παραγωγή όσο και από τη µεταφορά 

των αζωτούχων λιπασµάτων. Αλλά και τα φυτά παρουσιάζουν µείωση της 

καταναλισκόµενης ενέργειας αφού δεν απαιτείται η ενεργοβόρα αναγωγή του 

νιτρικής µορφής αζώτου προκειµένου να αναβολίσουν το ανόργανο άζωτο σε 

αµινοξέα. Επίσης σηµαντικό είναι το χρηµατικό όφελος των παραγωγών τόσο 

από τη µικρότερη απαιτούµενη ποσότητα λιπασµάτων αλλά και τη µικρότερη 

συχνότητα των εφαρµογών της αζωτούχου λίπανσης στις καλλιέργειες. 

 Από τα παραπάνω γίνεται φανερό πως οι παρεµποδιστές νιτροποίησης 

µπορούν να χρησιµοποιηθούν σαν διαχειριστικό εργαλείο του αζώτου στις 

καλλιεργούµενες περιοχές, παρέχοντας οικονοµικό και οικολογικό όφελος. 

 

1.7 Περιορισµοί στη χρήση των παρεµποδιστών νιτροποίησης 

 
Το κόστος για την εφαρµογή σε καλλιέργεια παρεµποδιστών 

νιτροποίησης κυµαίνεται από US$ 25 έως 35 ha-1 (οι τιµές αφορούν το DCD 

και τη νιτραπυρίνη), κόστος το οποίο αγγίζει το 25-30% του συνολικού 

κόστους του λιπάσµατος (Chen et al 2008). 

Επιπλέον µελέτες έχουν δείξει ότι ορισµένες καλλιέργειες δεν 

ευνοούνται από την υψηλή συγκέντρωση ΝΗ4
+. Έτσι οι παρεµποδιστές 

νιτροποίησης δεν θα πρέπει να χρησιµοποιούνται ως πανάκεια. 

Οι υψηλές θερµοκρασίες και η υψηλή τιµή εδαφικού pH επιταχύνουν τη 

νιτροποίηση. Σ� αυτές όµως τις συνθήκες οι µέχρι σήµερα διαθέσιµοι 

παρεµποδιστές νιτροποίησης δεν µπορούν να δράσουν και αυτό είναι ιδιαίτερα 

περιοριστικό για τις πιο θερµές κλιµατικά χώρες. Επίσης δεν έχει εφαρµοστεί 

εντατική χρήση αυτών των ουσιών έτσι ώστε να είναι απόλυτα εµφανή τα 

αποτελέσµατα της χρήση τους. Στις ΗΠΑ µόνο στο 1,16% των καλλιεργειών 

έχει χρησιµοποιηθεί DCD ή νιτραπυρίνη ενώ το αντίστοιχο ποσοστό στη δυτική 

Ευρώπη είναι στο 0,29% των καλλιεργούµενων εκτάσεων. Όπως γίνεται 

φανερό η χρήση των παρεµποδιστών νιτροποίησης δεν έχει υιοθετηθεί ακόµα  



 

 

από τους καλλιεργητές και αυτό οφείλεται στην έλλειψη πληροφόρησης των 

καλλιεργητών καθώς και στο υψηλό κόστος που φτάνει να είναι 8 φορές 

υψηλότερο από πολλά συµβατικά λιπάσµατα. 

 

1.8 Τεχνικές ανάλυσης των µικροοργανισµών του εδάφους 

 
Οι µικροοργανισµοί που ζουν στο έδαφος έχουν κυρίαρχο ρόλο στους 

βιογεωχηµικούς κύκλους των στοιχείων καθώς και στη λειτουργία των 

οικοσυστηµάτων. Εξαιτίας του γεγονότος ότι συµµετέχουν στην αποικοδόµηση 

της οργανικής ύλης και στην απελευθέρωση θρεπτικών στοιχείων επηρεάζουν 

τη συγκέντρωση των θρεπτικών, τις φυσικοχηµικές ιδιότητες του εδάφους 

καθώς και την πρωτογενή παραγωγή. Επιπλέον οι ανθρωπογενείς 

δραστηριότητες όπως είναι η αστική ανάπτυξη, η εντατική καλλιέργεια, η 

χρήση εντοµοκτόνων  και η ρύπανση επηρεάζουν τη µικροβιακή ποικιλότητα 

και τη δραστηριότητα του εδάφους. Ως εκ τούτου η µελέτη των 

µικροοργανισµών του εδάφους είναι σηµαντική για την κατανόηση των 

διεργασιών που συµβαίνουν στα εδαφικά οικοσυστήµατα. 

Οι µέθοδοι για την µελέτη των µικροοργανισµών του εδάφους 

χωρίζονται σε τρεις ευρείες κατηγορίες: στη µελέτη της µικροβιακής βιοµάζας 

(microbial biomass), του ρυθµού της µικροβιακής δραστηριότητας (activity 

rates) και της µικροβιακής ποικιλότητας (microbial diversity)(Van Antwerpen 

et al. 2005). 

 

1.8.1 Μικροβιακή βιοµάζα 

 
Η εδαφική µικροβιακή βιοµάζα αναφέρεται στη µάζα των εδαφικών 

µικροοργανισµών που ζουν σε συγκεκριµένη χρονική στιγµή. Ο υπολογισµός 

της εδαφικής µικροβιακής βιοµάζας παρέχει πληροφορίες που µπορούν να 

χρησιµοποιηθούν για την αξιολόγηση των αναµενόµενων µεταβολών του 

εδάφους σε οργανική ουσία, που προκαλείται από τις διάφορες µεθόδους 

διαχείρισης των εδαφών, για την αξιολόγηση της ποιότητας του εδάφους, για 

την εκτίµηση της ταχύτητας ακινητοποίησης-ανοργανοποίησης αζώτου στο 

έδαφος και τον υπολογισµό των εποχιακών διακυµάνσεων στη µικροβιακή  



 

 

βιοµάζα και τέλος χρησιµεύει ως δείκτης παρουσίας τοξικών παραγόντων (π.χ. 

τοξικότητα µετάλλων-οργανικών ρυπαντών) (Nielsen and Winding 2002).  

Επιπλέον, οι µετρήσεις του άνθρακα και των θρεπτικών συστατικών που 

περιλαµβάνονται στη µικροβιακή βιοµάζα, παρέχουν µια βάση για τις µελέτες 

των µετασχηµατισµών και την προσοµοίωση των κύκλων της εδαφικής 

οργανικής ουσίας, δεδοµένου ότι η µικροβιακή βιοµάζα είναι ένα από τα πλέον 

διακριτά και ευπροσδιόριστα συστατικά της. Ο Dalal (1998) αναφέρει ότι η 

οργανική ουσία που περιέχεται στη βιοµάζα των µικροοργανισµών του εδάφους 

δεν ξεπερνά το 5% του συνόλου της οργανικής ουσίας του εδάφους. 

 Ο υπολογισµός της µικροβιακής βιοµάζας του εδάφους µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί είτε άµεσα είτε έµµεσα. Η άµεση καταµέτρηση των εδαφικών 

µικροοργανισµών και η εκτίµηση της συνολικής µάζας τους είναι ένας 

χρονοβόρος και επίπονος ερευνητικός στόχος. Η διασπορά του εδάφους σε νερό 

και η εξέταση λεπτών υµενίων αυτής της διασποράς µε µικροσκοπία µετά από 

χρώση, είναι η βασική τεχνική µε την οποία καταµετρώνται τα µικροβιακά 

κύτταρα και δίνεται µια εκτίµηση του όγκου των µικροοργανισµών. Η µέση 

πυκνότητα των κυττάρων των µικροοργανισµών απαιτείται να είναι γνωστή για 

τη µετατροπή του όγκου σε µάζα. 

 Επίσης άµεσος προσδιορισµός της µικροβιακής βιοµάζας µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε την ανάλυση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων 

(PLFA). Τα φωσφολιπίδια είναι συστατικά των µεµβρανών των εδαφικών 

µικροοργανισµών σε σχετικά σταθερή αναλογία µε την συνολική βιοµαζα τους. 

Το σύνολο τους µπορεί να δώσει µια εικόνα για την εδαφική µικροβιακή 

βιοµάζα (Baath and Anderson 2003). Η τεχνική αυτή όµως εµφανίζει 

περισσότερες δυνατότητες και χρησιµοποιείται κυρίως για την ποσοτική και 

ποιοτική ανάλυση των µικροβιακών κοινοτήτων, όπως αναφέρεται σε επόµενη 

παράγραφο. 

 Οι έµµεσες µέθοδοι για τον προσδιορισµό της µικροβιακής βιοµάζας 

είναι απλούστερες, πιο γρήγορες και λιγότερο επίπονες σε σχέση µε τις άµεσες 

µεθόδους. O υπολογισµός της µικροβιακής αναπνοής που εξαρτάται αµεσα από 

το υπόστρωµα (Substrate Induced Respiration-SIR) είναι µία από αυτές. 

Υπολογίζει τη βιοµάζα εδαφικού δείγµατος µετρώντας τη µεταβολή στο ρυθµό 

της µικροβιακής αναπνοής (ml CO2/h) αµέσως µετά την προσθήκη  



 

 

υποστρώµατος που διασπάται εύκολα (π.χ. γλυκόζη) (Nielsen et al. 2002). 

Ωστόσο και η µέθοδος αυτή εµφανίζει κάποιους περιορισµούς ο 

σηµαντικότερος από τους οποίους είναι ότι υπολογίζει τη βιοµάζα των 

µεταβολικά ενεργών µικροοργανισµών του εδάφους και µάλιστα εκείνων που 

αντιδρούν στην παρουσία συγκεκριµένου υποστρώµατος (Dalal 1998). Επίσης 

βασίζεται στην υπόθεση ότι ο µέσος µεταβολικός συντελεστής της βιοµαζας 

(metabolic quotient, qCO2) είναι παρόµοιος για µικροβιακές κοινότητες 

διαφορετικής σύνθεσης, τουλάχιστον κατά τα πρώτα στάδια αντίδρασης στην 

υπερπροσφορά υποστρώµατος.  

Η τριφωσφορική αδενοσίνη (ΑΤΡ) είναι συστατικό όλων των ζωντανών 

µικροβιακών κυττάρων. Μπορεί να βρεθεί σε νεκρά κύτταρα ή εξωκυτταρικά 

στο έδαφος όπου όµως αποδοµείται πολύ γρήγορα. Συνεπώς η συγκέντρωση 

της ΑΤΡ µπορεί να δώσει µία εκτίµηση της βιοµάζας των ζωντανών 

µικροβιακών κυττάρων του εδάφους. Συνήθως η ΑΤΡ εκχυλίζεται από το 

έδαφος µε όξινα αντιδραστήρια και ο υπολογισµός γίνεται µε το σύστηµα 

λουσιφερίνης-λουσιφεράσης. Η αναλογία C:ATP  είναι περίπου 200 αν και 

µπορεί να ποικίλει από 120-240 (Dalal 1998). 

Οι περιορισµοί αυτής της µεθόδου είναι ότι η ΑΤΡ αποσυντίθεται κατά 

τη διάρκεια της εκχύλισης. Επιπλέον µετά το θάνατο των µικροβιακών 

κυττάρων η ΑΤΡ που απελευθερώνεται απορροφάται ταχέως από την άργιλο 

και αυτό ίσως επηρεάζει στον υπολογισµό της πραγµατικής ΑΤΡ των ζώντων 

µικροοργανισµών (Wen et al 2005). 

Η άτµιση µε χλωροφόρµιο είναι η πιο κοινή έµµεση µέθοδος. Θεωρείται 

ότι µε αυτή µπορεί να υπολογιστεί το µεγαλύτερο µέρος της µικροβιακής 

βιοµάζας, αν και ορισµένοι µικροοργανισµοί δεν επηρεάζονται από την άτµιση. 

Ο προσδιορισµός της µικροβιακής βιοµάζας µε άτµιση µε χλωροφόρµιο µπορεί 

να πραγµατοποιηθεί µε α) άτµιση-επώαση (Chlorophorm Fumigation 

Incubation-CFI) και β) άτµιση-εκχύλιση (Chlorophorm Fumigation Extraction-

CFE). Και στις δύο περιπτώσεις οι ατµοί του χλωροφορµίου σκοτώνουν τους 

µικροοργανισµούς του εδάφους οι οποίοι υπολογίζονται ποσοτικά είτε από το 

CO2 που προκύπτει έπειτα από επώαση του ατµισµένου και 

επανεµβολιασµένου µε µικροοργανισµούς δείγµατος (CFI) είτε από την άµεση 

εκχύλιση και υπολογισµό του περιεχόµενου στο έδαφος άνθρακα (CFE).  



 

 

(Nielsen et al. 2002). Στην δεύτερη περίπτωση αντί για εκχυλισµένο άνθρακα 

µπορεί κανείς να µετρήσει το εκχυλισµένο άζωτο, εκτιµώντας έτσι την 

µικροβιακή βιοµάζα αζώτου. 

Η µέθοδος που χρησιµοποιείται συχνότερα και θεωρείται η απλούστερη 

αξιόπιστη διαδικασία είναι η µέθοδος ατµισµού-εκχύλισης (CFE) (Jenkinson et 

al 2004). Η αρχή της µεθόδου είναι η εκτίµηση του µικροβιακού άνθρακα από 

τη διαφορά ολικού άνθρακα (ή αζώτου) στα εκχυλίσµατα ατµισµένου και µη 

ατµισµένου εδάφους (αντίδραση µε νινυδρίνη για τον υπολογισµό του αζώτου, 

υγρή οξείδωση µε διχρωµικό κάλιο για τον υπολογισµό του εκχυλισµένου 

ολικού άνθρακα). Η άτµιση των εδαφικών δειγµάτων σε χλωρορφόρµιο οδηγεί 

στη λύση των µικροβιακών κυττάρων και στην απελευθέρωση των χηµικών 

συστατικών που τα αποτελούν, χωρίς να επηρεάζεται ιδιαίτερα η διαλυτότητα 

του άνθρακα της οργανικής ουσίας. Απαιτείται όµως η κατά το δυνατόν 

πληρέστερη αποµάκρυνση ριζών και ριζικών τριχιδίων από το εδαφικό δείγµα.  

Έτσι για τον προσδιορισµό του µικροβιακού άνθρακα για παράδειγµα 

υπολογίζεται ο άνθρακας που υπήρχε στο έδαφος σε µη ατµισµένα δείγµατα και 

κατόπιν υπολογίζεται ο ολικός άνθρακας των ατµισµένων εδαφικών δειγµάτων. 

Η διαφορά των δύο µετρήσεων δείχνει τον άνθρακα που περιέχεται 

αποκλειστικά στους µικροοργανισµούς του εδάφους και που απελευθερώθηκε 

µετά τη λύση των κυττάρων. 

 

1.8.2 Μικροβιακή δραστηριότητα 

 
Ο ρυθµός της µικροβιακής δραστηριότητας αφορά στις διεργασίες που 

συµβαίνουν από τους µικροοργανισµούς του εδάφους στη µονάδα του χρόνου. 

Η µελέτης της µικροβιακής δραστηριότητας περιγράφει κυρίως τον 

καταβολισµό εδαφικού υποστρώµατος από τους µικροοργανισµούς και µπορεί 

να υπολογιστεί από τη µικροβιακή αναπνοή (Joergensen and Emmerling 2006). 

Η µικροβιακή αναπνοή του εδάφους αντιπροσωπεύει τη βιολογική οξείδωση 

της οργανικής ύλης του εδάφους και την παραγωγή CO2 από αερόβιους 

µικροοργανισµούς (Nielsen et al. 2002). Έτσι η µικροβιακή δραστηριότητα 

µπορεί να υπολογιστεί σαν ρυθµός παραγωγής CO2 ή ρυθµός κατανάλωσης Ο2. 

 



 

 

Η µέθοδος αυτή πραγµατοποιείται συνήθως στο εργαστήριο όπου 

δείγµατα εδάφους τοποθετούνται σε ελεγχόµενες συνθήκες υγρασίας και 

θερµοκρασίας όπου και υπολογίζεται η µικροβιακή αναπνοή από την ποσότητα 

CO2 που απελευθερώνεται στη µονάδα του χρόνου. Η ίδια διαδικασία στο πεδίο 

εµφανίζει δυσκολίες διότι δεν µπορεί να γίνει διαφοροποίηση της µικροβιακής 

αναπνοής από αυτή των φυτικών οργανισµών και επιπλέον υπάρχει δυσκολία 

προσδιορισµού της αναπνοής ανά µονάδα επιφάνειας και κυρίως ανά µονάδα 

εδαφικού όγκου. 

Υψηλός ρυθµός µικροβιακής αναπνοής καταδεικνύει υγιές έδαφος το 

οποίο δεν έχει διαταραχτεί, χωρίς το αντίστροφο να είναι απαραίτητα ένδειξη 

τοξικότητας ή διαταραχής (απολύτως ισορροπηµένα και υγιή εδαφικά 

οικοσυστήµατα αµµώδη και µε χαµηλή οργανική ουσία παρουσιάζουν χαµηλό 

ρυθµό µικροβιακής αναπνοής). Οι Schloter et al (2003) αναφέρουν ότι η 

µικροβιακή αναπνοή είναι η καλύτερη ένδειξη της συνολικής µεταβολικής 

δραστηριότητας των µικροβιακών πληθυσµών του εδάφους. Η µέθοδος αυτή 

επιτρέπει τη σύγκριση µεταξύ εδαφών αλλά και τη σύγκριση σε διαφορετικές 

διαχειριστικές πρακτικές στο ίδιο έδαφος (Van Antwerpen et al. 2005). Ωστόσο 

η µικροβιακή αναπνοή εµφανίζει γρήγορες διακυµάνσεις οι οποίες εξαρτώνται 

από το διαθέσιµο υπόστρωµα, την υγρασία και τη θερµοκρασία. Οι 

µικροοργανισµοί του εδάφους µπορούν πολύ γρήγορα να αντιδράσουν στις 

αλλαγές των εδαφικών συνθηκών, έστω και αν παραµείνουν ανενεργοί για 

µεγάλο χρονικό διάστηµα.  

Επίσης η ενζυµική δραστηριότητα χρησιµοποιείται για την αξιολόγηση 

διάφορων εδαφικών παραµέτρων, κυρίως όµως για τον υπολογισµό της 

µικροβιακής δραστηριότητας (Smith and Pugh  1979). Τα ένζυµα παίζουν πολύ 

σηµαντικό ρόλο σε διεργασίες του εδάφους όπως στον κύκλο του άνθρακα 

ή/και στον κύκλο του αζώτου και ο αριθµός τους ξεπερνά ίσως τα 500. Η 

δραστηριότητα πολλών από αυτά δεν µπορεί να προσδιοριστεί στο εργαστήριο, 

έτσι επιλέγονται κάποια ένζυµα κοινά σε όλους σχεδόν τους µικροοργανισµούς 

σαν σηµείο αναφοράς, οι αλλαγές των οποίων αντικατοπτρίζουν αλλαγές στην 

ενζυµική δραστηριότητα του εδάφους, άρα και τη δραστηριότητα των 

µικροοργανισµών (Schloter 2003). 

 



 

 

Τα ένζυµα τα οποία χρησιµοποιούνται συχνά σαν δείκτες είναι οι 

εστεράσες ή, ακόµα συχνότερα, οι αφυδρογονάσες. Οι αφυδογονάσες 

συµµετέχουν σε αντιδράσεις οξείδωσης και αναγωγής στον κύκλο του Krebs. Ο 

υπολογισµός της δραστηριότητας των αφυδρογονασών αποτελεί δείκτη της 

δραστηριότητας των µικροοργανισµών του εδάφους (Smith and Pugh 1979). 

Η δραστηριότητα των αφυδρογονασών πιστεύεται ότι προκαλείται στην 

πραγµατικότητα από µια ευρεία οµάδα ενδοκυτταρικών ενζύµων, µε τη βοήθεια 

των οποίων µεταφέρονται υδρογόνα και ηλεκτρόνια από το υπόστρωµα σε 

συγκεκριµένους αποδέκτες στα αρχικά στάδια της οξείδωσης των οργανικών 

υλικών. Τα ηλεκτρόνια µεταφέρονται µέσα από µια αλυσίδα µεταφοράς 

ηλεκτρονίων στο οξυγόνο, το οποίο είναι και ο τελικός αποδέκτης ηλεκτρονίων 

(Chander and Brookest 1991). Η αναγωγή του 2,3,5-triphenyltetrazolium 

chloride (TTC) σε triphenylformazan (TPF) είναι µία τυπική αντίδραση, η 

οποία χρησιµοποιείται στο εργαστήριο για τον προσδιορισµό της 

δραστηριότητας της εδαφικής αφυδρογονάσης, όπου απουσία οξυγόνου η TTC 

δρα ως τελικός δέκτη ηλεκτρονίων. 

 Ωστόσο και σ� αυτή τη µέθοδο παρατηρούνται µειονεκτήµατα κυρίως 

διότι η δράση των αφυδρογονασών αλλά και όλων των ενζύµων επηρεάζεται 

από πολλούς παράγοντες όπως είναι η µικροβιακή ποικιλότητα των εδαφικών 

δειγµάτων και οι διάφορες χηµικές ουσίες που περιορίζουν τη δράση των 

ενζύµων. Αυτά καθιστούν δύσκολή τη σύγκριση εδαφών και την ερµηνεία των 

αποτελεσµάτων (Beyer et al. 1993). Επιπλέον τα αποτελέσµατα ενδέχεται να 

αφορούν δράση που οφείλεται σε ένζυµα προσροφηµένα στην οργανική ουσία 

του εδάφους ή στα κολλοειδή της αργίλου και όχι σε ένζυµα ζωντανών 

µικροβιακών κυττάρων (Οµηρου 2009).  

 

1.8.3 Μεταβολικός συντελεστής ή Μικροβιακό µεταβολικό πηλίκο 
(microbial metabolic quotient, qCO2) 
 

Οι Anderson and Domsch (1985) πρότειναν το πηλίκο της µικροβιακής 

αναπνοής προς την αντίστοιχη µικροβιακή βιοµάζα (microbial metabolic 

quotient, qCO2) σαν έναν διαφορετικό δείκτη των αλλαγών της µικροβιακής 

βιοµάζας µετά από κάποια διαταραχή του εδάφους. 

 



 

 

Το qCO2 αντιπροσωπεύει το ρυθµό µικροβιακής αναπνοής ανά µονάδα 

µικροβιακής βιοµάζας. Έτσι η µικροβιακή δραστηριότητα σχετίζεται µε τη 

µικροβιακή βιοµάζα  Το µικροβιακό πηλίκο χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη 

εδαφών στο χρόνο, όπου το πηλίκο µειωνόταν σαφώς µε την πάροδο του 

χρόνου. Επιπλέον το qCO2 χρησιµοποιήθηκε για τη µελέτη των 

περιβαλλοντικών παραµέτρων (pH, θερµοκρασία, ύπαρξη βαρέων µετάλλων 

κτλ) και την επίδρασή τους στους µικροοργανισµούς. Γενικά φαίνεται ότι το 

qCO2 είναι υψηλότερο όταν το επίπεδο καταπόνησης (stress) του 

οικοσυστήµατος είναι υψηλό. Ωστόσο η ερµηνεία του δείκτη αυτού δεν είναι 

τόσο απλή καθώς υψηλό qCO2 µπορεί να σηµαίνει έκθεση των 

µικροοργανισµών σε περιβαλλοντική καταπόνηση, ανώριµο οικοσύστηµα αλλά 

και υπόστρωµα που µεταβολίζεται εύκολα (Wardle and Ghani 1995) ή ιδιαίτερη 

σύνθεση της µικροβιακής κοινότητας.  

 

1.8.4 Ανάλυση µικροβιακών κοινοτήτων 

 
Η µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας είναι ένα δύσκολο εγχείρηµα 

όχι µόνο από τις µεθοδολογικές ελλείψεις αλλά και από την έλλειψη γνώσεων 

για την ταξινόµηση των µικροοργανισµών του εδάφους (Liu et al. 2006). 

Ωστόσο µια λεπτοµερής ταξινοµική κατάταξη, ακόµα και αν µπορούσε 

να γίνει, δεν είναι κατ� ανάγκη σηµαντική για την κατανόηση και την 

περιγραφή των διεργασιών που συµβαίνουν στο έδαφος. Η διαίρεση των 

µικροοργανισµών σε υποκοινωνίες µε διαφορετικό λειτουργικό ρόλο µπορεί να 

συνδράµει τη µελέτη των εδαφικών διεργασιών πολύ περισσότερο, 

παρακάµπτοντας τα προβλήµατα µιας εξονυχιστικής ταξινόµησης. Σε µια 

τέτοια προσέγγιση που αφορά τις αποδοµητικές λειτουργίες οι µικροοργανισµοί 

προσδιορίζονται ως οµάδες µε µέλη οργανισµούς µε παρόµοιο λειτουργικό 

ρόλο. Εντούτοις ευρείες διακρίσεις ταξινοµικής κατηγοριοποίησης συνδέονται 

συνήθως άµεσα µε αυτόν το λειτουργικό ρόλο διαφορετικών οργανισµών αφού 

αντικατοπτρίζουν µεγάλες διαφορές στη φυσιολογία των οργανισµών 

(Οιχαλιώτης 2003). 

 ∆ιάφορες µέθοδοι χρησιµοποιούνται για την αξιολόγηση των 

µικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους. Χωρίζονται στις µεθόδους που  



 

 

βασίζονται στην καλλιέργεια των µικροοργανισµών σε διάφορα µέσα 

ανάπτυξης και στις µη εξαρτώµενες από την καλλιέργεια µεθόδους. 

Ένα από τα βασικά προβλήµατα στις παραδοσιακές µεθόδους ήταν η 

αδυναµία καλλιέργειας των οργανισµών στο εργαστήριο καθώς και η 

φαινοτυπική έκφρασή τους (µικροβιακή αναπνοή, ένζυµα, καταβολικές 

διεργασίες). Αυτό γιατί δεν είναι δυνατή η καλλιέργεια στο εργαστήριο όλων 

των µικροοργανισµών του εδάφους. Υπολογίζεται ότι µόνο το 0,1-3% των 

µικροοργανισµών του εδάφους αναπτύσσονται στο εργαστήριο, ιδιαίτερη 

δυσκολία εµφανίζουν πολλοί µύκητες. Επιπλέον κάτω από εργαστηριακές 

συνθήκες δεν εµφανίζεται έκφραση των γονιδίων όπως στα φυσικά 

οικοσυστήµατα, εποµένως πολλές από τις βιοχηµικές/µοριακές τεχνικές δεν 

δίνουν ακριβή αποτελέσµατα (Liu et al. 2006). 

Για τον προσδιορισµό της µικροβιακής ποικιλότητας στο έδαφος 

χρησιµοποιούνται βιοχηµικές και µοριακές τεχνικές. 

 

1.8.5 Βιοχηµικές τεχνικές 

 
Οι Garland και Mills (1991) παρουσίασαν µια διαφορετική προσέγγιση 

για τον προσδιορισµό της µικροβιακής ποικιλότητας που αφορά στο 

χαρακτηρισµό των εδαφικών κοινοτήτων µε βάση τη λειτουργικότητα των 

οµάδων από τις οποίες αποτελούνται. 

Η µέθοδος στηρίζεται στο γεγονός ότι οι διάφορες οµάδες 

µικροοργανισµών χρησιµοποιούν διαφορετικό υπόστρωµα σαν πηγή άνθρακα 

(Sole Carbon Source Utilization-SCSU). Έτσι από την καλλιέργεια εδαφικού 

δείγµατος σε ένα εύρος υποστρωµάτων άνθρακα προκύπτει το «µεταβολικό 

προφίλ» της µικροβιακής κοινότητας (Community Level Physiological Profiles-

CLPP). Ο προσδιορισµός της µικροβιακής ποικιλότητας προκύπτει από τη 

διαφορά που εµφανίζεται στην κατανάλωση οργανικών υποστρωµάτων από 

κάθε λειτουργική οµάδα. Οι διαφορές στην κατανάλωση των οργανικών 

υποστρωµάτων µεταφράζονται σαν διαφορές στις κυρίαρχες οµάδες της 

µικροβιακής κοινότητας (Liu et al. 2006). Μια µεγάλη ποικιλία θρεπτικών 

µέσων καλλιέργειας έχει αναπτυχθεί για να µεγιστοποιήσει την ανίχνευση 

ποικίλων «λειτουργικών» µικροβιακών οµάδων.  



 

 

Το σύστηµα BIOLOG λειτουργεί ακριβώς µε αυτόν τον τρόπο και έχει 

εφαρµοστεί µε επιτυχία σε ρυπασµένα εδάφη και σε εδάφη στα οποία έχει γίνει 

χρήση ζιζανιοκτόνων. Στο σύστηµα BIOLOG χρησιµοποιούνται 95 

διαφορετικά υποστρώµατα. Αναπτύχθηκε κυρίως για άλλα, βιολογικά 

περιβάλλοντα, και έχουν προταθεί παραλλαγές του για τα εδαφικά 

οικοσυστήµατα. Έχει ωστόσο επικρατήσει µέχρι σήµερα η χρήση του 

πρωτογενούς συστήµατος και για τα εδάφη. Η τεχνική αυτή µπορεί να 

πραγµατοποιηθεί µε αυτόµατες συσκευές µετρήσεων όπου φαίνεται πολύ 

γρήγορα η κατανάλωση ή όχι του υποστρώµατος (Garland and Mills 1991). 

∆είκτες που αλλάζουν χρώµα σε αντιδράσεις οξείδωσης και αναγωγής δίνουν 

ένα οπτικό αποτέλεσµα από το οποίο µπορεί να εξαχθεί πληθώρα πληροφοριών, 

η επεξεργασία και ανάλυση των οποίων είναι συχνά δύσκολη και πολύπλοκη. Η 

τεχνική αυτή παρουσιάζει µειονεκτήµατα κυρίως από την αδυναµία 

καλλιέργειας των µικροοργανισµών στο εργαστήριο αλλά και λόγω της 

διαφοράς που παρουσιάζουν οι εργαστηριακές συνθήκες καλλιέργειας σε σχέση 

µε τις συνθήκες που συναντώνται στα φυσικά εδαφικά οικοσυστήµατα. 

Η ανάπτυξη βιοχηµικών και µοριακών µεθόδων, οι οποίες δεν 

βασίζονται στην καλλιέργεια µικροοργανισµών, προσφέρει νέες δυνατότητες 

στην ανάλυση των µικροβιακών κοινοτήτων του εδάφους. Πολλές από τις νέες 

µεθόδους στηρίζονται στην εκχύλιση συστατικών από τα µικροβιακά κύτταρα, 

περιορίζοντας τις δυσκολίες που εµφάνιζαν παλαιότερες µέθοδοι. Τα λιπίδια 

και τα νουκλεϊκά οξέα λόγω της µεγάλης ποικιλίας που εµφανίζουν αλλά και 

λόγω της αφθονίας τους στα µικροβιακά κύτταρα αποτελούν πολλά 

υποσχόµενα συστατικά για την έρευνα και τον προσδιορισµό των µικροβιακών 

κοινοτήτων (Drenovsky et al. 2004). 

Μέχρι σήµερα δύο τεχνικές που χρησιµοποιούνται συχνότερα είναι η 

µελέτη των λιπιδίων (Signature Lipid Biomarkers-SLB) και µοριακές τεχνικές 

που αφορούν στο γενετικό υλικό των µικροοργανισµών (Liu et al. 2006). 

Στις βιοχηµικές τεχνικές ανήκουν η ανάλυση των λιπαρών οξέων των 

φωσφολιπιδίων (Phospholipid Fatty Acid Analysis-PLFA) η οποία 

αναπτύχθηκε από τους White και Findlay (1988) και η ανάλυση των 

µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων (Fatty Acid Methyl Ester-FAME). Και στις 

δύο τεχνικές αναλύονται τα λιπαρά οξέα των λιπιδίων που εκχυλίζονται από  



 

 

εδαφικά δείγµατα. Η διαφορά τους είναι ότι κατά την ανάλυση FAME 

σαπωνοποιούνται και µετατρέπονται στους αντίστοιχους µεθυλεστέρες το 

σύνολο των λιπαρών οξέων τα οποία µπορούν να µεθυλιωθούν, 

περιλαµβανοµένων των φωσφολιπιδίων. Γι� αυτό το λόγο χρησιµοποιείται 

περισσότερο για την εκτίµηση της µικροβιακής βιοµάζας παρά για την ποιοτική 

ανάλυση των µικροβιακών κοινοτήτων και τον εντοπισµό των διάφορων 

λειτουργικών οµάδων σ� αυτές (Green and Scow 2000). 

Η ανάλυση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων (Phospholipid Fatty 

Acid Analysis-PLFA) είναι µια τεχνική που έχει δώσει πολύ καλά 

αποτελέσµατα στον προσδιορισµό των λειτουργικών οµάδων του εδάφους. Τα 

φωσφολιπίδια είναι συστατικά των κυτταρικών µεµβρανών όλων των ζωντανών 

κυττάρων και αποσυντίθεται όταν το κύτταρο πεθάνει. ∆ιαφορετικές οµάδες 

µικροοργανισµών χαρακτηρίζονται από συγκεκριµένα PLFA-δείκτες στις 

κυτταρικές τους µεµβράνες, παρουσιάζοντας διαφορές όσον αφορά στο µήκος 

της αλυσίδας τους και στην παρουσία ή απουσία ακόρεστων οµάδων, 

δακτυλίων διακλαδισµένων αλυσίδων ή υδροξυλοµάδων. Κάθε λειτουργική 

οµάδα συνεισφέρει στο αποτύπωµα της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους 

ανάλογα µε τη βιοµάζα της (Σπύρου 2008).     

Ως εκ τούτου µεταβολές στη συγκέντρωση των λιπαρών οξέων των 

φωσφολιπιδίων αντιπροσωπεύουν µεταβολές στη σύσταση της ενεργής 

µικροβιακής κοινότητας στο έδαφος. Οι διαφορές που παρατηρούνται στη 

σύσταση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων δεν αποδίδονται σε 

πληθυσµιακές αλλαγές ενός συγκεκριµένου είδους αλλά σε ευρείες και σχετικά 

συγγενείς λειτουργικά οµάδες µικροοργανισµών. Αυτό ακριβώς είναι και το 

πλεονέκτηµα της µεθόδου όσον αφορά µια οικολογική προσέγγιση των 

διαταραχών στο έδαφος µιας και αποδίδει εύκολα διαταραχές σε λειτουργικές 

οµάδες ταξινοµικά συγγενών µικροοργανισµών. 

Η ανάλυση PLFA έχει χρησιµοποιηθεί συχνά για τη µελέτη των 

µεταβολών της µικροβιακής κοινότητας που προκαλείται εξαιτίας ρύπανσης µε 

οργανικές και ανόργανες χηµικές ουσίες . 

 

 

 



 

 

1.8.6 Μοριακές τεχνικές 

 
Η ανάπτυξη της µοριακής βιολογίας έδωσε τη δυνατότητα διαφορετικής 

προσέγγισης στη µελέτη των µικροβιακών κοινοτήτων και των λειτουργικών 

οµάδων από τις οποίες αποτελούνται. 

Η λογική στις µοριακές τεχνικές είναι να αποκτηθεί το γενετικό 

αποτύπωµα µιας µικροβιακής κοινότητας αναλύοντας τους πολυµορφισµούς 

ενός συγκεκριµένου γονιδίου. Παράδειγµα τέτοιας µεθόδου είναι η Τ-RFLP 

(ανάλυση πολυµορφισµών µήκους ακραίων τµηµάτων περιορισµού). Αφού το 

DNA εκχυλιστεί από το εδαφικό δείγµα ενισχύεται µε την αλυσιδωτή 

αντίδραση πολυµεράσης (PCR) χρησιµοποιώντας έναν εκκινητή σηµασµένο µε 

φθορίζουσα χρωστική. Στη συνέχεια ακολουθεί πέψη του προϊόντος της PCR 

µε ένα ή περισσότερα ένζυµα περιορισµού. Από την πέψη παράγονται τµήµατα 

διαφορετικού µεγέθους τα οποία διαχωρίζονται µε συσκευή πολυκάναλου 

τριχοειδή αναλυτή αλληλουχιών (multichannel capillary sequencer) όπου 

ανιχνεύονται µόνο τα σηµασµένα ακραία τµήµατα περιορισµού και το 

ηλεκτροφοριογράφηµα που προκύπτει αποτελεί το αποτύπωµα της µικροβιακής 

κοινότητας και αναλύεται µε ειδικά προγράµµατα (Σπύρου 2008). Το πρότυπο 

των ζωνών (κορυφές του ηλεκτροφοριογραφήµατος) παρέχει πληροφορίες για 

την ποικιλοµορφία καθώς κάθε ζώνη αντιπροσωπεύει µια ταξινοµική οµάδα. Η 

µέθοδος αυτή είναι ένα χρήσιµο εργαλείο για τη µελέτη σύνθετων µικροβιακών 

κοινοτήτων αλλά και για τη σύγκριση διαφορετικών δειγµάτων. 

Τη λογική αυτής της µεθόδου ακολουθούν αρκετές µοριακές µέθοδοι 

όπως η RISA και ARISA στις οποίες ενισχύεται µε PCR συγκεκριµένη περιοχή 

(η διαγονιδιακή περιοχή ανάµεσα στη µικρή και στη µεγάλη υποµονάδα των 

rRNA γονίδιων). Αυτή η περιοχή είναι εξαιρετικά µεταβλητή σε µέγεθος και σε 

αλληλουχία νουκλεοτιδίων. Η µέθοδοι αυτές εκµεταλλεύονται την ετερογένεια 

µήκους, και σύνθεσης σε βάσεις, της περιοχής αυτής. Τα προϊόντα της PCR που 

προέρχονται από ενίσχυση περιοχών των rRNA γονιδίων στο DNA τοu 

περιβαλλοντικού δείγµατος µπορεί να οδηγηθούν σε ανάλυση και ταυτοποίηση 

των οργανισµών από τους οποίους προέρχονται σε επίπεδο είδους ή και 

στελέχους. Αυτό πραγµατοποιείται µε κλωνοποίηση των προϊόντων της PCR 

και στη συνέχεια αλληλούχηση τους.  



 

  

Η αποτύπωση των προϊόντων της PCR µπορεί να πραγµατοποιηθεί 

χρησιµοποιώντας την τεχνική της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή µε βαθµίδωση 

συγκέντρωσης αποδιατακτικών ουσιών (Denaturing Gradient Gel 

Electrophoresis-DGGE). Η τεχνική DGGE έχει την ικανότητα διαχωρισµού 

µικρών µορίων DNA (200-300 ζεύγη βάσεων) που έχουν το ίδιο µέγεθος, αρκεί 

να διαφέρουν µόλις σε ένα νουκλεοτίδιο, κατά την ηλεκτροφόρηση σε πηκτή µε 

βαθµίδωση συγκέντρωσης αποδιατακτικών ουσιών. Ο διαχωρισµός βασίζεται 

στη µειωµένη ηλεκτροφορητική κινητικότητα ενός µερικώς αποδιαταγµένου 

µορίου DNA σε πηκτή ακρυλαµιδίου σε σύγκριση µε την κινητικότητα της 

πλήρους δίκλωνης µορφής του µορίου. Οι αλυσίδες ενός τµήµατος DNA 

αποδιατάσσονται σε συγκεκριµένη θερµοκρασία η οποία εξαρτάται από: α) 

τους δεσµούς υδρογόνου που σχηµατίζονται µεταξύ των συµπληρωµατικών 

βάσεων (αλληλουχίες πλούσιες σε γουανίνη και κυτοσίνη αποδιατάσσονται σε 

υψηλότερες θερµοκρασίες) και β) από το στοίβαγµα µεταξύ των γειτονικών 

βάσεων στην ίδια αλυσίδα. Κατά τη διάρκεια της ηλεκτροφόρησης σε πηκτή 

ακρυλαµίδης, η κινητικότητα ενός µορίου επιβραδύνεται όταν µια περιοχή του 

µορίου του DNA έχει αποδιαταχτεί. Η ολική αποδιάταξη του µορίου του DNA  

αποτρέπεται από την προσθήκη στο ένα άκρο του µορίου ενός «δεσµευτή 

αποδιάταξης» (clump) που αποτελείται από αλληλουχίες πλούσιες σε γουανίνη 

και κυτοσίνη (GC clamp). Αυτό επιτυγχάνεται κατά την PCR όπου ο ένας από 

τους δυο εκκινητές που χρησιµοποιούνται φέρει το 5� άκρο την αλληλουχία 

αυτού του ζεύγους βάσεων. Οι ζώνες DNA που προκύπτουν από την 

ηλεκτροφόρηση αντιστοιχούν άµεσα στη γενετική ποικιλότητα του δείγµατος 

που εξετάζεται ενώ ο αριθµός των ζωνών αντιπροσωπεύει τον αριθµό των 

κυρίαρχων ειδών. 

   

1.9 Στόχος 

Στόχος της παρούσας εργασίας. ήταν η µελέτη της επίδρασης του 

παρεµποδιστή νιτροποίησης DCD παρουσία και απουσία υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείου (ΥΑΕ) στη δραστηριότητα των µικροοργανισµών εδαφικού 

δείγµατος. Επίσης στόχο αποτέλεσε η εξαγωγή των εδαφικών 

φωσφορολιπιδίων και η εφαρµογή της ανάλυσης PLFA για τον προσδιορισµό 



 

των λειτουργικών οµάδων της µικροβιακής κοινότητας του εδαφικού δείγµατος 

καθώς και την ποιοτική επίδραση του DCD  και των ΥΑΕ σε αυτές. 

 

 



 

2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

 
2.1 Φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του εδαφικού δείγµατος 

 
Το έδαφος το οποίο χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα προέρχεται από 

δειγµατοληψία που πραγµατοποιήθηκε στην περιοχή του ΤΕΙ Καλαµάτας και 

σε βάθος 20-40 εκατοστά από την επιφάνεια του εδάφους. Τα φυσικοχηµικά 

χαρακτηριστικά του εδάφους προσδιορίστηκαν µε αναλύσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν στο Εργαστήριο Εδαφολογίας του τµήµατος Α.Φ.Π. και 

Γ.Μ. της Γεωπονικής Σχολής Αθηνών. 

Πιο αναλυτικά, µε τις µετρήσεις που πραγµατοποιήθηκαν έγινε 

προσδιορισµός του pH, της αγωγιµότητας, µέτρηση ανθρακικού ασβεστίου και 

ενεργού ασβεστολίθου, υπολογισµός του ολικού αζώτου, της οργανικής ουσίας 

και του φωσφόρου. Επίσης προσδιορίστηκε η ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων 

(ΙΑΚ) και τα ανταλλάξιµα ιόντα Νa-K-Ca-Mg. Τέλος πραγµατοποιήθηκε 

κοκκοµετρική ανάλυση. Όλες οι αναλύσεις έγιναν σύµφωνα µε τον 

Εργαστηριακό Οδηγό του Εργαστηρίου Εδαφολογίας του τµήµατος Α.Φ.Π. και 

Γ.Μ. της Γεωπονικής Σχολής Αθηνών. 

 

2.2 Προσδιορισµός της αναπνευστικής δραστηριότητας 

 
Η µικροβιακή αναπνοή του εδάφους αντιπροσωπεύει τη βιολογική 

οξείδωση της οργανικής ύλης του εδάφους και την παραγωγή CO2 από 

αερόβιους µικροοργανισµούς (Nielsen et al. 2002). Η αναπνευστική 

δραστηριότητα µπορεί να υπολογιστεί σαν ρυθµός παραγωγής CO2. Η αρχή της 

µεθόδου στηρίζεται στην παγίδευση του CO2 που παράγεται από την αναπνοή 

των µικροοργανισµών σε υγρό έδαφος σε διάλυµα NaOH. Στη συνέχεια το CO2 

που παγιδεύεται υπολογίζεται έµµεσα από την τιτλοδότηση του NaOH που δεν 

έχει ήδη αντιδράσει, µε HCl γνωστής συγκέντρωσης. 

 
Αναλυτικά:  

Το διάλυµα υδροξειδίου του νατρίου το οποίο βρίσκεται σε «παγίδα» 

δηλαδή σε απλό περιέκτη εντός φιάλης αναπνοής που περιέχει το έδαφος,  

αντιδρά µε το CO2 που παράγεται από την αναπνοή των εδαφικών  

 



 

 

µικροοργανισµών, σχηµατίζοντας ανθρακικό νάτριο στο διάλυµα της παγίδας 

σύµφωνα µε την παρακάτω αντίδραση: 

 

2NaOH + CO2! Na2CO3 + H2O        (1) 

 

Το µικτό διάλυµα Na2CO3 και NaOH δεν µπορεί να τιτλοδοτηθεί άµεσα 

µε HCl διότι συµµετέχουν και τα δύο στην αντίδραση µε το οξύ. Το χλωριούχο 

βάριο προστίθεται για να κατακρηµνίσει το ανθρακικό νάτριο:  

 

Na2CO3 + BaCl 2 ! BaCO3↓ +2NaCl 

 

Το ανθρακικό βάριο που προκύπτει δεν αντιδρά µε το υδροχλωρικό οξύ, 

κατά συνέπεια το HCl αντιδρά µόνο µε το υπόλοιπο NaOH:  

 

NaOH + HCl ! NaCl + H2O        (2) 

 

Από την τιτλοδότηση κάθε παγίδας προκύπτει ένας όγκος HCl ο οποίος 

απαιτείται για την εξουδετέρωση του εναποµείναντος NaOH κάθε δείγµατος. 

Στη συνέχεια απαιτούνται κάποιοι επιπλέον υπολογισµοί. Αρχικά 

µετατρέπονται τα ml του HCl σε moles: 

 

Προσδιορίζοντας την ποσότητα (moles) του HCl που χρησιµοποιήθηκε 

κατά την τιτλοδότηση γίνεται αµέσως γνωστή η ποσότητα του NaOH που 

παρέµενε στο διάλυµα στο τέλος της επώασης του εδάφους (είναι ίδιες), 

εποµένως µπορεί να υπολογιστεί το NaOH το οποίο αντέδρασε µε το CO2 κατά 

την διάρκεια της επώασης, σχηµατίζοντας Na2CO3.  Για τον υπολογισµό του 

CO2 από τη µικροβιακή αναπνοή πρέπει να αφαιρεθεί το CΟ2 το οποίο υπήρχε 

ήδη στον αέρα της φιάλης και δεν προέρχεται από τη µικροβιακή αναπνοή. 

Αυτό προκύπτει από τις φιάλες-τυφλά οι οποίες δεν περιέχουν έδαφος. 

 

moles HCl = συγκέντρωση HCl (moles lt-1) X ml HCl που χρησιµοποιήθηκε κατά 

την τιτλοδότηση 



 

 

Στην εξίσωση 1 φαίνεται ότι 2 mol NaOH αντιδρούν µε 1 mol CO2. Η 

µοριακή µάζα του CO2 είναι 44 g mol -1. Εποµένως το ποσό του CO2 που έχει 

αντιδράσει µε το NaOH στις φιάλες είναι: 

 

Το αποτέλεσµα που προκύπτει αφορά το CO2 το οποίο εκλύεται από τα 

γραµµάρια εδάφους (80g στην περίπτωση αυτού του πειράµατος) που 

τοποθετήθηκαν στη φιάλη και σε χρόνο ίσο µε το χρόνο αλλαγής κάθε παγίδας. 

Μπορούµε να εκφράσουµε την αναπνευστική δραστηριότητα ως g CO2 g-1 

ξηρού εδάφους sec-1. 

 
ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

NaOH 0,5 και 1Μ 

DCD 

∆είκτης φαινολοφθαλεϊνης 1% 

HCl 0,25 Μ και 0,5 Μ 

BaCl2 2M 

 

ΓΥΑΛΙΚΑ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΑ 

Ζυγαριά 

Σωλήνες falcon 50 ml 

Γυάλινα βάζα εµπορίου 1000 ml µε καπάκι 

Σιφώνια  

Προχοϊδα 50 ml 

Αυτόµατη πιπέτα 10 ml  

Κωνικές φιάλες 250 ml 

 
ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ 

Εδαφικό δείγµα 80 g τοποθετείται σε γυάλινο δοχείο µε αεροστεγώς 

εφαρµοζόµενο καπάκι (φιάλη αναπνοής). Επιπλέον στο έδαφος προστίθενται 6 

ml απιονισµένου νερού και 1,6 ml διαλύµατος θειικής αµµωνίας ((ΝΗ4)2SO4). 

  

Μάζα CO2= [NaOH που αντέδρασε µε CO2 (moles)/2] X 44 g mol-1 



 

 

Συνολικά ετοιµάστηκαν 60 φιάλες αναπνοής µε δείγµα εδάφους και 6 κενές 

φιάλες (τυφλά). Τα δείγµατα χωρίστηκαν σε οµάδες ανάλογα µε τις  

 

µεταχειρίσεις που εφαρµόστηκαν. Οι διάφορες µεταχειρίσεις φαίνονται 

παρακάτω: 

 

Α. Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείου (ΥΑΕ):  120 ml/kg (0,8L) 
9,6 ml ΥΑΕ + 3,2 ml H2O σε 80 g εδάφους 
 
Β. DCD: 30 mg/kg (0,8L) 
9,6 ml H2O+ 3,2 ml διαλύµατος DCD σε 80 g εδάφους 
 

C. YAE + DCD:  120 ml/kg + 30 mg/kg 
9,6 ml YAE +3,2 ml διαλύµατος DCD σε 80 g εδάφους 
 

D. YAE + DCD:  120 ml/kg + 300 mg/kg 
9,6 ml YAE +3,2 ml διαλύµατος DCD σε 80 g  εδάφους 
 

Ε. DCD:   300 mg/kg 
9,6 ml H2O + 3,2 ml διαλύµατος DCD σε 80 g εδάφους 
 

F. Control soil 
9,6 ml H2O + 3,2 ml H2O σε 80 g εδάφους 
 

G. Τυφλά (Blank jars) 

Κενές φιάλες αναπνοής 

 

Κάθε µεταχείριση πραγµατοποιήθηκε σε 5 επαναλήψεις (Α1-Α5, Β1-Β5 

κ.ο.κ.). Επιπλέον το πείραµα επαναλήφθηκε σε 2 διαφορετικές θερµοκρασίες 

επώασης στους 10 oC και 20 oC. Εποµένως το σύνολο των δειγµάτων ήταν: 

 
6 µεταχειρίσεις Χ 5 επαναλήψεις Χ 2 θερµοκρασίες +3 Χ 2 κενές φιάλες= 66 

φιάλες 

 
Σε κάθε φιάλη τοποθετήθηκαν «παγίδες υδροξειδίου του νατρίου». Οι 

παγίδες αυτές ήταν σωλήνες falcon των 50 ml οι οποίοι περιείχαν 15ml NaOH. 

Η συγκέντρωση του µεταβαλλόταν ανάλογα µε το στάδιο της επώασης (από 

29/9 ως 9/10 0,5 Μ και από 9/10 ως 17/12 1Μ). Η ελεύθερη επιφάνεια του  



 

 

διαλύµατος NaOH.στο σωλήνα falcon ερχόταν σε επαφή µε τον αέρα εντός της 

φιάλης αναπνοής. Κάθε φιάλη επώασης σφραγίζονταν µε καπάκι έτσι ώστε το 

CO2 που εκλύεται από τη µικροβιακή αναπνοή να µη διαφεύγει και να αντιδρά 

µε το NaOH της παγίδας. Στα τυφλά (φιάλες χωρίς έδαφος) το CO2 που αντιδρά 

προέρχεται αποκλειστικά από τον αέρα της φιάλης. Στις φιάλες που περιέχουν 

έδαφος, το CO2 που αντιδρά προέρχεται από την µικροβιακή αναπνοή και από 

τον αέρα της φιάλης. 

Οι παγίδες ανανεώνονταν ανά τακτά χρονικά διαστήµατα όπως φαίνεται 

παρακάτω: 

 
29/9/2009 Έναρξη πειράµατος, τοποθέτηση παγίδων NaOH 0,5 M 

30/9/2009 αλλαγή παγίδων  (NaOH 0,5 M) 

2/10/2009 αλλαγή παγίδων  (NaOH 0,5 M) 

4/10/2009 αλλαγή παγίδων  (NaOH 0,5 M) 

6/10/2009 αλλαγή παγίδων + λήψη εδαφικού δείγµατος  (NaOH 0,5) 

9/10/2009 αλλαγή παγίδων (NaOH 1 M) 

19/10/2009 αλλαγή παγίδων (NaOH 1 M) 

2/11/2009 αλλαγή παγίδων + λήψη εδαφικού δείγµατος (NaOH 1 M) 

23/11/2009 αλλαγή παγίδων (NaOH 1 M) 

17/12/2009 αφαίρεση παγίδων + λήψη εδαφικού δείγµατος. Τέλος πειράµατος. 

 

Μετά από κάθε αλλαγή πραγµατοποιείται τιτλοδότηση των παλιών 

παγίδων µε HCl συγκέντρωσης 0,25 Μ και 0,5 Μ ανάλογα µε την αντίστοιχη 

συγκέντρωση του NaOH. 

Για την τιτλοδότηση το διάλυµα NaOH κάθε παγίδας που αφαιρείται 

µεταφέρεται σε κωνική φιάλη των 250 ml, ξεπλένεται το φιαλίδιο µε 15 ml 

απιονισµένο νερό το οποίο καταλήγει επίσης στην κωνική φιάλη. Στη συνέχεια 

προστίθενται 15 ml νερό επιπλέον και 7 ml διάλυµα BaCl2 2Μ. Στην κωνική 

φιάλη προστίθενται 6 σταγόνες περίπου διαλύµατος φαινολοφθαλείνης και 

πραγµατοποιείται τιτλοδότηση µε HCl. Καταγράφεται ο όγκος του HCl που 

απαιτείται µέχρι να αλλάξει το χρώµα στην κωνική φιάλη από ερυθροϊώδες σε 

άχρωµο. 

 



 

 

Επιπλέον, σε διαφορετικά στάδια της επώασης πραγµατοποιήθηκαν 

τρεις λήψεις εδαφικού δείγµατος για περεταίρω ανάλυση. Από κάθε πεντάδα µε 

την ίδια µεταχείριση αφαιρέθηκαν 15 g εδάφους και αναµείχθηκαν οπότε 

προέκυψαν 5 Χ 15 = 75 g εδάφους. Από αυτά πάρθηκαν δείγµατα για ανάλυση 

PLFA 3 X 15 g τα οποία τοποθετήθηκαν στο ψυγείο (8 oC) και δείγµατα για 

ανάλυση DNA 3 Χ10 g τα οποία τοποθετήθηκαν στην κατάψυξη (-20 oC). 

 

2.3 Προσδιορισµός της µικροβιακής βιοµάζας 

 

Η µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε ήταν η έµµεση µέθοδος της 

µικροβιακής βιοµάζας ατµισµού-εκχύλισης των Vance et al 1987 

τροποποιηµένη από τους Joergensen και Brookes 1990, Ocio και Brookes 1990. 

 

ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

CHCl3 (χλωροφόρµιο) 

K2SO4 0,5M 

66,7 mM K2Cr2O7 (19,61 g/l) 

H3PO4 (85%) 

H2SO4 (98%) 

Ferrous ammonium sulphate (FAS) 0,04 M 

∆είκτης οργανικής ουσίας: ∆ιφαινυλοαµινοσουλγονικό βάριο (0,15% w/v) 

 

ΓΥΑΛΙΚΑ ΚΑΙ ΟΡΓΑΝΑ 

Αντλία κενού 

Γυάλινος ξηραντήρας 

Αναδευτήρας οριζόντιας περιστροφικής κίνησης 

Κωνικές φιάλες των 100 ml 

Ύαλοι ωρολογίου 

Σιφώνια 10 ml 

Θερµαντική πλάκα 

Προχοϊδα 50 ml 

Ογκοµετρικός κύλινδρος 100 ml 

 



 

ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ 

Μετά το τέλος του προηγούµενου πειράµατος της µικροβιακής 

αναπνοής το έδαφος το οποίο είχε αποµείνει στις φιάλες αναµίχθηκε. Η ανάµιξη 

έγινε στα δείγµατα µε την ίδια µεταχείριση. Από την ανάµιξη προέκυψαν 8 

δείγµατα των 18 g από κάθε µεταχείριση. Τα µισά από αυτά τοποθετήθηκαν σε 

ξηραντήρα µε ατµόσφαιρα ατµών χλωροφορµίου για 48 h. Τα υπόλοιπα 

εκχυλίστηκαν αµέσως. 

Για την εκχύλιση το δείγµα εδάφους τοποθετείται σε κωνική φιάλη 250 

ml όπου προστίθενται 100 ml K2SO4 0,5M. Οι φιάλες ανακινούνται για 30 min 

στον αναδευτήρα οριζόντιας περιστροφικής κίνησης. Ακολουθεί φυγοκέντριση 

για 10 min στις 2000 rpm και διήθηση του υπερκείµενου σε σκληρό ηθµό.  

 

6 Χ 8= 48 δείγµατα. για κάθε θερµοκρασία επώασης 

48+48=106 δείγµατα συνολικά 

 

Για τον προσδιορισµό της οργανικής ουσίας του εδάφους 8 ml 

εκχυλίσµατος τοποθετούνται σε κωνική φιάλη των 100 ml µαζί µε 2 ml 

Κ2Cr2O7  και 15 ml ενός µίγµατος οξέων H2SO4 και H3PO4 µε αναλογία 2:1. 

Ακολούθως οι κωνικές φιάλες καλύπτονται µε τις υάλους ωρολογίου και 

τοποθετούνται στη θερµαντική πλάκα για βρασµό 30 min. Στη συνέχεια το 

µίγµα αφήνεται να κρυώσει και προστίθενται στην κωνική φιάλη 20-25 ml 

απιονισµένου νερού. Ακολουθεί τιτλοδότηση. Για την τιτλοδότηση προστίθεται 

στην κωνική φιάλη ο δείκτης οργανικής ουσίας και παράλληλα τοποθετείται 

FAS 0,04 Μ σε προχοϊδα 50 ml. Από την προχοϊδα καταγράφεται ο όγκος του 

FAS 0,04 Μ που απαιτείται για την αλλαγή χρώµατος του δείκτη. 

     

2.4 Προσδιορισµός της µικροβιακής κοινότητας του εδάφους µε την 
ανάλυση PLFA 
 

Η εκχύλιση και η παραλαβή των φωσφολιπιδίων από το έδαφος, 

πραγµατοποιείται σύµφωνα µε την µεθοδολογία του Bossio και συνεργατών 

(1998) µε µικρές τροποποιήσεις. 

 
 
 
 



 

 
ΑΝΤΙ∆ΡΑΣΤΗΡΙΑ 

Φυσίγγια C 18 Supelco, SPE DSC-Si (Silica Tube 6ml, 500mg) είτε 

προτιµότερο GRACE pure SPE Silica (500 mg / 6 ml), Cat No. 5138781 

Τολουενιο (Riedel, pestanal) 500ml 

Μεθανόλη (Βaker, BDH Analar) 1 L 

Εξάνιο (Merck) 500 1 L 

Οξικό οξύ (Riedel-de Haen, glacial) 500 ml 

Χλωροφόρµιο (Merck, pro analysis) 1 L 

Trisodium citrate buffer-Na3C6H5O7.2H2O ή 

[NaOC(COOH)(CH2COONa)2�2H2O] 500 ml 

Ακετόνη (pro analysis) 1 L 

ΚΟΗ (Merck, pa) 1 Kg 

Μεθυλεστέρας του δεκαεννιαοϊκού οξέος (C19-Me). (Είναι το Methyl Stearate 

που βγαίνει από Sigma (Riedel) σε ποσότητα 250 mg και καθαρότητα 99% για 

GC) 

Αλουµινόχαρτο 

 

Επίσης για την ανάλυση χρησιµοποιούνται: 

1. ∆ύο µείγµατα µεθυλεστέρων: το Bacterial Acid Methyl Esters Mix (Supelco 

47080-U) και το 37 Component FAME Mix (SupelcoTM 47885-U) σε αραίωση 

1:10 σε διαλύτη εξάνιο.  

2. Για την παρασκευή της πρότυπης καµπύλης αναφοράς παρασκευάζονται 

πρότυπα διαλύµατα συγκεντρώσεων 25, 50, 75,100,150, 200 µg/ml του 

συγκεκριµένου µεθυλεστέρα σε εξάνιο. 

 

ΓΥΑΛΙΚΑ 

Kωνικές φιάλες των 50ml 

Σωλήνες φυγοκέντρου των 35 ml (γυάλινοι ή τεφλόν) 

Σκουρόχρωµα φιαλίδια των 50 ml 

Σωλήνες φυγοκέντρου των 15 ml (γυάλινοι) 

Σκουρόχρωµα φιαλίδια των 10 ml 

Πιπέτες Pasteur 

Σιφώνια των 0,5, 1, 2, 5 και 10 ml 



 

Xοάνες διαχωρισµού  (separatory funnels των 50 ή 100 ml) 

 

ΟΡΓΑΝΑ 

Ζυγαριά 

Αναδευτήρας για κωνικές φιάλες, οριζόντιας περιστροφικής κίνησης 

Φυγόκεντρος   

Vortex 

Φούρνος για προσδιορισµό υγρασίας 

Yδατόλουτρο 

Συσκευή συµπύκνωσης σε ρεύµα Ν2 Pierce. 

Αυτόµατη Πιπέτα των 100 µl  

 

ΕΚΤΕΛΕΣΗ ΠΕΙΡΑΜΑΤΟΣ 

 
Εκχύλιση � Παραλαβή 

∆είγµα εδάφους 5g εκχυλίζεται για 2 ώρες µε 19ml µείγµατος 

χλωροφόρµιου: µεθανόλης: ρυθµιστικού διαλύµατος κιτρικού νατρίου, pH 4 

(1:2:0,8). Για την παρασκευή του ρυθµιστικού διαλύµατος κιτρικού νατρίου 

(0,15Μ) τοποθετείται σε γυάλινη φιάλη  λίγο λιγότερο από 1 l  απιονισµένο 

νερό όπου  προστίθενται 44,115 g Na3C6H5O7.2H2O. Στη συνέχεια προστίθεται 

ποσότητα HCl µέχρι το pH  του διαλύµατος φτάσει το 4 και συµπληρώνεται η 

φιάλη µε απιονισµένο νερό µέχρι τη χαραγή. Η ποσότητα του ρυθµιστικού 

διαλύµατος διορθώνεται για κάθε δείγµα ξεχωριστά ανάλογα µε το ποσοστό 

υγρασίας του εδάφους (Bossio et al., 1998; Spyrou et al., 2009).  

Το δείγµα τοποθετείται για 2 ώρες στον αναδευτήρα οριζόντιας 

περιστροφικής κίνησης καλυµµένο µε αλουµινόχαρτο για την προστασία των 

φωσφολιπιδίων από το φως. Ακολούθως το δείγµα φυγοκεντρείται για 20 λεπτά 

στις 2500 στροφές ανά λεπτό και το υπερκείµενο  µεταφέρεται σε 

σκουρόχρωµο φιαλίδιο των 50 ml. Πραγµατοποιείται δεύτερη εκχύλιση στο 

εδαφικό δείγµα προσθέτοντας 9,5 ml του µείγµατος χλωροφόρµιου: µεθανόλης: 

ρυθµιστικού διαλύµατος κιτρικού νατρίου, pH 4 (1:2:0,8). Επαναλαµβάνεται η 

διαδικασία, δηλαδή πραγµατοποιείται ανάδευση για 2 ώρες και φυγοκέντριση 

για 20 λεπτά στις 2500 στροφές ανά λεπτό. Το νέο υπερκείµενο προστίθεται κι 

αυτό στο σκουρόχρωµο φιαλίδιο των 50 ml. Στη συνέχεια στο ίδιο φιαλίδιο 



 

προστίθενται 7,5 ml χλωροφόρµιο και 7 ml ρυθµιστικό διάλυµα κιτρικού 

νατρίου. Το µείγµα ανακινείται στο vortex για 2 λεπτά και αφήνεται σε ηρεµία 

για 18 ώρες σε θερµοκρασία 5-8 oC ώστε να πραγµατοποιηθεί ο διαχωρισµός 

των φάσεων. 

Μετά την πάροδο των 18 ωρών αποµακρύνεται η επάνω φάση µε τη 

βοήθεια πιπέτας Pasteur. Η κάτω φάση που παραµένει στο σκουρόχρωµο 

φιαλίδιο και περιέχει τα λιπίδια συµπυκνώνεται σε αέριο άζωτο. Με την 

ολοκλήρωση της συµπύκνωσης είναι δυνατή η αποθήκευση των φιαλιδίων 

στους -20 oC. 

 

∆ιαχωρισµός λιπιδίων 

Τα φωσφολιπίδια διαχωρίζονται από τα γλυκολιπίδια και τα ουδέτερα 

λιπίδια, σε στήλες GRACE pure SPE Silica (500 mg / 6 ml). Οι στήλες 

ενεργοποιούνται µε την προσθήκη 3ml χλωροφόρµιου . Το ξηρό υπόλειµµα 

επαναδιαλύεται µε 250µl χλωροφόρµιου και µετά από ανάδευση στο vortex το 

δείγµα µεταφέρεται στη στήλη (4 φορές). Τα ουδέτερα λιπίδια και τα 

γλυκολιπίδια εκλούονται από τη στήλη µε 5ml χλωροφόρµιου και 5ml ακετόνης 

αντίστοιχα, ενώ τα πολικά λιπίδια (φωσφολιπίδια) εκλούονται µε την προσθήκη 

στη στήλη 5ml µεθανόλης, τα οποία συλλέγονται σε γυάλινο σωλήνα 

φυγοκέντρισης και συµπυκνώνονται σε αέριο Ν µέχρι ξηρού.  

 

Μεθυλίωση και σχηµατισµός των µεθυλεστέρων λιπαρών οξέων 

Έπειτα, ακολουθεί ήπια αλκαλική µεθανόλυση προσθέτοντας στο ξηρό 

δείγµα 100 µl µεθυλεστέρα του δεκαεννεαοϊκού οξέος (1mg/ml σε διαλύτη 

εξάνιο), 500µl διαλύµατος µεθανόλης::τολουενίου (1:1) και µεθανολικό 

διάλυµα ΚΟΗ. (0,2Μ). Για την παρασκευή του µεθανολικού διαλύµατος ΚΟΗ  

προστίθενται 0,28 g KOH  σε 25 ml µεθανόλης. Η αντίδραση ολοκληρώνεται  

σε υδατόλουτρο θερµοκρασίας 37ºC για 15 λεπτά. Αµέσως µετά µεταφέρεται 

στο µείγµα 500µl διάλυµα οξικού οξέος (0,2 Ν) έτσι ώστε να εξουδετερωθεί η 

περίσσεια του ΚΟΗ. Για την παρασκευή του διαλύµατος αυτού  τοποθετείται 

σε φιάλη 1 l  11,44 ml οξικό οξύ και συµπληρώνεται η φιάλη µε απιονισµένο 

νερό. Οι µεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων εκχυλίζονται µετά από προσθήκη 

2ml διαλύµατος εξάνιο:χλωροφόρµιο (4:1) και 2ml νερού έτσι ώστε να 

επιτευχθεί ο διαχωρισµός των φάσεων. Ακολουθεί ανάδευση στο vortex και  



 

 

φυγοκέντριση για 5 λεπτά στις 3500 στροφές ανά λεπτό. Παραλαµβάνεται η 

οργανική φάση (επάνω φάση) όπου περιέχονται οι µεθυλεστέρες και 

τοποθετείται σε σκουρόχρωµα φιαλίδια των 10 ml. Η πιο πάνω διαδικασία 

πραγµατοποιείται εις διπλούν. Η οργανική φάση (εξάνιο), συλλέγεται ξανά και 

συµπυκνώνεται υπό αέριο Ν σε θερµοκρασία δωµατίου. Τέλος το ξηρό 

υπόλειµµα επαναδιαλύεται σε 200µl εξανίου και οι µεθυλεστέρες  των λιπαρών 

οξέων διαχωρίζονται σε σύστηµα αέριας χρωµατογραφίας µε ανιχνευτή FID. 

 

∆ιαχωρισµός και Ανίχνευση µε Αέριο Χρωµατογραφία 

Τα φωσφολιπίδια διαχωρίζονται σε τριχοειδή στήλη HP-5  (26 m µήκος 

x 320 nm διάµετρο) σε αέριο χρωµατογράφο, Hewlett Packard HP5890 Series 

ΙΙ GC εφοδιασµένο µε ανιχνευτή FID και αυτόµατο δειγµατολήπτη HP7673. Η 

έγχυση του δείγµατος συνολικού όγκου 2µl πραγµατοποιείται σε εγχυτή που 

λειτουργεί στη split-splitless θέση. Η θερµοκρασία του φούρνου διατηρείται 

στα αρχικά στάδια στους 150°C για 5 min και αυξάνεται γραµµικά µέχρι τους 

250°C µε ρυθµό  5°C/min όπου και διατηρείται για 5 min, ενώ ο χρόνος 

ανάλυσης για κάθε δείγµα είναι 34 min. Η θερµοκρασία του εγχυτή και του 

ανιχνευτή είναι 250 και 310°C, αντίστοιχα. Ως φέρον αέριο χρησιµοποιείται το 

ήλιο µε ροή 1ml/min. Η ταυτοποίηση των µεθυλεστέρων των λιπαρών οξέων 

βασίζεται στο χρόνο έκλουσης αντίστοιχων πρότυπων διαλυµάτων από 

ευκαρυωτικούς και προκαρυωτικούς οργανισµούς (FAME και BAME, Supelco, 

UK). 

Η ποσοτικοποίηση των λιπαρών οξέων (nmol.g-1) πραγµατοποιείται µε 

πρότυπη καµπύλη µε πρότυπο διάλυµα δεκαεννιαοϊκού οξέος (19:0). Γνωστή 

συγκέντρωση δεκαεννιαοϊκού προστέθηκε πριν την µεθανόλυση ως εσωτερικό 

πρότυπο.  

 

Στατιστική επεξεργασία 
 

Τα αποτελέσµατα που προέκυψαν από την ποσοτικοποίηση των 

λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων επεξεργάστηκαν στατιστικά µε το 

λογισµικό Genstat Version 11.0. Λόγω του µεγάλου αριθµού των µεταβλητών  

 



 

 

εφαρµόστηκε µια από τις µεθόδους πολυµεταβλητής ανάλυσης, η Ανάλυση 

Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis-PCA).  

Η ΑΚΣ είναι µια στατιστική µέθοδος η οποία µετασχηµατίζει γραµµικά 

ένα σύνολο µεταβλητών σε ένα σύνολο νέων µη συσχετιζόµενων µεταβλητών. 

Από τις νέες µεταβλητές, που ονοµάζονται κύριες συνιστώσες, µόνο ένα µέρος 

αυτών θα χρησιµοποιηθεί για την εξαγωγή συµπεράσµατος. Η µελέτη δύο ή 

τριών µη συσχετιζόµενων µεταβλητών είναι ευκολότερη από τη µελέτη του 

συνόλου των µεταβλητών. 

 



 

3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ-ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

3.1 Φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του εδαφικού δείγµατος 

 
Παρακάτω στον Πίνακα 3 παρουσιάζονται τα αποτελέσµατα των 

µετρήσεων για τα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά του εδαφικού δείγµατος. 

 

Πίνακας 3: Φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά εδαφικού δείγµατος. 

Άµµος % Ιλύς % Άργιλος % 
Κοκκοµετρική σύσταση 

26,8 52,7 23,5 

pH 7,72 

Ηλεκτρική αγωγιµότητα  1700 µs/cm 

% CaCO3 22 

% N 0,17 

P-Olsen  11,1 mg/kg 

% OM 1,03 

Ενεργός ασβεστόλιθος 3,4 

ΙΑΚ 14,08 cmol(+)/kg 

Ανταλλάξιµο Ca (*) 67,3 cmol(+)/kg 

Ανταλλάξιµο Mg 1,32 cmol(+)/kg 

Ανταλλάξιµο K 0,54 cmol(+)/kg 

Ανταλλάξιµο Na 0,50 cmol(+)/kg 
(*) H µέθοδος του οξικού αµµωνίου που χρησιµοποιήθηκε προκαλεί 

συχνά υπερεκτίµηση του ανταλλάξιµου Ca που συµµετέχει στην ΙΑΚ και 
θεωρείται ότι εκφράζει το διαθέσιµο µάλλον παρά το αυστηρά ανταλλάξιµο Ca.    

 

3.2 Προσδιορισµός αναπνευστικής δραστηριότητας 

 
Στα παρακάτω γραφήµατα παρουσιάζεται η αναπνευστική 

δραστηριότητα των εδαφικών µικροοργανισµών όπως καταγράφηκε κατά τη 

διάρκεια των πειραµάτων. Απεικονίζεται η αθροιστική παραγωγή διοξειδίου 

του άνθρακα στις δύο θερµοκρασίες επώασης 10  οC (Γράφηµα 1) και 20 οC 

(Γράφηµα 2). 

Όπως φαίνεται, η συνολική µικροβιακή δραστηριότητα (παραγωγή CO2) 

που παρατηρήθηκε ήταν ελαφρά µεγαλύτερη στις επωάσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν στους 20 οC σε σύγκριση µε τις επωάσεις που  



 

 

πραγµατοποιήθηκαν στους 10 οC για όλες τις µεταχειρίσεις. Ιδιαίτερα έντονες 

διαφορές στην αθροιστική µικροβιακή δραστηριότητα µεταξύ των δύο 

θερµοκρασιών επώασης παρατηρήθηκαν κατά τις πρώτες 5 ηµέρες επώασης. 

Cumulative CO2 evolution (10 oC)
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Γράφηµα 1: Αθροιστική παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα κατά την επώαση 
των εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 10 οC. 
 

Cumulative CO2 evolution (20 oC)
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Γράφηµα 2: Αθροιστική παραγωγή διοξειδίου του άνθρακα κατά την επώαση 
των εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 20 οC. 
 

Οι µεταχειρίσεις διαχωρίζονται εµφανώς σε δύο οµάδες ανεξάρτητα από 

την θερµοκρασία επώασης: Αυτές στις οποίες πραγµατοποιήθηκε εφαρµογή 

ΥΑΕ (ΥΑΕ, ΥΑΕ_DCD_30, YAE_DCD_300) και αυτές που δεν 

πραγµατοποιήθηκε (Μάρτυρας, DCD_30, DCD_300). Η µικροβιακή 

δραστηριότητα στις µεταχειρίσεις της πρώτης οµάδας είναι πολλαπλάσια της 

µικροβιακής δραστηριότητας στις µεταχειρίσεις της δεύτερη οµάδας. Το 

αποτέλεσµα αυτό αποδίδεται σε αποδόµηση ευαποδοµήσιµων υποστρωµάτων 

άνθρακα που προέρχονται από τα ΥΑΕ (Piotrowska et al., 2006, Saadi et al., 

2007). 



 

 

Η εφαρµογή DCD, µεµονωµένα ή σε συνδυασµό µε ΥΑΕ δεν φαίνεται 

να επηρέασε αρνητικά την συνολική µικροβιακή δραστηριότητα σε 

οποιαδήποτε από τις δύο θερµοκρασίες (10 οC, 20 οC). Αντίθετα φαίνεται µία 

τάση αύξησης της εκποµπής CO2 όταν προστίθεται DCD σε χαµηλή δόση 

(DCD_30, ΥΑΕ_DCD_30) σε σύγκριση µε τις επεµβάσεις «Μάρτυρας» και 

ΥΑΕ αντίστοιχα. Πιθανά το DCD στη δόση αυτή να χρησιµοποιείται τελικά κι 

αυτό ως µικροβιακό υπόστρωµα. Όµως στη µεγάλη δόση DCD παρατηρείται 

συστηµατικά µια τάση µείωσης της µικροβιακής δραστηριότητας σε σύγκριση 

µε τις επεµβάσεις της µικρής δόσης DCD (άλλα όχι σε σύγκριση µε τον 

«Μάρτυρα»). Η µείωση αυτή είναι µικρή και δεν φαίνεται να επηρεάζεται από 

την παρουσία/προσθήκη ΥΑΕ. 
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Γράφηµα 3: Ρυθµός παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα κατά την επώαση των 
εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 10 οC. 
 
 

CO2 evolution rates (20 oC)
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Γράφηµα 4: Ρυθµός παραγωγής διοξειδίου του άνθρακα κατά την επώαση των 
εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 20 οC. 



 

 

Η ένταση της µικροβιακής δραστηριότητας (ρυθµός παραγωγής CO2-

Γραφήµατα 3 και 4) που παρατηρήθηκε ήταν µεγαλύτερη στις επωάσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν στους 20 οC σε σύγκριση µε τις επωάσεις που 

πραγµατοποιήθηκαν στους 10 οC για όλες τις µεταχειρίσεις. 

Η µικροβιακή δραστηριότητα κορυφώνεται γύρω στην 4η ηµέρα 

επώασης στις επωάσεις µε παρουσία ΥΑΕ που πραγµατοποιήθηκαν στους 10 
οC (ΥΑΕ, ΥΑΕ_DCD_30, YAE_DCD_300) αλλα νωρίτερα (την 2η ηµέρα 

επώασης) στις επωάσεις µε παρουσία ΥΑΕ που πραγµατοποιήθηκαν στους 20 
οC. Η εντονότερη µικροβιακή δραστηριότητα και η ταχύτερη κορύφωσή της 

κατά την επώαση στους 20 οC προφανώς οφείλεται στην ταχύτερη και 

αποτελεσµατικότερη µικροβιακή αποδοµητική δραστηριότητα. Το αποτέλεσµα 

αυτό που παρατηρείται γενικότερα κατά την αποδόµηση οργανικών 

υποστρωµάτων (Νtougias et al., 2006) εξηγείται από την αποτελεσµατικότερη 

µεταβολική δράση των µικροοργανισµών στους 20 οC, (Bunt and Rovira., 

1955) που οφείλεται ταχύτερες ενζυµικές αντιδράσεις, ταχύτερη διάχυση 

εξωκυτταρικών µικροβιακών ενζύµων αλλά και αυξηµένη υδατοδιαλυτότητα 

οργανικών υποστρωµάτων. 

 
3.3 Προσδιορισµός µικροβιακής βιοµάζας 

 
Στα Γραφήµατα 5 και 6 απεικονίζεται η µικροβιακή βιοµάζα 

εκφρασµένη σε µg µικροβιακού-C ανά g εδάφους στις δύο θερµοκρασίες 

επώασης 10 και 20 oC. 
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Γράφηµα 5: Συνολικός άνθρακας µε τη µορφή εδαφικής µικροβιακής βιοµάζας 
στο τέλος της επώασης των εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 
10 οC. 
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Γράφηµα 6: Συνολικός άνθρακας µε τη µορφή εδαφικής µικροβιακής βιοµάζας 
στο τέλος της επώασης των εδαφικών µεταχειρίσεων σε σταθερή θερµοκρασία 
20 οC. 
 

Η µικροβιακή βιοµάζα ήταν περισσότερη (αν και παρουσίαζε 

µεγαλύτερες διακυµάνσεις) στο τέλος τις επώασης των 20 οC σε σύγκριση µε 

την επώαση των 10 οC γεγονός που αποδίδεται στην καλύτερη προσαρµογή της 

πλειονότητας των µικροοργανισµών στους 20 οC.  Εξαίρεση αποτελεί η 

µικροβιακή βιοµάζα για την µεταχείριση εφαρµογής ΥΑΕ που παραµένει 

υψηλή στην επώαση των 10 οC αλλά όχι για την αντίστοιχη των 20 οC. Αυτό 

πιθανότατα οφείλεται στη βραδύτερη αποδόµηση άνθρακα προερχόµενου από 

τα ΥΑΕ στους 10 οC, που οδηγεί στην συντήρηση µεγαλύτερης µικροβιακής 

βιοµάζας µέχρι το τέλος της επώασης. Ανακύπτει όµως το ερώτηµα, γιατί αυτό 

δεν συµβαίνει και για τις επεµβάσεις ΥΑΕ_DCD_30 και YAE_DCD_300. Μια 

πιθανή απάντηση είναι ότι η προσθήκη DCD δηµιουργεί οικολογικό 

περιβάλλον καταπόνησης για τους µικροοργανισµούς οι οποίοι αποδοµούν 

υποστρώµατα άνθρακα χωρίς να συνθέτουν αποτελεσµατικά κυτταρικό ιστό.  

Ο συντελεστής µεταβολισµού (λόγος µικροβιακής δραστηριότητας προς 

µικροβιακή βιοµάζα) στο τέλος της επώασης για τις µεταχειρίσεις 

συνδυασµένης εφαρµογής ΥΑΕ και DCD είναι όντως υψηλός (Γραφήµατα 7 

και 8) και ενδεικτικός πιθανής καταπόνησης. 
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Γράφηµα 7: Συντελεστής µεταβολισµού (λόγος µικροβιακής δραστηριότητας 
προς µικροβιακή βιοµάζα) στο τέλος της επώασης των εδαφικών µεταχειρίσεων 
σε σταθερή θερµοκρασία 10 οC. 
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Γράφηµα 8: Συντελεστής µεταβολισµού (λόγος µικροβιακής δραστηριότητας 
προς µικροβιακή βιοµάζα) στο τέλος της επώασης των εδαφικών µεταχειρίσεων 
σε σταθερή θερµοκρασία 20 οC. 
 

3.4 Ανάλυση λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων (PLFA) 

 
Από την αποµόνωση και ανάλυση των λιπαρών οξέων των 

φωσφολιπιδίων προέκυψε ο Πίνακας 4 όπου φαίνονται ποσοτικά οι 

µεθυλεστέρες των λιπαρών οξέων κάθε δείγµατος. 
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Έπειτα από στατιστική επεξεργασία των αποτελεσµάτων αυτών (η 

οποία παρατίθεται στο Παράρτηµα της παρούσας εργασίας) και συγκεκριµένα 

την Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Component Analysis-PCA) 

προέκυψε το Γράφηµα 9. 

 

 
Γράφηµα 9: Οι µεταχειρίσεις ως προς τις δύο κύριες συνιστώσες. 

 

Από το παραπάνω γράφηµα φαίνεται διαχωρίζεται µια οµάδα η οποία 

αφορά στις µεταχειρίσεις όπου χρησιµοποιήθηκαν υγρά απόβλητα 

ελαιοτριβείου (ΥΑΕ). Εκτός αυτής της οµαδοποίησης δεν παρατηρείται κάποια 

άλλη συστηµατική διαφοροποίηση ανάµεσα στις υπόλοιπες µεταχειρίσεις. 

Επιπλέον ένα διάγραµµα το οποίο µπορεί να εξαχθεί από αυτή την 

ανάλυση είναι η οµαδοποίηση των δειγµάτων σε σχέση µε την περιεκτικότητα 

τους στα διάφορα λιπαρά οξέα, επίσης ως προς τις δύο κύριες συνιστώσες 

(Γράφηµα 10). Από ένα τέτοιο διάγραµµα µπορούν να ταυτοποιηθούν 

διαφοροποιήσεις που αφορούν στις λειτουργικές οµάδες των µικροοργανισµών 

του εδάφους µε βάση την περιεκτικότητα τους στα διάφορα λιπαρά οξέα. Στην 

παρούσα εργασία ο αριθµός των δειγµάτων (µια ηµεροµηνία και θερµοκρασία 

µόνο) ήταν πολύ µικρός για να µπορέσει να γίνει διαφοροποίηση λειτουργικών 

οµάδων των εδαφικών δειγµάτων. Κάτι τέτοιο θα µπορούσε να αποτελέσει 

αντικείµενο επόµενης εργασίας, µε την ανάλυση δειγµάτων από τις δυο 

θερµοκρασίες σε και σε διαφορετικούς χρόνους επώασης. 
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Γράφηµα 10: Η περιεκτικότητα των λιπαρών οξέων των δειγµάτων ως 
προς τις δύο κύριες συνιστώσες. 

 



 

4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Οι µεταχειρίσεις διαχωρίζονται εµφανώς όσον αφορά την ένταση της 

µικροβιακής δραστηριότητας (όπως και η συνολική µικροβιακή 

δραστηριότητα) σε δύο οµάδες ανεξάρτητα από την θερµοκρασία επώασης: 

Αυτές που στις οποίες πραγµατοποιήθηκε εφαρµογή ΥΑΕ (ΥΑΕ, 

ΥΑΕ_DCD_30, YAE_DCD_300) και αυτές που δεν πραγµατοποιήθηκε 

(Μάρτυρας, DCD_30, DCD_300).  

Ο ρυθµός µικροβιακής δραστηριότητας στις µεταχειρίσεις της πρώτης 

οµάδας είναι πολλαπλάσιος της µικροβιακής δραστηριότητας στις µεταχειρίσεις 

της δεύτερης οµάδας και αποδίδεται σε αποδόµηση ευαποδοµήσιµων 

υποστρωµάτων άνθρακα που προέρχονται από τα ΥΑΕ. 

Επίσης ο ρυθµός µικροβιακής δραστηριότητας της οµάδας 

µεταχειρίσεων που περιέχουν ΥΑΕ κορυφώνεται νωρίτερα και είναι 

υψηλότερος στις επωάσεις των 20 οC  σε σύγκριση µε αυτές των 10 οC. 

Η εφαρµογή DCD, µεµονωµένα ή σε συνδυασµό µε ΥΑΕ δεν φαίνεται 

να επηρέασε αρνητικά τον ρυθµό της µικροβιακής δραστηριότητας σε 

οποιαδήποτε από τις δύο θερµοκρασίες (10 οC, 20 οC). 

Παρατηρήθηκαν ενδείξεις καταπόνησης του µικροβιακού πληθυσµού 

για τις µεταχειρίσεις συνδυασµένης εφαρµογής ΥΑΕ και DCD: Υψηλότεροι 

συντελεστές µεταβολισµού (λόγος µικροβιακής δραστηριότητας προς 

µικροβιακή βιοµάζα).  

Η εξαγωγή και ανάλυση των λιπαρών οξέων των φωσφολιπιδίων της 

εδαφικής µικροβιακής κοινότητας έδειξε διαφοροποίηση της σύνθεσης της 

κοινότητας στην επέµβαση µε ΥΑΕ, αλλά απαιτείται η ανάλυση περισσότερων 

δειγµάτων για την  εξαγωγή ασφαλών συµπερασµάτων. 
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