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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 

Η µη ορθολογική διαχείριση των υποπροϊόντων που παράγονται από 

αγροτοβιοµηχανικές δραστηριότητες αποτελούν µία σηµαντική πηγή 

περιβαλλοντικών ρύπων που προκαλούν σηµαντική επιβάρυνση στο ήδη εύθραυστο 

περιβάλλον µας. 

Τα υπολείµµατα εκκοκκισµού βάµβακος (YEB) είναι ένα χαρακτηριστικό 

παράδειγµα τέτοιου υποπροϊόντος, το οποίο όµως εάν διαχειριστεί ορθολογικά µπορεί 

να δώσει λύσεις σε πολλά περιβαλλοντικά προβλήµατα (π.χ. υποβάθµιση γεωργικών 

εδαφών, µόλυνση υδάτινων πόρων κ.α.).Η κοµποστοποίηση αυτού του υποπροϊόντος 

είναι µια µέθοδος η οποία µπορεί να δώσει ένα προϊόν µε σηµαντικές 

εδαφοβελτιωτικές ιδιότητες.  

Μελετήθηκε µια σειρά φυσικοχηµικών παραµέτρων, µεταξύ των οποίων η 

θερµοκρασία, η υγρασία, το pH, η ηλεκτρική αγωγιµότητα, το ολικό άζωτο, το άζωτο 

των νιτρικών και αµµωνιακών ιόντων και την αναπνευστική δραστηριότητα. Η 

µικροβιακή διαδοχή µελετήθηκε µε χρήση τόσο κλασσικών (εκτίµηση Αριθµού 

Βιώσιµων Μονάδων-ΑΒΜ, µε χρήση µεθόδων καλλιέργειας, ολικών, σποριογόνων, 

κυτταρινολυτικών, αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων, µυκήτων και ακτινοµυκήτων), όσο 

και µοριακών τεχνικών (υποκλωνοποίηση και φυλογενετική ανάλυση µε βάση το 

γονίδιο 16S rRNA, τριών καλλιεργήσιµων, αποµονωµένων από το κόµποστ, 

στελεχών). Έγινε φυλογενετική ταξινόµηση τριών κυτταρινολυτικών στελεχών τα 

οποία φαίνεται ότι το ένα στο γένος Serratia και τα δύο ανήκουν στο γένος 

Brevibacillus. 



 
 

4

ABSTRACT  
 

The non-rational management of by-products produced from agro-activities constitute 

an important source of environmental pollutants that cause significant burden on the 

already fragile environment. 

Cotton ginning residues is a typical example of such a by-product, but if it is  

managed rationally, then they can provide solutions to many environmental problems 

(eg, agricultural land degradation, water contamination, etc.). Composting this by-

product is a method that can give a product with significant soil improvement 

properties. 

We studied a series of physicochemical parameters, including temperature, moisture, 

pH, electrical conductivity, total nitrogen, nitrate nitrogen and ammonium ions, and 

the respiratory rate. Microbial succession was studied using both classical (culture-

dependent methods for estimating the Colony Forming Units-CFU of total, 

endospore-forming, cellulolytic, nitrogen-fixing bacteria, fungi and Actinomyces) and 

molecular techniques (Subcloning and phylogenetic analysis based on 16S rRNA 

gene of three cultivars strains isolated from compost.). Phylogenetic classification of 

three cellulolytic strains showed that two of them belong in the genus Brevibacillus 

and one in the genus Serratia. 
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Κεφάλαιο 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

1.1 Κοµποστοποίηση  
 
Κοµποστοποίηση (compost) είναι η βιολογική, οξειδωτική αποδόµηση και 

σταθεροποίηση οργανικών υλικών, φυτικής & ζωικής προέλευσης, υπό συνθήκες οι 

οποίες οδηγούν στην ανάπτυξη θερµοκρασιών της θερµόφιλης περιοχής. Το τελικό 

προϊόν της διαδικασίας είναι σταθερό και κατάλληλο για αποθήκευση και εφαρµογή 

στο έδαφος χωρίς δυσάρεστες περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Κατά συνέπεια η 

κοµποστοποίηση αποτελεί εξειδικευµένη µορφή σταθεροποίησης αποβλήτων (Haug, 

1986). Η κοµποστοποίηση είναι µια µικρού κόστους φυσική µέθοδος ανακύκλωσης 

της οργανικής ύλης, η οποία πραγµατοποιείται µε τη συµµετοχή πλήθους 

µικροοργανισµών, την οποία ο άνθρωπος αντέγραψε και εφάρµοσε προκειµένου να 

εξυπηρετήσει ανάγκες που είχαν να κάνουν µε τη συσσώρευση διαφόρων 

υπολειµµάτων προερχοµένων από δραστηριότητες του (γεωργικά υπολείµµατα, 

λάσπες βιολογικών καθαρισµών κ.α). Η κοµποστοποίηση µετατρέπει τη 

βιοδιασπώµενη στερεά οργανική ύλη σε ένα οργανοχουµικό εδαφοβελτιωτικό υλικό, 

το οποίο µπορεί να υποστεί περαιτέρω επεξεργασία, να αποθηκευθεί ή/και να 

εφαρµοστεί στο έδαφος, χωρίς αρνητικές επιπτώσεις στο περιβάλλον όπως 

αναφέρεται στον Guo et al. (2007). 

Κάτω από αερόβιες συνθήκες η διαλυτή οργανική ουσία οξειδώνεται σε  CO2 και 

Η2Ο. Ως αποτέλεσµα αυτής της αντίδρασης, παράγεται βιοµάζα. 

Η διαδικασία αυτή µπορεί να εκφραστεί µε τον ακόλουθο γενικευµένο τύπο: 

Sum+aO2=CO2 + β H20 + γ Am, όπου 

Sum=οργανική ουσία και 

Am=βιοµάζα (Haug, 1986) 

Θα πρέπει να αναφερθεί ότι κατά την διάρκεια της κοµποστοποίησης, 

µικροοργανισµοί όπως βακτήρια, ακτινοµύκητες και µύκητες είναι υπεύθυνοι για τη 

αποδόµηση της οργανικής ουσίας. 

Μια ολοκληρωµένη εικόνα της διαδικασίας της κοµποστοποίησης µπορούµε να 

δούµε στην Εικόνα 1.1 
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Εικόνα 1.1: Σχηµατική απεικόνιση της διαδικασίας κοµποστοποίησης 

 

Στην Εικόνα 1.1 δίδεται σχηµατικά το ισοζύγιο µάζας της προς κοµποστοποίηση 

ποσότητας.  Η  αρχική,   ανεπεξέργαστη  πρώτη  ύλη,  µέσω  της  κοµποστοποίησης 

µετατρέπεται σε ένα υλικό µε ορισµένα σταθερά χαρακτηριστικά. Η διαδικασία αυτή 

απαιτεί τη συνεχή τροφοδότηση της µάζας µε υγρασία και οξυγόνο, στοιχεία 

απαραίτητα για τη συνέχιση της πορείας της. Επίσης παρατηρείται απώλεια µάζας, η 

οποία οφείλεται   κυρίως στην αποµάκρυνση   αέριας   αµµωνίας (ΝΗ3), διοξειδίου 

του άνθρακα (CO2), µονοξειδίου του αζώτου (ΝΟ) καθώς και στην απώλεια   νερού 

λόγω εξάτµισης (water vapor). Εµπειρικά έχει βρεθεί ότι κατά την κοµποστοποίηση   

ενός  τόνου  πρώτης  ύλης     χάνονται  50   Κg  ξηρής  ουσίας, καταναλώνονται 53  

Κg Ο2 και παράγονται 73,3  Κg C02 . Το αποτέλεσµα της κοµποστοποίησης είναι η 

παραγωγή ώριµου κόµποστ. 

 Τα πλεονεκτήµατα και τα µειονεκτήµατα της κοµποστοποίησης 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 1.1: 
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Πίνακας 1.1 Πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα κοµποστοποίησης (Προσαρµοσµένο 

από Epstein, 1997). 

Πλεονεκτήµατα Μειονεκτήµατα 

Η πλειοψηφία των στερεών αποβλήτων 

µπορεί να κοµποστοποιηθεί. Έτσι µία 

εγκατάσταση κοµποστοποίησης µπορεί 

να επεξεργαστεί τόσο αστικά όσο και 

βιοµηχανικά απόβλητα. 

∆υσάρεστες οσµές και εκποµπές 

βιοαερίων µπορεί να συνυπάρχουν κατά 

την κοµποστοποίηση. Απαιτείται καλός 

σχεδιασµός των εγκαταστάσεων και 

αποτελεσµατική διαχείριση. 

Ελαχιστοποίηση περιβαλλοντικών 

επιπτώσεων. 

Πιθανή απαίτηση περισσότερου χώρου 

από άλλες τεχνολογίες διαχείρισης 

αποβλήτων. 

Μείωση χώρων υγειονοµικής ταφής – 

µεγιστοποίηση ανακύκλωσης. 

Το προϊόν πρέπει να προωθηθεί στην 

αγορά. 

Αποικοδόµηση οργανικών ουσιών.  

Παραγωγή χρήσιµου προϊόντος.  

 

1.2 Παράγοντες που επηρεάζουν την κοµποστοποίηση 
 

Οι κύριοι παράγοντες που επηρεάζουν την αποικοδόµηση της οργανικής ουσίας από 

τους µικροοργανισµούς είναι το οξυγόνο και η υγρασία. Η θερµοκρασία επίσης 

διαδραµατίζει σηµαντικό ρόλο, εντούτοις είναι το αποτέλεσµα της µικροβιακής 

δραστηριότητας. Άλλοι περιοριστικοί παράγοντες είναι το pH, τα θρεπτικά και κυρίως 

ο άνθρακας και το άζωτο. Ο άνθρακας είναι η κύρια πηγή ενέργειας, ενώ το άζωτο 

είναι απαραίτητο για την κυτταρική σύνθεση. Άλλα στοιχεία απαραίτητα για 

ενζυµικές λειτουργίες των µικροοργανισµών είναι P, S, Cu, Ni, Mo, Fe, Mg, Zn, Na, 

εντούτοις λίγα είναι γνωστά για τη σηµαντικότητά τους στη διαδικασία της 

κοµποστοποίησης. Παρακάτω αναλύονται οι κυριότεροι από αυτούς τους παράγοντες.   

1.2.1 Πρώτη ύλη 
 
Η φύση και τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της πρώτης ύλης πρέπει να λαµβάνονται 

σοβαρά υπόψη κάθε φορά που ξεκινά µία διαδικασία κοµποστοποίησης (Εικόνα 1.2).  
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Εικόνα 1.2: Παρουσιάζονται σε διάγραµµα πίτας οι απαραίτητες πρώτες ύλες για µια 

επιτυχηµένη κοµποστοποίηση (νερό, οξυγόνο, άνθρακας, άζωτο) 

 

Ουσιαστικά η πορεία της κοµποστοποίησης εξαρτάται άµεσα από το αρχικό υλικό, 

καθώς η φύση και η δοµή του αποτελούν κριτήριο για την επιλογή της καλύτερης 

µεθόδου, για γρήγορη και αποτελεσµατικότερη κοµποστοποίηση. Τέτοια υλικά 

αναφέρονται στον Πίνακα 1.2. 
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Πίνακας 1.2: Υλικά κατάλληλα για   κοµποστοποίηση 

 

Πηγές Υλικά 

Βιοµηχανίες ξύλου Φλοιοί δένδρων 

Απορρίµµατα πόλεων Κλαδιά, φύλλα, οργανικό κλάσµα 

σκουπιδιών, λάσπες βιολογικού 

καθαρισµού 

Υφαντουργεία Υπολείµµατα βάµβακος, µαλλιού, 

λιναριού 

Καπνοβιοµηχανίες Νεύρα φύλλων καπνού, τρίµµατα καπνού 

Χαρτοβιοµηχανίες Λάσπες 

Βιοµηχανίες τροφίµων Υπολείµµατα φρούτων, λαχανικών, 

στέµφυλα, απορρίµµατα σφαγείων 

Γεωργικές βιοµηχανίες Υπολείµµατα εκκοκκισµού βάµβακος, 

ελαιοπυρήνας, πυρηνόξυλο, λιόφυλλα, 

άχυρο φλοιοί ρυζιού 

Γεωργικές εκµεταλλεύσεις Υπολείµµατα καλλιεργειών, φύλλα, 

κλαδιά κληµατίδες 

Ζωοτεχνικές µονάδες Κοπριά ορνιθοτροφείων, χοιροστασίων 

βουστασίων, στρωµνή 

Φυσικές πηγές Οργανικές αποθέσεις , λιγνίτης 

 
 

Επιπλέον είναι απαραίτητο η πρώτη ύλη να πληρεί συγκεκριµένες προδιαγραφές π.χ. 

κατάλληλη αναλογία C/Ν, υγρασία κλπ., προκειµένου η διαδικασία της 

κοµποστοποίησης να έχει µία πετυχηµένη πορεία και να δώσει ένα τελικό προϊόν 

υψηλής ποιότητας. 

 Ένας άλλος παράγοντας που συµβάλλει αποτελεσµατικά στην ποιότητα του τελικού 

κόµποστ αφορά τις δυνατότητες συνδυασµού της πρώτης ύλης. Ένας κατάλληλος 

συνδυασµός των πρώτων υλών µπορεί να εξασφαλίσει µία βέλτιστη πορεία 

κοµποστοποίησης, ταχύτερη και ασφαλέστερη. Υλικά που από µόνα τους είναι 

προβληµατικά, όταν συνδυαστούν µε άλλα τότε υπάρχει οµαλοποίηση στον χειρισµό 
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τους και παραγωγή ασφαλούς προϊόντος. Για παράδειγµα, τα υγρά απόβλητα των 

ελαιοτριβείων (κατσίγαρος), η διαχείριση των οποίων αποτελεί ένα µεγάλο 

περιβαλλοντικό πρόβληµα για τις ελαιοπαραγωγικές χώρες, µπορεί να συνδυαστεί σε 

ένα σύστηµα συγκοµποστοποίησης µε τα υπόλοιπα υποπροϊόντα των ελαιοτριβείων 

(πυρηνόξυλο, φύλλα ελιάς). Το ίδιο συµβαίνει και µε το οργανικό κλάσµα των 

αστικών απορριµάτων το οποίο συγκοµποστοποιείται µε κατάλληλη ποσότητα 

πρωτοβάθµιας βιολογικής ιλύος βελτιώνοντας µε αυτό τον τρόπο το λόγο C/Ν (30/1) 

και εξασφαλίζοντας επιτυχή αποδόµηση της οργανικής ουσίας καθώς και επωφελή 

λύση στην τελική διάθεση των υλικών αυτών. 

 

 

 

1.2.2 Λόγος C/Ν 
 

Ο λόγος C/Ν αποτελεί δείκτη χουµοποίησης αλλά και δείκτη δραστηριότητας των 

µικροοργανισµών. Η ιδανικότερη τιµή του λόγου C/Ν που πρέπει να έχει ένας 

κοµποστοσωρός για µία επιτυχή κοµποστοποίηση είναι 25/1 - 30/1. Βέβαια η τιµή 

αυτή µπορεί να κυµαίνεται µεταξύ ενός εύρους τιµών από 25/1 µέχρι 50/1 (Golueke, 

1972). Ο λόγος αυτός αναφέρεται στην ικανότητα των µικροβιακών πληθυσµών να 

αποδοµούν την οργανική ύλη. Οι µικροοργανισµοί έχουν ανάγκη πηγές αζώτου και 

άνθρακα για να συντηρηθούν και να καλύψουν τις ενεργειακές τους ανάγκες. Ενώ το 

ποσοστό του άνθρακα είναι περίπου σταθερό (40%) για κάθε οργανικό σώµα η 

περιεκτικότητα του αζώτου ποικίλει από οργανισµό σε οργανισµό. Η παρουσία του 

αζώτου σε επαρκής ποσότητες στην οργανική ύλη λειτουργεί ως καταλύτης για τη 

αποδόµηση και εξασφαλίζει µία γρήγορη χωρίς προβλήµατα αποδόµηση, διότι οι 

µικροοργανισµοί καλύπτουν τις ανάγκες τους ως προς το στοιχείο αυτό και ο 

µεταβολισµός τους πραγµατοποιείται ανεµπόδιστα. 

Όταν ο λόγος C/Ν είναι µεγαλύτερος του 25 σηµαίνει ότι έχουµε µικρές ποσότητες 

αζώτου και οι µικροοργανισµοί χρησιµοποιούν το άζωτο που περιέχεται στον 

κοµποστοσωρό µόνο για τη συντήρηση τους και εποµένως δεν υπάρχει 

ανοργανοποίηση. Στην περίπτωση αυτή οι µικροοργανισµοί θα δράσουν 

ανταγωνιστικά προς τα φυτά όσον αφορά το άζωτο κατά τη εφαρµογή του κόµποστ 

στο έδαφος. Όταν ο λόγος C/Ν είναι µικρότερος του 25 τότε υπάρχει αρκετό άζωτο 

για τους µικροοργανισµούς και πραγµατοποιείται ανοργανοποίηση. Γενικά, όταν ο 
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λόγος είναι χαµηλός (<20) το άζωτο βρίσκεται σε περίσσεια και υπάρχει κίνδυνος 

ποσότητα αζώτου να χαθεί ως αµµωνία δηµιουργώντας προβλήµατα οσµών αλλά και 

µείωση των διαθέσιµων πηγών θρέψης των φυτών. Η συσσώρευση αµµωνίας 

συνδέεται µε αναερόβιες διεργασίες και γενικά προκαλεί ποιοτική υποβάθµιση του 

σωρού και προβλήµατα φυτοτοξικότητας. 

Αν ο λόγος είναι πολύ µεγάλος (>50) υπάρχει µικρή ποσότητα αζώτου διαθέσιµη για 

τη µικροβιακή  θρέψη. Η διαδικασία της κοµποστοποίησης επιβραδύνεται όσο οι 

µικροοργανισµοί περιµένουν το άζωτο να γίνει διαθέσιµο. Το φαινόµενο είναι γνωστό 

ως ακινητοποίηση αζώτου. 

 Τα πράσινα απορρίµµατα συνήθως έχουν χαµηλότερες τιµές λόγου C:N σε σχέση µε 

τα υλικά που έχουν ως βάση το ξύλο ή τα νεκρά φύλλα. Τα ζωικά απόβλητα είναι 

πλουσιότερα σε Ν σε σχέση µε τα φυτικά απόβλητα (Cooperband, 2002).  

Ο   λόγος   C/Ν   µπορεί  να   αποτελέσει  έναν  αξιόπιστο  δείκτη   µέτρησης της 

ωριµότητας και παρακολούθησης της κοµποστοποίησης. 

 

1.2.3 Αερισµός 
 

Όπως ήδη έχει αναφερθεί η κοµποστοποίηση είναι αερόβια οξειδωτική αποδόµηση 

της οργανικής ύλης. Απαραίτητη λοιπόν θεωρείται η ύπαρξη επαρκούς ποσότητας 

οξυγόνου για τη συντήρηση της µικροπανίδας και για το συνεχή αποικισµό της µάζας 

του σωρού από αερόβιους ετερότροφους µικροοργανισµούς (µύκητες, ακτινοµύκητες, 

βακτήρια). Επίσης είναι απαραίτητη η απρόσκοπτη κυκλοφορία αέρα διαµέσου της 

οργανικής ύλης προς αποφυγή επικράτησης αναερόβιων συνθηκών, οι οποίες είναι 

ανεπιθύµητες επειδή προκαλούν συσσώρευση τοξικών ουσιών ( CΗ4, αλκοόλες, 

πτητικά οξέα ) (Hoiting, 1980).  

Οι παράγοντες που ελέγχουν τα επίπεδα του οξυγόνου είναι: ο ρυθµός κατανάλωσης 

του, η θερµοκρασία, το µέγεθος των πόρων καθώς και η περιεχόµενη υγρασία 

(Miller, 1993). Για να υπάρξει ικανοποιητικός αερισµός θα πρέπει η υγρασία του 

σωρού να µην είναι υψηλή (>60-70%) διότι τότε οι πόροι του σωρού είναι 

πληρωµένοι µε νερό και η διακίνηση του οξυγόνου περιορίζεται αισθητά µε 

αποτέλεσµα την ανάπτυξη αναερόβιων συνθηκών (ακινητοποίηση οξυγόνου). 

Η διακίνηση του αέρα είτε είναι παθητική είτε εξαναγκασµένη (forced aeration), 

εξαρτάται κάθε φορά από το σύστηµα κοµποστοποίησης που έχει επιλεγεί καθώς και 



 17

από τις ιδιαιτερότητες του προς κοµποστοποίηση υλικού. Τρεις βασικές µέθοδοι 

αερισµού παρέχουν O2 κατά την κοµποστοποίηση: i) φυσικό γύρισµα της µάζας του 

κόµποστ, ii) µεταφορά ροής αέρα, iii) µηχανικός αερισµός. 

Στην περίπτωση των σειραδιών κοµποστοποίησης (windrow method) 

χρησιµοποιούνται οι δύο πρώτοι τρόποι αερισµού, ενώ στα στατικά συστήµατα (static 

systems) το O2 παρέχεται µε χρήση αεριστήρων ή µεταφερόµενης ροής αέρα (Epstein, 

1997).  

 Γεγονός είναι πάντως ότι όσο ιδανικές και να είναι οι επικρατούσες συνθήκες 

αερισµού ένα µέρος της κοµποστοποίησης εκτελείται αναερόβια. 

 

 

1.2.4 Υγρασία 

 

Η υγρασία είναι ένας καθοριστικός παράγοντας για την πορεία της κοµποστοποίησης 

και θα πρέπει να δίνεται προσοχή στην τιµή της. Είναι αποδεκτό ότι η καλύτερη 

σταθεροποίηση της οργανικής ουσίας επιτυγχάνεται σε ποσοστό υγρασίας 90%. Όµως 

στην κοµποστοποίηση το προτεινόµενο εύρος της υγρασίας είναι µεταξύ 45% και 

60% τόσο για λεπτόκοκκα όσο και για χονδρόκοκκα υλικά (Manios and Balis, 1983). 

Η υγρασία πρέπει να κυµαίνεται σε αυτά τα επίπεδα ώστε να µην ευνοείται η 

ανάπτυξη και η επικράτηση αναερόβιων συνθηκών (ανοξία) ή µερικώς αναερόβιων 

συνθηκών (υποξία). Σαν ανώτατη τιµή υγρασίας έχει καθοριστεί αυτή του 75%. Εάν 

για οποιοδήποτε λόγο η τιµή της υγρασίας υπερβεί το ανώτερο όριο θα ακολουθήσει 

πλήρωση των κενών µεταξύ των σωµατιδίων, και οι ποσότητες νερού σταδιακά θα 

εκτοπίσουν τον υπάρχοντα αέρα. Ένα µεγάλο µέρος της διαδικασίας 

κοµποστοποίησης είναι η απώλεια νερού, σαν αποτέλεσµα της εξάτµισης του. Είναι 

ευρέως γνωστό ότι αναστολή της µικροβιακής δραστηριότητας συµβαίνει όταν οι 

τιµές υγρασίας πέσουν κάτω από 30 - 35 % (Stentiford, 1995). 

Θα πρέπει να αναφερθεί ότι το κατάλληλο επίπεδο υγρασίας για διαφορετική πρώτη 

ύλη θα πρέπει να καθορίζεται µε βάση τα ιδιαίτερα φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά 

διότι το κάθε υλικό έχει ιδιαίτερες απαιτήσεις σε υγρασία και επιπλέον φέρει από 

µόνο του ένα υδατικό φορτίο το οποίο πιθανόν να είναι ικανό να υποστηρίξει τη 

διαδικασία κοµποστοποίησης. Σηµαντικό είναι το διαθέσιµο υγρασιακό φορτίο να 

υπάρχει σε επάρκεια σε όλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης. Η διόρθωση της 
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υγρασίας πραγµατοποιείται κατά τη διάρκεια των αναµοχλεύσεων (γυρισµάτων). Η 

επιφανειακή διαβροχή του σωρού δεν αποδίδει τα αναµενόµενα αφού µόνο η 

εξωτερική στοιβάδα του σωρού επωφελείται και αυτή µάλιστα κατά τόπους. Η 

διαβροχή θα πρέπει να είναι οµοιόµορφη και καθολική. Περισσότερη προσοχή στο 

υγρασιακό καθεστώς πρέπει να δοθεί στα στάδια της θερµόφιλης φάσης, διότι τη 

χρονική αυτή περίοδο παρατηρούνται και οι µεγαλύτερες απώλειες σε νερό λόγω της 

ανάπτυξης υψηλών θερµοκρασιών πού ευνοούν την εξάτµιση του από τον σωρό. 

Κατά τη φάση αυτή η υγρασία πρέπει να κυµαίνεται σε ποσοστό 50-60% (McKinley 

et al., 1985). 

 

 

1.2.5 Θερµοκρασία 

 

Η θερµοκρασία αποτελεί ένα σηµαντικό παράγοντα για τη διαδικασία της 

κοµποστοποίησης, καθώς σχετίζεται άµεσα µε το ρυθµό αποδόµησης της οργανικής 

ύλης   και τη διατήρηση της µικροχλωρίδας στη µάζα του υλικού. Η θερµοκρασία 

καθορίζεται από δύο παράγοντες, την επίδραση του περιβάλλοντος και την ένταση και 

τη διάρκεια της µικροβιακής δραστηριότητας. Η κοµποστοποίηση ολοκληρώνεται 

αποτελεσµατικότερα και γρηγορότερα όταν κυριαρχούν συνθήκες που ενθαρρύνουν 

τη θερµόφιλη αποδόµηση της οργανικής ύλης. Στη διατήρηση υψηλών θερµοκρασιών 

συµβάλει σηµαντικά η µείωση των απωλειών θερµότητας προς το γύρω περιβάλλον. 

Αυτό σχετίζεται κυρίως µε τα συστήµατα ανοικτού τύπου τα οποία βρίσκονται έκθετα 

στο περιβάλλον. Η έκταση της ελεύθερης επιφάνειας του κόµποστ έχει σηµαντική 

επίδραση στον ρυθµό απωλειών θερµότητας. Η χρονική διάρκεια της θερµόφιλης 

φάσης εξαρτάται από το µέγεθος και το σχήµα του σωρού (Handar, 1993). 

Η θερµοκρασία που αναπτύσσεται κατά την πορεία της κοµποστοποίησης είναι 

µικροβιακής προέλευσης και οφείλεται σε καύσεις που οφείλονται στον ενεργό 

µεταβολισµό της διαθέσιµης οργανικής ουσίας η οποία αποτελεί τροφή των 

µικροοργανισµών. Ένα µεγάλο ποσοστό (80-90%) της θερµότητας που παράγεται 

κατά τον τρόπο αυτό φεύγει µέσω της εξάτµισης και µόλις το 10% έως 20 % 

προορίζεται για τη αύξηση της θερµοκρασίας. Η διατήρηση και ο πολλαπλασιασµός 

των µικροοργανισµών αυτών εξαρτάται άµεσα από τη µεταβολική τους 

δραστηριότητα. Όταν πάψουν να παράγουν θερµότητα λόγω έλλειψης ή 
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περιορισµένης διαθεσιµότητας θρεπτικών στοιχείων, οι χαµηλότερες θερµοκρασίες 

που επικρατούν δεν επιτρέπουν την παραπέρα επιβίωση τους. 

Είναι καθολικά αποδεκτό ότι η µέγιστη δυνατή αποδόµηση λαµβάνει χώρα στο 

χαµηλότερο όριο της θερµόφιλης περιοχής (50-60°C), η ελάχιστη θερµοκρασία 

λειτουργίας είναι 35°C ενώ σε θερµοκρασίες άνω των 65°C οι µικροοργανισµοί ή 

θανατώνονται (θερµική λύση κυττάρων) ή επιβιώνουν µε την λανθάνουσα µορφή 

τους (σπόρια). Η θερµόφιλη περιοχή είναι η περιοχή κύριας αποδόµησης, όπου οι 

κυτταρινούχες και οι λιγνινούχες ουσίες αποδοµούνται αποτελεσµατικότερα. 

Οι Jeris & Regan (1973c) ανέφεραν πως η βέλτιστη θερµοκρασία αποικοδόµησης για 

τα αστικά στερεά απόβλητα ήταν κοντά στους 60 °C, ενώ ο Schultz (1961) τους 65-70 

°C, όπως αναφέρεται στον Epstein (1997).  

Η µεγιστοποίηση της εξυγίανσης πραγµατοποιείται σε θερµοκρασίες πάνω του 55°C, 

η µεγιστοποίηση της βιοαποδόµησης επιτυγχάνεται µεταξύ 45-55°C και τέλος η 

µεγιστοποίηση της µικροβιακής ποικιλοµορφίας πραγµατοποιείται µεταξύ 35 µε 40°C 

(Stentiford, 1996). 

Η ρύθµιση της θερµοκρασίας γίνεται µε αερισµό του υλικού. Ο αερισµός µπορεί να 

είναι ασυνεχής (µε αναστροφή των σωρών) ή συνεχής (µε διοχέτευση αέρα µέσα στη 

µάζα του υλικού). Στην πρώτη περίπτωση παρατηρείται µια πρόσκαιρη πτώση της 

θερµοκρασίας η οποία γρήγορα επανέρχεται σε υψηλά επίπεδα. Στη δεύτερη 

περίπτωση η θερµοκρασία διατηρείται σταθερά στα επιθυµητά επίπεδα, µε 

µειονέκτηµα την όχι οµοιόµορφη κατανοµή του αέρα στη µάζα του υλικού 

(Γεωργακάκης, 2009). 

 

1.2.6 pH 

 

Το pΗ επηρεάζει έµµεσα την κοµποστοποίηση και όχι άµεσα. Μπορεί να 

χρησιµοποιηθεί σαν δείκτης αποδόµησης της οργανικής ουσίας και προσδιορισµού 

της αποσάθρωσης της. Το pΗ συνδέεται στενά µε τη ύπαρξη των µικροβιακών 

πληθυσµών στο κόµποστ διότι από την τιµή του εξαρτάται το µικροβιακό καθεστώς. 

Τα βακτήρια προτιµούν ουδέτερο pΗ, οι µύκητες αρέσκονται σε τιµές µεταξύ 4 και 6 

και οι ακτινοµύκητες περιορίζουν τη δράση τους σε ελαφρά αλκαλικά περιβάλλοντα. 

Θεωρητικά οποιαδήποτε ουσία έχει pΗ µεταξύ των τιµών 3 και 11 µπορεί να 



 20

κοµποστοποιηθεί ενώ η άριστη τιµή κυµαίνεται µεταξύ 5,5 και 8 (De Bertoldi et al., 

1982). 

Στην αρχική φάση της αποδόµησης του κόµποστ το pΗ είναι χαµηλό (4,5-6,5) λόγω 

της παραγωγής οργανικών οξέων τα οποία προέρχονται από τις αποδοµητικές 

διαδικασίες των µικροοργανισµών. Το όξινο περιβάλλον είναι ιδανικό για τη 

ανάπτυξη µυκήτων και για τη αποδόµηση της λιγνίνης και της κυτταρίνης. Στη 

συνέχεια καθώς τα οργανικά οξέα αποδοµούνται και το pΗ στον κοµποστοσωρό 

αυξάνει. Η αύξηση του pΗ συνδέεται πιθανόν µε την αύξηση της αλατότητας στη 

µάζα του κόµποστ λόγω της εξάτµισης του νερού καθώς επίσης και µε την 

απελευθέρωση της αµµωνίας κατά τα πρώτα στάδια . Η παραγωγή αµµωνίας τείνει να 

είναι µεγαλύτερη όταν επικρατούν αναερόβιες συνθήκες. 

Άριστο pΗ θεωρείται εκείνο της ελαφρά αλκαλικής αντίδρασης (6,5-7,5) δεδοµένου 

ότι ευνοεί τη δραστηριότητα των βακτηρίων χωρίς να περιορίζει σηµαντικά εκείνη 

των µυκήτων (Stentiford, 2001). 

 

Πίνακας 1.3 Συγκεντρωτική παρουσίαση των ιδανικών συνθηκών για ταχεία αερόβια 

αποικοδόµηση κατά την κοµποστοποίηση (προσαρµοσµένο από Cooperband, 2002).   

Συνθήκες Αποδεκτές τιµές Άριστες τιµές 

Λόγος C:N 20 - 40:1 25 - 35:1 

Υγρασία 40 - 65% 45 - 60% 

∆ιαθέσιµη συγκέντρωση οξυγόνου >5% >10% ή/και περισσότερο 

Μέγεθος µορίων του σωρού <2.54 cm  

(1 ίντσα) 

Ποικίλο 

pH 5,5 – 9,0 6,5 – 8,0 

Θερµοκρασία  43 - 66°C  54 - 60°C  
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1.3 Πορεία της κοµποστοποίησης και ο ρόλος των µικροοργανισµών 
 
Η πορεία της κοµποστοποίησης τυπικά είναι χωρισµένη σε δύο φάσεις. Στην ενεργή - 

θερµόφιλη φάση και στη φάση ωρίµανσης. Η πρώτη χαρακτηρίζεται από µια ένταση 

στη µικροβιακή δραστηριότητα η οποία οδηγεί στη αποσύνθεση των 

βιοαποδοµήσιµων υλικών. Η δεύτερη φάση χουµοποίησης χαρακτηρίζεται από την 

µετατροπή των εναποµεινάντων οργανικών υλικών σε χουµικές ενώσεις (Chen and 

Indar, 1993). 

 

 

Εικόνα 1.3: Τα στάδια  κοµποστοποίησης συναρτήσει του χρόνου. 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, πρωτεύοντα ρόλο στη διαδικασία της κοµποστοποίησης 

κατέχουν οι µικροοργανισµοί. Η κοµποστοποίηση είναι µια διαδοχή µικροβιακών 

δραστηριοτήτων, κατά τις οποίες το περιβάλλον που δηµιουργείται από µια οµάδα 

µικροοργανισµών ενθαρρύνει τη δραστηριότητα των οµάδων που τους διαδέχονται. 

∆ιαφορετικά είδη µικροοργανισµών είναι ενεργά σε διαφορετικές στιγµές στο σωρό 

του κόµποστ. Τα βακτήρια έχουν τη µεγαλύτερη επίδραση στη διαδικασία της 

αποσύνθεσης και είναι τα πρώτα που αναλαµβάνουν δράση στο σωρό 

χρησιµοποιώντας γρηγορότερα από κάθε άλλο τύπο µικροοργανισµών τα εύκολα 

αφοµοιώσιµα θρεπτικά συστατικά. 

Σύµφωνα µε τον Stentiford (1996) σε θερµοκρασίες 45 - 55° C µεγιστοποιείται ο 

ρυθµός βιοαποδόµησης, σε θερµοκρασίες 35 - 40° C µεγιστοποιείται η µικροβιακή 
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ποικιλότητα, ενώ θερµοκρασίες µεγαλύτερες από 55° C συµβάλουν στην εξυγίανση 

του υποστρώµατος καθώς θανατώνονται οι παθογόνοι µικροοργανισµοί. 

Σε όλη τη διάρκεια της πρώτης φάσης παρατηρείται µια συνεχής αλλαγή στο 

θερµοκρασιακό καθεστώς του υλικού κοµποστοποίησης. Οι αλλαγές αυτές 

σηµατοδοτούν τόσο τη χρονική όσο και την τοπική αποίκιση του κοµποστοσωρού 

από πλήθος µικροβιακών πληθυσµών. Η θερµοκρασία δηλαδή ασκεί µία επιλεκτική 

πίεση ως προς τη διαδοχή των µικροβιακών πληθυσµών. Οι οικολογικές έρευνες που 

έχουν γίνει για την περιγραφή της πορείας της κοµποστοποίησης θα µπορούσαν να 

διαχωριστούν σε δύο κατηγορίες: τις αυτοοικολογικές (auto ecological) και τις 

συνοικολογικές (synecological) (Miller,1993). Στην πρώτη περίπτωση οι έρευνες 

αναφέρονται στην ταυτοποίηση και καταµέτρηση συγκεκριµένων πληθυσµών, ενώ 

στη δεύτερη οι µετρήσεις αφορούν στη εκτίµηση της µικροβιακής δραστηριότητας 

µέσω της έκλυσης θερµότητας ή µέσω της αναπνευστικής δραστηριότητας. Η πορεία 

κοµποστοποίησης αποτελείται από τρία τουλάχιστον εµφανή στάδια, τα οποία 

παρατηρούνται σχεδόν πάντοτε (Εικόνα 1.3). 

 

1.3.1 Στάδια κοµποστοποίησης 
 

Πρώτο στάδιο 
 
Το στάδιο αυτό διαρκεί από µία µέχρι 2-3 ηµέρες. Κατά το στάδιο αυτό παρατηρείται 

αύξηση της θερµοκρασίας του υλικού από τη θερµοκρασία περιβάλλοντος σε 

θερµοκρασίες που χαρακτηρίζουν τη µεσόφιλη φάση (Τ<40°C). Στις πρώτες αυτές 

ηµέρες της κοµποστοποίησης η έκλυση θερµότητας γενικεύεται και η θερµοκρασία 

εµφανίζει απότοµη άνοδο για να φτάσει στο ανώτερο σηµείο λίγες ηµέρες αργότερα. 

Πολλές φορές η θερµοκρασία δεν µπορεί να φτάσει στο ανώτερο επίπεδο που 

απαιτείται για την παραγωγή ασφαλούς κόµποστ κάτι που είναι αναµενόµενο εάν η 

προς κοµποστοποίηση ποσότητα είναι µικρή και η επιρροή της εξωτερικής 

θερµοκρασίας δεν είναι ευνοϊκή για το ξεκίνηµα της κοµποστοποίησης (Haug, 1986). 

Κατά το στάδιο αυτό πραγµατοποιείται η βιοαποδόµηση των εύκολα αποδοµήσιµων 

από τους µικροοργανισµούς ουσιών, όπως πρωτεϊνών και σακχάρων. Οι 

µικροοργανισµοί που κυριαρχούν κατά τη φάση αυτή είναι τα µεσόφιλα βακτηρία, 

όπου αναπτύσσονται καλύτερα σε θερµοκρασίες µεταξύ 25 οC και 45 οC. Το γεγονός 
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της επικράτησης των βακτηρίων, οφείλεται στους γρήγορους ρυθµούς 

πολλαπλασιασµού τους καθώς και στην υψηλή αρχική υγρασία του υλικού (Strom, 

1985). Όταν η θερµοκρασία φθάσει στους 45° C οι µεσόφιλοι πληθυσµοί πεθαίνουν 

και κυριαρχούν τα θερµόφιλα βακτήρια όπως το γένος Bacillus. Οι ακτινοµύκητες και 

οι µύκητες δεν µπορούν να αντέξουν τόσο υψηλές θερµοκρασίες για αυτό και 

απουσιάζουν από το στάδιο αυτό. Η γρήγορη αποδόµηση που παρατηρείται στο 

στάδιο αυτό εκτός από την αύξηση της θερµοκρασίας   έχει σαν αποτέλεσµα και την 

µείωση του pH (λόγω της παραγωγής οργανικών οξέων από την αποδόµηση των 

σακχάρων και των πρωτεϊνών). Το αρχικό αυτό στάδιο είναι πολύ κρίσιµο για την 

περαιτέρω εξέλιξη της κοµποστοποίησης, διότι αν η θερµοκρασία δεν κατορθώσει να 

προσεγγίσει τα επιθυµητά όρια της µεσόφιλης - θερµόφιλης φάσης τότε το τελικό 

προϊόν της κοµποστοποίησης θα είναι πιθανότατα ακατάλληλο για εφαρµογή 

(φαινόµενο ατελούς κοµποστοποίησης). 

∆εύτερο στάδιο 
 
Στο στάδιο αυτό οι µεσόφιλοι µικροοργανισµοί δίνουν τη θέση τους στους 

θερµόφιλους οι οποίοι προτιµούν θερµοκρασίες µεταξύ 45 και 70° C και παράγουν 

ακόµα µεγαλύτερες ποσότητες θερµότητας, έτσι ώστε η θερµοκρασία που 

παρατηρείται αρκεί για να θανατώσει τα περισσότερα παθογόνα και ζιζάνια. Η 

θερµοκρασία σε αυτό το στάδιο κυµαίνεται µεταξύ των τιµών 40-80°C (θερµόφιλη 

φάση). Οι πληθυσµοί των βακτηρίων λόγω της αδυναµίας τους να επιβιώσουν σε 

αυτές τις συνθήκες είτε εξαφανίζονται είτε εγκαθίστανται στην εξωτερική επιφάνεια 

του υλικού, στην περιφερειακή ζώνη, όπου εκεί οι θερµοκρασίες είναι πιο χαµηλές 

και επιτρέπουν τη επιβίωση τους. Γενικά, η ποικιλότητα των ειδών των οργανισµών 

στο θερµόφιλο στάδιο της κοµποστοποίησης µειώνεται έντονα σε θερµοκρασίες πάνω 

από 60 °C (Strom, 1985). Επίσης όταν η θερµοκρασία υπερβεί τους 60 °C και η 

µικροβιακή δραστηριότητα µειώνεται δραµατικά (Strom, 1985 ,McKilney and Vestal, 

1985). 

Φυλογενετικές αναλύσεις βασισµένες σε 16s rRNA αναγνώσεις έδειξαν ότι τα δύο 

συνηθέστερα γένη βακτηρίων στη θερµόφιλη φάση είναι αυτά των Aneurinibacillus 

και Brevibacillus (Dees and Chiorse , 2001) 

Κατά το στάδιο αυτό τα σάκχαρα και οι πρωτεΐνες έχουν αποδοµηθεί από τα 

βακτήρια. Οι κυρίαρχοι πληθυσµοί τώρα είναι οι θερµόφιλοι µύκητες οι οποίοι είναι 

ικανοί να διασπούν πολυπλοκότερες ουσίες, όπως πολυσακχαρίτες (κυτταρίνες και 
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ηµικυτταρίνες). Επίσης απαντώνται και ορισµένα είδη ακτινοµυκήτων καθώς και 

ορισµένα είδη βακτηρίων της θερµόφιλης περιοχής, τα οποία έχουν τη ικανότητα να 

χρησιµοποιούν την κυτταρίνη ως πηγή άνθρακα (κυτταρινολυτικά βακτήρια). 

Η ανθεκτικότητα των µικροοργανισµών αυτών στις υψηλές θερµοκρασίες βασίζεται 

στη αντοχή των ενζυµικών τους συστηµάτων σε ακραίες περιβαλλοντικές συνθήκες. 

Επιπλέον στη φάση αυτή το pH αυξάνει, αρχικά λόγω της αποδόµησης των 

οργανικών οξέων που έχουν παραχθεί κατά το πρώτο στάδιο και στην συνέχεια λόγω 

της συσσώρευσης των αλάτων που οφείλεται στην εξάτµιση του νερού. 

Πολλές φορές η θερµοκρασία κατά το στάδιο αυτό µπορεί να πλησιάσει σε 

απαγορευτικά για την κοµποστοποίηση επίπεδα. Αν η θερµοκρασία ξεπεράσει κάποια 

οριακή τιµή, τότε οι µικροβιακοί πληθυσµοί θανατώνονται ή εξακολουθούν να 

υπάρχουν σε λανθάνουσα µορφή ως σπόρια, σκληρώτια κ.λ.π.. Το θερµοκρασιακό 

αυτό κατώφλι εντοπίζεται γύρω στους 70°C, µία θερµοκρασία η οποία είναι εφικτή 

στην πράξη κατά τη διαδικασία της κοµποστοποίησης γεωργικών υπολειµµάτων. Ο 

κίνδυνος αυτός αντιµετωπίζεται εν µέρει µε διάφορα συστήµατα αερισµού του 

κοµποστοσωρού, τα οποία επάγουν τη θερµότητα και επιπλέον τροφοδοτούν το υλικό 

µε επαρκείς ποσότητες αέρα εξασφαλίζοντας τις απαιτούµενες αερόβιες συνθήκες. 

Τέλος κατά το στάδιο αυτό είναι αναγκαία η διαβροχή του υλικού ώστε να 

ικανοποιούνται οι ανάγκες των µικροοργανισµών σε υγρασία καθώς και να γίνεται 

αναπλήρωση του φυσικά εξατµιζόµενου νερού. Η διάρκεια του εν λόγω σταδίου 

κυµαίνεται από µερικές µέρες µέχρι µήνες, ενώ κριτήριο λήξης της παρούσας φάσης 

αποτελεί η βαθµιαία µείωση της θερµοκρασίας. 

Τρίτο στάδιο 
 
Το στάδιο αυτό έπεται των δύο προηγούµενων και χαρακτηρίζεται από πολλές 

ποιοτικές και ποσοτικές αλλαγές. Η ενέργεια που παράγεται από τη µικροβιακή 

δραστηριότητα είναι χαµηλή και αδυνατεί να καλύψει τις απώλειες θερµότητας από 

το υλικό προς τον   περιβάλλοντα χώρο. Αυτό συµβαίνει λόγω της µείωσης   των 

πηγών ενέργειας που αδυνατούν πλέον να καλύψουν τις διατροφικές ανάγκες και τις 

απαιτήσεις των µικροοργανισµών σε άνθρακα. Η υγρασία κατά το στάδιο αυτό 

βρίσκεται σε χαµηλά επίπεδα γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα αν όχι τη εξαφάνιση 

των βακτηρίων, τουλάχιστον τον περιορισµό τους σε πολύ µικρούς πληθυσµούς. 

 Στο τάδιο αυτό οι θερµόφιλοι µικροοργανισµοί περιορίζονται, και τη θέση τους την 

καταλαµβάνουν µεσόφιλοι λιγνινολυτικοί µύκητες και ακτινοµύκητες. Οι µικρο-
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οργανισµοί αυτοί δραστηριοποιούνται στην αποδόµηση δύσκολα αποδοµήσιµων 

υλικών π.χ. κυτταρίνης, ηµικυτταρίνης, και λιγνίνης τα οποία στην πραγµατικότητα 

είναι και τα µόνα διαθέσιµα υλικά για θρέψη. Η αύξηση του πληθυσµού των µυκήτων 

κατά το τελευταίο στάδιο της κοµποστοποίησης µπορεί να οφείλεται στην παρουσία 

κυτταρίνης και λιγνίνης. Επίσης και οι ακτινοµύκητες κατά την φάση της πτώσης της 

θερµοκρασίας αποδοµούν την κυτταρίνη. Οι λόγοι που δικαιολογούν την 

εγκατάσταση µυκήτων και ακτινοµυκήτων στην φάση αυτή είναι το γεγονός ότι οι 

οργανισµοί αυτοί είναι λιγότερο απαιτητικοί σε υγρασία, προτιµούν τις έντονα 

αναερόβιες συνθήκες και το ουδέτερο έως ελαφρά αλκαλικό pH. 

Τα γένη των ακτινοµυκήτων που έχουν ταυτοποιηθεί σε κόµποστ είναι Streptomyces 

sρ., Τhermomonosora sp., Thermoactinomyces vulgaris. Ο αριθµός τους ορισµένες 

φορές είναι τόσο µεγάλος ώστε να είναι ορατοί στην επιφάνεια του κόµποστ µε γυµνό 

µάτι δίνοντας ένα ελαφρώς ωχροκίτρινο χρώµα. 

Στη φάση αυτή ενδείκνυται η επαναδιαβροχή του υλικού µε ταυτόχρονη µηχανική 

αναµόχλευση του. Η πρακτική αυτή κρίνεται αναγκαία εάν σκοπός µας είναι η 

παραγωγή ενός όσο πιο σταθερού τελικού προϊόντος. Η αναµόχλευση εξασφαλίζει 

στους µικροοργανισµούς καινούργιες επιφάνειες αποδόµησης σπάζοντας τυχόν 

υπάρχοντα συσσωµατώµατα και κάνοντας αυτά διαθέσιµα στους γύρω πληθυσµούς. 

Επίσης η αναµόχλευση δίνει ένα πολύ σηµαντικό πλεονέκτηµα στην τελική δοµή του 

κόµποστ. Οµοιογενοποιεί το υλικό (ιδίως αν το υλικό είναι ετερογενές ή αµιγώς 

οµογενές) δίνοντας του την ίδια δοµή και πυκνότητα σε όλη του τη έκταση. Ακόµα η 

αναµόχλευση εξασφαλίζει σε µεγάλο βαθµό τη ανταλλαγή αερίων, αφού οξυγόνο 

διεισδύει στον κοµποστοσωρό εξασφαλίζοντας τη διατήρηση αερόβιων συνθηκών, 

ενώ συγχρόνως επιτρέπει στα τυχόν παγιδευµένα αέρια προϊόντα της 

κοµποστοποίησης (CO2, ΝΗ3, ΝΟ) να βρουν διέξοδο προς το περιβάλλον 

συµβάλλοντας έτσι στην επιτάχυνση της όλης διαδικασίας. Η διαβροχή εξασφαλίζει 

την αναγκαία ποσότητα νερού στο υλικό ώστε να ικανοποιούνται οι απαιτήσεις των 

µικροοργανισµών σε υγρασία. Με τον τρόπο αυτό παρέχεται η δυνατότητα να 

ξεκινήσει ένας ακόµα θερµόφιλος κύκλος καθώς ανανεώνονται οι πηγές ενέργειας και 

κυριαρχούν συνθήκες οι οποίες ευνοούν την αύξηση της θερµοκρασίας για µία ακόµα 

φορά. 

Μετά από κάθε αναµόχλευση παρατηρείται αύξηση της αναπνευστικής 

δραστηριότητας, γεγονός το οποίο είναι αναµενόµενο καθώς ο κύκλος 

επαναλαµβάνεται. Μετά το "γύρισµα" του κοµποστοσωρού η θερµοκρασία αυξάνει 
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και σε διάστηµα 2-3 ηµερών πλησιάζει τα όρια της θερµόφιλης περιοχής. Ακολουθεί 

η θερµόφιλη φάση, η διάρκεια της οποίας είναι µικρότερη από ότι ήταν στον πρώτο 

κύκλο (λόγω των µειωµένων αποθεµάτων σε θρεπτικά συστατικά) και τελικά 

επικρατεί µία νέα µεσόφιλη φάση. 

Σε κάθε κύκλο η διάρκεια της κάθε φάσης καθώς και τα ανώτερα όρια των 

θερµοκρασιών µειώνονται βαθµιαία ακόµα και αν επικρατούν ευνοϊκές συνθήκες 

υγρασίας και αερισµού. Το φαινόµενο αυτό δικαιολογείται λόγω της έλλειψης άµεσα 

αποδοµήσιµων υλικών, τα οποία σε κάθε γύρισµα είναι λιγότερα. Στην πράξη ο 

σωρός µετά από 3-4 "γυρίσµατα" αδυνατεί να ακολουθήσει ακόµα έναν θερµόφιλο 

κύκλο (κοινώς "να ανεβάσει θερµοκρασία") και θεωρείται ότι στο σηµείο αυτό το 

εξώθερµο µέρος της κοµποστοποίησης έχει τελειώσει. 

Καθώς η θερµοκρασία πέφτει κάτω από τους 35° C, οι ενώσεις που δεν έχουν ήδη 

διασπαστεί εµφανίζουν µια αντοχή στην αποσύνθεση, ενώ κυριαρχούν οι µύκητες µε 

την ικανότητα τους να αποικοδοµούν τις πιο δύσκολες ενώσεις. Η συνολική 

µικροβιακή δραστηριότητα µειώνεται σταδιακά µε πολύ αργούς ρυθµούς όταν οι 

ενώσεις που αποµένουν είναι ανθεκτικές στην αποσύνθεση. 

Στον Πίνακα 1.4  παρουσιάζονται συνοπτικά µικροοργανισµοί που έχουν 

ταυτοποιηθεί σε διάφορες φάσεις της κοµποστοποίησης.  

 

 

Πίνακας 1.4 Συνοπτική παρουσίαση µικροοργανισµών που κατά καιρούς έχουν ταυτοποιηθεί 

κατά την κοµποστοποίηση (Προσαρµοσµένο από Epstein, 1997). 

Βακτήρια Ακτινοµύκητες 

Aerobacter (aerogenes) 

Bacillus megathirium 

B. stearothermophilus 

B. cereus 

B. mycoides 

Pseudomonad sp. 

Flavobacterium sp. 

Micrococcus sp. 

Sarcina sp. 

Cellumonas folia 

Chondrococcus exiguus 

Mycococcus virescens 

M. fulvus 

Thibacillus thiooxidans 

T. denitrificans 

Proteus sp. 

Nocardia brasiliensis 

Thermomonospora viridis 

Micromonospora parva 

Thermoactinomyces vulgaris 

Actinoplanes sp. 

Thermopolyspor polyspora 

Thermomonospora fusca 

Streptomyces violaceoruber 

Pseudonocardia 

S. thermoviolaceus 

S. rectus 

S. thermofuscus 

S. thermovulgaris 

T. glaucus 

T. curvata 

M. vulgaris 
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Μύκητες 

Rhizopus nigricans 

Rhizoctonia sp. 

Geotrichum candidum 

Mucor pusillus 

Penicillium digitatum 

Mucor racemosus 

Torulopsis sp. 

Aspergillus flavus 

Absidia (ramosa) 

Saccharomyces sp. 

Pulluloria sp. 

Hanisenula sp. 

Trichoderma koningi 

Talaromyces (Penicillium) duponti 

Stysanus stemonitis 

Glibotrys (alaboviridis) 

Humicola insolens 

Humicola griseus var. thermoideus 

Absidis orchidis 

Rhizopus arrhizus 

Candida (parapsilosis) 

Cladosporium herbarum 

Aspergillus tamarii 

Zygorhynchus vuilleminii 

Trichosporon cutaneum 

Verticillium sp. 

Synecephalastrum sp. 

Pichia sp. 

Cylindrocaron sp. 

Chaetomium (thermophile) 

Lipomyces sp. 

Sporotrichium thermophile 

Fusarium moniliforme 

 

Πρωτόζωα Φύκη 

Chilomonas (paramecium) 

Cyathomonas (truncate) 

Lycogala epidendrum 

Cercomonas (crassicanda) 

Hormidium (nitens) 

Vaucheria (terrestris) 

Euglena mutabilis 

Protococcus vulgaris 

Dactylococcus (bicandatus) 

Chlorococcum humicola 

Microcoleus vaginatus 

Porphyridium (cruentum) 

Kentrosphaera sp. 

Diatoms (unidentified) 

 

 

 

 

1.3.2 Οι µικροοργανισµοί στην κοµποστοποίηση 
 

Πολλές µελέτες, µε χρήση ποικίλων µεθόδων, ανά τον κόσµο, έχουν πραγµατοποιηθεί 

στην προσπάθεια µελέτης της µικροβιακής κοινότητας του κόµποστ, και της 

επίδρασης των διαφόρων φυσικο-χηµικών παραγόντων σε αυτή.  

Οι Beffa et al. (1995) µελέτησαν για πρώτη φορά τη µικροβιακή ποικιλότητα σε  

κόµποστ υψηλής θερµοκρασάς. Σε θερµοκρασίες 50 - 60 °C αποµονώθηκε µεγάλη 

ποικιλία υποχρεωτικά ετερότροφων βάκιλλων. Η ποικιλότητα µειώθηκε σηµαντικά σε 

θερµοκρασίες <60 °C, ενώ σε θερµοκρασίες 65 - 69 °C µόνο στελέχη σχετιζόµενα µε 
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το Bacillus stearothermophilus ταυτοποιήθηκαν. Οι οµάδες θερµόφιλων στελεχών 

ανήκαν κυρίως σε τέσσερις οµάδες: υποχρεωτικά αυτότροφα βακτήρια που 

οξειδώνουν το υδρογόνο και τα θειικά (Hydrogenobacter spp.) – δυνητικά αυτότροφα 

βακτήρια που οξειδώνουν το υδρογόνο και τα θειικά (Bacillus schlegelii) – 

υποχρεωτικά ετερότροφα βακτήρια, όχι σποριογόνα, που σχετίζονται µε το γένος 

Thermus – υποχρεωτικά ετερότροφοι ωοειδούς σχήµατος σποριογόνοι βάκιλλοι. 

Οι Dees & Ghiorse (2001) µελέτησαν τη µικροβιακή ποικιλότητα σε κόµποστ υψηλής 

θερµοκρασίας (>60 °C) από απόβλητα συνθετικών τροφών, µε τη χρήση κλασσικών 

και µοριακών τεχνικών, καλλιεργήσιµων και µη στελεχών. Η φυλογενετική ανάλυση 

έδειξε οτι τα κυρίαρχα στελέχη άνηκαν στα γένη Aneurinibacillus και Brevibacillus, 

τα οποία δε σχετίζονται συχνά µε θερµά κόµποστ. Όσον αφορά στους ακτινοµύκητες 

οι περισσότερες αλληλουχίες σχετίζονταν µε τα γένη Saccharomonospora, Gordonia, 

Rhodococcus, Corynebacterium.  

Οι Hassen et al. (2002) µελέτησαν τη µικροβιακή κοινότητα κατά την 

κοµποστοποίηση αστικών στερεών αποβλήτων και βρήκαν τα εξής: αυτό-

αποστείρωση µε υψηλές θερµοκρασίες (55-60 °C) η οποία µείωσε τον πληθυσµό του 

βακτηρίου E. coli, των περιττωµατικών στρεπτόκοκκων, των ζυµών, των µυκήτων και 

των µεσόφιλων βακτηρίων – τα βακτηριακά σπόρια αυξήθηκαν στην αρχή της 

κοµποστοποίησης αλλά µειώθηκαν σηµαντικά γύρω στην 3η εβδοµάδα – η Salmonella 

εξαφανίστηκε εντελώς µετά την 25η ηµέρα, όπου η θερµοκρασία έφτασε τους 60 °C – 

ο βακτηριακός πληθυσµός αυξήθηκε κατά τη 2η µεσόφιλη φάση – οι βάκιλλοι 

κυριάρχησαν στον υπόλοιπο χρόνο κοµποστοποίησης – εφαρµογή υπερήχων 

(sonication) για τρία λεπτά οδήγησε στην αδρανοποίηση ευαίσθητων βακτηρίων 

(όπως Gram-).     

Οι Guo et al. (2007) χρησιµοποίησαν µεθόδους ανεξάρτητες από την καλλιέργεια των 

µικροοργανισµών για να µελετήσουν την ποικιλότητα δειγµάτων από διαφορετικά 

σηµεία σωρού κόµποστ παρασκευασµένο κατά τη συγκοµποστοποίηση απόβλητων 

χοιροστασίου µε άχυρα από ρύζι. Συνέκριναν τη µικροβιακή ποικιλότητα τριών 

σηµείων του σωρού (βάση – κέντρο – επιφάνεια) όταν η θερµοκρασία στο κέντρο  

ήταν 39.9 °C. Η φυλογενετική ανάλυση έδειξε ότι οι αλληλουχίες σχετίζονταν µε τα 

εξής βακτήρια α) στην επιφάνεια: Shigella sonnei, Comamonas testosterone, 

Acinetobacter sp., Clostridium glycolicum, C. disporicum β) στο κέντρο: Clostridium 

sp., C. sartagoformum, C. glycolicum, S. flexneri, Comamonas sp. γ) στη βάση: C. 

disporicum, Lactobacillus kitasatonis, C. glycolicum. 
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Οι Vivas et al. (2009) µελέτησαν τις επιδράσεις δύο τεχνολογιών, της 

κοµποστοποίησης και του βέρµι-κοµπόστ (διαδικασία κοµποστοποίησης οργανικών 

αποβλήτων µε την επιπρόσθετη δράση σκουληκιών στη µάζα του σωρού), σε τοξικά 

οργανικά απόβλητα (στερεά απόβλητα ελαιοτριβείου) κατά τη συγκοµποστοποίηση 

µε κοπριά προβάτων. Για την ανάδειξη της µικροβιακής ποικιλότητας 

χρησιµοποίησαν δύο µεθόδους µοριακών τεχνικών, τη real-time PCR και την  

αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση µε πήκτωµα διαβάθµισης (DGGE). Στο αρχικό µίγµα 

αποβλήτων-κοπριάς επικρατούσαν µέλη του φύλου Proteobacteria. Οι υπόλοιπες 

αλληλουχίες ταξινοµήθηκαν στα φύλα Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria. 

Κατά την κοµποστοποίηση τα Betaproteobacteria µειώθηκαν, ενώ οι υπόλοιπες 

αλληλουχίες ταξινοµήθηκαν στην κλάση Gammaproteobacteria, στην κλάση 

Alphaproteobacteria και στα φύλα Actinobacteria, Firmicutes και Bacteroidetes. Στο 

βέρµι-κοµπόστ τα Betaproteobacteria µειώθηκαν, ενώ οι υπόλοιπες αλληλουχίες που 

άνηκαν στα Proteobacteria ταξινοµήθηκαν στην κλάση Gammaproteobacteria και 

στην κλάση Alphaproteobacteria. Επίσης βρέθηκαν αλληλουχίες από τα φύλα 

Actinobacteria, Firmicutes και Acidobacteria. 

 

1.4 Μέθοδοι εκτίµησης µικροβιακής ποικιλότητας κατά την 
κοµποστοποίηση 
 

Αναπόσπαστες συνιστώσες στη µελέτη της µικροβιακής οικολογίας είναι η ανίχνευση 

και η αποµόνωση πλήθους µικροοργανισµών. Πολύ σηµαντικές είναι οι παραδοσιακές 

µέθοδοι στην ανίχνευση και καταµέτρηση των µικροοργανισµών. Υπάρχουν 

πολυάριθµες κλασσικές τεχνικές που εξασφαλίζουν τα ανωτέρω. Οι συµβατικές 

µέθοδοι είναι σχεδιασµένες για την καταµέτρηση είτε του καλλιεργούµενου, είτε του 

ολικού πληθυσµού. Η καταµέτρηση του καλλιεργούµενου πληθυσµού λαµβάνεται 

µετά από ανάπτυξη σε ένα κατάλληλο θρεπτικό µέσο το οποίο περιέχει πηγή άνθρακα 

και / ή άλλες πηγές ενέργειας. Εφόσον όλα τα θρεπτικά είναι εκλεκτικά σε ένα 

µεγαλύτερο ή µικρότερο βαθµό, και εφόσον δεν ανακτώνται όλοι οι µικροοργανισµοί, 

η µέθοδος εκτίµησης των βιώσιµων κυττάρων (διαδοχικές αραιώσεις) είναι σπανίως 

ποσοτική. Η µέθοδος του πιθανότερου αριθµού (MPN, Most Probable Number) 

χρησιµοποιεί τη διαδοχική αραίωση ενός δείγµατος σε κατάλληλο µέσο και έτσι ο 

υψηλός βαθµός αναπαραγωγής του οργανισµού παρέχει στατιστικά σηµαντική 

καταµέτρηση του καλλιεργούµενου πληθυσµού.  
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Ένας από τους µεγαλύτερους περιορισµούς στη µελέτη των µικροβιακών κοινοτήτων, 

και κατ’ επέκταση στην ανίχνευση των µικροοργανισµών στο περιβάλλον είναι η 

δυσκολία αποµόνωσης και ανάπτυξης σε θρεπτικό υλικό ενός µεγάλου αριθµού 

µικροοργανισµών στο εργαστήριο. Παροµοίως και σε ένα σωρό κοµποστοποίησης 

πολλοί οργανισµοί δεν είναι δυνατόν να καλλιεργηθούν. Οι µικροβιακοί οικολόγοι 

έχουν ξεκινήσει την εφαρµογή µοριακών τεχνικών για την ανίχνευση 

µικροοργανισµών στο περιβάλλον, παρακάµπτοντας την ανάγκη κυτταρικής 

καλλιέργειας. Μοριακές τεχνικές έχουν χρησιµοποιηθεί για την απευθείας µελέτη των 

κοινοτήτων DNA και RNA του κόµποστ για την παρουσία νέων οµάδων 

µικροοργανισµών (Dees & Ghiorse, 2001). Τα τελευταία χρόνια, πολλές µοριακές 

τεχνικές χρησιµοποιούν την αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain 

Reaction, PCR) για την ταυτοποίηση των µικροβιακών κοινοτήτων κατά την 

κοµποστοποίηση, επιτρέποντας την αποφυγή των προβληµάτων που προκύπτουν από 

την καλλιέργεια. Αυτές οι µέθοδοι περιλαµβάνουν τον πολυµορφισµό διαµόρφωσης 

µονόκλωνης αλυσίδας (Single-Stranded Conformational Polymorphism, SSCP), την 

αυτόµατη ανάλυση της διαγονιδιωµατικής ριβοσωµικής περιοχής (Automated 

Ribosomal Intergenic Spacer Analysis, ARISA), την αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση 

µε πήκτωµα διαβάθµισης (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis, DGGE), το 

σύστηµα ανάλυσης µικροσυστοιχιών (microarrays), καθώς και βιοχηµικές µεθόδους, 

όπως την ανάλυση φωσφολιπιδικών λιπαρών οξέων (PhosphoLipid Fatty acid 

Analysis, PLFA). Το µειονέκτηµα αυτών των µεθόδων είναι η δυσκολία ανεύρεσης 

µεµονωµένων αλληλουχιών, ενώ κάποιες από αυτές αποκαλύπτουν γενικές όψεις των 

κοινοτήτων, όχι τα ίδια τα είδη. Με το σχεδιασµό όµως εξειδικευµένων 

ολιγονουκλεοτιδίων (όχι όµως για νέα είδη), µπορεί να επιτευχθεί πληροφορία σε 

επίπεδο είδους (Hultman et al., 2010). Τόσο οι κλασσικές µέθοδοι που απαιτούν 

καλλιέργεια των µικροοργανισµών, όσο και οι µοριακές µέθοδοι ανάλυσης 

(εξαρτώµενες ή ανεξάρτητες από καλλιέργεια) είναι πολυάριθµες, η αναλυτική 

παρουσίαση αυτών όµως ξεφεύγει από τα πλαίσια της παρούσας µελέτης. 

 

1.5 Συστήµατα κοµποστοποίησης  
 

Για την επιτυχή παραγωγή ώριµου κόµποστ, κατάλληλου για γεωργική ασφαλή 

χρήση και απαλλαγµένου παθογόνων, είναι απαραίτητη η σωστή επιλογή της 

µεθόδου κοµποστοποίησης. Υπάρχουν διάφορα συστήµατα κοµποστοποίησης, άλλα 
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δαπανηρά και πολύπλοκα και άλλα απλούστερα και οικονοµικότερα. Τα συστήµατα 

που παρουσιάζουν τη µεγαλύτερη διάδοση είναι τα συστήµατα ανοικτού τύπου και τα 

συστήµατα κλειστού τύπου. Τα τελευταία είναι γνωστά ως εγκιβωτισµένα 

συστήµατα. 

Η επιλογή του καταλληλότερου συστήµατος κοµποστοποίησης εξαρτάται και 

καθορίζεται από τα εξής : 

 α) Από τη φύση και τα ιδιαίτερα χαρακτηριστικά της πρώτης ύλης που θα 

υποστεί κοµποστοποίηση.  

 β) Από το αν η πρώτη ύλη είναι   διαθέσιµη όλο το έτος ή εποχιακά. 

 γ) Από την απόσταση του σηµείου παραγωγής της πρώτης ύλης και του τόπου 

επεξεργασίας της. 

δ) Από την επιλογή της τοποθεσίας εγκατάστασης της µονάδος κοµποστοποίησης 

(κατοικηµένη ή όχι περιοχή ). 

ε) Από το δίκτυο διανοµής του τελικού προϊόντος. 

στ) Από τα κριτήρια ποιότητας του τελικού προϊόντος πού έχει θεσπίσει ο 

σχετικός φορέας του κράτους, 

ζ) Από το οικονοµικό κέρδος της όλης διαδικασίας .  

η) Από το ύψος του κεφαλαίου που είναι διαθέσιµο για αγορά εξοπλισµού και 

κάλυψη αναγκών σε ανθρώπινο δυναµικό. Όλοι οι παραπάνω λόγοι πρέπει να 

ληφθούν σοβαρά υπόψη κατά την διαδικασία επιλογής της µεθόδου 

κοµποστοποίησης. 

 

 

1.5.1 Συστήµατα ανοιχτού τύπου (windrows) 
 

Η πρώτη ύλη συνήθως διαµορφώνεται σε κωνικούς σωρούς, τα σειράδια. Η µέθοδος 

αυτή είναι η πλέον διαδεδοµένη λόγω του χαµηλού κατασκευαστικού κόστους, της 

απλότητας των χειρισµών που απαιτούνται και του πλεονεκτήµατος της ότι είναι 

κατάλληλη για τη διαχείριση µεγάλων ποσοτήτων πρώτης ύλης. ∆ιακρίνουµε την 

παραδοσιακή και την εντατική µορφή της . 
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Κατά την παραδοσιακή µορφή η πρώτη ύλη στοιβάζεται σε σωρούς (piles),2-2.5 m 

ύψος και 4-6 m πλάτος (Εικόνα 1.4). Οι σωροί είναι αµορφοποίητοι και δεν δέχονται 

ιδιαίτερους χειρισµούς από τους παρασκευαστές  για  αρκετούς µήνες  

Ο αερισµός πραγµατοποιείται παθητικά µε φυσική διάχυση διαµέσου των πόρων, και 

η υγρασία καθορίζεται αποκλειστικά από τις εξωτερικές συνθήκες. ∆εν υπάρχει η 

δυνατότητα ελέγχου της θερµοκρασίας, της υγρασίας και του αερισµού. 

Τα εντατικά ανοιχτά συστήµατα κοµποστοποίησης βασίζονται στη δηµιουργία 

σωρών που πληρούν ορισµένες προϋποθέσεις και δοµούνται σε καθορισµένα 

σχήµατα. Οι κοµποστοσωροί µπορεί να πάρουν την µορφή τριγωνικού τύπου 

(Windrow system) ή τραπεζοειδούς τύπου ( σωροί τύπου UNI 4000). Οι διαστάσεις 

των σωρών εντατικής κοµποστοποίησης είναι σωροί πλάτους 3-4 µέτρων και ύψους 

1,5-1,8 µέτρων και θα πρέπει να λαµβάνονται σοβαρά υπόψη κατά τη διαδικασία 

σχηµατισµού τους. Το µήκος του σωρού εξαρτάται κάθε φορά από το διαθέσιµο χώρο 

της µονάδας. Οι σωροί αυτού του τύπου καλούνται "σειράδια" και αποτελούν την 

κύρια µέθοδο κοµποστοποίησης ανοικτού τύπου. Το σύστηµα θεωρείται εντατικό 

καθώς ενσωµατώνει πρακτικές επεξεργασίας που αποσκοπούν στην επιτάχυνση της 

διαδικασίας αποδόµησης της οργανικής ύλης και ενεργητικούς µηχανισµούς 

αερισµού και αναµόχλευσης. Οι συνθήκες αερισµού και υγρασίας κατά τη διάρκεια 

της κοµποστοποίησης είναι ελεγχόµενες και γίνονται επεµβάσεις όποτε κριθεί 

απαραίτητο (διόρθωση του λόγου C/Ν) για την εξάλειψη ενοχλητικών οσµών 

(Εικόνα 1.5). Λόγω των µεγάλων προς επεξεργασία ποσοτήτων η αναµόχλευση 

γίνεται µηχανικά µε αναστροφείς ή ακόµα και µε κοινούς φορτωτές. Κατά τη 

µηχανική αναµόχλευση είναι δυνατόν να γίνεται και ταυτόχρονη διαβροχή του σωρού 

από ψεκαστήρες οι οποίοι φέρονται επί των αναστροφέων εξασφαλίζοντας µε αυτό 

 

Εικόνα 1.4: Παραδοσιακή µορφή συστήµατος ανοιχτού τύπου 
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τον τρόπο τα κατάλληλα επίπεδα υγρασίας. Επίσης οι ψεκαστήρες αυτοί 

χρησιµοποιούνται για τη διασπορά εµβολίου, αν αυτό κριθεί απαραίτητο. 

 

Εικόνα 1.5: Σύστηµα εντατικής κοµποστοποίησης µε αναρρόφηση αέρα 

Ένας άλλος παράγοντας που πρέπει να λαµβάνεται υπόψη πριν τη δηµιουργία των 

σειραδιών είναι η δοµή της πρώτης ύλης η οποία θα πρέπει να υποστεί 

οµογενοποίηση. Η οµογενοποίηση πραγµατοποιείται µε τους θρυµµατιστές οι οποίοι 

εξασφαλίζουν την οµοιοµορφία της µάζας καθώς τα τεµαχίδια που εξέρχονται από 

αυτούς έχουν συγκεκριµένες διαστάσεις γεγονός που βοηθάει την αποίκιση τους από 

µικροοργανισµούς. Ο αερισµός µπορεί να γίνεται και µε ενεργητικό τρόπο µε την 

παροχή ή την αναρρόφηση αέρα µέσω διάτρητων σωληνώσεων που βρίσκονται στη 

βάση των σωρών µε τη βοήθεια κατάλληλου µηχανισµού. Η πρακτική αυτή µπορεί να 

χρησιµεύσει για τον έλεγχο της υγρασίας και της θερµοκρασίας στο εσωτερικό των 

σωρών (απαγωγή θερµότητας µέσω αέρα). 

Πολλές φορές συνίσταται η κάλυψη των σωρών µε πλαστικό ειδικού τύπου πρακτική 

που εξασφαλίζει αρκετά πλεονεκτήµατα όπως: προστασία από την υπερβολική 

υγρασία και από τυχόν καταρρακτώδη βροχή, ελαχιστοποίηση της απώλειας 

θρεπτικών στοιχείων, ταχύτερη άνοδο της θερµοκρασίας από την πρώτη κιόλας 

αναστροφή και µείωση τόσο των στραγγισµάτων όσο και των αναγκών διαβροχής 

έως και 100%. 

 

1.5.2 Συστήµατα κλειστού τύπου (aerostate static pile) 
 

Τα συστήµατα κλειστού τύπου βασίζονται στις ίδιες αρχές λειτουργίας. Το αρχικό 

υλικό εγκιβωτίζεται σε κατάλληλα βυτία διαφορετικών τύπων και χωρητικότητας. Ο 
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όρος «εγκιβωτισµένα» χρησιµοποιείται εδώ µε τη έννοια ότι αναφέρεται στα 

συστήµατα εκείνα όπου το υλικό κοµποστοποιείται µέσα σε κάποιο τύπο 

αντιδραστήρα, ασχέτως αν αυτός είναι ανοικτός ή κλειστός, και αν διαθέτει ή όχι 

σύστηµα µηχανικής ανάµιξης. Τα συστήµατα αυτά µπορεί να είναι καθέτου ροής 

(Earp-Thomas,Frazer-Eweson) ή συστήµατα οριζοντίου ροής (Fairfield-Hardy). Τα 

τοιχώµατα των βυτίων κατασκευάζονται έτσι ώστε να ελαχιστοποιούν τη 

θερµοδυναµική ανταλλαγή µεταξύ του υλικού και του περιβάλλοντος, 

εξασφαλίζοντας µε αυτόν τον τρόπο αποτελεσµατικότερο έλεγχο των συνθηκών 

κοµποστοποίησης. Επίσης τα συστήµατα αυτά παρέχουν τη δυνατότητα 

αποτελεσµατικότερης ρύθµισης της θερµοκρασίας µέσω ενός ηλεκτρικού συστήµατος 

το οποίο αποτελείται από µία φτερωτή που τροφοδοτεί µε αέρα το σωρό µέσω 

σωληνώσεων (σύστηµα Rutgers, forced aeration). Έτσι επιτυγχάνεται τόσο ο αερισµός 

του κοµποστοσωρού και η ενίσχυση της αερόβιας ζύµωσης όσο και η µείωση της 

θερµοκρασίας όταν αυτή ξεπεράσει κάποιο απαγορευτικό για την ύπαρξη των 

µικροβιακών πληθυσµών κατώφλι. 

 

1.6 Κυτταρινολυτικά Βακτήρια 

1.6.1 Κυτταρίνη 
 
Η κυτταρίνη είναι ένας πολυσακχαρίτης που αποτελείται από µονάδες D-γλυκόζης 

ενωµένες µε β-1,4- γλυκοζιτικούς δεσµούς. Έτσι, δηµιουργούνται µακριές αλυσίδες 

που συνδέονται µεταξύ τους µε δεσµούς υδρογόνου και δυνάµεις wan der Walls 

(Εικόνα 1.6). Η κυτταρίνη απαντάται σε κρυσταλλική µορφή και λόγω των δεσµών 

υδρογόνου σηµειώνονται άµορφες περιοχές στις ίνες της. Εξαιτίας της διαµόρφωσης 

αυτής, η κυτταρίνη είναι περισσότερο επιρρεπής στην ενζυµική αποικοδόµηση 

(Ζήκου, 2010). 

 

Εικόνα 1.6: ∆οµή γραµµικού µορίου κυτταρίνης  
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Η κυτταρίνη αποτελεί το κύριο δοµικό συστατικό των κυτταρικών τοιχωµάτων. Ένα 

µόριο κυτταρίνης µπορεί να αποτελείται ακόµα και από 10.000 µόρια γλυκόζης µε 

συνολικό µήκος 5 µm. Στα κυτταρικά τοιχώµατα οµάδες από περίπου 2.000 αλυσίδες 

κυτταρίνης, σχηµατίζουν ένα µικροϊνίδιο διαµέτρου 10-30 nm (Αϊβαλάκης, 2005). 

Κάθε µικροϊνίδιο περιέχει 80 περίπου µόρια κυτταρίνης. Τα µικροϊνίδια λειτουργούν 

ως ισχυρά καλώδια και δοµικά υλικά για τα φυτά. Μόνο ορισµένοι οργανισµοί 

διαθέτουν τα ειδικά ένζυµα για υδρόλυση της κυτταρίνης, η οποία είναι βέβαια, µια 

εξαιρετική πηγή γλυκόζης, αφού αποτελείται από µονοµερή γλυκόζης. Στον άνθρωπο, 

η κυτταρίνη απλώς περνά µέσα από το πεπτικό σύστηµα χωρίς να υποστεί υδρόλυση 

και αποβάλλεται µε τα κόπρανα. Όµως, η παρουσία της κυτταρίνης στο πεπτικό 

σύστηµα είναι εξαιρετικά σηµαντική, γιατί ο βλεννογόνος του εντέρου διεγείρεται 

από την κυτταρίνη για να παραχθεί βλέννα η οποία βοηθά στην οµαλή λειτουργία του 

εντέρου. Κατά συνέπεια, η κυτταρίνη δεν έχει θρεπτική αξία αλλά είναι απαραίτητη 

στην υγιεινή διατροφή. Υπάρχει άφθονη στα φρέσκα φρούτα και στα λαχανικά. 

Ορισµένα βακτήρια έχουν την ικανότητα να υδρολύουν την κυτταρίνη σε γλυκόζη. 

Πολλά φυτοφάγα θηλαστικά συµβιώνουν µε τέτοια βακτήρια τα οποία ζουν σε 

διάφορα µέρη του γαστρεντερικού σωλήνα. Τα βακτήρια προσφέρουν τα κατάλληλα 

ένζυµα (κυτταρινάσες) για την υδρόλυση της κυτταρίνης και τα θηλαστικά 

προσφέρουν στα βακτήρια τροφή και προστασία. Ορισµένοι µύκητες διαθέτουν 

επίσης τα κατάλληλα ένζυµα και λειτουργούν ως αποικοδοµητές, συµβάλλοντας στην 

ανακύκληση των χηµικών στοιχείων στα οικοσυστήµατα. 

Έχει υπολογιστεί ότι τα φυτά παράγουν 100 δισεκατοµµύρια τόνους κυτταρίνης το 

χρόνο µε αποτέλεσµα να είναι ο πολυσακχαρίτης αυτός η πιο διαδοµένη από όλες τις 

οργανικές ουσίες. Η κυτταρίνη αποτελεί την πρώτη ύλη πολλών εµπορικά 

σηµαντικών προϊόντων όπως το χαρτί, τα cellophane, cellulid, rayon και πολλά άλλα 

είδη πλαστικών υλικών. Με πρώτη ύλη την κυτταρίνη παράγονται επίσης διάφορα 

βερνίκια, φωτογραφικά films και εκρηκτικά. Το βαµβάκι αποτελείται από κυτταρίνη 

σε ποσοστό που φτάνει το 100% και χρειάζεται σχετικά µικρή επεξεργασία για να 

χρησιµοποιηθεί για ύφανση (Αϊβαλάκης, 2005). 
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Πίνακας 1.5 Περιεκτικότητα σε κυτταρίνη στα διάφορα είδη φυτικών υλικών. 

 

Είδος Φυτικού Υλικού Κυτταρίνη % 

Βαµβάκι 95-99 

Μπαµπού  40-50 

Ξύλο  40-50 

Φλοιός  20-30 

Βρύα  25-30 

 

1.6.2 Υδρόλυση Κυτταρίνης 
 

Η ενζυµική υδρόλυση κυτταρίνης αντιπροσωπεύει πάντα µια ειδική περίπτωση 

ενζυµολογίας, επειδή το υπόστρωµα είναι στερεό και έτσι η υδρόλυση λαµβάνει χώρα 

στη στερεά φάση. Η πλήρης υδρόλυση κυτταρίνης απαιτεί την δράση ενός αριθµού 

εξειδικευµένων ενζύµων, που ονοµάζονται κυτταρινάσες.  

Οι κυτταρινάσες διακρίνονται σε τρεις τύπους ανάλογα µε την δραστικότητα τους: σε 

ένδο-β-γλυκανάσες ή ενδοκυτταρινάσες (EC3.2.1.4)1 οι οποίες υδρολύουν τους 

εσωτερικούς β-1,4 γλυκοζιτικούς δεσµούς της κυτταρινικής αλυσίδας και 

αποικοδοµούν την άµορφη περιοχή της κυτταρίνης, σε έξω-β-γλυκανάσες ή 

κελλοβιοϋδρολάσες (EC 3.2.91) οι οποίες υδρολύουν τα µη αναγωγικά άκρα της 

αλυσίδας της κυτταρίνης, παράγοντας κυρίως κελλοβιόζη και αποικοδοµούν την 

κρυσταλλική περιοχή της κυτταρίνης και σε β-γλυκοσιδάσες (EC 3.2.1.21), οι οποίες 

υδρολύουν την κελλοβιόζη σε γλυκόζη (Liang et al., 2009). Παρόλο που οι τρεις 

αυτοί τύποι κυτταρινασών εµφανίζονται ως διαφορετικά ένζυµα, συνεργάζονται για 

τη διάσπαση της κρυσταλλικής κυτταρίνης. Σε αρκετές περιπτώσεις η δοµή των 

κυτταρινασών αποτελείται από δυο περιοχές. Η µια ονοµάζεται καταλυτική περιοχή 

(CD, Catalytic Domain) και είναι υπεύθυνη για την υδρολυτική αντίδραση και η άλλη 

ονοµάζεται περιοχή σύνδεσης (CBD, Cellulose Binding Domain) και αποτελεί το 

µέσο µε το οποίο το ένζυµο προσκολλάται στην κυτταρίνη. Η ύπαρξη των CBDs είναι 

ιδιαίτερα σηµαντική για την εκκίνηση και την πορεία δράσης της εξωγλυκανάσης 

(Teeri et al. 1998).  
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Έχει αποδειχθεί ότι τα περισσότερα κυτταρινολυτικά βακτήρια παράγουν 

εξωκυτταρικές κυτταρινάσες (Yu et al., 1979). Οι κυτταρινάσες εντοπίζονται στο 

θρεπτικό διάλυµα και µετά την αποµάκρυνση των κυττάρων, διατηρώντας την 

ενεργότητα τους, και παράγονται ακόµη κι όταν ο µικροοργανισµός αναπτύσσεται σε 

υπόστρωµα κελλοβιόζης. Η παρουσία κελλοβιόζης φαίνεται πως παρεµποδίζει την 

δράση του ενζύµου αλλά όχι την παραγωγή του. Η έκθεση του ενζύµου σε οξυγόνο 

µειώνει την δραστικότητα του στο µισό, αλλά δεν το καταστρέφει. Ενώ η δράση των 

ενδογλυκανασών και εξωγλυκανασών είναι εξωκυτταρική, η β-γλυκοσιδάση φαίνεται 

να δρα εσωκυτταρικά, ενώ υπάρχουν ενδείξεις ότι µεγάλο ποσοστό της παραγόµενης 

κελλοβιόζης δεν µεταβολίζεται περαιτέρω µέσω διάσπασης αλλά µέσω 

φωσφορυλίωσης (Hungate, 1963, Thurston et al., 1993, Lou et al., 1997).  

Η προσθήκη διαλυτών σακχάρων, όπως γλυκόζη και κελλοβιόζη, σε καλλιέργειες µε 

κυτταρίνη δεν επηρεάζει το ρυθµό υδρόλυσης, ούτε το ποσοστό κυτταρίνης που 

τελικά διασπάται. Οι παρατήρησεις αυτές αποδόθηκαν σε επίδραση της πτώσης του 

pH κατά την ζύµωση των σακχάρων, που είναι πολύ πιο γρήγορη από την υδρόλυση 

της κυτταρίνης. Ωστόσο, εικάζεται ότι µηχανισµοί εκλεκτικότητας που ευνοούν την 

ανάπτυξη των βακτηριακών κυττάρων ενδεχοµένως να διαδραµατίζουν επίσης ρόλο 

(Thurston et al., 1993, Lynd et al 2002). 

 

1.6.3 Brevibacillus 
 
Το γένος Brevibacillus αναφέρθηκε πρώτη φορά από τους Shida et al. (1996) µε την 

αναταξινόµηση δέκα ειδών του γένους Bacillus. Τα είδη Brevibacillus είναι τα 

ακόλουθα: α) Brevibacillus invocatus (Logan et al., 2002), που αποµονώθηκε από 

απόβλητα βιοµηχανικής διεργασίας ζυµωσης, β) Brevibacillus limnophilus (Goto et 

al., 2004) προτάθηκε µε βάση την αναταξινόµηση του στελέχους Brevibacillus brevis, 

γ) Brevibacillus levickii (Allan et al., 2005) αποµονώθηκε από την πλαγιά βουνού της 

Μελβούρνης, δ) Brevibacillus ginsengisoli (Baek et al., 2006)αποµονώθηκε από το 

έδαφος καλλιέργειας ginseng, ε) Brevibacillus agri  (Shida et al., 1996), στ) 

Brevibacillus aydinogluensis (Inan et al., 2012), ζ) Brevibacillus borstelensis (Shida et 

al., 1996), η) Brevibacillus centrosporus (Shida et al., 1996), θ) Brevibacillus 

choshinensis (Shida et al., 1996), ια) Brevibacillus fluminis (Choi et al., 2010), ιβ) 

Brevibacillus formosus (Shida et al., 1996), ιγ) Brevibacillus laterosporus (Shida et 

al., 1996), ιδ) Brevibacillus panacihumi (Kim et al., 2009), ιε) Brevibacillus 
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parabrevis (Shida et al., 1996), ιστ) Brevibacillus reuszeri (Shida et al., 1996) και ιζ) 

Brevibacillus thermoruber (Shida et al., 1996).  

Παρά το γεγονός ότι έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές έρευνες για την αξιοποίηση της 

χρήσης της κυτταρίνης, στη βιβλιογραφία έχουν καταγραφεί µόλις 75 στελέχη 

βακτηριακών ειδών που µπορούν να αναπτυχθούν σε κρυσταλλική κυτταρίνη και να 

την χρησιµοποιήσουν ως αποκλειστική πηγή άνθρακα και ενέργειας. Οι Liang et al. 

(2009) µετά από έρευνα στα απόβλητα των χοίρων κατάφεραν και αποµόνωσαν ένα 

δυνητικά νέο θερµόφιλο κυτταρινολυτικό βακτήριο που χαρακτηρίστηκε ως το 

στέλεχος Brevibacillus.  

Λίγα στελέχη του γένους Brevibacillus φαίνεται να είναι κυτταρινολυτικά. Το 

στέλεχος Brevibacillus JXL που αποµονώθηκε από τα απόβλητα χοίρων φαίνεται να 

είναι το πρώτο στέλεχος του γένους Brevibacillus που µπορεί να καλλιεργηθεί σε 

κυτταρίνη και να την χρησιµοποιεί ως µοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας 

(Schwarz, 2001) Το γεγονός αυτό καθιστά το στέλεχος JXL ως ένα κυτταρινολυτικό 

βακτήριο. Το στέλεχος Brevibacillus JXL προσκολλάται ισχυρά στην κυτταρίνη. Η 

ιδιότητα αυτή είναι πολύ σηµαντική δεδοµένου ότι η προσκόλληση ή η απορρόφηση 

κυτταρίνης αποτελεί προϋπόθεση για την υδρόλυση της. Το στέλεχος Brevibacillus 

JXL είναι ένα Gram+, αερόβιο, θερµόφιλο, ραβδοειδές και σποριογόνο βακτήριο που 

αποικοδοµεί την κυτταρίνη (Liang et al., 2009).  

 

1.6.4 Serratia 
 
Το γένος Serratia είναι Gram- βακτήρια, τα οποία µπορούν να αποµονωθούν από το 

νερό, το έδαφος, τα φυτά και τον αέρα. (Grimont and Grimont, 1978). Ενώ το Serratia 

spp. εκκρίνει ένα αριθµό τοξικών στοιχείων, (Hejazi and Falkiner, 1997), ικανά να 

βλάψουν τα ανθρώπινα κύτταρα και τους ιστούς, ορισµένα στελέχη συνθέτουν 

χρήσιµους  δευτερογενής µεταβολίτες, οι οποίοι έχουν εφαρµογή στην φαρµακευτική 

βιοµηχανία και στην περιβαλλοντική βιοαποκατάσταση.  

Το 1823 ο Bartolomeo Bizio, ένας φαρµακοποιός από την Πάντοβα της Ιταλίας 

ανακάλυψε και ονόµασε το Serratia marcescens. Το γένος Serratia ανήκει στην 

οικογένεια Enterobacteriaceae. Εκτός από το S. marcescens το γένος Serratia 

περιλαµβάνει και τα Serratia liquefaciens, Serratia plymuthica, Serratia rubidaea, 

Serratia fonticola, Serratia marnorubra, Serratia proteamaculans, και Serratia 
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odorifera (Skerman et al., 1980). Στελέχη του γένους Serratia παράγουν DNase, 

λιπάση και ζελατινάση όπου τα διαχωρίζει από τα άλλα γένη που ανήκουν στην 

οικογένεια Enterobacteriaceae. (Anahory et al., 1998; Kawai et al., 1998; Li et al., 

1995; Nestle and Roberts, 1969). 

 

1.6.5 Φυλογενετική ανάλυση µε βάση το γονίδιο 16S rRNA  
 
Η ανάλυση των νουκλεοτιδικών αλληλουχιών του 16S ριβωσοµικού RNA (rRNA) 

είναι ο χρυσός κανόνας για τις ταξινοµικές διακρίσεις µεταξύ των βακτηρίων. Το 

rRNA των προκαρυωτικών αποτελείται από τρία µόρια, τα 5S, 23S (µεγάλη 

ριβοσωµική υποµονάδα), 16S (µικρή ριβοσωµική υποµονάδα). Τα 16S και 23S µε 

~1500 και 2900 νουκλεοτίδια το καθένα αντίστοιχα, περιέχουν αρκετές περιοχές µε 

εκτενώς συντηρηµένες αλληλουχίες. Επίσης χαρακτηρίζονται από σηµαντική 

µεταβλητότητα σε άλλες περιοχές του µορίου, χρησιµεύοντας έτσι ως εξαιρετικά 

φυλογενετικά χρονόµετρα. Περισσότερο εύχρηστο πειραµατικά είναι το16S rRNA 

λόγω του µεγέθους του, για αυτό και έχει χρησιµοποιηθεί κατά κόρον (Madigan et al., 

2005).  

Το κλειδί για την ταξινόµηση αυτή είναι το 16S ριβοσωµικό RNA (rRNA), το οποίο 

είναι καθολικό και συντηρηµένο σε λειτουργία (Young, 1992). Η δοµική οργάνωση 

του µορίου είναι εξ ίσου σηµαντική (Olsen & Woese, 1993). Λόγω της πιθανής 

αρχέγονης προέλευσης της πρωτεϊνοσυνθετικής µηχανής, τα ριβοσωµικά RNA 

αποτελούν εξαιρετικά µόρια για την εξακρίβωση εξελικτικών σχέσεων µεταξύ των 

οργανισµών. Τα rRNAs έχουν σταθερή λειτουργικότητα, είναι οικουµενικώς 

κατανεµηµένα και έχουν µια µετρίως διατηρηµένη αλληλουχία σε ένα ευρύ φάσµα 

φυλογενετικών αποστάσεων. Επίσης, επειδή ο αριθµός των διαφορετικών δυνατών 

αλληλουχιών σε µεγάλα µόρια , όπως το rRNA, είναι τεράστιος, η οµοιότητα µεταξύ 

δύο αλληλουχιών αποτελεί πάντα ένδειξη κάποιας φυλογενετικής σχέσης. Ένδειξη για 

τη σχετική εξελικτική απόσταση δύο οργανισµών είναι ο βαθµός οµοιότητας των 

αλληλουχιών των rRNA τους.  

 

1.7 Χρήσεις του κόµποστ (compost)  

Το κόµποστ ανάλογα µε το βαθµό ωριµότητας του µπορεί να έχει διάφορες 

χρήσεις. Οι σηµαντικότερες είναι: 
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• Βελτιωτικό εδάφους 

• Συστατικό υποστρωµάτων για την ανάπτυξη καλλωπιστικών φυτών, 

κηπευτικών, ανθοκοµικών φυτών και σε φυτώρια. 

• Υπόστρωµα στις καλλιέργειες µανιταριών 

• Αποκατάσταση   εδάφους   σε   άγονες   και   φτωχές   σε   θρεπτικά 

συστατικά εκτάσεις, που προέρχονται είτε από εντατική καλλιέργεια 

είτε από πυρκαγιές 

• Σε ΧΥΤΑ ως υλικό κάλυψης 

• Σε παλιά λατοµεία ως επιφανειακό βελτιωτικό εδάφους κατά το 

στάδιο της αποκατάστασης 

• Σε κοινόχρηστους χώρους πρασίνου στις πόλεις καθώς και στα 

πρανή των εθνικών οδών για έλεγχο των διαβρωτικών φαινοµένων 

• Σε γήπεδα ποδοσφαίρου και γκολφ 

• Σε αναδασώσεις 

• Σε απολυµάνσεις - εξυγιάνσεις εδαφών 

• Για την καταπολέµηση µυκήτων εδάφους, νηµατωδών κ.α. 

 

1.8 Τα Υπολείµµατα Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος ως υπόστρωµα 
κοµποστοποίησης  
 

Το βαµβάκι είναι φυτό δικότυλο, αγγειόσπερµο που ανήκει στην τάξη 

στυλοφόρα και στην οικογένεια Μαλβίδες και καλλιεργείται από το 3000 π.Χ. Η 

καλλιέργεια του βάµβακος στην Ελλάδα καταλαµβάνει πάνω από δύο εκατοµµύρια 

στρέµµατα, ενώ το σύνολο σχεδόν της καλλιεργούµενης έκτασης βρίσκεται στις 

περιοχές της Θεσσαλίας, της Μακεδονίας και της Στερεάς Ελλάδας. 

Η ετήσια παραγωγή σε σύσπορο βαµβάκι κυµαίνεται στις 500.000 τόνους 

συµβάλλοντας σηµαντικά στην εισροή συναλλάγµατος στη χώρα µας, µιας και 

αποτελεί κύριο εξαγώγιµο γεωργικό προϊόν. 

Από την καλλιεργούµενη µε βαµβάκι έκταση και από τον όγκο της παραγωγής 

προκύπτει και το πρόβληµα της διαχείρισης των υπολειµµάτων της καλλιέργειας 

αυτής. 

Κατά την εκκόκκιση του βάµβακος ένα ποσοστό που κυµαίνεται από 4% - 15% του 

βάρους της ολικής συγκοµιδής αποτελείται από ξένες ύλες. Στις ξένες ύλες 
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περιέχονται θρύµµατα καψών, φύλλων και ξυλωδών τµηµάτων του φυτού µαζί µε 

ινώδες κλάσµα (ίνες µικρού µήκους). Η συνήθης πρακτική διαχείρισης του 

υποπροϊόντος αυτού είναι α) η συνδυασµένη καύση του µε λιγνίτη για παραγωγή 

ηλεκτρικής ενέργειας, β) η χρήση του για την καλλιέργεια µανιταριών των γενών 

Pleurotus, Agrocybe & Volvariella, γ) η χρησιµοποίησή του ως ζωοτροφή 

(βαµβακόπιτα) και τέλος δ) η χρήση του ως πρώτη ύλη για δηµιουργία κόµποστ. 

Η πρώτη ύλη αποτελεί το 14,5% περίπου του συγκοµιζόµενου σύσπορου βάµβακος. 

Από πλευράς µηχανικής σύστασης µπορεί να διαχωριστεί σε δύο κύρια κλάσµατα: 

1) στο κλάσµα των ινών που αποτελεί το 33,3% κατά βάρος του συνόλου και 

2) στο κλάσµα των θρυµµάτων των φύλλων, των ξυλωδών τµηµάτων και 

καψών µαζί µε τη σκόνη εδάφους που έχουν συµπεριληφθεί κατά τη 

συγκοµιδή. Το κλάσµα αυτό αποτελεί το 66,2% του συνόλου και ανάλογα µε 

το βαθµό θρυµµατισµού µπορεί να διαχωριστεί σε µικρότερα µηχανικά 

κλάσµατα. 

Το κλάσµα των ινών µολονότι αποτελεί το 1/3 µόνο του ολικού βάρους κυριαρχεί 

ποιοτικά και προσδίδει όγκο και συµπιεστικότητα συνολικά στο υλικό. Αποτελεί 

δηλαδή το στερεό µέσο διασποράς (matrix) στο χώρο των υπολοίπων τεµαχιδίων, 

οργανικών και µη. 

Στον Πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 1.6) αναφέρονται τα κύρια φυσικοχηµικά 

χαρακτηριστικά των υπολειµµάτων εκκοκκισµού βάµβακος. 
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Πίνακας 1.6 Κύρια φυσικοχηµικά χαρακτηριστικά των υπολειµµάτων εκκοκκισµού 

βάµβακος (Προσαρµοσµένο από Μπαλή και συν., 1994).  

Παράµετρος 
Τιµή 

Ίνες Ξυλώδη Τµήµατα Σύνολο 

Ολικό Ν (%) κατά 

Kjehldahl 

1,03 2,48 2,01 

Οργανικός C (%) 40,94 33,40 35,81 

pH   6,10 

Φυσική Υγρασία (%)   10,00 

Ηλ. Αγωγιµότητα 

(ds/m) 

  22,50 

Υδατοϊκανότητα (%)   81,00 

Πορώδες (%)   93,00 

Πυκνότητα στερεών 

(g/cm3) 

0,81 1,13 1,03 

 

1.9 Σκοπός της µελέτης  
 

Στην εποχή µας ο παγκόσµιος πληθυσµός συνεχώς αυξάνει και µαζί µε αυτόν 

αυξάνουν και οι ανάγκες για την σίτιση του ενώ η καλλιεργούµενη έκταση 

παραµένει σταθερή, η µόλυνση του περιβάλλοντος, οι περιβαλλοντικές αλλαγές οι 

οποίες είναι περισσότερο εµφανείς από ποτέ και η ερηµοποίηση απειλεί ολοένα 

και µεγαλύτερες περιοχές του πλανήτη. Γι’ αυτό το λόγο είναι ζωτικής σηµασίας η 

εξεύρεση νέων τρόπων καλλιέργειας της γης µε λιγότερες εισροές και 

χαµηλότερες απαιτήσεις σε ενέργεια. 

Νέες στρατηγικές σχεδιάζονται και παλιές τίθενται προς µελέτη ξανά. Μια από τις 

πολλά υποσχόµενες τεχνικές που υπάρχουν εδώ και σχεδόν ένα αιώνα τώρα είναι 

η τεχνική της κοµποστοποίησης των αστικών αλλά και των γεωργικών 

υπολειµµάτων. Με την ανάπτυξη των νέων τεχνολογιών αυτές οι «παλιές» 

τεχνικές µπορούν να διεκδικήσουν δυναµικά ένα πρωταγωνιστικό ρολό για την 

αντιµετώπιση των νέων προκλήσεων οι οποίες έρχονται ταχύτατα. 
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Σκοπός της παρούσας πτυχιακής µελέτης ήταν η µελέτη των φυσικοχηµικών 

παραµέτρων και της µικροβιακής ποικιλότητας και διαδοχής κατά την 

κοµποστοποίηση αγροτοβιοµηχανικών υποπροϊόντων. Πραγµατοποιήθηκαν µια σειρά 

µετρήσεων και χηµικών αναλύσεων. Η µικροβιακή ποικιλότητα και διαδοχή 

µελετήθηκαν µε τη χρήση τόσο κλασσικών όσο και µοριακών τεχνικών. Οι µοριακές 

τεχνικές εστιάστηκαν στη µελέτη των κυτταρινολυτικών βακτηρίων που 

αποµονώθηκαν στις εκάστοτε φάσεις της κοµποστοποίησης.  

Η παρούσα µελέτη διεξήχθη στο εργαστήριο Γενικής & Γεωργικής Μικροβιολογίας 

του Τµήµατος Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. 
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Κεφάλαιο 2. ΥΛΙΚΑ & ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
 

2.1  Υποστρώµατα Κοµποστοποίησης 
 
Στην παρούσα µελέτη ως υπόστρωµα κοµποστοποίησης χρησιµοποιήθηκαν 

Υπολείµµατα Εκκοκκιστηρίων Βάµβακος (ΥΕΒ) τα οποία προέρχονταν από 

εκκοκκιστήριο της περιοχής των Θηβών.  

2.2 Παρασκευή των Σωρών Κοµποστοποίησης  
 
Την πρώτη µέρα της διαδικασίας κατασκευάστηκε ένας σωρός από 70 Kg ΥΕΒ όπου 

διαβρέχτηκαν µε 200 l νερό. Παράλληλα µε  τη διαβροχή του υποστρώµατος έγινε 

ανάµιξη µε τη χρήση κατάλληλων εργαλείων. Ο σωρός τοποθετήθηκε εντός κάδου 

κοµποστοποίησης διαστάσεων 80 x 80 x 90 cm. Ο κάδος, ο οποίος τοποθετήθηκε 

πάνω σε παλέτα, ήταν διάτρητος µόνο στη βάση του, όπου και τοποθετήθηκε σήτα για 

τη συγκράτηση του υλικού. Στα πλαϊνά τοιχώµατα τοποθετήθηκε µονωτικό υλικό για 

τη διατήρηση της θερµοκρασίας.  

Ο αερισµός του υλικού εξασφαλίστηκε µε παθητική διάχυση, από τη βάση του κάδου, 

και από έναν αυτοσχέδιο σωλήνα κατασκευασµένο από διάτρητο πλέγµα, ο οποίος 

τοποθετήθηκε κάθετα στον κάδο κοµποστοποίησης και έφτανε έως την βάση του. 

Σχεδόν καθηµερινά πραγµατοποιείτο µέτρηση της θερµοκρασίας των δύο σωρών.  

 

 

Εικόνα 2.1 Αριστερά τα υπολείµµατα βάµβακος πριν την διαβροχή, δεξιά µετά το 
πέρας της. 
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2.3 ∆ειγµατοληψίες  
 
∆ειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν σε τέσσερις φάσεις της διαδικασίας 

κοµποστοποίησης, η σειρά των οποίων έχει ως εξής: 

I. Στην αρχή της κοµποστοποίησης, αµέσως µετά τη διαβροχή και ανάµιξη του 

υποστρώµατος µε το νερό.  

II.  Στην πρώτη θερµόφιλη φάση.  

III.  Μετά την πτώση της θερµοκρασίας του κόµποστ, λίγο πριν την αναµόχλευση 

του υλικού µε παράλληλη διαβροχή αυτού. 

IV.  Στη δεύτερη θερµόφιλη φάση 

Αναλυτικά το ηµερολόγιο των δειγµατοληψιών παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.1. 

 

Πίνακας 2.1 Ηµερολόγιο δειγµατοληψιών.  

α/α Ηµεροµηνία 

δειγµατοληψίας 

Χρόνος 

κοµποστοποίησης 

(ηµέρες) 

Σχόλια 

1 20-Ιαν-2011 0 Εγκατάσταση 

2 25-Ιαν-2011 5 - 

3 22-Μαρ-2011 61 Γύρισµα & ∆ιαβροχή 

4 28-Μαρ-2011 67 - 

 

Στην τρίτη δειγµατοληψία το δείγµα ελήφθη  πριν το γύρισµα και τη διαβροχή του 

υλικού. Ο σωρός διαβρέχτηκε µε περίπου 200 l νερό.  
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 2.4 Μελέτη Φυσικοχηµικών Παραµέτρων 
 

2.4.1 Παρακολούθηση θερµοκρασίας  
 
Καθ’ όλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης η θερµοκρασία παρακολουθείτο σχεδόν 

καθηµερινά, µε χρήση συµβατικού θερµοµέτρου. Το θερµόµετρο τοποθετούταν έως 

τη µέση του σωρού και η καταγραφή της θερµοκρασίας γινόταν µετά από 15 λεπτά. 

Επίσης µε τη χρήση θερµοµέτρου σταθερά τοποθετηµένου στον εξωτερικό χώρο του 

θερµοκηπίου, σηµειωνόταν και η θερµοκρασία του περιβάλλοντος χώρου.  

 

2.4.2 Προσδιορισµός υγρασίας 
 
Νωπό δείγµα 30g επωάστηκε για 48 ώρες στους 60 °C. Η % περιεκτικότητα σε 

υγρασία των δειγµάτων προσδιορίστηκε µε βάση τη διαφορά βάρους του νωπού και 

ξηρού δείγµατος.  

 

2.4.3 Προσδιορισµός pH και ηλεκτρικής αγωγιµότητας (Electrical 
Conductivity, EC) 
 
Τόσο το pH όσο και η EC προσδιορίστηκαν ως εξής: δείγµα κόµποστ αναµίχθηκε µε 

ποσότητα απιονισµένου νερού σε αναλογία 1:5. Σε γυάλινη φιάλη προστέθηκαν 40g 

δείγµατος και 200ml απεσταγµένο νερό. Το µίγµα αναδεύτηκε για 90 λεπτά, στις 150 

rev/min. 50ml διαλύµατος φυγοκεντρήθηκαν στις 1500 rpm για 5 min, και το 

υπερκείµενο διηθήθηκε υπό κενό. Στο διήθηµα µετρήθηκε το pH µε τη χρήση 

πεχάµετρου τύπου Corning-EEL, και η EC µε τη χρήση αγωγιµόµετρου. 

 

2.4.4 Προσδιορισµός του νιτρικού (N-NO3-) αζώτου µε τη µέθοδο 
του καδµίου  
 
Αρχή της µεθόδου 

Τα NO3
- του εκχυλίσµατος από το δείγµα του κόµποστ προσδιορίζονται, µετά την 

αναγωγή τους σε NO2
-, που πραγµατοποιείται µετά τη διέλευσή τους από στήλη 

επιχαλκωµένου καδµίου παρουσίας NH4Cl και pH 5-10. Στη συνέχεια 

προσδιορίζονται χρωµατοµετρικά, µετρώντας την ένταση του αζω – χρωµοφόρου 
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(azo – chromophore), η οποία είναι ανάλογη της ποσότητας των NO3
- στο δείγµα και 

η οποία προέκυψε από την προσθήκη σουλφανιλαµίνης, που αντιδρά µε τα NO2
- και 

Ν-1-ναφθυλαιθυλενοδιαµίνης (N-(1-naphthyl)-ethylendiamine). 

Εκχύλιση του δείγµατος  

Ζυγίζεται ποσότητα κόµποστ που αντιστοιχεί σε 10 g ξηρού δείγµατος και 

αναµιγνύεται µε 100 ml διαλύµατος KCl 2 Μ. Ακολουθεί ανάδευση για 1 ώρα σε 

αναδευτήρα. Φυγοκέντρηση του αιωρήµατος δείγµατος – KCl έως ότου το 

υπερκείµενο υγρό καταστεί διαυγές. ∆ιήθηση υπερκειµένου µε διηθητικό χαρτί 

Whatman No 42. ∆ιατήρηση στο ψυγείο.  

Προετοιµασία αναγωγικής στήλης  

Οι προχοΐδες που φέρουν ως 20 cm επιχαλκωµένο Cd, έχουν ξεπλυθεί διεξοδικά µε 

αραιό διάλυµα NH4Cl, και όσο δεν χρησιµοποιούνται είναι καλυµµένες ως 1 cm πάνω 

από τη στήλη Cd µε αραιό διάλυµα NH4Cl. Λίγο πριν τη χρήση προστίθεται 1 ml 

πυκνού NH4Cl και η στάθµη του υγρού στην προχοΐδα χαµηλώνεται ως το ύψος του 

Cd. Προστίθεται αραιό NH4Cl ως το στόµιο της προχοΐδας.  

 

Ανάλυση εκχυλίσµατος  

Η στάθµη του αραιού NH4Cl αφήνεται να χαµηλώσει, έως ότου το διάλυµα καλύπτει 

µόλις την κορυφή της στήλη Cd. Προστίθεται 1 ml πυκνού NH4Cl καθώς και 2 – 5 ml 

εκχυλίσµατος. Το εκχύλισµα διέρχεται από τη στήλη και συλλέγεται σε ογκοµετρική 

φιάλη των 100 ml, ενώ προστίθεται συνεχώς διάλυµα αραιού NH4Cl από την κορυφή 

έως ότου συλλεχθούν 90 ml. Μετά τη χρήση ξεπλένουµε πάλι τη στήλη µε 2 ml 

πυκνού NH4Cl και 75 ml αραιού NH4Cl, προσέχοντας το διάλυµα NH4Cl να είναι 

πάντα πάνω από τη στήλη. Στις ογκοµετρικές φιάλες προσθέτουµε 2 ml 

αντιδραστήριο διαζωτικού, και µετά από 5 min 2 ml αντιδραστηρίου σύζευξης. 

Αναµονή 20 min και µέτρηση της έντασης του ροζ χρώµατος (εκφραζόµενη σε mg Ν-

NO3
- / ml διαλύµατος) στο φασµατοφωτόµετρο UV στα 540 nm.  

Υπολογισµοί 

Cκαµπ = (bl – R) / 583,2 (µg / ml),  

Όπου bl = η ένδειξη του τυφλού (χρήση µόνο των αντιδραστηρίων) και  

R = η ένδειξη των δειγµάτων  
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όπου  V1 = όγκος του εκχυλιστικού (ml KCl) 

V2 = όγκος (ml) που λήφθηκε από το εκχύλισµα για αναγωγή σε νιτρώδη 

V3 = όγκος (ml) της ογκοµετρικής φιάλης στην οποία αναπτύχθηκε το χρώµα 

a = αραίωση (αν απαιτείται) 

Β = το βάρος του (ξηρού) δείγµατος (g) που χρησιµοποιήθηκε (προσδιορίζεται 

από την υγρασία του νωπού δείγµατος) 

 

2.4.5 Χρωµατοµετρικός προσδιορισµός του αµµωνιακού αζώτου 
(NH4-N) µε τη µέθοδο της   ινδοφαινόλης  
 
Η εκχύλιση γίνεται όπως και κατά τον προσδιορισµό των νιτρικών.  

Προσδιορισµός των αµµωνιακών 

Λήψη 5 ml εκχυλίσµατος δείγµατος µε τον τρόπο που περιγράφτηκε παραπάνω και 

τοποθέτηση εντός ογκοµετρικής φιάλης των 50 ml. Προσθήκη 2 ml διαλύµατος 

EDTA και ανάδευση. Μετά από 1 λεπτό, προσθέτουµε 4 ml διαλύµατος phenol – 

nitroprusside. Προσθήκη 8 ml διαλύµατος υποχλωριώδους νατρίου. Συµπλήρωση του 

όγκου µε απεσταγµένο νερό ως τη χαραγή και ανάµιξη. Ανάπτυξη µπλε χρώµατος 

αφού τα αφήσουµε σε ηρεµία για µία ώρα. Μέτρηση της οπτικής πυκνότητας των 

δειγµάτων µε φωτοµέτρηση στα 636 nm µε τη χρήση φασµατοφωτόµετρου.  

Υπολογισµοί 

Cκαµπ = (bl – R) / 145,3 (µg / ml),  

Όπου bl = η ένδειξη του τυφλού (χρήση µόνο των αντιδραστηρίων) και  

R = η ένδειξη των δειγµάτων  

Cαµµωνιακών [ppm (µg / g ξηρού βάρους]  = Cκαµπ * V1 (ml) * V3 (ml) * a / V2 

(ml) * B (g) 

Όπου, V1 = όγκος του εκχυλιστικού (ml KCl) 

V2 = όγκος (ml) που λήφθηκε από το εκχύλισµα για ανάπτυξη χρώµατος  

V3 = όγκος (ml) της ογκοµετρικής φιάλης στην οποία αναπτύχθηκε το χρώµα 
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a = αραίωση (αν απαιτείται) 

Β = το βάρος του (ξηρού) δείγµατος (g) που χρησιµοποιήθηκε (προσδιορίζεται 

από την υγρασία του νωπού δείγµατος) 

 

 

2.4.6 Προσδιορισµός του ολικού αζώτου (µέθοδος Kjeldahl) 
 
Το ολικό άζωτο αναφέρεται στο ποσό του οργανικού αζώτου που περιέχεται στην 

οργανική ουσία του δείγµατος και περιλαµβάνει και ανόργανες µορφές αµµωνιακού 

αζώτου που περιέχονται στο δείγµα.  

Αρχή της µεθόδου 

Η µέθοδος Kjeldahl περιλαµβάνει δύο στάδια: στάδιο καύσης ή πέψη της οργανικής 

ουσίας µε πυκνό και θερµό H2SO4, παρουσία καταλύτη, για τη µετατροπή του 

οργανικού αζώτου σε ανόργανο υπό τη µορφή (NH4)2SO4 (φάση καύσης ή πέψης). Το 

δεύτερο στάδιο (στάδιο απόσταξης) περιλαµβάνει τον προσδιορισµό της 

παραγόµενης NH3, κατά το οποίο τα αµµωνιακά ιόντα ανάγονται µε τη βοήθεια 

πυκνού αλκάλεως. Η ελευθερούµενη NH3 αποστάζεται και επαναδεσµεύεται (ως 

αµµωνιακά ιόντα) σε διάλυµα οξέως γνωστού όγκου και τίτλου (φάση απόσταξης). Η 

περίσσεια του οξέως τιτλοδοτείται µε βάση και από την τιτλοδότηση αυτή 

υπολογίζεται η ποσότητα της δεσµευµένης NH3 και συνεπώς του αζώτου που 

περιέχεται στο δείγµα.  

Προσδιορισµός µε χρήση της συσκευής Bucchi  

Καύση: 0,5 g ξηρού δείγµατος κόµποστ  τοποθετείται  στις ειδικές φιάλες καύσης. 

Προσθήκη 20 ml διαλύµατος H2SO4 και σαλικυλικού. Προσθήκη 1 g Na2S2O3 και 

µίας ταµπλέτας σεληνίου σε κάθε δείγµα.  

Τοποθέτηση των φιαλών στη συσκευή χώνευσης Bucchi και έναρξη χώνευσης. 

Αφήνεται να ολοκληρωθεί η χώνευση ως ότου το δείγµα γίνει διαυγές (χρώµα 

ελαφρώς πράσινο).   

Απόσταξη: Τίθεται σε λειτουργία η συσκευή απόσταξης Bucchi. Στο δείγµα, µετά την 

πέψη και αφού κρυώσει, προστίθενται 30ml νερού και 130 ml NaOH 8N και η φιάλη 

τοποθετείται στη συσκευή. Παράλληλα σε κωνική φιάλη τοποθετούνται 100 ml 
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βορικού οξέος 20%, για την παραλαβή της αµµωνίας κατά την απόσταξη. 

Τοποθέτηση της κωνικής στη συσκευή απόσταξης. Απόσταξη για 3 min.  

Προσθήκη δείκτη σε κάθε κωνική και τιτλοδότηση της αµµωνίας µε 0,5N NaOH.   

Υπολογισµοί 

Ν% = [(ml HCl για κάθε δείγµα – 0,2)*0,05*14*100]/(βάρος δείγµατος*1000)  

 

2.4.7 Υπολογισµός της Μικροβιακής Βιοµάζας 
 
Η µικροβιακή βιοµάζα του κόµποστ είναι η µάζα όλων των µικροοργανισµών του 

κόµποστ και είναι ένα µέτρο µέτρησης της ποσότητας της ζώσας µικροβιακή 

βιοµάζας του κόµποστ. Οι πληροφορίες που αποκτώνται από τη µελέτη της  

µικροβιακής βιοµάζας του κόµποστ, µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την 

αξιολόγηση των µεταβλητών του εδάφους σε οργανική ουσία. Η µικροβιακή βιοµάζα 

είναι ένα από τα πλέον διακριτά και ευπροσδιόριστα συστατικά της οργανικής ουσίας 

του κόµποστ, έτσι οι µετρήσεις τόσο του άνθρακα όσο και των άλλων θρεπτικών 

συστατικών της παρέχουν µία βάση για τις µελέτες των µετασχηµατισµών και των 

κύκλων αυτής στο κόµποστ. 

2.5  Μικροβιολογικές αναλύσεις µε χρήση κλασσικών µεθόδων 
 
Για τη διεξαγωγή των µικροβιολογικών κλασσικών τεχνικών πραγµατοποιήθηκαν 

διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις των δειγµάτων ως εξής:  

10g νωπού δείγµατος κόµποστ από κάθε δειγµατοληψία και από κάθε σωρό, 

αναµίχθηκαν µε 90 ml διαλύµατος Ringer. Το διάλυµα ανακινήθηκε για ½ h στις 300 

rev/min. Αυτή θεωρήθηκε ως η πρώτη αραίωση (10-1). Οι επόµενες αραιώσεις 

πραγµατοποιήθηκαν σε φιαλίδια (τύπου McCartney) τα οποία περιείχαν 9 ml 

διαλύµατος Ringer, µε αραίωση διαδοχικά σε αυτά 1 ml από την εκάστοτε 

προηγούµενη αραίωση. Έτσι πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις από 10-2-10-8. 
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Εικόνα 2.2 Η µέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων και η επίστρωση σε τρυβλίο 

(plating method).  

Ο εµβολιασµός πραγµατοποιήθηκε µε την επίστρωση (plating method) 100 µl από 

πέντε επιλεγµένες διαδοχικές αραιώσεις σε εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα, 

ανάλογα µε την προς µελέτη µικροβιακή οµάδα. Για κάθε αραίωση 

πραγµατοποιήθηκαν πέντε επαναλήψεις. Όλα τα τρυβλία επωάστηκαν στους 30 °C 

για 3 – 4 ηµέρες.  

 

     2.5.1 Παρασκευή θρεπτικών υποστρωµάτων  
 
Όλα τα υλικά που παρασκευάστηκαν, αµέσως µετά την παρασκευή τους και πριν το 

µοίρασµα σε τρυβλία Petri, αποστειρώθηκαν στο αυστόκαυστο (121 °C για 15 min). 

 

2.5.1.1 Θρεπτικό Υλικό Ανάπτυξης Ολικών αερόβιων Βακτηρίων 
 
Προκειµένου να αποµονωθούν τα ολικά αερόβια βακτήρια, ως θρεπτικό µέσο 

χρησιµοποιήθηκε το Nutrient Agar (NA). Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-4 – 10-8. 
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2.5.1.2 Θρεπτικό Υλικό Ανάπτυξης Σποριογόνων Βακτηρίων 
 
Για τα σποριογόνα βακτήρια ως µέσο αποµόνωσης χρησιµοποιήθηκε το ΝΑ. Πριν τον 

εµβολιασµό των τρυβλίων, η αρχική αραίωση (10-1) επωάστηκε 1 ηµέρα σε 

υδατόλουτρο 70 °C. Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-3 – 10-7. 

 

2.5.1.3 Θρεπτικό Υλικό Ανάπτυξης Μυκήτων  
 
Για την αποµόνωση των µυκήτων χρησιµοποιήθηκε  θρεπτικό υπόστρωµα Potato 

Dextrose Agar (PDA), στο οποίο προστέθηκε πριν την αποστείρωση η χρωστική Rose 

bengal (0,033 g/l). Επίσης, µετά την αποστείρωση και αφού το υλικό είχε κρυώσει 

επαρκώς, προστέθηκε σε αυτό το αντιβιοτικό στρεπτοµυκίνη (1ml/l από αρχικό 

διάλυµα 0,03g/l). Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-2 – 10-6. 

 

2.5.1.4 Θρεπτικό Υλικό Ανάπτυξης Ακτινοµυκήτων  
 
Για την αποµόνωση των ακτινοµυκήτων χρησιµοποιήθηκε το εκλεκτικό θρεπτικό 

υπόστρωµα Glycerol – Casein Agar (GCA). Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-3 – 

10-7. 

2.5.1.5 Αζωτοδεσµευτικά βακτήρια 
 
Η εκτίµηση του πληθυσµού των ελεύθερα διαβιούντων αζωτοδεσµευτικών 

µικροοργανισµών καθώς και της φυσικής αζωτοδεσµευτικής χλωρίδας του κόµποστ, 

έγινε µε τη µέθοδο του πλέον πιθανού αριθµού (Most Probable Number, MPN). Η 

µέθοδος αυτή αποτελεί µαθηµατική προέκταση της βασικής µικροβιολογικής τεχνικής 

των διαδοχικών αραιώσεων, και επιτρέπει τη στατιστική εκτίµηση της πυκνότητας 

ενός µικροβιακού πληθυσµού µε έµµεσο τρόπο, χωρίς δηλαδή να είναι απαραίτητη η 

άµεση καταµέτρηση κυττάρων ή αποικιών.  

Σαν θρεπτικό µέσο χρησιµοποιήθηκε το εκλεκτικό θρεπτικό διάλυµα Rennie, το οποίο 

δεν περιέχει πηγή αζώτου. Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-2 – 10-6 (αραίωση 1 ml 

από τις αρχικές αραιώσεις του δείγµατος σε 9 ml υγρό θρεπτικό Rennie). Για κάθε 

αραίωση έγιναν εµβολιασµοί σε 5 δοκιµαστικούς σωλήνες και πραγµατοποιήθηκαν 

δύο επαναλήψεις. Οι σωλήνες επωάστηκαν 7 ηµέρες στους 30 °C και στους 50 °C 

(όταν το δείγµα ήταν από τη θερµόφιλη φάση). Μετά την πάροδο 7 ηµερών οι 
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σωλήνες κλείστηκαν αεροστεγώς µε αποστειρωµένα πώµατα σιλικόνης, 

εµβολιάστηκαν µε 1 ml αέριο ακετυλένιο και επωάστηκαν 1 ηµέρα ακόµη. Την 

επόµενη µέρα πραγµατοποιήθηκε η δοκιµή του ακετυλενίου µε λήψη 1 ml δείγµατος 

από την αέρια φάση του κάθε σωλήνα. Η µέθοδος στηρίζεται στην αναγωγή του 

ακετυλενίου προς αιθυλένιο, η οποία καταλύεται από το ενζυµικό σύστηµα της 

νιτρογενάσης την οποία διαθέτουν οι αζωτοδεσµευτικοί µικροοργανισµοί. Η αναγωγή 

αυτή µετρήθηκε στον αέριο χρωµατογράφο τύπου Perkin – Elmer 8500 (GC) µε 

ανιχνευτή φλόγας ιονισµού (FID), κολώνα χρωµατογραφίας Poropak- R 2m µε τις 

εξής συνθήκες ανάλυσης : θερµοκρασία εισόδου 200° C, θερµοκρασία ανιχνευτή 

200° C, θερµοκρασία φούρνου 60° C, φέρον αέριο He µε ροή 20 ml/min. 

Ως θετικοί λαµβάνονται οι σωλήνες στους οποίους ανιχνεύθηκε αιθυλένιο. Στη 

συνέχεια υπολογίσθηκε ο πληθυσµός των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων ανά g ξηρού 

βάρους κόµποστ µε βάση τον Πίνακα 2.2. 
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Πίνακας 2.2 Πίνακας των πλέον πιθανών αριθµών για δεκαδικές αραιώσεις και 5 

σωλήνες ανά αραίωση.  

 

 

Η γενική εξίσωση για τον υπολογισµό του πλέον πιθανού αριθµού (ΜΡΝ) των 

Halvorson & Ziegler βάση των θετικών και των αρνητικών σωλήνων σε τρεις 

διαδοχικές αραιώσεις είναι : 

a1n1+a2n2+a3n3 = [(a1p1/1-e-a1x)+(a2p2/1-e-a2x)+(a3p3/1-e-a3x)] 

όπου: 

• Οι δείκτες 1,2,3 αναφέρονται στην πρώτη, δεύτερη και τρίτη αραίωση 

• Τα a1, a2, a3 είναι οι ποσότητες του αρχικού δείγµατος στην ποσότητα του 

εµβολίου που χρησιµοποιήθηκε  
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• Τα n1, n2, n3 οι αριθµοί των σωλήνων που εµβολιάστηκαν 

• Τα p1, p2, p3 οι σωλήνες µε θετική ένδειξη 

• Το x εκφράζει τον πλέον πιθανό αριθµό µικροοργανισµών που υπήρχε στην 

ποσότητα του εµβολίου που προστέθηκε στη µεσαία αραίωση. 

Πολλαπλασιάζοντας το x µε τον συντελεστή αραίωσης έχουµε τον πλέον 

πιθανό αριθµό µικροοργανισµών στο αρχικό δείγµα. 

Επίσης ελέγχθηκε η δυνατότητα αζωτοδέσµευσης του ίδιου του κόµποστ. 

Συγκεκριµένα 10 g κόµποστ τοποθετήθηκαν σε φιαλίδια τύπου McCartney (3 

επαναλήψεις). Στα φιαλίδια, αφού κλείστηκαν αεροαστεγώς, προστέθηκε  1 ml 

ακετυλένιο, και επωάστηκαν 24 ώρες στους 30 και στους 50 °C. Την επόµενη µέρα 

πραγµατοποιήθηκε η δοκιµή του ακετυλενίου µε λήψη 1 ml δείγµατος από την αέρια 

φάση του φιαλιδίου.  

 

2.5.1.6 Θρεπτικό υλικό ανάπτυξης κυτταρινολυτικών βακτηρίων 
 
Για την αποµόνωση των κυτταρινολυτικών βακτηρίων χρησιµοποιήθηκε το εκλεκτικό 

θρεπτικό υπόστρωµα CMC Agar (από το συστατικό CarboxyMethylCellulose, µία 

διαλυτή µορφή της κυτταρίνης), όπου η κυτταρίνη ήταν η µοναδική πηγή άνθρακα. 

Το υλικό αυτό επειδή περιέχει κυτταρίνη χρειάστηκε θέρµανση κατά την παρασκευή 

του. Χρησιµοποιήθηκαν οι αραιώσεις 10-4 – 10-8. 

Μετά την επώαση των τρυβλίων και την ανάπτυξη των οργανισµών, τα τρυβλία 

εµβαπτίστηκαν σε διάλυµα ιωδίου της χρώσης Gram για 2 – 3 min, προκειµένου να 

παρατηρηθεί και να µετρηθεί, εάν υπάρχει, η καθαρή ζώνη γύρω από την κάθε 

αποικία. Η αποικοδόµηση της κυτταρίνης παρατηρείται µέσω αποχρωµατισµού του 

υποστρώµατος CMC Agar. Γύρω από τις αποικίες των κυτταρινολυτικών βακτηρίων 

παρατηρείται διαυγής ζώνη, ενώ το υπόστρωµα που δεν είχε υδρολυθεί χρωµατιζόταν 

υποκύανο (Kasana et al., 2008). 
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    2.5.2 Αποµόνωση µικροοργανισµών σε καθαρή καλλιέργεια  
 

Μετά την επώαση, µεµονωµένες αποικίες από κάθε τρυβλίο, αφού ελέγχθηκαν ως 

προς την καθαρότητά τους (γραµµική επίστρωση – streaking) και µελετήθηκε η 

αντίδρασή τους στη χρώση κατά Gram, φυλάχθηκαν σε διάλυµα γλυκερόλης 25% 

στους -80 °C. Η µέθοδος αυτή χρησιµοποείται για την αποµόνωση αερόβιων 

µικροοργανισµών (όχι όµως για νηµατοειδείς, όπως οι µύκητες) και επιτρέπει την 

προοδευτική αραίωση του εµβολίου, ώστε τελικά να διαχωριστούν τα κύτταρα µεταξύ 

τους και καθένα να δώσει µια αποικία. Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε για την 

αποµόνωση των ολικών, σποριογόνων, κυτταρινολυτικών και αζωτοδεσµευτικών 

βακτηρίων και ακτινοµυκήτων. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε επωαστικό θάλαµο 

στους 30°C.  

Για την αποµόνωση των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων, από τους θετικούς σωλήνες 

της δοκιµής του ακετυλενίου, εµβολιάσθηκαν τρυβλία µε στερεό θρεπτικό 

υπόστρωµα Rennie (µε τη µέθοδο της γραµµικής επίστρωσης - streaking). Οι 

µεµονωµένες αποικίες που προέκυψαν, ελέχθηκαν για την καθαρότητά τους και 

επαληθεύτηκε η αζωτοδευσµευτική τους ικανότητα (δοκιµή ακετυλενίου). 

Στις αποικίες των βακτηρίων (ολικών, σπροριογόνων, κυτταρινολυτικών, 

αζωτοδεσµευτικών) που αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια έγινε καταγραφή της 

µορφολογίας της αποικίας στο στερεό υπόστρωµα και χρώση κατά Gram των 

κυττάρων. 

 Στα σποριογόνα βακτήρια πραγµατοποιήθηκε και η µέθοδος χρώσης του 

ενδοσπορίου (Schaeffer  - Fulton spore stain method). 

Για την αποµόνωση καθαρών καλλιεργειών µυκήτων ένα τµήµα της αρχικής αποικίας 

(από το τρυβλίο για την καταµέτρηση του ολικού αριθµού) µεταφέρθηκε σε τρυβλίο 

µε το αντίστοιχο θρεπτικό. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου. 

Τα στελέχη που αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια µεταφέρθηκαν σε γυάλινους 

δοκιµαστικούς σωλήνες, που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωµα PDA υπό κλίση, για τη 

συντήρησή τους. 

 

 



 57

    2.5.3 Εκτίµηση της αναπνευστικής δραστηριότητας  

 

Για την εκτίµηση της αναπνευστικής δραστηριότητας των δειγµάτων κόµποστ 

χρησιµοποιήθηκε το ηλεκτρολυτικό αναπνευσίµετρο, όπως αυτό περιγράφεται από 

τους Manios and Balis (1983). Η αρχή της µεθόδου στηρίζεται στην ποσοτική 

αναπλήρωση του οξυγόνου που καταναλίσκεται από το κόµποστ, µε οξυγόνο το οποίο 

παράγεται ηλεκτρολυτικά. Η ποσότητα εποµένως του καταναλισκόµενου οξυγόνου 

µπορεί να εκτιµηθεί από τον όγκο του υδρογόνου που παράγεται κατά την 

ηλεκτρόλυση. 

 

Πειραµατική διαδικασία: 

50g δείγµατος κόµποστ τοποθετείται σε σφαιρικές φιάλες και επωάζεται σε 

υδατόλουτρο σταθερής θερµοκρασίας στους 30 °C και στους 50°C για την θερµόφιλη 

φάση. Στο εσωτερικό της φιάλης και πάνω στην επιφάνεια του κόµποστ τοποθετείται 

σωληνίσκος µε 2 ml διαλύµατος ΚΟΗ 4Ν και εντός αυτού τοποθετούµε πτυχωτό 

τεµάχιο διηθητικού χαρτιού, ώστε να αυξάνεται η επιφάνεια του διαλύµατος ΚΟΗ και 

εποµένως και η ικανότητα δέσµευσης CO2.  

Στη φιάλη προσαρµόζεται αεροστεγώς, µε τη βοήθεια λίπους σιλικόνης το ειδικά 

διαµορφωµένο πώµα, το οποίο φέρει στρόφιγγα και πλάγιο σωλήνα που είναι 

συνδεδεµένος µέσω ελαστικού σωλήνα µε το ηλεκτρόδιο παραγωγής οξυγόνου στο 

ποτήρι (εντός του ποτηριού βρίσκεται ανεστραµµένη προχοΐδα - τόσο η προχοΐδα όσο 

και το ποτήρι έχουν ήδη πληρωθεί µε διάλυµα H2S04 0,2 N). Στο εσωτερικό άνοιγµα 

της προχοΐδας που βρίσκεται βυθισµένο στο ποτήρι, υπάρχει προσαρµοσµένο το 

ηλεκτρόδιο παραγωγής υδρογόνου. Οι ακίδες Pt των δύο ηλεκτροδίων συνδέονται µε 

ηλεκτρική πηγή συνεχούς ρεύµατος (12 – 24 V, 10 Α) µέσω γεφυρών Hg. Το διάλυµα 

του H2S04 στην προχοΐδα που εκτοπίζεται από το εκλυόµενο υδρογόνο, υπερχειλίζει 

µέσω του ποτηριού στο χωνί και παροχετεύεται σε φιάλη συλλογής για να 

επαναχρησιµοποιηθεί.  

Χαµηλώνεται το ηλεκτρόδιο οξυγόνου, έχοντας τη στρόφιγγα ανοιχτή, µέχρις ότου η 

ακίδα Pt βυθιστεί στο διάλυµα του H2S04, οπότε και ξεκινά η ηλεκτρόλυση. Κλείσιµο 

της στρόφιγγας. 
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Ανυψώνεται το ηλεκτρόδιο µέχρις ότου διακοπεί το ηλεκτρικό κύκλωµα. Η στιγµή 

αυτή θεωρείται χρόνος µηδέν. Σε τακτά χρονικά διαστήµατα σηµειώνεται ο όγκος του 

υδρογόνου που συλλέγεται στην προχοΐδα. 

 

Εικόνα 2.2 Σχηµατική αναπαράσταση µιας µονάδας αναπνευσίµετρου 

(Προσαρµοσµένο από Manios & Balis, 1983). 

Οι όγκοι υδρογόνου στην προχοΐδα, επηρεάζονται από τη βαροµετρική πίεση Β 

(mmHg), τη θερµοκρασία του χώρου Θ (°C) και το ύψος h (cm) του διαλύµατος 

H2SO4. Κατά συνέπεια για να είναι συγκρίσιµοι θα πρέπει να διορθωθούν και να 

αναχθούν σε όγκους κανονικών συνθηκών θερµοκρασίας και πίεσης ( 0°C και 760 

mmHg). 

Οι διορθώσεις αυτές γίνονται εφαρµόζοντας τον τύπο: 

V0 = [(Β - δ - 10 hq/d)*V] / P0 (1 + αθ) 

Όπου: ν0 = ∆ιορθωµένος όγκος Η2 (0 °C, 760 mmHg) 

V = Όγκος Η2 στην προχοΐδα (ml) στο χρόνο t. 

Β = Βαροµετρική πίεση την στιγµή της ανάγνωσης του V. 

δ = Τάση ατµών του διαλύµατος 0,2 Ν Η2SΟ4( = 17 mmΗg). 
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h = Ύψος της στήλης του Η2SΟ4 στην προχοΐδα τη στιγµή της 

ανάγνωσης του V. 

q = Πυκνότητα του διαλύµατος 0.2 Ν Η2SΟ4( = 1,012 g/cm3). 

d = Πυκνότητα Ηg (13,596 g/cm3). 

Ρ0 = Κανονική ατµοσφαιρική πίεση (760 mm Ηg ) 

α = 1/273=0,00367 

Θ = Θερµοκρασία του χώρου τη στιγµή της ανάγνωσης του V. 

Ο ανωτέρω τύπος µετά από σχετικές αντικαταστάσεις και λαµβάνοντας υπ' όψη την 

διατοµή των προχοΐδων και τον όγκο τους µετασχηµατίζεται και λαµβάνουµε τον 

ακόλουθο απλούστερο τύπο: 

ν0 = [(Β-17-0,7815x)(50-x)] / [760*(1+0,00367Θ)] 

Όπου x είναι η ανάγνωση της στήλης στο ύψος του µηνίσκου στην προχοΐδα. 

 

   2.6 Μοριακές τεχνικές 
 

2.6.1 Επιλογή βακτηριακών στελεχών για ταυτοποίηση 
 
Από τα συνολικά δέκα κυτταρινολυτικά βακτηριακά στελέχη που αποµονώθηκαν 

κατά τη διάρκεια της παρούσας Μεταπτυχιακής Μελέτης, µελετήθηκαν τρία, τα οποία 

προέρχονται από διαφορετικές φάσεις της διαδικασίας κοµποστοποίησης. 

Πίνακας 2.3 Κωδικοποίηση και περιγραφή των υπό µελέτη στελεχών 

α/α Στέλεχος Κωδικοποίηση Περιγραφή 

1 2 Cell2 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(ε) 

2 8 (αποικία 2) Cell8 3η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) - Αποικία 2 

3 9 (αποικία 1) Cell9 3η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) – Αποικία 1 
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2.6.2 Αποµόνωση ολικού γενετικού υλικού (DNA) 
 

2.6.2.1  Αποµόνωση DNA (genomic extraction) 
Από τα τρία βακτηριακά στελέχη το ένα βρέθηκε αρνητικά στην χρώση κατά Gram 

και τα δύο θετικά, οπότε ακολουθήθηκε το αντίστοιχο πρωτόκολλο που αφορά Gram- 

και Gram+ βακτήρια. Για την αποµόνωση του γενετικού υλικού ακολουθήθηκε η 

παρακάτω διαδικασία σύµφωνα µε το kit Nucleonspin Plasmid της εταιρείας 

Macherey-Nagel (www.mn-net.com): 

I. Συλλογή των Βακτηριακών κυττάρων  

Αρχικά έγινε φυγοκέντρηση 1,5ml καλλιέργειας στις 13.000 rpm ή 11.500 g (full 

speed) για τρία λεπτά. Ακολούθως ξεπλύναµε µε 1ml NaCl 150 mM και έγινε πάλι 

φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για τρία λεπτά και αφαιρούµε ότι υγρό έχει αποµείνει 

στο σωλήνα τύπου eppendrf. 

II.  ∆είγµα πριν τη λύση των κυττάρων 

Σε σωλήνα τύπου eppendorf που έφερε τα βακτηριακά κύτταρα προστέθηκαν 180 µl 

από το buffer Τ και 20 µl διαλύµατος  RNase και αφήνουµε για 10 min. Ακολούθως 

βάζουµε 20 µl Proteinase K και αφήνουµε για 30 min στους 55 0C.  

III.  Λύση 

Προσθέτουµε 200 µl  διαλύµατος Lyse C, όπου το αφήνουµε για επώαση στους 55°C 

για 10 min. Σύντοµη ανάδευση. 

IV.  Ρύθµιση συνθηκών δέσµευσης DNA. 

Στους σωλήνες τύπου eppendorf προσθέτουµε 200 µl αιθανόλης (95-100%) και 

ανακατεύουµε καλά (δεν κάνουµε ποτέ vortex). 

V. ∆έσµευση DNA 

Για κάθε δείγµα τοποθετήθηκε µία στήλη σε ένα σωλήνα συλλογής, όπου από πρίν 

έχουµε βάλει 500 µl διαλύµατος column preparation και το αφήνουµε να πέσει 

(περιµένουµε λίγο παραπάνω από 5 min και ακολούθως κάνουµε φυγοκέντρηση στις 

13.000 rpm για 1 min).  

Όλο το δείγµα από το eppendorf  µεταφέρθηκε στη στήλη. Ακολουθεί φυγοκέντρηση 

στις 8.000 rpm για 1 min. Απόρριψη του διηθήµατος  και επανατοποθέτηση της 

στήλης στον σωλήνα συλλογής.  
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VI.  Ξέπλυµα της µεµβράνης 

1η πλύση: Προσθήκη 500 µl διαλύµατος wash solution 1. Φυγοκέντρηση στις 8.500 

rpm για 1 min. Απόρριψη του διηθήµατος και επανατοποθέτηση της στήλης στον 

σωλήνα συλλογής. 

2η πλύση: Προσθήκη 500 µl διαλύµατος wash solution. Φυγοκέντρηση στις 13.000 

rpm για 3 min. Απόρριψη του διηθήµατος και επανατοποθέτηση της στήλης στον 

σωλήνα συλλογής. 

VII.  Στέγνωµα της µεµβράνης 

Αποµάκρυνση της εναποµείνουσας αιθανόλης µε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 

1 min. 

VIII.  Εκχύλιση DNA  

Τοποθέτηση της στήλης σε eppendorf των 1,5 ml και προσθήκη 55 µl Elute. Επώαση 

σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min. Φυγοκέντρηση στις 8.500 rpm για 1 min. 

Επανατοποθετούµε την στήλη σε eppendorf των 1,5 ml και προσθέτουµε 55 µl Elute. 

Επώαση σε θερµοκρασία δωµατίου για 5 min. Φυγοκέντρηση στις 8.500 rpm για 1 

min. 

∆ιατήρηση του γενετικού υλικού στους -20°C για µετέπειτα χρήση. 

 

2.6.3 Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊκών 
οξέων 
 
Η συγκέντρωση των νουκλεϊκών οξέων (ng/µl) στο εκάστοτε διάλυµα έκλουσης 

(Elution Buffer) αυτών προσδιορίστηκε µέσω φωτοµέτρησης στα 260 nm µε τη χρήση 

σπεκτροφωτόµετρου (Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer). Για το µηδενισµό του 

οργάνου χρησιµοποιήθηκε το διάλυµα έκλουσης του DNA, απουσία γενετικού 

υλικού. 

Η καθαρότητα των νουκλεϊκών οξέων προσδιορίζεται από τον λόγο OD260/OD280. 

Ένα δείγµα DNA θεωρείται καθαρό όταν ισχύει: OD260/OD280 ≥ 1.8.   

OD260/OD280 < 1.8 σηµαίνει ότι το δείγµα µας είναι µολυσµένο µε πρωτεΐνες και 

αρωµατικές ουσίες (π.χ. φαινόλη). 

OD260/OD280 > 2 σηµαίνει πιθανή µόλυνση µε RNA.    
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2.6.4 Αλυσιδωτή αντίδραση πολυµεράσης (Polymerase Chain 
Reaction, PCR) 
 
Με τη χρήση της PCR ενισχύθηκαν δύο περιοχές του ολικού γενετικού υλικού των 

υπό µελέτη στελεχών, µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών (primers). Ενισχύθηκε µία 

περιοχή του γονιδίου που κωδικοποιεί για το 16S rRNA µήκους ~1450 βάσεων (97% 

του συνολικού 16S rRNA γονιδίου). 

Οι αλληλουχίες των εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν παρουσιάζονται στον Πίνακα 

2.4: 

Πίνακας 2.4 Αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων που χρησιµοποιήθηκαν για ενίσχυση 

του16S rRNA. 

  Όνοµα Αλληλουχία (5’ – 3’) 

 

16S rRNA 

Forward fD1 5’- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG -3 

Reverse rD1 5’- CAA GTC GTA AAA GGT AGC CGT -3’ 

 

Οι συνθήκες πραγµατοποίησης της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης για τα δύο 

αυτά γονίδια φαίνονται στον Πίνακα 2.5: 

 

Πίνακας 2.5 Συνθήκες πραγµατοποίησης PCR για ενίσχυση του 16S rRNA. 

Στάδιο Γονίδιο 16S rRNA 

Αρχική αποδιάταξη (initial 

denaturation) 

94,5°C για 4:30 

min 

Αποδιάταξη (denaturation) 94,5°C για 1 min 

36 

κύκλοι 
Υβριδισµός εκκινητών* (annealing) 48°C για 1 min 

Επιµήκυνση (extention) 72°C για 1 min 

Τελική επιµήκυνση (final extention) 72°C για 8  min 

∆ιατήρηση (hold) 6°C για 50 min 



 63

* Η θερµοκρασία υβριδισµού των εκκινητών εξαρτάται κάθε φορά από την 

θερµοκρασία τήξεώς τους (Tm).  

Ο υπολογισµός της θερµοκρασίας τήξεως γίνεται από τη σχέση:  

Tm = [2°C x (αριθµός βάσεων Α και Τ)] + [4°C x (αριθµός βάσεων C και G)] 

Η βέλτιστη θερµοκρασία υβριδισµού των εκκινητών είναι περίπου 5 - 10°C 

χαµηλότερη της Tm. 

Η αντίδραση PCR πραγµατοποιήθηκε εντός ειδικού σωλήνα eppendorf. Τα 

αντιδραστήρια και η ποσότητα αυτών ανά αντίδραση PCR παρουσιάζονται στον 

Πίνακα 2.6: 

 

Πίνακας 2.6 Ποσότητες αντιδραστηρίων ανά αντίδραση PCR για ενίσχυση τµήµατος 

16S rRNA. 

Αντιδραστήρια Όγκος ανά αντίδραση (µl) 

Γονιδιωµατικό DNA (50-60 ng/αντίδραση)* 1 

10x PCR ρυθµιστικό διάλυµα 5 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 

Εκκινητής ευθείας κατεύθυνσης (forward) (10 µM) 1 

Εκκινητής αντίστροφης κατεύθυνσης (reverse) (10 µM) 1 

DMSO 2 

Taq πολυµεράση (2U/µl) 0,5 

ddH20 (έως τελικό όγκο)* 38,5 

Τελικός όγκος 50 

Χρησιµοποιήθηκε το kit DyNAzyme TM EXT DNA Polymerase (FINNZYMES). 

*Η ποσότητα του DNA που χρησιµοποιήθηκε προσαρµόστηκε κατάλληλα, µε βάση 

τη συγκέντρωση DNA (σε ng/µl) που προσδιορίστηκε φωτοµετρικά µε τη χρήση 

σπεκτροφωτόµετρου (Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer), µετά την αποµόνωση 

του ολικού γονιδιωµατικού DNA από κάθε βακτηριακό στέλεχος. Αναλόγως 

προσαρµόστηκε και ο όγκος του χρησιµοποιούµενου ddH20. 
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 2.6.5 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης  
 
Μετά την PCR ακολούθησε ηλεκτροφόρηση όλου του PCR – προϊόντος σε πήκτωµα 

αγαρόζης. Αυτή η µέθοδος είναι η πιο κοινή για τον διαχωρισµό και την ανάλυση του 

DNA. Στόχος της ηλεκτροφόρησης είναι η αποµόνωση της προς µελέτη ζώνης DNA. 

 Για την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκε πήκτωµα αγαρόζης 1%. Η παρασκευή του 

έγινε ως εξής: 0.5g αγαρόζης προστέθηκαν σε 50ml διαλύµατος ΤΑΕ (1%). Το 

διάλυµα θερµάνθηκε σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι να είναι οµοιογενές. Στο 

διάλυµα, αφού κρυώσει, προστέθηκαν 5µl διαλύµατος βρωµιούχου αιθιδίου 

(10mg/ml). Ακολούθησε ανάδευση και το διάλυµα αφέθηκε να στερεοποιηθεί στην 

συσκευή ηλεκτροφόρησης, αφού πρώτα προσαρµόστηκε η κατάλληλη «χτένα» ώστε 

να σχηµατιστούν τα βοθρία φόρτωσης. 

Όταν το πήκτωµα στερεοποιήθηκε φορτώθηκαν τα δείγµατά µας, αφού πρώτα 

προστέθηκε σε αυτά 2 µl χρωστικής φόρτωσης (loading dye). ∆ίπλα στα δείγµατα 

φορτώθηκε µικρή ποσότητα µοριακού µάρτυρα για να είναι δυνατή η εύρεση του 

αριθµού των ζευγών βάσεων που αντιστοιχούν στη ζώνη µας. Εφαρµόστηκε τέλος 

ηλεκτρική τάση (80 – 90 V) στη συσκευή, οπότε και ξεκίνησε η ηλεκτροφόρηση των 

δειγµάτων. 

 

          2.6.6 Αποµόνωση – ανάκτηση DNA από πήκτωµα αγαρόζης. 

Σε µηχάνηµα UV κόβονται οι ζώνες και προστίθενται σε eppendorf. Καταγράφεται το 

καθαρό βάρος κάθε ζώνης και έπειτα µε τη χρήση του PCR clean-up Gel Extraction 

kit (Nucleospin Extract II- Macherey Nagel), γίνεται καθαρισµός του DNA από την 

αγαρόζη, όπως ακριβώς περιγράφεται στο πρωτόκολλο. 

• Προσθέτουµε στο eppendorf Buffer NT τη διπλάσια ποσότητα από αυτή του 
gel 

• Βάζουµε το eppendorf στο υδατόλουτρο στους 55 οC για 10 min (κάθε 2 min 
ανακινούµε) 

• Από τα eppendorf βάζουµε όλο το υγρό στις κολώνες και κάνουµε 
φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 min και αδειάζουµε το υγρό από την 
κολώνα 

• Βάζουµε 700 µl NT3 στις κολώνες και κάνουµε φυγοκέντρηση στις 13.000 
rpm για 1 min 

• Πετάµε το υγρό από την κολώνα  και κάνουµε πάλι φυγοκέντρηση στις 13.000 
rpm για 2 min 
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• Τοποθετούµε την κολώνα σε δικό µας eppendorf και βάζουµε 25 µl elution 
buffer, το αφήνουµε 5 min και κάνουµε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 
min 

 

2.6.6.1 Τεχνητή σύνδεση δύο µορίων DNA (Ligation Reaction)      
 
Η αντίδραση της λιγάσης (ligation) πραγµατοποιήθηκε εντός σωλήνα eppendorf. Τα 

αντιδραστήρια που χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και η ποσότητα αυτών ανά αντίδραση, 

περιγράφονται στον Πίνακας 2.7: 

Πίνακας 2.7 Ποσότητες αντιδραστηρίων ανά αντίδραση ligation. 

Αντιδραστήρια 

Όγκος ανά  

αντίδραση (µl) 

για το Cell2 

Όγκος ανά  

αντίδραση (µl) 

για το Cell8 

Όγκος ανά  

αντίδραση (µl) 

για το Cell9 

10x buffer 1,2  1,2  1,2  

PEG 1,2  1,2  1,2  

T4 laig 0,5  0,5  0,5  

Plasmid 0,5  0,5  0,5  
Insert (16s) (25ng) 1,7  1,2  2,3  

dd H2O 6,9  7,4  6,3  

ΣΥΝΟΛΟ 12  12  12  

 

*Στην αντίδραση διασύνδεσης νουκλεϊκών µορίων (ligation), η αναλογία των µορίων 

του πλασµιδίου και του ένθετου DNA ρυθµίστηκε στο 1:3 ώστε να εξασφαλιστεί η 

όσο το δυνατόν µεγαλύτερη πιθανότητα ενσωµάτωσης του insert στο πλασµίδιο. Ο 

υπολογισµός των ng του ένθετου DNA που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση έγινε 

από τον τύπο: 

 

Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε ολονύκτια παραµονή στους 4 °C. 
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Εικόνα 2.3: Ο χάρτης του πλασµιδιακού φορέα κλωνοποίησης pGEM-T Easy 

(Promega). 

 

2.6.6.2 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli  
 
Ως δεκτικά κύτταρα χρησιµοποιήθηκαν κύτταρα από το βακτηριακό στέλεχος E. coli 

XL-Blue.  

• Προσθήκη 100 µl δεκτικών κυττάρων XL-Blue (Ecoli) στα 10 µl της 

αντίδρασης ligation. 

• Παραµονή στον πάγο για 10 min. 

• Τοποθετείται στους 42°C (υδατόλουτρο) για 1 min και 30 sec. Με το 

θερµικό αυτό σοκ ανοίγουν οι βακτηριακές µεµβράνες και τα πλασµίδια 

εισέρχονται εντός του κυττάρου. 

• Παραµονή στον πάγο για 30 sec. 

• Προσθήκη 200µl LB θρεπτικού. Ήπια ανάδευση. 

• Παραµονή σε υδατόλουτρο στους 37 °C για 1 h. Ταυτόχρονα γίνεται η 

παρασκευή τρυβλίων µε LB και αµπικιλίνη. 

• Προσθήκη 10µl 1M IPTG (ή 2 µl 0,5M IPTG) και 50 µl X-gal( 5-Bromo-

4-Chloro-3-Indolyl-β-D-Galactopyranoside). Η β-γαλακτοσιδάση µεταβολίζει 

την οργανική ένωση X-gal, παράγοντας µια αδρανή µπλε ουσία. Το IPTG 

είναι επαγωγέας για την έκφραση του γονιδίου lac z που εκφράζει τη β-

γαλακτοζιδάση. 
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• Επίστρωση των κυττάρων σε τρυβλίο µε θρεπτικό υλικό LB µε 

αµπικιλίνη, για την επιλογή των µετασχηµατισµένων κυττάρων. Παραµονή 

των τρυβλίων για 15 min στον πάγκο εργασίας. Τοποθέτηση σε επωαστικό 

θάλαµο στους 37°C για 24 ώρες.  

Με αυτή την τεχνική, οι αποικίες που έχουν δεχτεί το πλασµίδιο που φέρει την 

ένθεση, λόγω διακοπής της συνέχειας του γονιδίου που κωδικοποιεί τη β-

γαλακτοσιδάση, δε µεταβολίζουν το X-gal και εποµένως εµφανίζονται λευκές πάνω 

στο τρυβλίο. Αντιθέτως οι αποικίες µε τα µη ανασυνδυασµένα πλασµίδια, παράγουν 

κανονικά τη β-γαλακτοσιδάση και εµφανίζονται µπλε. 

Παρασκευή δεκτικών κυττάρων E. coli 

• Εµβολιασµός 5 ml LB µε βακτηριολογικό κρίκο από στοκ γλυκερόλης E. 

coli XL-Blue. Ολονύκτια παραµονή στους 37 °C. 

• Εµβολιασµός 50 ml LB µε 1 ml από την παραπάνω καλλιέργεια. Στους 37 

°C για ~2h (OD600=0.7). 

• Επώαση στον πάγο για 5 min. Μοίρασµα της καλλιέργειας και 

φυγοκέντρηση στις 4.500 rpm για 15 min στους 4 °C. 

• Τοποθέτηση στον πάγο και επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 50 ml CaCl2 

80mM. 

• Επώαση στον πάγο για 45 min. Φυγοκέντρηση για 15 min.  

• Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 5 ml CaCl2 80mM. 

• Επώαση στον πάγο για 45 min. Προσθήκη 15% γλυκερόλης (900 µl 

γλυκερόλης στα 5 ml κυττάρων). 

• Μοίρασµα σε σωλήνες eppendorf (100 µl). Παραµονή στον πάγο. Φύλαξη 

στους -80 °C.  
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2.6.6.3 Επιλογή µοναδιαίας αποικίας  
 
Επιλογή µοναδιαίας λευκής αποικίας (συνήθως επιλέγονται 2 – 4 αποικίες). Οι 

επιλεγµένες αποικίες εµβολιάζονται σε θρεπτικό µέσο LB παρουσία αµπικιλίνης. 

Επώαση των αποικιών µε ανακίνηση στους 37°C για το πολύ 18 ώρες.  

 

2.6.7 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από µετασχηµατισµένα 
κύτταρα E. Coli 
 
Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA που φέρει την ένθεση γίνεται σε 2 βήµατα: α) 

γίνεται κατάτµηση µε ένζυµο περιορισµού για επαλήθευση της ενσωµάτωσης της 

ένθεσης στο πλασµίδιο, µε κατάτµηση µε τη µέθοδο του βρασµού (Boiling 

preparation) και β) γίνεται αποµόνωση και καθαρισµός του πλασµιδιακού DNA µε τη 

χρήση kit (Qia Prep) για να είναι έτοιµο για αλληλούχιση, για εύρεση της 

νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του προς µελέτη γονιδίου. 

2.6.7.1 Μέθοδος βρασµού (Boiling Preparation), (Holmes & Quigley, 
1981) 
 

• Μεταφέρθηκαν 1,5ml από την καλλιέργεια που έφερε την αποκία µε τα 

µετασχηµατισµένα βακτήρια σε eppendorf και φυγοκεντρήθηκαν στις 13.000 

rpm για 3 min. Αποµάκρυνση όσο το δυνατόν µεγαλύτερης ποσότητας του 

υπερκειµένου. 

• Επαναδιάλυση του ιζήµατος των κυττάρων σε 150 µl διαλύµατος STET, 

παρουσία 2 µl λυσοζύµης (25 mg/ml). Ανακίνηση για πλήρη διαλυτοποίηση 

της pellet σε στατώ. 

• Βρασµός του δείγµατος για 45 sec. 

• Φυγοκέντρηση για 20 min στις 13.000 rpm. 

• Αποµάκρυνση του σχηµατισθέντος ιζήµατος µε αποστειρωµένη 

οδοντογλυφίδα (σε αυτή τη φάση η λυσοζύµη έχει διασπάσει τις κυτταρικές 

µεµβράνες, το απορρυπαντικό έχει κατακρηµνίσει τις πρωτεΐνες, ο βρασµός 

έχει προκαλέσει κροκκίδωση των πρωτεϊνών, και µε τη φυγοκέντρηση 

κατακρηµνίζονται οι κροκκιδωµένες πρωτείνες, µε τις αποδιαταγµένες 

µεµβράνες και το DNA προσκολληµένο πάνω σε αυτές – το πλασµιδιακό 

DNA που µας ενδιαφέρει έχει παραµείνει στο υπερκείµενο). 
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• Προσθήκη 180 µl ισοπροπανόλης. Ήπια ανακίνηση για ανάµιξη των δύο 

φάσεων που σχηµατίζονται σε στατώ.  

• Κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA µε φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm 

για 5 min σε ψυχόµενη φυγόκεντρο. 

• Καλή αποµάκρυνση του υπερκειµένου και στέγνωµα των eppendorf. 

• Επαναδιάλυση του ιζήµατος µε 20 µl διαλύµατος TE.  

Ακολουθεί πέψη µε ενδονουκλεάση περιορισµού (EcoRI). Τα αντιδραστήρια που 

χρησιµοποιήθηκαν, καθώς και η ποσότητα αυτών ανά αντίδραση περιγράφονται στον 

Πίνακα 2.8. 

Πίνακας 2.8 Ποσότητες αντιδραστηρίων ανά αντίδραση πέψης µε ενδονουκλεάση 

περιορισµού. 

Αντιδραστήρια πέψης  Όγκος ανά αντίδραση (µl) 

Πλασµιδιακό DNA 2,4 

EcoRI enzyme 1,1 

10x buffer 2 

RNase  0,5 

ddH20 (έως τελικό όγκο 20 µl) 14 

Total  20 

Επώαση στους 37°C για 1:30 h. 

Ηλεκτροφόρηση όλου του προϊόντος πέψης σε πήκτωµα αγαρόζης (1%), και επιλογή 

των αποικιών που έδωσαν την καλύτερη εικόνα µετά την πέψη.  

2.6.7.2 QIAPrep Miniprep  
 
Παίρνουµε ένα δείγµα από τις υγρές καλλιέργειες που επιλέξαµε από την 

προηγούµενη µεθοδολογία 

 
∆ιαδικασία 
 

• Βάζουµε 1,5 ml από τις καλλιέργειες και φυγοκεντρούµε στις 13.000 rpm για 

3 min. Αδειάζουµε το υπερκείµενο και ξαναβάζουµε 1 ml από τις καλλιέργειες 
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και φυγοκεντρούµε στις 13.000 rpm για 3 min. Αποµάκρυνση του 

υπερκειµένου και ότι έχει µείνει αφαιρείται µε την πιπέτα. 

• Προετοιµασία των δοκιµαστικών σωλήνων µε τις στήλες τους από το κουτί 

της µεθόδου 

• Προσθήκη 240 µl Buffer A1( ψυγείο γιατί έχει RNase) και διαλυση του 

ιζήµατος. 

• Προσθήκη 240 µl Buffer A2 ( σπάει τις µεµβράνες ) και ήπια ανακίνηση µέχρι 

να γίνουν όλα διάφανα χωρίς θαµπάδα. ∆εν πρέπει να µείνουν πολλή ώρα έτσι 

(µέχρι 5 min). Προσθήκη αµέσως 290 µl Buffer 3 και ανακίνηση κατευθείαν 

το καθένα ( που γεµίζει άσπρα κοµµατάκια τα οποία είναι κοµµάτι µεµβρανών 

και πρωτεϊνών των µεµβρανών ) και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 5 min 

• Μεταφορά του υπερκειµένου που έχει το DNA µας µε την πιπέτα στους 

σωλήνες µε τις στήλες. Φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 min 

• Προσθήκη 150 µl Buffer A4 και φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 min στη 

στήλη και εφόσον έχουν αδειάσει οι σωλήνες. Άδειασµα πάλι του 

περιεχοµένου του σωλήνα και φυγοκέντρηση ξανά στις 13.000 rpm για 2 min 

(για να στεγνώσει η µεµβράνη από τυχόν υπολείµµατα αιθανόλης) 

• Έχουν ετοιµαστεί καινούριοι σωλήνες τύπου eppendorf και σηµειώνεται 

όνοµα δείγµατος, γονιδίου και Qia-prep. Τοποθέτηση της κάθε στήλης στο 

αντίστοιχο eppendorf  

• Προσθήκη 50 µl AE (στο κέντρο της στήλης) για 7-8 min. Ακολουθεί 

φυγοκέντρηση στις 13.000 rpm για 1 min. Το DNA είναι µέσα στους σωλήνες 

τύπου eppendorf και γίνετε ανάδευση µε το χέρι 

• Γίνετε φωτοµέτρηση. Υπολογίζετε ότι θα σταλεί για αλληλούχιση 1µg από το 

κάθε δείγµα π.χ. 1µg/0.1137 = 9 µl (για συγκέντρωση δείγµατος από 

φωτοµέτρηση 113,7 ng/µl 

• Προετοιµάζονται καινούρια eppendorf, γράφεται sequencing και παίρνουµε τα 

αντίστοιχα µl για το καθένα και τοποθετούνται στους 37 οC στο θάλαµο 

επώασης ανοιχτά µε µεµβράνη από πάνω και αφήνονται µέχρι να στεγνώσουν 

πλήρως 3-4 hr. Μετά τοποθετούνται στην κατάψυξη 

• Γίνετε επαλήθευση µε πέψη  EcoR-I. 
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Πίνακας 2.9 Ποσότητες αντιδραστηρίων ανά αντίδραση πέψης µε ενδονουκλεάση 

περιορισµού. 

Αντιδραστήρια πέψης  Όγκος ανά αντίδραση (µl) 

Πλασµιδιακό DNA 2,5 

EcoRI enzyme 0,5 

10x buffer 2 

ddH20 (έως τελικό όγκο 20 µl) 15 

Total  20 

Ηλεκτροφόρηση όλου του προϊόντος πέψης σε πήκτωµα αγαρόζης (1%) για 

επιβεβαίωση της πέψης. Προσδιορισµός της συγκέντρωσης του πλασµιδιακού DNA 

µε φωτοµέτρηση στο σπεκτροφωτόµετρο. Στέγνωµα 1000 ng πλασµιδιακού DNA για 

χρήση στις επακόλουθες αντιδράσεις αλληλούχισης.   

 

 2.6.8 Ανάλυση αλληλουχιών & Φυλογενετική ανάλυση 
 
Τα δείγµατα εστάλησαν σε αναλυτικό εργαστήριο για ανάγνωση των αλληλουχιών 

(sequencing). Ο προσδιορισµός των αλληλουχιών έγινε µε σύγκριση αυτών µε ήδη 

καταχωρηµένες αλληλουχίες της GenBank, µε χρήση του αλγόριθµου BLAST, µέσω 

της βάσης δεδοµένων NCBI. Οι ακολουθίες ευθυγραµµίστηκαν µε χρήση του 

αλγόριθµου ClustalW µέσω του προγράµµατος Mega 5.0. Το φυλογενετικό δένδρο 

πραγµατοποιήθηκε µε τη µέθοδο Neighbor Joining (Saitou & Masatoshi, 1987).  
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Κεφάλαιο 3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 

     3.1 Φυσικοχηµικές Παράµετροι 

3.1.1 Θερµοκρασία 
 

Το προς κοµποστοποίηση υλικό (ΥΕΒ) τοποθετήθηκε στο κιβώτιο κοµποστοποίησης 

στις 20 Ιανουαρίου 2011. Οι µετρήσεις της θερµοκρασίας του σωρού άρχισαν µε την 

έναρξη του πειράµατος και συνεχίστηκαν σχεδόν καθηµερινά µέχρι και τη φάση της 

ωρίµανσης.  

Από τα αποτελέσµατα των µετρήσεων της θερµοκρασίας όπως αυτά παρουσιάζονται 

στο ∆ιάγραµµα 3.1 φαίνεται ότι η µέγιστη θερµοκρασία που καταγράφηκε ήταν 52 
οC την 4η ηµέρα της κοµποστοποίησης, όπου ήταν και το µέγιστο της πρώτης 

θερµόφιλης φάσης. Η υψηλότερη θερµοκρασία µετά το πρώτο γύρισµα του σωρού, 

καταγράφηκε την 65η ηµέρα (3 ηµέρες µετά το γύρισµα και τη διαβροχή ) και ήταν 45 
οC. 

 

 

 

∆ιάγραµµα 3.1 ∆ιακύµανση της θερµοκρασίας συναρτήσει του χρόνου.  

Τα στάδια της κοµποστοποίησης όπως προέκυψαν από τη διακύµανση της 



 73

θερµοκρασίας κατά τη διάρκεια του πειράµατος, παρουσιάζονται στον Πίνακα 3.1 

 

Πίνακας 3.1 ∆ιάρκεια των φάσεων κοµπoστοποίησης, σε ηµέρες. 

Φάσεις Κοµποστοποίησης Σωρός Κοµποστοποίησης 

Αρχική Μεσόφιλη 0 (εγκατάσταση) 

1η θερµόφιλη 1η – 4η  

2η Μεσόφιλη 5η – 64η  

2η θερµόφιλη 65η – 67η  

3η µεσόφιλη - Ωρίµανση 68η – Τέλος της διαδικασίας 

 

3.1.2 Υγρασία 
 

Οι µετρήσεις της υγρασίας έγιναν τις ηµεροµηνίες των δειγµατοληψιών. Τα 

αποτελέσµατα παρουσιάζονται στο ∆ιάγραµµα 3.1. Η πορεία της υγρασίας του 

σωρού ήταν αναµενόµενη. Μετά την αρχική διαβροχή (73,10 %) ακολούθησε 

πτωτική πορεία και έφτασε το 49,13% την 61η ηµέρα. Αµέσως µετά τη διαβροχή (την 

ίδια ηµέρα) αυξήθηκε στην τιµή του 75,70%.  

 

 

∆ιάγραµµα 3.2  Η πορεία της υγρασίας του σωρού κατά τη διάρκεια της 

κοµποστοποίησης 
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3.1.3 Μεταβολή του pH 
 

Στο ∆ιάγραµµα 3.3 φαίνεται ότι το pH καθ’ όλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης 

είναι ουδέτερο έως ελαφρώς αλκαλικό. Είναι ευδιάκριτο ότι δεν υπάρχουν 

σηµαντικές µεταβολές µέχρι τη δεύτερη θερµόφιλη φάση. Όσο ο σωρός πλησιάζει 

προς τη φάση της ωρίµανσης παρατηρείται τάση αύξησης του pH (7,70 την 67η 

ηµέρα). 

 

 

 

Μεταβολή του pH κατά την Κοµποστοποίηση
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∆ιάγραµµα 3.3  Η πορεία των τιµών του pH κατά τη διάρκεια της κοµποστοποίησης 

 

 

3.1.4 Μεταβολή της ηλεκτρικής αγωγιµότητας 
 

 

Η ηλεκτρική αγωγιµότητα διαλύµατος είναι µια µαθηµατική έκφραση της ικανότητας 

ενός υδατικού διαλύµατος να άγει το ηλεκτρικό ρεύµα. Η µονάδα µέτρησής της είναι 

Siemens/m.  

Τα αποτελέσµατα των µετρήσεων της ηλεκτρικής αγωγιµότητας παρουσιάζονται 
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στην διάγραµµα 3.4. Στη δεύτερη δειγµατοληψία η τιµή της ηλεκτρικής 

αγωγιµότητας παρουσίασε µία απότοµη αύξηση, στη συνέχεια µειώθηκε σταδιακά 

φθάνοντας ακόµα και σε χαµηλότερα επίπεδα της αρχικής τιµής. 

 

Εύρος EC: 2.53 - 4.55 mS/cm.   

 

 

 

∆ιάγραµµα 3.4  Η πορεία των τιµών της ηλεκτρικής αγωγιµότητας κατά τη διάρκεια 

της κοµποστοποίησης. 

 

3.1.5 Το νιτρικό άζωτο (NO3
- - N) 

 

Όπως φαίνεται στό ∆ιάγραµµα 3.5 το νιτρικό άζωτο παραµένει σχεδόν σταθερό έως 

και την 1η θερµόφιλη φάση. Κατά τη 2η µεσόφιλη αυξάνεται ελαφρώς, ενώ κατά τη 2η 

θερµόφιλη παρατηρείται µικρή πτώση. 
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∆ιάγραµµα 3.5 ∆ιακύµανση της συγκέντρωσης του νιτρικού αζώτου συναρτήσει του 

χρόνου. 

3.1.6 Το αµµωνιακό άζωτο (NH4+-N) 
 
Η συγκέντρωση του αµµωνιακού αζώτου παρουσιάζει πτωτική τάση κατά την 1η 

θερµόφιλη φάση. Στη συνέχεια, έως και τη 2η θερµόφιλη φάση παρατηρείται αύξηση 

της συγκέντρωσης του αµµωνιακού αζώτου. Η αύξηση αυτή είναι ένδειξη ότι δεν έχει 

ολοκληρωθεί ακόµα η διαδικασία της κοµποστοποίησης.  
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∆ιάγραµµα 3.6 ∆ιακύµανση της συγκέντρωσης του αµµωνιακού αζώτου συναρτήσει 

του χρόνου. 

 

3.1.7 Ολικό άζωτο 
 

Στο ∆ιάγραµµα 3.7 φαίνεται ότι το ολικό άζωτο αυξάνεται σε όλη τη διάρκεια της 

κοµποστοποίησης. 

Εύρος %Ν: 1.43 – 3.19 
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∆ιάγραµµα 3.7 ∆ιακύµανση ολικού αζώτου συναρτήσει του χρόνου. 

 

 

 3.2 Μικροβιολογικές αναλύσεις 
 

3.2.1 Ολικά βακτήρια 
 

 

∆ιάγραµµα 3.8 ∆ιακύµανση Αριθµού Βιώσιµων Μονάδων Ολικών Βακτηρίων 

συναρτήσει του χρόνου 
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Στο ∆ιάγραµµα 3.8 φαίνεται ότι ο ΑΒΜ των Ολικών Βακτηρίων αρχικά παρουσιάζει 

µικρή µείωση µέχρι και την 1η θερµόφιλη φάση. Η µείωση αυτή οφείλεται στις 

υψηλές θερµοκρασίες που επικρατούν στο σωρό κοµποστοποίησης τη συγκεκριµένη 

χρονική περίοδο. Όπως είναι φυσικό αναµένεται σταδιακή µείωση των µεσόφιλων 

µικροοργανισµών και αντικατάστασή τους από θερµόφιλους µικροοργανισµούς.  

Κατά τη 2η µεσόφιλη φάση ο ΑΒΜ των ολικών βακτηρίων αυξάνεται όπου 

παρατηρείται και το µέγιστο, λόγω της επαναφοράς της θερµοκρασίας σε 

περισσότερο φυσιολογικά επίπεδα. 

Αµέσως µετά το γύρισµα, τη διαβροχή και την αύξηση της θερµοκρασίας 

παρατηρείται νέα µείωση του πληθυσµού των Ολικών Βακτηρίων κατά τη δεύτερη 

θερµόφιλη φάση. 

Εύρος πληθυσµού ΟΒ: 3.76 x 109 – 1.71 x 1011 cfu/g ξ.δ. 

 

 

 

3.2.2 Μύκητες  
 
Όπως φαίνεται στο ∆ιάγραµµα 3.9 ο Αριθµός Βιώσιµων Μονάδων των Μυκήτων 

µειώνεται κατά την 1η θερµόφιλη φάση, λόγω του γεγονότος ότι επικρατούν υψηλές 

θερµοκρασίες σε αυτή τη φάση της κοµποστοποίησης και οι µύκητες είναι κυρίως 

µεσόφιλοι οργανισµοί. Κατά την 2η µεσόφιλη φάση ο ΑΒΜ αυξάνεται λόγω της 

επαναφοράς της θερµοκρασίας σε φυσιολογικά επίπεδα. Με την άνοδο της 

θερµοκρασίας κατά την 2η θερµόφιλη φάση παρατηρείται εκ νέου µείωση των ΑΒΜ 

των µυκήτων για τους λόγους που προανεφέρθησαν.  

 

Εύρος πληθυσµού µυκήτων: 3.50 x 106 – 1.11 x 108 propagules (αναπαραγωγικές 

µονάδες)/g ξ.δ. 
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∆ιάγραµµα 3.9 ∆ιακύµανση Αριθµού Βιώσιµων Μονάδων Μυκήτων συναρτήσει του 

χρόνου. 

3.2.3 Ακτινοµύκητες 
 

Ο πληθυσµός των ακτινοµυκήτων µειώνεται σηµαντικά κατά την πρώτη θερµόφιλη 

φάση, ενώ µετά το πέρας της και καθώς η θερµοκρασία µειώνεται, ο πληθυσµός 

επανέρχεται στην αρχική του πυκνότητα και παραµένει σταθερός και κατά τη δεύτερη 

θερµόφιλη φάση (∆ιάγραµµα 3.10). 

Εύρος πληθυσµού ακτινοµυκήτων: 3.10 x 107 – 2.04 x 109 cfu/g ξ.δ. 

 

∆ιάγραµµα 3.10 ∆ιακύµανση Αριθµού Βιώσιµων Μονάδων Ακτινοµυκήτων 

συναρτήσει του χρόνου. 
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3.2.4 Σποριογόνα βακτήρια 
 

Όπως φαίνεται από το ∆ιάγραµµα 3.11 ο ΑΒΜ των σποριογόνων βακτηρίων 

παραµένει σχεδόν αµετάβλητος µέχρι και τη 2η µεσόφιλη φάση, ενώ στη συνέχεια 

παρατηρείται αύξηση του πληθυσµού λόγω των υψηλών θερµοκρασιών και τη 

δυνατότητα που έχουν τα σποριογόνα βακτήρια να επιβιώνουν σε αυτές.  

Εύρος πληθυσµού σποριογόνων βακτηρίων: 8.28 x 108 – 1.40 x 1010 cfu/g ξ.δ. 

 

∆ιάγραµµα 3.11 ∆ιακύµανση Αριθµού Βιώσιµων Μονάδων Σποριογώνων 

Βακτηρίων συναρτήσει του χρόνου. 

3.2.5 Αζωτοδεσµευτικά βακτήρια 
 
Ο πληθυσµός των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων από την έναρξη της 

κοµποστοποίησης έως τη 2η µεσόφιλη φάση παραµένει σχεδόν σταθερός. Κατά τη 2η 

θερµόφιλη φάση παρατηρήθηκε µικρή αύξηση του πληθυσµού των 

αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων. 

Εύρος πληθυσµού αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων : 4.33 x 106 – 3.00 x 107 cfu/g ξ.δ. 
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∆ιάγραµµα 3.11 ∆ιακύµανση πληθυσµού Αζωτοδεσµευτικών Βακτηρίων συναρτήσει 

του χρόνου. 

Στις δύο θερµόφιλες φάσεις ο πληθυσµός των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων 

εκτιµήθηκε µετά από επώαση των σωλήνων της MPN και στους 50 °C. Μετά την 

επώαση παρατηρήθηκε ότι κατά την 1η θερµόφιλη φάση ο πληθυσµός ήταν µηδενικός 

(όλοι οι σωλήνες έδειξαν µηδενική αζωτοδέσµευση), ενώ στη 2η θερµόφιλη φάση ο 

πληθυσµός των θερµόφιλων ή/και των θερµοανθεκτικών αζωτοδεσµευτικών 

βακτηρίων εκτιµήθηκε στα επίπεδα των 1.66 x 104 cfu/g ξ.δ. 

 

 

∆ιάγραµµα 3.12 ∆ιακύµανση του πληθυσµού των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων 

συναρτήσει του χρόνου, µετά από επώαση των σωλήνων στους 50 °C. 
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3.2.6 Αζωτοδεσµευτική δραστηριότητα δειγµάτων κόµποστ 
 
Η εκτίµηση της αζωτοδεσµευτικής δραστηριότητας σε δείγµατα κόµποστ τα οποία 

επωάσθηκαν στους 30 0C και στους 50 0C έδειξε ότι µόνο σε δείγµατα που 

επωάσθηκαν στους 50 0C ανιχνεύθηκε θετική ένδειξη στη δοκιµή αναγωγής του 

ακετυλενίου ( σε ένα φιαλίδιο universal στη 2η δειγµατοληψία και σε δύο στην 4η ) 

(Πίνακας 3.2) 

Πίνακας 3.2 Αποτελέσµατα της δοκιµής ακετυλενίου στα δείγµατα κόµποστ, στις 

θερµόφιλες φάσεις (2η, 4η δειγµατοληψία). Οι σωλήνες επωάστηκαν στους 30 και 

στους 50 °C. Με (+) σηµειώνονται οι σωλήνες µε θετική ένδειξη αναγωγής 

ακετυλενίου.  

Σωρός Κοµποστοποίησης 

Θερµοκρασία 

επώασης σωλήνων 
30° C 50° C 

∆ειγµατοληψία 2η 4η 2η 4η 

 Ένδειξη 

σωλήνα 

nmoles 

Eth/g 

ξ.δ./day 

Ένδειξη 

σωλήνα 

nmoles 

Eth/g 

ξ.δ./day 

Ένδειξη 

σωλήνα 

nmoles 

Eth/g 

ξ.δ./day 

Ένδειξη 

σωλήνα 

nmoles 

Eth/g 

ξ.δ./day 

 

Επανάληψη 

1 - - - - - - + 0,88 

2 - - - - - - + 0,84 

3 - - - - + 0,29 - - 

3.2.7 Κυτταρινολυτικά Βακτήρια 
 

Για την καταγραφή του ΑΒΜ των κυτταρινολυτικών βακτηρίων µετρήθηκαν οι 

αποικίες βάσει της ζώνης διαύγειας που δηµιουργήθηκε µε χρήση ιωδιούχου καλίου.   

Αρχικά και µέχρι τη 2η µεσόφιλη φάση δεν παρατηρήθηκαν πληθυσµοί 

κυτταρινολυτικών βακτηρίων. Στο τέλος της 2η µεσόφιλης φάσης (62η ηµέρα) 

παρατηρήθηκαν κυτταρινολυτικά βακτήρια, ενώ κατά τη 2η θερµόφιλη φάση ο 

πληθυσµός τους παρουσίασε µικρή αύξηση. Όπως φαίνεται και στο ∆ιάγραµµα 3.13 

κυτταρινολυτικά βακτήρια καταµετρήθηκαν και αποµονωθήκαν µετά από 60 ηµέρες 

κοµποστοποίησης. Αυτό οφείλεται στην εξάντληση των εύκολα αποικοδοµήσιµων 

ουσιών καθώς και στην παραµονή σύνθετων οργανικών ουσιών, όπως η κυτταρίνη 

και η λιγνίνη.  
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Εύρος πληθυσµού κυτταρινολυτικών βακτηρίων: 5.97 x 1010 – 1.18 x 1011 cfu/g ξ.δ. 

 

 

∆ιάγραµµα 3.13 ∆ιακύµανση του ΑΒΜ των κυτταρινολυτικών βακτηρίων 

συναρτήσει του χρόνου. 

 

Στον Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται οι αποµονώσεις των κυτταρινολυτικών βακτηρίων 

που πραγµατοποιήθηκαν στις δύο δειγµατοληψίες. Όπως αναφέρεται στην παράγραφο 

3.3 τρία στελέχη (1 Serratia και 2 Brevibacillus) ταυτοποιήθηκαν µε τη χρήση 

µοριακών τεχνικών.  
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Πίνακας 3.3 Κωδικοποίηση και περιγραφή των κυτταρινολυτικών βακτηρίων. 

α/α Στέλεχος Κωδικοποίηση Περιγραφή 

1 1 (αποικία 2) Cell1 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(β) - Αποικία 2 

2 2 (αποικία 3) Cell2 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(ε) - Αποικία 3 

3 3 (αποικία 2) Cell3 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(ε) - Αποικία 2 

4 4 (αποικία 3) Cell4 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(γ) - Αποικία 3 

5 5 (αποικία 2) Cell5 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) - Αποικία 2 

6 6 (αποικία 1) Cell6 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) - Αποικία 1 

7 7 (αποικία 1) Cell7 3η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) - Αποικία 1 

8 8 (αποικία 2) Cell8 3η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) - Αποικία 2 

9 9 (αποικία 1) Cell9 3η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-7(δ) – Αποικία 1 

10 10 (αποικία 2) Cell10 4η δειγµατοληψία  

Αραίωση: 10-8(δ) - Αποικία 2 

 

3.2.8 Αναπνευστική δραστηριότητα 
 

Η εκτίµηση της αναπνευστικής δραστηριότητας σε δείγµατα εδάφους ή κόµποστ δίνει 

µία εικόνα της συνολικής µικροβιακής χλωρίδας του δείγµατος η οποία είναι ενεργή. 
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Κατά τη διάρκεια του πειράµατος µετρήθηκε η ένταση της αναπνευστικής 

δραστηριότητας σε δείγµατα από όλες τις δειγµατοληψίες σε θερµοκρασία επώασης 

των δείγµάτων στους 30 °C. Στις δειγµατοληψίες της 1ης και της 2ης θερµόφιλης 

φάσης εκτιµήθηκε η ένταση της αναπνευστικής δραστηριότητας σε δείγµατα που 

επωάστηκαν και στους 50 °C. 

Όπως φαίνεται και στο ∆ιάγραµµα 3.14, στο οποίο παρουσιάζεται η διακύµανση της 

αναπνευστικής δραστηριότητας µετά από επώαση των δειγµάτων στους 30 °C, 

παρατηρήθηκε µικρή µείωση του ρυθµού αναπνευστικής δραστηριότητας µέχρι και τη 

2η µεσόφιλη φάση. Κατά τη 2η θερµόφιλη φάση παρατηρείται µεγάλη αύξηση του 

ρυθµού της αναπνευστικής δραστηριότητας πιθανότατα λόγω ανάπτυξης 

θερµοανθεκτικότητας σε µέρος του πληθυσµού των µικροβιακών οµάδων. 

 

 

∆ιάγραµµα 3.14 ∆ιακύµανση του ρυθµού αναπνευστικής δραστηριότητας 

συναρτήσει του χρόνου, µετά από επώαση των δειγµάτων στους 30 °C.  

Στο ∆ιάγραµµα 3.15 παρουσιάζεται η διακύµανση της αναπνευστικής 

δραστηριότητας µετά από επώαση των δειγµάτων στους 50 °C. Φαίνεται ότι υπάρχει 

αυξηµένη αναπνευστική δραστηριότητα κατά τη 2η θερµόφιλη φάση σε σχέση µε την 

1η. 

Μικρή αύξηση στο ρυθµό αναπνευστικής δραστηριότητας παρατηρείται στους 50 °C 

σε σχέση µε τους 30 °C. Εντούτοις δεν παρατηρείται µεγάλη διαφορά στο ρυθµό 

αναπνευστικής δραστηριότητας στις δύο θερµοκρασίες επώασης. Η µικρή 
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παρατηρηθείσα διαφορά είναι αναµενόµενη, εφόσον ο µικροβιακός πληθυσµός είναι 

προσαρµοσµένος και στις δύο θερµοκρασίες.   

 

∆ιάγραµµα 3.15 ∆ιακύµανση του ρυθµού αναπνευστικής δραστηριότητας 

συναρτήσει του χρόνου, µετά από επώαση των δειγµάτων στους 50 °C.  

    3.3 Μικροβιολογικές αναλύσεις µε τη χρήση µοριακών τεχνικών 
 

3.3.1 Ενίσχυση τµήµατος του γονιδίου 16S rRNA  
 
Τρία από τα κυτταρινολυτικά βακτήρια τα οποία είχαν αποµονωθεί σε θρεπτικό 

υπόστρωµα CMC Agar (εκλεκτικό για κυτταρινολυτικά βακτήρια) ταυτοποιήθηκαν 

µε τη χρήση µοριακών τεχνικών (Cell2, Cell8, Cell9). Το Cell2 αποµονώθηκε από την 

4η δειγµατοληψία, ενώ τα  Cell8 και Cell9 αποµονώθηκαν από την 3η δειγµατοληψία.   

Και στα τρία στελέχη πραγµατοποιήθηκε µοριακή ανάλυση για το συντηρηµένο 

γονίδιο 16S rRNA. Στη συνέχεια τα προϊόντα της PCR υποκλωνοποιήθηκαν σε 

πλασµιδιακό φορέα pGEM – T easy (Promega).  

 

 

 

 

 
 
 



 88

                                        Μ                                                        cell2                cell8                  cell9 

 
 
 
 
 
23130 bp 
9416 bp 
6567 bp 
4361 bp 
 
2322 bp 
2027 bp 

 
1353 bp 
1078 bp 
872 bp 
 
603 bp 
 
 
 
 
 
Εικόνα 3.1  Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1%) του προϊόντος της 

αντίδρασης PCR. 

 
Στην Εικόνα 3.1 παρουσιάζεται η ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης (1%) του 

προϊόντος της αντίδρασης PCR που πραγµατοποιήθηκε για την ενίσχυση του γονιδίου 

16S rRNA επί του ολικού γενετικού υλικού (DNA) των δειγµάτων Cell2, Cell8, Cell9. 

Με Μ σηµειώνεται ο µάρτυρας των µοριακών µεγεθών. 

Στην Εικόνα 3.2 παρατηρούµε µετά την πέψη των πλασµιδίων µε περιοριστική 

ενδονουκλεάση EcoRI, ότι στην πρώτη θέση που έχουµε εισάγει το γονίδιό µας, 

υπάρχει θέση αναγνώρισης από την περιοριστική ενδονουκλεάση εντός του γονιδίου 

16S rRNA, για αυτό και είναι ορατές δύο ζώνες στη θέση που αναµένουµε το insert.  
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                               Cell2             cell8           cell9             M 

 
 
 

                                                                                   
                                                                                            
                                                                                               
                                                                                                   23130 bp 
                                                                                                    9416 bp 
                                                                                                  6567 bp 
                                                                                                  4361 bp 
                                                                                                
                                                                                                    2322 bp                                                                                               
2                                                                                                  2027 bp 
                                                                                                
                                                                                                    1353 bp                                                                   
                                                                                                    1078 bp                                                                                               
                                                                                                    872 bp 
 
 
                                                                                                     603 bp 
 
 
                                                                                                   
 
 
 
 
Εικόνα 3.2 Πέψη των πλασµιδίων µε περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI (κλώνοι 

16S rRNA – Cell2, Cell8, Cell9).  

 

 3.3.2 Ανάλυση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας του γονιδίου 16S rRNA  
 
Τα πλασµίδια που έφεραν τα κλωνοποιηµένα 16S rDNA εστάλησαν σε αναλυτικό 

εργαστήριο, όπου και πραγµατοποιήθηκε ο προσδιορισµός της νουκλεοτιδικής τους 

ακολουθίας (sequencing). Κατόπιν η ανάλυση του γονιδίου 16S rDNA 

πραγµατοποιήθηκε µέσω της βάσης δεδοµένων NCBI (National Centre for 

Biotechnology Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Συγκεκριµένα 

χρησιµοποιήθηκε το διαδικτυακό πρόγραµµα BLAST (Basic Local Alignment Search 

Tool). Το αποτέλεσµα της ανάλυσης ήταν ο εντοπισµός γονιδίων που κωδικοποιούν 

για το ριβοσωµικό RNA, και εµφανίζουν υψηλή οµολογία µε αντίστοιχα γονίδια 

κοινών κυτταρινολυτικών βακτηρίων, τα οποία έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί 

από άλλους οργανισµούς και είναι καταχωρηµένα σε διεθνείς βάσεις δεδοµένων. 
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Συγκεκριµένα βρέθηκε υψηλή οµολογία µε είδη του γένους Serratia και 

Brevibacillus. Η νουκλεοτιδική ακολουθία του 16S rRNA γονιδίου των εξεταζόµενων 

βακτηρίων παρουσιάζεται στο παράρτηµα Β’. 

3.3.3 Φυλογενετική Ανάλυση16S rRNA γονιδίου 

Το φυλογενετικό δένδρο παρουσιάζεται στην Εικόνα 3.3. Tα αποτελέσµατα έδειξαν 
ότι το στέλεχος cell 2 ανήκει στο γένος Serratia και τα cell 8 και cell 9 στο γένος 
Brevibacillus. 

 

 
Εικόνα 3.3 Εξελικτικές σχέσεις 22 taxa. Η απεικόνιση της εξελικτικής ιστορίας 

πραγµατοποιήθηκε µέσω της µεθόδου Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Παρουσιάζεται 

το βέλτιστο δενδρόγραµµα. Το δέντρο είναι σχεδιασµένο σε κλίµακα, µε το µήκος των 

κλάδων να έχει τις ίδιες µονάδες µε αυτές των αποστάσεων που χρησιµοποιήθηκαν για να 

προκύψει το φυλογενετικό δέντρο. Οι εξελικτικές αποστάσεις υπολογίστηκαν µε τη µέθοδο 

Maximum Composite Likelihood (Tamura et al., 2004), και εκφράζονται σε µονάδες οι οποίες 

αντιπροσωπεύουν τον αριθµό υποκαταστάσεων ανά θέση. Όλες οι θέσεις που περιείχαν κενά 

ή απουσίαζαν πληροφορίες δεν υπολογίστηκαν (επιλογή πλήρους απάλειψης). Σύνολο 900 

θέσεων συµπεριλήφθηκαν στα τελικά δεδοµένα. Όλες οι φυλογενετικές αναλύσεις 

πραγµατοποιήθηκαν µε το λογισµικό MEGA 5.0 (Tamura et al., 2007). 



 91



 92

Κεφάλαιο 4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 

Τα ΥΕΒ αποτελούν µία σηµαντική πηγή περιβαλλοντικών ρύπων που προκαλούν 

σηµαντική επιβάρυνση στο ήδη επιβαρυµένο περιβάλλον µας. Σκοπός της παρούσας 

µελέτης ήταν να µελετηθούν οι παράµετροι από τις οποίες εξαρτάται η πορεία της 

κοµποστοποίησης αυτού του υποπροϊόντος. 

Η οργανική ουσία αποικοδοµείται µέσω µιας αργής µικροβιακής διαδικασίας η οποία 

οδηγεί σε έκλυση ενέργειας υπό µορφή θερµότητας και διοξειδίου του άνθρακα. Η 

κοµποστοποίηση χαρακτηρίζεται ως µία διαδικασία κατά την οποία παρατηρείται 

αποικοδόµηση της οργανικής ουσίας. Κύριο χαρακτηριστικό αποτελεί η αύξηση των 

θερµοκρασιών του προς κοµποστοποίηση υλικού σε τιµές της θερµόφιλης περιοχής 

του. Οι Brewer and Sullivan (2003) εντόπισαν υψηλές θερµοκρασίες έως και 75 οC 

από τις πρώτες ηµέρες της κοµποστοποίησης έως και την 25η ηµέρα. Την 40η έως την 

60η ηµέρα, οι θερµοκρασίες κυµαίνονται µεταξύ 25 οC και 40 οC, ενώ µετά την 70η 

ηµέρα έπεσε στα επίπεδα των 20 – 35 οC. Ανάλογη εικόνα στη διακύµανση των 

θερµοκρασιών παρατηρήθηκε κατά την κοµποστοποίηση ΥΕΒ καθ’ όλη τη διάρκεια 

της διαδικασίας. Η µέγιστη τιµή της µετρήθηκε την 4η ηµέρα στους 52 οC την πρώτη 

θερµόφιλη φάση, ενώ στη δεύτερη θερµόφιλη φάση αµέσως µετά τη διαβροχή η 

µέγιστη θερµοκρασία ήταν 45 οC.  Η θερµοκρασιακή διακύµανση των σταδίων 

κοµποστοποίησης του σωρού συµφωνεί σε γενικές γραµµές µε τον Bonito et al. 

(2010).  

Όσον αφορά στην υγρασία, παρά το γεγονός ότι την 61η ηµέρα κοµποστοποίησης 

µειώθηκε σε ποσοστό 49,13%, εντούτοις δεν έπεσε σε κανένα στάδιο κάτω από το 

επιτρεπτό όριο του 30 – 35 %, όπου και παρατηρείται αναστολή της µικροβιακής 

δραστηριότητας, σύµφωνα µε τον Stentiford (1995). Όµως η µείωση της υγρασίας 

συνέβαλε στην αναστολή της έντονης µικροβιακής δραστηριότητας η οποία είχε ως 

αποτέλεσµα την πτώση της θερµοκρασίας.  

Όσον αφορά στη διακύµανση του pH δεν υπήρχαν έντονες διαφοροποιήσεις µε αυτά 

που αναφέρονται στη διεθνή βιβλιογραφία. Όπως ήταν αναµενόµενο, η τιµή του pH 

αυξάνεται σε όλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης, λόγω αποικοδόµησης των 

πρωτεϊνών µε την παράλληλη απελευθέρωση αµµωνίας. Επίσης η αύξηση του pH 

αποδίδεται στην αµµωνιοποίηση και στην ανοργανοποίηση του οργανικού αζώτου. 

Αυτό υποστηρίζεται από πολλούς ερευνητές (Abid & Sayadi, 2005; Zhang et al., 

2011; Brewer & Sullivan, 2003). 
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Ανάλογη διακύµανση µε τα αναφερόµενα στη διεθνή βιβλιογραφία παρατηρήθηκε και 

για την ηλεκτρική αγωγιµότητα. 

Ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασαν τα αποτελέσµατα που αφορούσαν τη διακύµανση 

του αζώτου (αµµωνιακού, νιτρικού, ολικού) κατά τη διάρκεια της κοµποστοποίησης. 

Η αυξητική τάση του αµµωνιακού αζώτου από την 1η θερµόφιλη φάση και µετά 

υποδηλώνει ενεργή αποικοδόµηση της οργανικής ουσίας, και ότι το προϊόν την 67η 

ηµέρα κοµποστοποίησης δεν είχε σταθεροποιηθεί. Στο ίδιο συµπέρασµα καταλήγουν 

και οι Brewer & Sullivan (2003), καθώς και οι Bernal et al. (1997). Και οι Μπαλής 

και συν. (1994) παρατήρησαν σηµαντικές αυξοµειώσεις στα επίπεδα του αµµωνιακού 

αζώτου κατά την κοµποστοποίηση υπολειµµάτων εκκοκκισµού βάµβακος.  

Οι χαµηλές τιµές νιτρικού αζώτου στις θερµόφιλες φάσεις, είναι αναµενόµενες, 

δεδοµένου ότι θερµοκρασίες >40 °C είναι ανασταλτικές για τα νιτροποιητικά 

βακτήρια, σύµφωνα µε τους Brewer & Sullivan (2003).  

Η συγκέντρωση του ολικού αζώτου αυξάνεται σε όλη τη διάρκεια της 

κοµποστοποίησης, κυρίως λόγω ελάττωσης του βάρους του σωρού. Αυτό 

υποστηρίζεται και από πολλούς ερευνητές (Paredes et al., 2000; Paredes et al., 2002). 

Η αύξηση του ολικού αζώτου αποδίδεται και στα αζωτοδεσµευτικά βακτήρια, τα 

οποία είναι ενεργά ως και τη 2η θερµόφιλη φάση.  

Όσο αφορά στην αναπνευστική δραστηριότητα, παρατηρείται µικρή διαφορά στο 

ρυθµό αναπνευστικής δραστηριότητας στους 30 και στους 50 °C, αφού οι 

µικροβιακές οµάδες είναι προσαρµοσµένες και στις δύο θερµοκρασίες.  

Η µη ολοκληρωµένη κοµποστοποίηση του σωρού την 67η ηµέρα της διαδικασίας 

κοµποστοποίησης, ενισχύεται και από την έντονη αναπνευστική δραστηριότητα του 

σωρού.  

Από τη µελέτη της διαδοχής του µικροβιακού πληθυσµού που συµµετείχε στην 

αποδόµηση της οργανικής ύλης διαπιστώνονται τα εξής:  

Τα ολικά βακτήρια επικράτησαν πληθυσµιακά στις πρώτες φάσεις της 

κοµποστοποίησης. Οι Ryckeboer et al. (2003) αναφέρουν ότι τα βακτήρια είναι η πιο 

ποικιλόµορφη οµάδα µικροοργανισµών που απαντώνται σε κόµποστ, 

αποικοδοµώντας µια µεγάλη ποικιλία οργανικών ουσιών, εποµένως είναι 

αναµενόµενη η πληθυσµιακή τους επικράτηση στην αρχή της κοµποστοποίησης. Ο 

πληθυσµός τους αυξανόταν στις µεσόφιλες και µειωνόταν στις θερµόφιλες φάσεις. 
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Αυτό ήταν αποτέλεσµα της απενεργοποίησης ή θανάτωσης των µεσόφιλων 

µικροοργανισµών στην αρχή της θερµόφιλης φάσης (Beffa et al., 1996b). 

Οι µύκητες είναι µεσόφιλοι µικροοργανισµοί, µε θερµοκρασιακό άριστο τους 25 – 30 

°C (Ryckeboer et al., 2003). Όπως ήταν αναµενόµενο, αυξάνονταν πληθυσµιακά στις 

µεσόφιλες φάσεις και µειώνονταν στις θερµόφιλες.  

Οι ακτινοµύκητες ακολούθησαν αυξητική τάση στα τελευταία στάδια της 

κοµποστοποίησης, εφόσον είναι ισχυροί ανταγωνιστές σε αντίξοες συνθήκες και όταν 

τα θρεπτικά αποτελούν περιοριστικό παράγοντα (Beffa et al., 1996b).  

Τα σποριογόνα βακτήρια, όπως ήταν αναµενόµενο, αυξήθηκαν πληθυσµιακά στη 2η 

θερµόφιλη φάση, καθώς είναι ανθεκτικά στην υψηλή θερµοκρασία.  

Ο πληθυσµός των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων ήταν υψηλός σε όλες τις φάσεις της 

κοµποστοποίησης. Τα πληθυσµιακά επίπεδα των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων 

διατηρήθηκαν σχεδόν σταθερά ως και τη 2η µεσόφιλη φάση, ενώ αυξήθηκαν στη 2η 

θερµόφιλη (29,98*106 cfu/g ξ.δ.). Ιδιαίτερα σηµαντικός ήταν ο εντοπισµός ενεργούς 

θερµοανθεκτικής µικροχλωρίδας κατά το στάδιο της 2ης θερµόφιλης φάσης, γεγονός 

που υποδηλώνει ότι µέρος του αρχικού πληθυσµού αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων 

έχει προσαρµοστεί στην υψηλή θερµοκρασία και παραµένει ενεργό.  

Ιδιαίτερα σηµαντική ήταν η παρατήρηση της αζωτοδεσµευτικής δραστηριότητας των 

δειγµάτων του κόµποστ, τόσο στην 1η όσο και στη 2η θερµόφιλη φάση. Το 

αποτέλεσµα αυτό συµβαδίζει µε την υψηλή αζωτοδεσµευτική δραστηριότητα του 

πληθυσµού των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων στους 50 °C 

Τα κυτταρινολυτικά βακτήρια, δεν εµφανίστηκαν στις αρχικές δειγµατοληψίες, όπου 

υπήρχαν εύκολα αφοµοιώσιµες οργανικές ουσίες, όπως ήταν αναµενόµενο, αλλά 

πρωτοεµφανίστηκαν σε µεταγενέστερα στάδια (2η µεσόφιλη, 2η θερµόφιλη φάση), 

όταν αυτές οι ουσίες είχαν αποικοδοµηθεί σε µεγάλο βαθµό και στο υπόστρωµα 

παρέµεναν δύσκολα αφοµοιώσιµες ουσίες όπως η κυτταρίνη αλλά και η λιγνίνη.  

Στο πλαίσιο της παρούσας µελέτης, έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης τριών 

κυτταρινολυτικών βακτηριακών στελεχών από τις δέκα συνολικά αποµωνώσεις. Η 

ταυτοποίηση έγινε µε τη χρήση µοριακών τεχνικών. Μελετήθηκε το γονίδιο 16S 

rRNA. Το γονίδιο 16S rRNA χρησιµοποιείται ευρέως στη διεξαγωγή φυλογενετικών 

δενδρογραµµάτων, καθώς αποτελεί εξαιρετικό µόριο για την εξακρίβωση των 

εξελικτικών σχέσεων µεταξύ των προκαρυωτικών οργανισµών.   
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Οι αλληλουχίες 16S rRNA των τριών στελεχών (cell2, cell8, cell9) συγκρίθηκαν µε 

αλληλουχίες ήδη ταυτοποιηµένων οργανισµών οι οποίες είναι καταχωρηµένες σε 

διεθνείς βάσεις δεδοµένων και βρέθηκε υψηλή οµολογία, µέσω 16S rRNA, µε 

κυτταρινολυτικούς οργανισµούς των γενών Brevibacillus και Serratia.  

Το γένος Brevibacillus ανήκει στην οικογένεια  Paenibacillaceae. Αναφέρθηκε πρώτη 

φορά από τους Shida et al. (1996) µε την αναταξινόµηση δέκα ειδών του γένους 

Bacillus. Παρά το γεγονός ότι έχουν πραγµατοποιηθεί πολλές έρευνες για την 

αξιοποίηση της χρήσης της κυτταρίνης από τη βιβλιογραφία έχουν καταγραφεί µόλις 

75 στελέχη βακτηριακών ειδών που µπορούν να αναπτυχθούν σε κρυσταλλική 

κυτταρίνη και να την χρησιµοποιήσουν ως αποκλειστική πηγή άνθρακα και ενέργειας.  

Το γένος Serratia είναι Gram- βακτήρια, τα οποία µπορούν να αποµονωθούν από το 

νερό, το έδαφος, τα φυτά και τον αέρα. (Grimont and Grimont, 1978). Το 1823 ο 

Bartolomeo Bizio, ένας φαρµακοποιός από την Πάντοβα της Ιταλίας ανακάλυψε και 

ονόµασε το Serratia marcescens. Το γένος Serratia ανήκει στην οικογένεια 

Enterobacteriaceae.   

Σύµφωνα µε το φυλογενετικό δενδρόγραµµα του 16S rRNA το Cell2 ανήκει στο 

γένος Serratia, και τα cell 8 και call 9 ανήκουν στο γένος Brevibacillus.  

Λίγα στελέχη του γένους Brevibacillus φαίνεται να είναι κυτταρινολυτικά. Το 

στέλεχος Brevibacillus JXL που αποµονώθηκε από τα απόβλητα χοίρων φαίνεται να 

είναι το πρώτο στέλεχος του γένους Brevibacillus που µπορεί να καλλιεργηθεί σε 

κυτταρίνη και να την χρησιµοποιεί ως µοναδική πηγή άνθρακα και ενέργειας 

(Schwarz, 2001).  

Η πορεία της κοµποστοποίησης προχώρησε ικανοποιητικά, τουλάχιστον ως την 68η 

ηµέρα (ηµέρα τελευταίας δειγµατοληψίας). Εποµένως η κοµποστοποίηση των 

υπολειµµάτων εκκοκκισµού βάµβακος αποτελεί µια περιβαλλοντικά ορθή πρακτική, η 

οποία µπορεί να δώσει λύση στο πρόβληµα διαχείρισης αυτού του αγροτικού 

υποπροϊόντος. Απαιτείται όµως και µελέτη του τελικού προϊόντος, καθώς η σηµασία 

της κοµποστοποίησης έγκειται στην ικανότητα χρήσης του τελικού προϊόντος, το 

οποίο αναµένεται να είναι ένα σταθεροποιηµένο, ελεύθερο από οσµές, οργανοχουµικό 

προϊόν, ικανό να χρησιµοποιηθεί ως εδαφοβελτιωτικό µέσο.   
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Α’. ΣΥΝΘΕΣΗ ΘΡΕΠΤΙΚΩΝ ΜΕΣΩΝ & 
∆ΙΑΛΥΜΑΤΩΝ – ΧΡΩΣΕΙΣ 
 

1. Φυσικοχηµικές Παράµετροι  

1.1 Προσδιορισµός του νιτρικού αζώτου (Ν-NO3
-)  

 
∆ιάλυµα KCl 2Μ: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται 149,1026 g 

χλωριούχου καλίου (KCl). 

Πυκνό διάλυµα χλωριούχου αµµωνίου (NH4Cl): 100 g NH4Cl διαλύονται σε 500 ml 

απιονισµένου νερού και διατηρείται σε γυάλινο ή πλαστικό δοχείο.   

Αραιό διάλυµα χλωριούχου αµµωνίου (NH4Cl): 50 g NH4Cl διαλύονται σε 2 l 

απιονισµένου νερού και διατηρείται σε γυάλινο ή πλαστικό δοχείο.   

Αντιδραστήριο diazoting: 0,5 g σουλφανιλαµίνης διαλύονται σε 100 ml HCl 2,4Μ. Το 

διάλυµα διατηρείται στους 4 °C. 

Αντιδραστήριο σύζευξης (coupling): 0,3 g (N-(1-naphthyl)-

ethylendiamine)hydrochloride διαλύονται σε 100 ml HCl 0,12Μ. Το διάλυµα 

διατηρείται στο ψυγείο σε αδιαφανή φιαλίδια.  

 

1.2 Προσδιορισµός του αµµωνιακού αζώτου (Ν-NΗ4
+)  

 
∆ιάλυµα phenol-nitroprusside:  7 g φαινόλης και 34 mg νιτροπρωσικού νατρίου 

(sodium nitroprusside) διαλύονται σε 100 ml απιονισµένου νερού, εντός ογκοµετρικής 

φιάλης των 100 ml. Φυλάσσεται στο ψυγείο σε φιάλη σκούρου χρώµατος.   

Αντιδραστήριο ρυθµισµένου (buffered) υποχλωριώδους νατρίου: σε ογκοµετρική 

φιάλη των 100 ml διαλύονται 1,48 g NaOH σε 70 ml απιονισµένου νερού, 

προστίθενται 4,98 g Na2HPO4 και 20 ml υποχλωριώδους νατρίου. Τελικό pH 11,4 – 

12,2. Αραίωση µέχρι τελικό όγκο 100 ml.  

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid): σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml 

διαλύονται 6 g δινατρικού-EDTA σε 80 ml απεσταγµένου νερού. Ρύθµιση σε pH=7, 

ανάµιξη και αραίωση σε τελικό όγκο 100 ml.  
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1.3 Προσδιορισµός του ολικού αζώτου (µέθοδος Kjeldahl) 
∆ιάλυµα H2SO4 & σαλικυλικού: προσθήκη 25 g σαλικυλικού σε 1 l H2SO4. 

∆ιάλυµα βορικού οξέος 20%: διάλυση 20 ml βορικού σε 1 l νερό.  

∆είκτης: 0,35 g bromcresol green προστίθενται σε ογκοµετρική φιάλη των 250 ml, 

στην οποία έχουν προστεθεί 10 ml αλκοόλης. Προσθήκη 10 ml NaOH 0.1N. 

Προσθήκη 150 ml απιονισµένου νερού, 22 ml 1% poncean 4R και 0,75 g nitrophenol 

µετά από διάλυση σε 5 ml αλκοόλης. Συµπλήρωση του όγκου µέχρι τη χαραγή µε 

απιονισµένο νερό και ανάδευση.  

 

2. Κλασσικές Μικροβιολογικές Αναλύσεις  

2.1 ∆ιαδοχικές αραιώσεις  
 
∆ιάλυµα Ringer: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται 9 g NaCl, 0,42 g KCl, 

0,48 g CaCl2, 0,2 g NaHCO3. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 121 °C για 15 min 

και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου.  

 

2.2 Ανάπτυξη - αποµόνωση µικροοργανισµών 
 
Nutrient Θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύεται Nutrient Broth. 

Για την παρασκευή στερεού µέσου προστίθεται στο τελικό διάλυµα 1,8% (w/v) άγαρ. 

Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 121 °C για 15 min και φυλάσσεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για άµεση χρήση, ή στους 4 °C.  

Potato Dextrose Θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύεται PD 

Broth και προστίθενται 0,033 g χρωστική Rose bengal. Για την παρασκευή στερεού 

µέσου προστίθεται στο τελικό διάλυµα 1,8% (w/v) άγαρ. Το διάλυµα αποστειρώνεται 

στους 121 °C για 15 min και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου για άµεση χρήση, 

ή στους 4 °C. Το θρεπτικό υλικό πριν το µοίρασµα στα τρυβλία αφήνεται να κρυώσει, 

και προστίθεται αντιβιοτικό διάλυµα στρεπτοµυκίνης (1 ml/l από διάλυµα 0,03 g/ml). 
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Glycerol – Casein Θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται: 

Αντιδραστήρια    Ποσότητα (g/l) 

Glycerol 10 (8,5 ml) 

Casein vitamin free 0,3  

KNO 3 2  

NaCl 2  

K2HPO4 2  

MgSO4.7H2O 0,05  

CaCO3 0,02  

FeSO4.7H2O 0,01  

Agar  18  

Cycloxeximide heat 
stable  

0,05  

Adjust PH to 7.0 with HCl 

Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 121 °C για 15 min και φυλάσσεται σε 

θερµοκρασία δωµατίου για άµεση χρήση, ή στους 4 °C.  

CMC Θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται: 

Αντιδραστήρια  Ποσότητα (g/l) 

Carboxymethylcellulose sodium salt 10  

L-asparagine 0,5 

Yeast extract 0,5 

(NH4)2SO4 0,5  

K3PO4 1 

KCl 0,5  

MgSO4.7H20 0,2  

CaCl2 0,1  

Agar  18  

Το συγκεκριµένο θρεπτικό απαιτεί θέρµανση κατά την παρασκευή για την πλήρη 

διάλυση της κυτταρίνης. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 121 °C για 15 min και 

φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου για άµεση χρήση, ή στους 4 °C. 
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Rennie Θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται: 

Αντιδραστήρια    Ποσότητα (g/l) 

K2HPO4 0,8 

KH 2PO4 0,2 

NaCl 0,1 

Na2FeEDTA 0,028 

Na2Mo4.2H20 0,025 

Yeast Extract 0,1 

MgSO4.7H20 0,2 

CaCl2 0,06 

Mannitol 5,0 

Sucrose 5,0 

Sodium Lactate (60% v/v) 0,5 ml  

Biotin (0,1 g/l) 5*10-6 

PABA (0,2 g/l) 10*10-6 

Για την παρασκευή στερεού µέσου προστίθεται στο τελικό διάλυµα 1,8% (w/v) άγαρ, 

ενώ για την παρασκευή ηµιστερεού µέσου προστίθεται 0,18% άγαρ. Το διάλυµα 

αποστειρώνεται στους 121 °C για 15 min και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου 

για άµεση χρήση, ή στους 4 °C. 

Αντιβιοτικά  

∆ιάλυµα στρεπτοµυκίνης: Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 30 mg 

στρεπτοµυκίνης. Αποστείρωση του διαλύµατος µε φιλτράρισµα αυτού µέσα από 

διηθητικό φίλτρο (0,22 µm). ∆ιατήρηση στους -20 °C. 

 

 

2.3 Χρώσεις 
 
Τεχνική χρώσης ενδοσπορίου 

1. Μικρή ποσότητα καλλιέργειας µεταφέρεται µε το µικροβιολογικό κρίκο σε µία 

καθαρή αντικειµενοφόρο, όπου απλώνεται καλά (αν χρειάζεται αραιώνεται 

πρώτα σε µία σταγόνα νερού). 
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2. Ξήρανση του δείγµατος µε ελαφρή θέρµανση της αντικειµενοφόρου στη 

φλόγα ενός λύχνου, ώστε τα βακτηριακά κύτταρα να προσηλωθούν πάνω στην 

αντικειµενοφόρο. 

3. Κάλυψη του δείγµατος µε µικρό κοµµάτι χαρτιού κουζίνας, το οποίο 

διαποτίζουµε µε χρωστική «πράσινο του µαλαχίτη». Άτµισµα του δείγµατος 

πάνω από νερό που βράζει για 5 min. Προσθήκη επιπλέον χρωστικής εάν η 

τελευταία εξατµιστεί. 

4. Αφήνεται η αντικειµενοφόρος να κρυώσει, αφαίρεση του χαρτιού και ξέπλυµα 

µε νερό για 30 sec. 

5.  Κάλυψη του παρασκευάσµατος µε σαφρανίνη για 20 sec. 

6. Ξέπλυµα µε νερό για αποµάκρυνση της σαφρανίνης. 

7. Στέγνωµα µε διηθητικό χαρτί και παρατήρηση του δείγµατος µε χρήση 

ελαιοκαταδυτικού φακού.  

 

3. Μοριακές Τεχνικές  

3.1 Υποστρώµατα 
 
LB θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H20 διαλύονται τόσα 10 g Tryptone 

ή Peptone, 10 g NaCl, 5 g yeast extract. Για την παρασκευή στερεού µέσου 

προστίθεται στο τελικό διάλυµα 1,6% άγαρ. Το διάλυµα αποστειρώνεται στους 121 

°C για 15 min και φυλάσσεται σε θερµοκρασία δωµατίου για άµεση χρήση, ή στους 4 

°C. 

LB θρεπτικό µέσο µε αµπικιλίνη: Παρασκευή του στερεού LB όπως παραπάνω. Μετά 

την αποστείρωση του υλικού, αφήνουµε το θρεπτικό να κρυώσει, και µετά 

προστίθεται αντιβιοτικό αµπικιλίνης (100 mg/ml) σε αναλογία 1:1000. ∆ιατήρηση 

των τρυβλίων στους 4 °C. 

 

3.2 Αντιβιοτικά  
 
∆ιάλυµα αµπικιλίνης (100 mg/ml): Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 100 

mg αµπικιλίνης. Αποστείρωση του διαλύµατος µε φιλτράρισµα αυτού µέσα από 

διηθητικό φίλτρο (0,22 µm). ∆ιατήρηση στους -20 °C. 
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3.3 ∆ιαλύµατα ηλεκτροφόρησης  
 
∆ιάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (10mg/ml): Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 

διαλύονται 10 mg EthBr. ∆ιατήρηση στους 4 °C. 

 

3.4 ∆ιαλύµατα για µετασχηµατισµό κυττάρων E.coli 
 
IPTG 1M (Μοριακό Βάρος: 238.31): Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 

0,23831 g IPTG. Αποστείρωση του διαλύµατος µε φιλτράρισµα αυτού µέσα από 

διηθητικό φίλτρο (0.22 µm). ∆ιατήρηση στους -20 °C. 

X-Gal (20 mg/ml): Ανά 1 ml διµεθυλ-φορµαµιδίου διαλύονται 20 mg X-Gal. 

Πραγµατοποίηση της αντίδρασης εντός απαγωγού. ∆ιατήρηση στους -20 °C. 

 

3.5 ∆ιαλύµατα για εκχύληση πλασµιδιακού DNA µε τη µέθοδο 
βρασµού 
 
STET Medium: Σακχαρόζη 8%, Triton-X 100 5%, 50 mM Tris-HCl pH 8,50 mM 

EDTA pH 8. ∆ιατήρηση στους 4 °C.  

∆ιάλυµα λυσοζύµης: Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 50 mg λυσοζύµης. 

∆ιατήρηση στους -20 °C. 
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ Β’.  
 

1. Φυσικοχηµικές παράµετροι 
 
Πίνακας  1.1 Συγκεντρωτική παρουσίαση της εξέλιξης των κυριότερων παραµέτρων κατά την αρχική 

(Α), 1η 
θερµόφιλη (Θ1), µεσόφιλη (Μ), 2η θερµόφιλη (Θ2) φάση της κοµποστοποίησης.     

∆είγµα Ηµέρες  

Κοµποστ. 

Υγρασία 
(%)  

pH EC 
(mS/cm) 

Ολικό Ν 
(%) 

NH4
+ - N 

(µg/g) 
NΟ3

- - N 
(µg/g) 

NH4
+/NO3

- cm3 
O2/100g/h 

Σωρός Κοµποστοποίησης  

Α 0 73,10 7,20 3,00 1,43 198,03 51,06 3,88 36,64 

Θ1 5 58,60 7,08 4,55 2,37 117,07 43,52 2,69 34,46 
(30°C) 
32,07 
(50°C) 

Μ 61 49,13 7,35 4,00 2,55 145,52 67,12 2,17 27,16 

Θ2 67 73,60 7,70 2,53 3,19 306,18 49,69 6,16 59,95 
(30°C) 
58,52 
(50°C) 

 
 
 
 
 

2. Μικροβιολογικές αναλύσεις µε χρήση κλασσικών 
µεθόδων 

 

 ∆ιακύµανση ΑΒΜ µικροβιακών οµάδων στις φάσεις της 
κοµποστοποίησης  
 
Πίνακας  2.1 Συγκεντρωτική παρουσίαση της διακύµανσης του ΑΒΜ των µικροβιακών οµάδων ανά g 

ξηρού δείγµατος, κατά την αρχική (Α), 1η 
θερµόφιλη (Θ1), µεσόφιλη (Μ), 2η θερµόφιλη (Θ2) φάση της 

κοµποστοποίησης.     

 ∆είγµα  Ολικά 
Βακτήρια 

Μύκητες Ακτινοµύκητες. Σποριογόνα 
Βακτήρια 

Κυτταρινολυτικά 
Βακτήρια 

Αζωτοδεσµευτικά 
Βακτήρια 

Σωρός Κοµποστοποίησης  

Α 1,64*1010 8,46*107 6,80*108 1,27*109   10,2*106 

Θ1 3,76*109 1.50*107 3,10*107 8,28*108   4,33*106 

Μ 1,71*1011 1,11*108 1,77*109 1,26*109 5,97*1010 5,50*106 

Θ2 4,58*109 3,50*106 2,04*109 1,40*1010 1,18*1011 29,98*106 
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3. Ταυτοποίηση βακτηρίων µε χρήση µοριακών τεχνικών  
 

3.1 Νουκλεοτιδική αλληλουχία 16S rRNA  γονιδίου των στελεχών Cell2, 
Cell8, Cell9. 
 

 

>cell 2  Serratia sp. 
GCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGATTCGATTACGGCTACCTTGTTACGACTTCACCYC
AKTCATGAATCACAAAGTGGTAAGCGCCCTCCCGAAGGTTAAGCTACCTACTTCTTTTGCA
ACCCACTCCCATGGTGTGACGGGCGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACGTATTCACCGTAGC
ATTCTGATCTACGATTACTAGCGATTCCGACTTCATGGAGTCGAGTTGCAGACTCCAATCC
GGACTACGACGTACTTTATGAGGTCCGCTTGCTCTCGCGAGGTCGCTTCTCTTTGTATACGC
CATTGTAGCACGTGTGTAGCCCTACTCGTAAGGGCCATGATGACTTGACGTCATCCCCACC
TTCCTCCAGTTTATCACTGGCAGTCTCCTTTGAGTTCCCGGCCGAACCGCTGGCAACAAAG
GATAAGGGTTGCGCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATTTCACAACACGAGCTGACGACA
GCCATGCAGCACCTGTCTCAGAGTTCCCGAAGGCACCAATCCATCTCTGGAAAGTTCTCTG
GATGTCAAGAGTAGGTAAGGTTCTTCGCGTTGCATCGAATTAAACCACATGCTCCACCGCT
TGTGCGGGCCCCCGTCAATTCATTTGAGTTTTAACCTTGCGGCCGTACTCCCCAGGCGGTC
GATTTAACGCGTTAGCTCCGGAAGCCACGCCTCAGGGCACAACCTCCAAATCGACATCGTT
TACAGCGTGGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTCGCACCTGAGCGT
CARTCTCGTCCAGGGGGCCGCCTTCGC 
 
 
>cell 8 Brevibacillus sp. 
GGACGAACGCTGGCGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAGTCCCTTCGGGGGCTAG
CGGCGGACGGGTGAGTAACACGTAGGCAACCTGCCTCTCAGACTGGGATAACATAGGGAA
ACTTATGCTAATACCGGATAGGTTTTTGGATCGCATGATCTGAAAAGAAAAGATGGCTTTT
CGCTATCACTGGGAGATGGGCCTGCGGCGCATTAGCTAGTTGGTGGGGTAACGGCCTACC
AAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGAGACACG
GCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATTTTCCACAATGGACGAAAGTCTGATG
GAGCAACGCCGCGTGAACGATGAAGGTCTTCGGATTGTAAAGTTCTGTTGTCAGGGACGA
ACACGTACCGTTCGAATAGGGCGGTACCTTGACGGTACCTGACGAGAAAGCCACGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTGTCCGGATTTATTGGGCGT
AAAGCGCGCGCAGGCGGCTATGTAAGTCTGGTGTTAAAGCCCGGGGCTCAACCCCGGTTC
GCATCGGAAACTGTGTAGCTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGCGGTATTCCACGTGTAGCGGT
GAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCGTGGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGA
CGCTGAGCGCGAAGCGTGGGAGCAAACAGGATTAGATACCTGGTAG 
 
>cell 9 Brevibacillus sp., Brevibacillus formosus or Brevibacillus agri 
GACCACCAGTGCGAAGGCGGCTTTCTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGG
GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGGTGTT
GGGGGTTTCAATACCCTCAGTGCCGCAGCTAACGCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTAC
GCTCGCAAGAGTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGT
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCCGCTGACCGCTCTG
GAGACAGAGCTTCCCTTCGGGGCAGCGGTGACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGT
GTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTATCTTTAGTTGCCAGCAT
TCAGTTGGGCACTCTAGAGAGACTGCCGTCGACAAGACGGAGGAAGGCGGGGATGACGTC
AAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGTTGGTACAACGGGA
CGCTACCTCGCGAGAGGACGCCAATCTCTTAAAACCAATCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGC
AACTCGCCTACATGAAGTCGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATA
CGTTCCCGGGCCTTGTACACACCGCCCGTCACACCACGGGAGTTTGCAACACCCGAAGTCG
GTGAGGTAACCGCAAGGAGCCAGCCGCCGAAGGTGGGGTAGATGACTGGGGTGAAGTCG
TAACAAGGTAGCCGTA 
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ΦΩΤΟΓΡΑΦΙΚΟ ΥΛΙΚΟ  

 
 

 

Εικόνα 1: Αναµόχλευση σωρού µε παράλληλη διαβροχή.  
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Εικόνα 2: ∆ακτύλιος κυτταρινόλυσης σε CMC άγαρ, µετά από χρώση µε διάλυµα 

ιωδίου της χρωστικής Gram.  

 

 

 

 

Εικόνα 3: Σωλήνες µε θρεπτικό διάλυµα Rennie για ανάπτυξη αζωτοδεσµευτικών 

βακτηρίων.  
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Εικόνα 4: Αποµόνωση βακτηριακού στελέχους σε καθαρή καλλιέργεια (θρεπτικό 

υλικό ΝΑ). 

 

 
 

Εικόνα 5: Στελέχη ακτινοµυκήτων που αναπτύχθηκαν σε GCA (4η δειγµατοληψία, 

αραίωση 10-6). 
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Εικόνα 6: Ολικά Βακτήρια σε ΝΑ (4η δειγµατοληψία, αραίωση 10-7). 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Εικόνα 7: Στελέχη µυκήτων που αναπτύχθηκαν σε PDA (3η δειγµατοληψία, αραίωση 

10-4). 

  
 


