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ΠΕΡΙΛΗΨΗ  

Στην παρούσα µελέτη διερευνήθηκε η ικανότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα εντοµοκτόνα chlorpyrifos, diazinon, lufenuron και 

teflubenzuron σε καθαρές καλλιέργειες και φυτικές επιφάνειες και συγκεκριµένα σε καρπούς 

τοµάτας. Η ανίχνευση και ο ποσοτικός προσδιορισµός των φυτοπροστατευτικών προϊόντων 

και των παραγόµενων µεταβολιτών τους πραγµατοποιήθηκε µε επιτυχία στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα LC/MS/MS, µε τη χρήση µεταπτώσεων προδρόµου- παραγόµενου ιόντος. Στο 

σύστηµα αυτό  αναπτύχθηκαν και επικυρώθηκαν οι αναλυτικές µέθοδοι προσδιορισµού όλων 

των αναλυτών από το υγρό θρεπτικό υλικό ανάπτυξης των καλλιεργειών και από καρπούς 

τοµάτας. Οι επικυρώσεις έδωσαν και για τα δύο υποστρώµατα αποδεκτές τιµές ανακτήσεων 

και σχετικών τυπικών αποκλίσεων σύµφωνα µε το έγγραφο SANCO 2007/3131. Στα 

πειράµατα βιοαποδόµησης παρατηρήθηκε αύξηση της βιοαποδοµητικής ικανότητας και των 

δύο ζυµών αναλογικά µε την αύξηση της συγκέντρωσης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων 

και την πληθυσµιακή πυκνότητα κάθε ζύµης. Επιπλέον, οι ζύµες του γένους Rhodotorula 

αποδείχτηκαν περισσότερο δραστήριες στη θερµοκρασία επώασης των καλλιεργειών στους 

25
o
C. Η ύπαρξη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό αλάτων, ως επιπλέον πηγή άνθρακα,  

καθυστέρησε τη δράση της Rhodotorula glutinis ως αποδοµητή των εντοµοκτόνων, ενώ στην 

περίπτωση της Rhodotorula rubra παρουσία γλυκόζης  ο ρυθµός βιοαποδόµησης αυξήθηκε. 

Με την εφαρµογή ενζυµικών πειραµάτων διερευνήθηκε η επίδραση των εντοµοκτόνων στα 

ενζυµικά συστήµατα αποτοξικοποίησης τους, ενώ σε επόµενο στάδιο η προσθήκη των 

συνεργιστών triphenyl phosphate, piperonyl butoxide και diethyl maleate στα πειράµατα 

βιοαποδόµησης «ενοχοποίησαν» τις εστεράσες για τη βιοαποδόµηση του chlorpyrifos, τις 

µεταφοράσες της γλουταθειόνης για το diazinon και τις µονοοξυγονάσες, οι οποίες έχουν ως 

προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450, για την αποδόµηση των lufenuron και teflubenzuron. 

Η µείωση των υπολειµµάτων των φυτοπροστατευτικών προϊόντων στους καρπούς τοµάτας 

έπειτα από τον ψεκασµό τους µε κύτταρα ζύµης και εντοµοκτόνο επιβεβαιώνουν τα 

αντίστοιχα ευρήµατα στο τεχνητό θρεπτικό υλικό. Τα αποτελέσµατα της µελέτης 

υποδεικνύουν πως οι ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra θα µπορούσαν 

αφενός να χρησιµοποιηθούν µε επιτυχία για την αποµάκρυνση ή την αποτοξικοποίηση των 

chlorpyrifos, diazinon, lufenuron και teflubenzuron από τα λαχανικά, αφετέρου θα πρέπει να 

λαµβάνονται σοβαρά υπόψη κατά τον καθορισµό του χρόνου τελευταίας επέµβασης πριν τη 

συγκοµιδή στα πειράµατα υπολειµµάτων. 
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ABSTRACT 

In the present study an effort has been made in order to investigate the role of epiphytic yeasts 

Rhodotorula glutinis and Rhodotorula rubra in the biodegradation of the insecticides 

chlorpyrifos, diazinon, lufenuron and teflubenzuron in pure cultures and in plant surfaces, and 

in particular in tomato fruits. The detection and quantification of the four analytes and their 

metabolites was successfully achieved in the LC/MS/MS chromatographic system using 

multiple reactions monitoring (MRM). Τhe analytical methods of determination of the parent 

compounds and their metabolites from the liquid nutrient medium and tomato fruits were also 

validated in the LC/MS/MS. The obtained results were acceptable and in accordance with the 

document SANCO 2007/3131. The results of the biodegradation trials showed biodegradation 

rates to be proportional with  the pesticide concentration and the yeasts’ inoculum. Moreover, 

the yeasts proved to be more active at 25
o
C. The presence of glucose in the mineral nutrient 

medium, as an extra source of carbon, delayed the biodegradation of pesticides by 

Rhodotorula glutinis. On the contrary, in the case of Rhodotorula rubra higher biodegradation 

rates were observed in the presence of glucose. Enzymatic assays were applied in order to 

examine the effect of the insecticides in the enzymes involved in the detoxification of the four 

insecticides and later the synergists triphenyl phosphate, piperonyl butoxide and diethyl 

maleate were added in the biodegradation trials. The obtained results indicated esterases to be 

involved in the biodegradation of chlorpyrifos, glutathione-S-transferases for diazinon and 

mixed function oxidases with cytochrome P450 for the benzoylureas lufenuron and 

teflubenzuron. Finally, the biodegradation activity of yeasts was studied on tomato fruits and 

the insecticide residues were measured by the LC/MS/MS chromatographic system. The 

decrease of pesticide residues confirmed the results of the biodegradation trials on pure 

cultures. The results of the present study indicate that the yeasts Rhodotorula glutinis and 

Rhodotorula rubra could possibly be used successfully for the removal or detoxification of 

chlorpyrifos, diazinon, lufenuron and teflubenzuron residues in/on vegetables. Moreover, the 

presence of epiphytic microorganisms should be taken under consideration during the 

conduction of residue trials setting the preharvest interval.  
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1.1 ΒΙΟΑΠΟ∆ΟΜΗΣΗ  

Βιοαποδόµηση ή µικροβιακή αποδόµηση (biodegradation ή biotransformation) 

ονοµάζεται η διάσπαση οργανικών ουσιών σε µικρότερα µόρια µέσω της δράσης ενζύµων 

που παράγονται από ζωντανούς οργανισµούς. Η µετατροπή αυτή των ουσιών βασίζεται σε 

µεταβολικές ή ενζυµατικές διαδικασίες. Κατά τη βιοαποδόµηση σύνθετα οργανικά µόρια 

µετατρέπονται σε πιο απλά ή τοξικές ουσίες σε λιγότερο ή µη-τοξικές. Η αποδόµηση της 

οργανικής ύλης λαµβάνει χώρα είτε υπό αερόβιες συνθήκες (παρουσίας οξυγόνου) ή 

αναερόβιες συνθήκες (απουσίας οξυγόνου). Ο όρος σχετίζεται µε την οικολογία, τη 

διαχείριση αποβλήτων καθώς την περιβαλλοντική αποκατάσταση (environmental 

remediation- bioremediation) (Chapelle, 2000).   

Η µικροβιακή αποδόµηση ξενοβιοτικών ουσιών θεωρείται ως µια από τις σηµαντικότερες 

οδούς αποµάκρυνσης τους στο περιβάλλον. Τα είδος των ουσιών ποικίλει από 

υδρογονάνθρακες, πολυχλωριωµένα  διφαινύλια (Polychlorinated diphenyls- PCBs), 

πολυαρωµατικούς υδρογονθράκες (Polyaromatic Hydrocarbons- PaHs), ραδιονουκλίδια, 

µέταλλα έως και φυτοπροστατευτικά προϊόντα (Diaz, 2008).  

Η βιοαποδόµηση χαρακτηρίζεται ως µια πολύπλοκη αλληλουχία βιοχηµικών αντιδράσεων, η 

οποία  συχνά διαφοροποιείται ανάλογα µε το µικροοργανισµό- αποδοµητή. Το µονοπάτι  

βιοαποδόµησης κάθε ουσίας εξαρτάται σε µεγάλο βαθµό από το ενζυµικό σύστηµα το οποίο 

καταλύει τις συγκεκριµένες αντιδράσεις.  

Οι µικροοργανισµοί χρησιµοποιούν τις οργανικές ενώσεις ως υποστρώµατα ανάπτυξής τους. 

Κάποιες φορές παρουσιάζουν εξειδίκευση ως προς τη θέση διάσπασης του µορίου της 

χηµικής ένωσης, ενώ υπάρχουν και µικροοργανισµοί οι οποίοι έχουν την ικανότητα να 

αποδοµούν ενώσεις διαφόρων κατηγοριών.  

Τόσο η ύπαρξη όσο και η ένταση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης επηρεάζονται από 

περιβαλλοντικούς παράγοντες, όπως η θερµοκρασία, το pH του µέσου στο οποίο 

πραγµατοποιείται το φαινόµενο (έδαφος, νερό, φυτό) και η περιέκτικότητά του σε νερό και 

οξυγόνο. Τόσο οι περιβαλλοντικοί παράγοντες όσο και η χηµική σύσταση της ουσίας 

επηρεάζουν την ανάπτυξη και εξάπλωση των αποικιών των µικροοργανισµών καθώς και τη 

διάσπαση των µορίων.  

Όσον αφορά τη βιοαποδόµηση των φυτοπροστατευτικών προϊόντων ειδικά, θα λέγαµε πως 

αποτελεί έναν από τους πιθανούς τρόπους της αποµάκρυνσης των ουσιών αυτών στο 

περιβάλλον. Στο σχήµα που ακολουθεί (Σχήµα 1) περιγράφονται όλες οι οδοί δυνητικής 

αποµάκρυνσης ενός φυτοπροστατευτικού προϊόντος έπειτα από την εφαρµογή του. Έτσι, 

λοιπόν, οι διαδικασίες οι οποίες είναι πιθανό να ακολουθηθούν είναι η εξάτµιση στην 
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ατµόσφαιρα, η αεροµεταφορά, η φωτοαποδόµηση, η απορροή, η πρόσληψη από τα φυτά, η 

προσρόφηση στα συστατικά του εδάφους, η έκπλυση, η χηµική αποδόµηση και τέλος η 

µικροβιακή αποδόµηση (Fishel, 1997 και Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007).  

 

 

 
Σχήµα 1. Τύχη ενός φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο περιβάλλον έπειτα από την εφαρµογή 
του.  
 

 

Η µικροβιακή δραστηριότητα θεωρείται πολύ σηµαντική αιτία αποδόµησης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων στο περιβάλλον. Τόσο στα φυτά όσο και στα ζώα 

πραγµατοποιείται έντονη διάσπαση ουσιών, η οποία, όµως, δεν είναι ποσοτικά συγκρίσιµη µε 

την αντίστοιχη που προκαλείται από τους µικροοργανισµούς. Η πλήρης αποδόµηση ενός 

οργανικού µορίου σε ανόργανα (mineralization) είναι συνήθως προϊόν µικροβιακής δράσης. 

Μέσω της διαδικασίας αυτής οι µικροοργανισµοί αυξάνουν τη βιοµάζα τους 

χρησιµοποιώντας τον άνθρακα των οργανικών ενώσεων ως πηγή ενέργειας και άνθρακα για 

την ανάπτυξή τους. Με τον τρόπο αυτό αυξάνουν τους πληθυσµούς ή τις αποικίες τους σε 

αριθµό και µέγεθος.  

∆εδοµένου ότι ποτέ δεν υπάρχει µόνο µια οργανική ένωση παρούσα αλλά πλήθος αυτών, η 

διαδικασία πλήρους αποδόµησής των ουσιών είναι διαφορετική. Έχει παρατηρηθεί πως 

κάποιες ουσίες µεταβολίζονται στο έδαφος ή το νερό, αν και δε βρέθηκε κάποιος 

µικροοργανισµός µε την ικανότητα να τις χρησιµοποιήσει ως πηγή ενέργειας. Οι ουσίες αυτές 

µεταβολίζονται σε µη αποστειρωµένα εδάφη αλλά όχι σε αποστειρωµένα. Τέτοιες ουσίες 

είναι τα DDT, 2,4,5-T, aldrin, heptachlor και άλλα χλωριωµένα ή µη µόρια.  Παρόλο που δεν 

έχουν αποµονωθεί µικροοργανισµοί ικανοί να χρησιµοποιούν τις ουσίες αυτές ως πηγή 

ενέργειας και θρέψης, έχει παρατηρηθεί πως υφίστανται αλλαγές στη χηµική δοµή τους στο 

έδαφος. Η διαδικασία αυτή οφείλεται κυρίως στο φαινόµενο του συµµεταβολισµού 
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(cometabolism). Οι µικροοργανισµοί αναπτύσσονται µεν σε άλλο υπόστρωµα, αλλά σε 

αυτούς οφείλεται η διάσπαση των µορίων. Στην ουσία η ύπαρξη της οργανικής ουσίας επάγει 

την ενεργοποίηση του ενζυµικού συστήµατος του µικροοργανισµού στη δράση του οποίου 

οφείλεται η βιοαποδόµηση. Η πληθυσµιακή πυκνότητα των µικροοργανισµών αυτών δεν 

αυξάνεται και συνήθως ο µεταβολισµός της ουσίας είναι πολύ αργός (University of 

Waterloo). 

Τα τελευταία χρόνια η έντονη αναζήτηση του ανθρώπου προς νέους βιώσιµους τρόπους 

απορρύπανσης του επιβαρυµένου µε φυτοπροστατευτικά προϊόντα περιβάλλοντος, έχει 

εντατικοποιήσει τη µελέτη της βιοαποδόµησης. Η µοναδική αυτή ικανότητα των 

µικροοργανισµών να αποδοµούν ουσίες- ρυπαντές µελετάται εντατικά σε µοριακό και 

βιοχηµικό επίπεδο προσφέροντας πολύ αναλυτικές και σηµαντικές πληροφορίες τόσο για το 

µονοπάτι βιοαποδόµησης κάθε ουσίας, όσο και για την ικανότητα των µικροοργανισµών να 

προσαρµόζονται σε εναλλασσόµενες περιβαλλοντικές συνθήκες (Diaz, 2008). 
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1.2 ΕΠΙΦΥΤΙΚΟΙ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΟΙ  

1.2.1 Μικροοργανισµοί στη φυλλόσφαιρα και τους καρπούς  

Η φυτική επιφάνεια αποτελεί ένα σηµαντικό βιότοπο επιφυτικών και ενδοφυτικών 

µικροοργανισµών, οι οποίοι προάγουν την ανάπτυξη των φυτών, αλλά και τα προστατεύουν 

(Wilson, 1989). Τα βακτήρια, οι ζύµες  και οι µυκηλιακοί µύκητες εγκαθίστανται και 

αναπτύσσουν πληθυσµούς στη φυλλόσφαιρα και τους καρπούς. Οι πιθανές πηγές προέλευσης 

των αποικιστών αυτών είναι το έδαφος, τα σπόρια, ο αέρας, οι οφθαλµοί και οι 

διαχειµάζοντες βλαστοί. Η σχετική σηµασία των πηγών είναι άγνωστη, η µεταφορά σπορίων, 

όµως, µε τον αέρα είναι η πιθανότερη πηγή µολύνσεων από µυκηλιακούς µύκητες και σε 

σηµαντικό βαθµό πολύ σηµαντική και για τις υπόλοιπες κατηγορίες µικροχλωρίδας 

(Andrews, 1992). Στους καρπούς παρατηρείται πυκνός και ποικίλος πληθυσµός 

µικροοργανισµών, όπως ζύµες, µύκητες, βακτήρια και πρωτόζωα σε διάφορα στάδια 

ανάπτυξης (McCormack et al., 1994). Οι αλληλεπιδράσεις µεταξύ ζυµών και φυτών, οι 

οποίες υποστηρίζουν την ανάπτυξή τους, δεν έχουν διασαφηνιστεί (Carmo-Souza, 1969; 

Phaff et al., 1987; Phaff and Starmer, 1987 και Robbs et al., 1989). 

 Οι ζύµες αναπτύσσονται σε µικροβιοτόπους όπως φύλλα, ιστοί σε αποσύνθεση, άνθη,  

νέκταρ, καρποί και φλοιοί δέντρων (Martini et al., 1980; Hagler et al., 1993; Rosa et al., 1994 

και Rosa et al., 1995). Ο  αποικισµός των καρπών από τις ζύµες επηρεάζεται από το βαθµό 

προσβολής από έντοµα, τις καλλιεργητικές πρακτικές και τις καιρικές συνθήκες. Για την 

ανάπτυξη των ζυµών είναι αναγκαίες οι συνθήκες υψηλής υγρασίας (>90%) για κάποια 

χρονική περίοδο µέσα στην ηµέρα (Bashi & Fokkema, 1977 και Fokkema et al.,  1979). Οι 

πληθυσµοί των ζυµών και των βακτηρίων αυξάνονται ανάλογα µε τις δυνατότητες που τους 

παρέχονται στον καρπό ή το φύλλο κάτω από τις δεδοµένες επικρατούσες συνθήκες 

(Fokkema and Schippers, 1986). Θα πρέπει να τονιστεί πως οι συνθήκες που προάγουν την 

ανάπτυξη ενός πληθυσµού δεν προάγουν απαραίτητα και την ανάπτυξη κάποιου άλλου 

(Hirano & Upper, 1989 και Hirano & Upper, 1991). Επίσης η σχετική θέση του φύλλου ή του 

καρπού µέσα στο φύλλωµα µπορεί επίσης να επηρεάσει την πληθυσµιακή ανάπτυξη των 

διαφόρων µικροοργανισµών (Carroll, 1979 και Andrews et al., 1980). Τα σηµεία πάνω στα 

φύλλα και τους καρπούς στα οποία αναπτύσσονται οι µικροοργανισµοί είναι κυρίως οι 

νευρώσεις και οι αύλακες πάνω από τα αντικλινή κυτταρικά τοιχώµατα των επιδερµικών 

κυττάρων (Diem, 1974). Το γεγονός αυτό οφείλεται πιθανώς στην τοπική συγκέντρωση 

θρεπτικών στοιχείων, την προστασία από εξωτερικούς παράγοντες, τα φαινόµενα παγίδευσης 

και απόθεσης µικροοργανισµών και τη συγκράτηση λεπτής στρώσης νερού σε αυτές τις 

θέσεις. Κάποιες από τις θέσεις αυτές είναι πιθανό να είναι εξειδικευµένες ανάλογα µε την 
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κατηγορία του µικροργανισµού (Andrews, 1992). Τα γένη Cryptococcus, Rhodotorula, 

Sporobolomyces και Candida είναι οι ζύµες οι οποίες αποµονώνονται συνήθως από τις 

φυλλικές επιφάνειες και τους καρπούς (Phaff και Starmer, 1987). Οι ζύµες Candida, 

Cryptococcus, Lipomyces και Rhodotorula έχουν αποµονωθεί επίσης από εδάφη ποικίλης 

σύστασης, υγρασίας και pH, σε διαφορετικές γεωγραφικά περιοχές και κάτω από 

διαφορετικές κλιµατικές συνθήκες (Di Menna, 1957; Phaff and Starmer, 1987 και Babeva and 

Chernov, 1995). 

 

1.2.2 Μηχανισµός δράσης ζυµών  

Ο κύριος µηχανισµός δράσης των ζυµών βασίζεται στον ανταγωνισµό τους µε τους 

αντίστοιχους παθογόνους για χώρο και θρεπτικά στοιχεία (Chand- Goyal & Spotts, 1996a, 

1996b; Droby & Chalutz, 1994; Janisiewicz, 1996 και Filonow, 1998), ισχυρισµός ο οποίος 

ενισχύεται από το γεγονός ότι οι οργανισµοί αυτοί εµφανίζουν αδυναµία παραγωγής 

αντιβιοτικών ουσιών (Droby & Chalutz, 1994a; El-Ghaouth και Wilson, 1995). Η παραγωγή 

αντιβιοτικών ουσιών συνιστάται ως µηχανισµός δράσης κυρίως των βακτηρίων. Υπάρχουν 

ενδείξεις πως οι ζύµες µπορούν  να διεγείρουν µηχανισµούς άµυνας του ξενιστή (Wilson et 

al., 1994 και Arras, 1996), όπως διαπιστώθηκε για το γένος Debaryomycetes, το οποίο επάγει 

την παραγωγή φυτοαλεξινών από τα φυτά (Wilson & Chalutz, 1989 και Wilson et al., 1994). 

Εκτός του ανταγωνισµού για χώρο και θρεπτικά στοιχεία, διαπιστώθηκε επίσης ισχυρή 

προσκόλληση των ζυµών στις υφές των παθογόνων και υψηλή παραγωγή ενζύµων τα οποία 

προκαλούν τη λύση και αποδιοργάνωση των κυτταρικών τοιχωµάτων των τελευταίων 

(Wisniewki et al., 1991; Castoria et al., 1997). Έχει βρεθεί από τον Wilson και τους 

συνεργάτες του (1994) πως η ζύµη Candida saitoana παράγει το ένζυµο χιτινάση, το οποίο  

αποσυνθέτει τη χιτίνη του κυτταρικού τοιχώµατος των παθογόνων.  

Οι ζύµες Rhodotorula, συγκεκριµένα, χρησιµοποιούν για την επιβίωσή τους τα ίδια θρεπτικά 

στοιχεία που απαιτούνται για τη βλάστηση και σποριοποίηση πολλών παθογόνων, όπως 

Botrytis cinerea, Penicillium expansum (Elad 1996 και Leibinger et al., 1997). Ο Castoria και 

οι συνεργάτες του (1997) διαπίστωσαν τη µεγάλη εξάρτηση της συγκεκριµένης ζύµης από 

την ύπαρξη των απαραίτητων θρεπτικών στοιχείων για την επιβίωση και τον ανταγωνισµό 

της µε άλλα παθογόνα. Οι ίδιοι διαπίστωσαν επίσης ότι η αντιβίωση δε φαίνεται να 

διαδραµατίζει κάποιο ρόλο ως πιθανός µηχανισµός δράσης της.  
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1.2.3 Οι ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Οι ζύµες Rhodotorula ανήκουν στο βασίλειο των µυκήτων, στην τάξη των Urediniomycetes 

του φύλου Basidiomycota και στην οικογένεια Sporidiobolaceae. Οι αποικίες των ζυµών 

αυτών είναι εύκολα αναγνωρίσιµες εξαιτίας του χαρακτηριστικού χρωµατισµού τους, ο 

οποίος ποικίλει από κρεµώδες και κίτρινο ή πορτοκαλί έως ροζ και κόκκινο (Postgate, 1994 

και de Hoog et al., 2000). Το χρώµα αυτό οφείλεται στις χρωστικές ουσίες τις οποίες 

παράγουν οι ζύµες µε στόχο να αποµακρύνουν συγκεκριµένα µήκη κύµατος φωτός τα οποία 

θα ήταν καταστρεπτικά για τα κύτταρά τους (Postgate, 1994). Τα κύτταρα τους είναι 

σφαιρικά, ωοειδή ή επιµήκη. Η αναπαραγωγή των ζυµών πραγµατοποιείται µε πλευρική ή 

πολική βλάστηση, ενώ είναι πιθανή και η ανάπτυξη ψευδοϋφών.  

Επιπλέον, κανένα είδος του γένους Rhodotorula δε διασπά άµυλο, ενώ δεν εµφανίζουν και 

την ικανότητα ζύµωσης (Kurtzman and Fell, 1998). 

Οι ζύµες παρουσιάζουν ευρύ φάσµα υποστρωµάτων ανάπτυξής. Ανάπτυξη των καλλιεργειών 

µπορεί να επιτευχθεί στο έδαφος, το νερό, τον αέρα, στην επιφάνεια των φυτών, σε 

υφάσµατα ή τρόφιµα και σε εσωτερικά όργανα ζώων. Οι ζύµες χαρακτηρίζονται ως 

ψυχρόφιλοι µικροοργανισµοί (Kwon- Chung και Bennett, 1992 και Postgate, 1994), αν και 

κάποια στελέχη αναπτύσσονται στους 37
o
C. Κατά κανόνα δεν έχει παρουσιαστεί δράση στον 

άνθρωπο, ενώ έχουν αναφερθεί δερµατοπάθειες σε όρνιθες από το είδος Rhodotorula glutinis 

(Kwon- Chung και Bennett, 1992). Όµως, σύµφωνα µε άλλους ερευνητές (Anaissie et al., 

1989; Krcmery et al., 1999; Alliot et al., 2000 και Groll and Walsh, 2001) είναι πιθανή η 

πρόκληση µυκητιάσεων σε ευαίσθητες οµάδες ατόµων όπως ασθενείς που πάσχουν από 

AIDS ή οξεία λευχαιµία. Επιπλέον έχουν παρατηρηθεί περιστατικά µηνιγγίτιδας (Pore, 1976; 

Giaurgieva et al., 1996 και Huttova et al., 1998), ενδοκαρδίτιδας (Naveh, 1975), περιτονίτιδας 

και πάθησης οφθαλµών (Pinna et al., 2001). Οι παθήσεις αυτές συνήθως προκαλούνται από 

τη Rhodotorula rubra (Kurtzman and Fell, 1998). 

Το γένος Rhodotorula παρουσιάζει τρία δραστήρια είδη, το Rhodotorula glutinis, το 

Rhodotorula minuta και το Rhodotorula mucilaginosa, το οποίο ονοµάζεται και Rhodotorula 

rubra. Θα ακολουθήσει περιγραφή των ειδών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra.   

Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis πρόκειται για ζύµη η οποία αποτελεί την απλοειδή 

φάση της Rhodotorula sphaerocarpon. Η πιθανή σύνδεση µεταξύ δύο κυττάρων 

διαφορετικού φυλετικού τύπου οδηγεί στη δηµιουργία ενός δικαρυωτικού µυκηλίου µε πολύ 

σφιχτές συνδέσεις. Σε αυτή την περίπτωση το µυκήλιο µε τη σειρά του παράγει τελειοσπόρια, 

µε µονούς διπλοειδείς πυρήνες, τα οποία προέρχονται από την πυρηνική συγχώνευση κατά 

την ανάπτυξη τους. Όταν αυτά τα σπόρια µε τα παχιά τοιχώµατα σχηµατιστούν, 
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πραγµατοποιείται µείωση και το µικρό προµυκήλιο, αντίστοιχο µε βασίδιο, δίνει τελικά 

σπορίδια (βασιδιοσπόρια) (Carlile and Watkinson, 1997b). Η Rhodotorula glutinis 

παρουσιάζει και τέλεια µορφή στο γένος Rhodosporidium, στα είδη Rhodosporidium 

diobovatum, Rhodosporidium sphaerocarpum και Rhodosporidium toruloides (de Hoog et al., 

2000). Είναι πολύ γρήγορης ανάπτυξης και σχηµατίζει κρεµώδεις, ροδόχρωου ή κοραλί - 

κοκκινωπού χρώµατος αποικίες (Εικόνα 1 ). Μυκηλιακές υφές δε σχηµατίζονται, ενώ µπορεί 

να παρατηρηθούν ατροφικές ψευδοϋφές κατά την ανάπτυξη των αποικιών της. Τα 

βλαστοσπόριά της είναι µονοκύτταρα µε σφαιρικό ή επίµηκες σχήµα. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Εικόνα 1. Γραµµική σπορά 
της ζύµης Rhodotorula 
glutinis. 

 

 

 

 

Η Rhodotorula glutinis παρουσιάζει παγκόσµια εξάπλωση. Έχει αποµονωθεί σε περιοχές 

όπως Ιαπωνία, Σουηδία, Η.Π.Α., Κένυα, Γερµανία, Ισπανία, Καναδά καθώς και στον 

Ατλαντικό και τον Ινδικό Ωκεανό. Μεγάλος είναι ο αριθµός των υποστρωµάτων ανάπτυξής 

της και είναι ίσως το πιο κυρίαρχο είδος του γένους Rhodotorula (Kwon- Chung, 1992). 

Η Rhodotorula rubra είναι επίσης πολύ γρήγορης ανάπτυξης και σχηµατίζει ρόδινες αποικίες 

(Εικόνα 2) αποτελούµενες από σφαιρικά κύτταρα τα οποία επιµηκύνονται κατά τη διαίρεσή 

τους και έχουν συνήθως µέγεθος 2,5- 6,5 x 6,5- 14,0 nm. ∆εν παρατηρούνται ψευδοϋφές. Τα 

βλαστοσπόριά της είναι µονοκύτταρα µε σφαιρικό ή επίµηκες σχήµα.  

Η ζύµη αυτή δεν αφοµοιώνει νιτρικά ως µορφή αζώτου, ενώ αφοµοιώνουν τη σακχαρόζη, τη 

µαλτόζη  και τη ραφινόζη, αλλά όχι τη λακτόζη  (Kreger-Van, 1984). Η έντονη διασπορά της 

ζύµης στον αέρα αποτελεί τον κύριο λόγο µόλυνσης του δέρµατος, των πνευµόνων, των 

ούρων και των κοπράνων ζώων και ανθρώπων. Συχνά αναφέρεται µυκητιακή περιτονίτιδα 

ασθενών οφειλόµενη στο σαπροφυτικό αποικισµό της Rhodotorula rubra σε καθετήρες ή 

µηχανήµατα διάλυσης  (Rippon, 1988). 
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Εικόνα 2. Αποικίες της ζύµης 
Rhodotorula rubra. 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.4 Ικανότητα των ζυµών του γένους  Rhodotorula στην αποδόµηση οργανικών 

ενώσεων 

Οι ζύµες του γένους Rhodotorula παρουσιάζουν δράση στην αποδόµηση οργανικών ενώσεων 

διαφόρων κατηγοριών. Οι Ni και Xu (2002) παρατήρησαν την αποδόµηση των κετονών 

acetophenone (αρχικής συγκέντρωσης 50Mm) και a-bromoacetophenone (αρχικής 

συγκέντρωσης 2mM) από την Rhodotorula AS2.2241. Η αποδόµηση πραγµατοποιήθηκε σε 

48 ώρες και βασίστηκε στη δράση του ενζύµου ρεδουκτάση. 

Επιπλέον, έχει αναφερθεί αποδόµηση του πολυκυκλικού αρωµατικού υδρογονάνθρακα 

phenanthrene από τη ζύµη Rhodotorula glutinis (Romero et al., 1998). Έπειτα από προσθήκη 

200mg phenanthrene στην καλλιέργεια της ζύµης ως µόνη πηγή άνθρακα και ενέργειας, 

παρατηρήθηκε πλήρης αποδόµησή του σε χρονικό διάστηµα ενός µήνα. Σύµφωνα µε τους 

MacGillivray and Shiaris (1993, 1994) η αποδόµηση των πολυαρωµατικών 

υδρογονανθράκων στηρίζεται στην ενεργοποίηση του ενζυµικού συστήµατος των 

µονοοξυγονασών (Mixed Function Oxidases, MFOs), που έχουν ως προσθετική οµάδα το 

κυτόχρωµα P450. Αποδόµηση και του πολυκυκλικού αρωµατικού υδρογονάνθρακα pyrene 

έχει διαπιστωθεί από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula minuta. Έπειτα από 17 

ηµέρες µετρήθηκε το 35% της αρχικής χορηγηθείσας συγκέντρωσης (40mg/L). Θα πρέπει να 

σηµειωθεί πως στο θρεπτικό υλικό καλλιέργειας της Rhodotorula glutinis στο  οποίο είχε 

προστεθεί γλυκόζη η έναρξη της αποδόµησης του pyrene καθυστέρησε (Romero et al., 2002).  

Έχει αναφερθεί η αποδόµηση της φαινόλης και άλλων συγγενών ενώσεων (p-nitrophenol, m-

hydroxyphenol, o-methoxyphenol κ.λ.π.) από διάφορες ζύµες µεταξύ των οποίων και δέκα 

στελέχη της Rhodotorula creatinivora και ένα στέλεχος της Rhodotorula ingeniosa. Η 
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φαινόλη θεωρείται ενδιάµεσο προϊόν της διάσπασης των αρωµατικών ενώσεων (Bergauer et 

al., 2005). Όµοια αποτελέσµατα δίνονται και από τον Fritsche (1992) ο οποίος περιγράφει την 

ικανότητα ζυµών του γένους Rhodotorula που έχουν αποµονωθεί από το έδαφος να 

αποδοµούν τη φαινόλη και τα παράγωγά του σε επιβαρυµένα εδάφη.  

Οι Wright και Ratledge (1991) αποµόνωσαν δύο στελέχη της  Rhodotorula rubra τα οποία 

αποδόµησαν το 4-hydroxybenzoate και άλλες αρωµατικές ενώσεις σε έδαφος όπου είχε 

προηγηθεί ρύπανση µε πετρέλαιο. Το σπάσιµο του δακτυλίου των αρωµατικών ενώσεων 

βασίζεται στη δράση δύο εξειδικευµένων υδρολασών της ζύµης. Έχει επίσης αναφερθεί 

διάσπαση του benzoate από τις Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra από τους 

Muncnerova και Augustin (1995). Στη µελέτη αυτή προστέθηκαν στις καλλιέργειες των 

ζυµών γλυκόζη ή ξυλόζη ως επιπλέον πηγή άνθρακα. Όπως διαπιστώθηκε παρουσία 

γλυκόζης (<5g/L) η Rhodotorula glutinis κατανάλώσε το benzoate αφότου εξαντλήθηκαν τα 

επίπεδα της γλυκόζης. Στην περίπτωση, όµως, που στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας είχε 

προστεθεί ξυλόζη, η ζύµη κατανάλωσε ταυτόχρονα και τις δύο πηγές άνθρακα. Όσον αφορά 

τη Rhodotorula rubra δεν παρατηρήθηκε διαφορά στον τρόπο δράσης της στα δύο υλικά και 

η αποδόµηση του benzoate δεν παρουσίασε καθυστέρηση.   

Μια άλλη κατηγορία ενώσεων στην οποία έχει παρατηρηθεί διάσπασή τους από ζύµες του 

γένους Rhodotorula, είναι οι πλαστικοποιητές bis-2-ethylhexyl adipate (B(EH)A), dioctyl 

phthalate (DOP), dioctyl terephthalate (DOTP), dipropylene glycol dibenzoate (D(PG)DB) 

και diethylene glycol dibenzoate (D(EG)DB) (Gartshore et al., 2003). Παρατηρήθηκε πως η 

Rhodotorula rubra µέσω της δράσης του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών, οι οποίες 

καταλύουν την υδρόλυση του phthalate ester σε phthalate acid, αποδοµεί όλες τις παραπάνω 

ουσίες. Οι δύο τελευταίες στη σειρά ενώσεις είχαν ως στόχο να αντικαταστήσουν τις 

υπόλοιπες οι οποίες παρουσίαζαν αρνητικές συνέπειες στο περιβάλλον. Η δράση, όµως, της 

ζύµης οδήγησε στην παραγωγή µεταβολιτών υψηλής τοξικότητας, γεγονός το οποίο απέρριψε 

τον αρχικό στόχο των ερευνών. 

Τέλος, η Fattakhova και οι συνεργάτες της (1991) παρατήρησαν την αποδόµηση των 

ρυπαντών triethanolamine και diethanolamine από τη ζύµη Rhodotorula rubra. Η αποδόµηση 

των ενώσεων αυτών πραγµατοποιήθηκε µε την κατάλυση της οξειδωτικής απαλκυλίωσης των 

αµινο-αλκοολών από τη δράση των µονοοξυγονασών, που έχουν ως προσθετική οµάδα το 

κυτόχρωµα P450.  

∆εν βρέθηκαν ερευνητικές εργασίες στις οποίες οι ζύµες του γένους Rhodotorula να 

αποδοµούν φυτοπροστευτικά προϊόντα. 
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1.3 ΦΥΤΟΠΡΟΣΤΑΤΕΥΤΙΚΑ ΠΡΟΪΟΝΤΑ- ΕΝΤΟΜΟΚΤΟΝΑ 

1.3.1 Οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα 

Τα οργανοφωσφορικά (organophosphates) εντοµοκτόνα είναι η πλέον πολυπληθής οµάδα 

συνθετικών οργανικών εντοµοκτόνων. Παρουσιάζουν ευρύ φάσµα δράσης εναντίον πολλών 

εντόµων- εχθρών των καλλιεργειών. Τα εντοµοκτόνα αυτά έτυχαν ευρύτατης εφαρµογής στη 

γεωργία, από τη λήξη σχεδόν του β' Παγκοσµίου Πολέµου και ιδιαίτερα µετά τη διαπίστωση 

των κινδύνων χρόνιας τοξικότητας από τα οργανοχλωριωµένα εντοµοκτόνα (Cupta, 2005). Η 

ταχύτατη και ευρεία εφαρµογή τους οφείλεται κυρίως στις φυσικοχηµικές και βιολογικές 

ιδιότητες τους. Χαρακτηρίζονται κατά γενικό κανόνα από υψηλή εντοµοκτόνο και 

ακαρεοκτόνο δράση, έχουν ευρύ φάσµα δράσης, µικρή υπολειµµατική διάρκεια και σχετικά 

γρήγορη αποδόµηση σε µεταβολικά προϊόντα µη τοξικά για τον άνθρωπο και τα ζώα. Πολλά 

από αυτά επιδεικνύουν διασυστηµατικές ιδιότητες ή τοπική διεισδυτική δράση εισερχόµενα και 

διακινούµενα εντός των ιστών των φυτών.  

Από     άποψη     χηµικής     δοµής     οι οργανοφωσφορικές ενώσεις είναι προϊόντα του  

πεντασθενούς τετραεδρικού φωσφόρου από τις οποίες εκείνες που συνήθως χρησιµοποιούνται 

στη γεωργία είναι οι εστέρες του φωσφορικού, του φωσφονικού (φωσφορώδους), του 

θειοφωσφορικού, του θειονοφωσφορικού και του πυροφωσφορικού οξέος. Οι 

οργανοφωσφορικοί εστέρες µε βάση τη χηµική δοµή ταξινοµούνται σε τρεις κύριες 

υποοµάδες τα αλειφατικά παράγωγα, τα αρωµατικά και τα ετεροκυκλικά παράγωγα. ∆ύο 

σηµαντικά µέλη της οµάδας των ετεροκυκλικών παραγόντων, είναι το chlorpyriphos (ethyl) 

και το diazinon, οι συντακτικοί τύποι των οποίων παρουσιάζονται στο ακόλουθο σχήµα 

(Σχήµα 2). Οι ενώσεις της υποοµάδας αυτής χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη ενός 

ετεροκυκλικού δακτυλίου µε άζωτο, θείο ή οξυγόνο στο µόριό τους. Τα ετεροκυκλικά 

οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα έχουν γενικά µεγαλύτερη υπολειµµατική δράση σε σχέση µε 

τα αλειφατικά και αρωµατικά παράγωγα (Chambers and Levi, 1992; Chambers, 1992 και 

Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). 
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Σχήµα 2. Συντακτικοί τύποι των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων chlorpyrifos και diazinon.  
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1.3.1.1 Βιοχηµικός µηχανισµός δράσης των οργανοφωσφορικών 

Τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα δρουν στο νευρικό σύστηµα των  εντόµων, 

παρεµποδίζοντας τη λειτουργία του και συγκεκριµένα, δρουν στις χολινεργικές συνάψεις, 

στις συνάψεις, δηλαδή, που νευροδιαβιβαστής είναι η ακετυλοχολίνη. Ειδικότερα, ο 

βιοχηµικός µηχανισµός δράσης τους στα αρθρόποδα, αλλά και στα θηλαστικά, είναι η µη 

αναστρέψιµη παρεµπόδιση του ενζύµου ακετυλοχολινεστεράση (AchE, acetylcholine esterase 

inhibitors). Για τη δράση αυτή είναι απαραίτητη η ύπαρξη της οµάδας Ρ=0  στο µόριο τους, 

ενώ για τα οργανοφωσφορικά µε οµάδα P=S, όπως τα chlorpyrifos και diazinon, πρέπει 

προηγουµένως να γίνει µετατροπή της οµάδας αυτής, στο φυτό ή στο έντοµο, σε Ρ=0. Σε 

κατάσταση φυσιολογικής λειτουργίας η συγκέντρωση της ακετυλοχολίνης στο συνοπτικό 

διάκενο ελέγχεται άµεσα από την ακετυλοχολινεστεράση, η οποία µετά τη µεταβίβαση του 

νευρικού σήµατος, υδρολύει την ακετυλοχολίνη σε οξικό οξύ και χολίνη που είναι 

φυσιολογικά αδρανή και έτσι η σύναψη αποφορτίζεται. Όταν όµως εισέλθει στον οργανισµό 

του εντόµου κάποιος οργανοφωσφορικός εστέρας τότε γίνεται φωσφορυλίωση της 

χοληνεστεράσης, η φωσφορική οµάδα παραµένει προσκολληµένη στο ένζυµο 

παρεµποδίζοντας τη λειτουργία του για πολλές ηµέρες, µε αποτέλεσµα την υπέρµετρη 

συσσώρευση της ακετυλοχολίνης (Σχήµα 3). 

Σχήµα 3.  Σχηµατική  απεικόνιση   της  υδρόλυσης  της  ακετυλοχολίνης  από   την 
ακετυλοχοληνεστεράση και του µηχανισµού δράσης των οργανοφωσφορικών (Ζιώγας και 
Μαρκόγλου, 2007). 
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Η υπέρµετρη συσσώρευση του νευροδιαβιβαστή έχει ως αποτέλεσµα τη "βραχυκύκλωση" του 

συστήµατος µετάδοσης των νευρικών µηνυµάτων, προκαλώντας έτσι πληθώρα 

νευροµεταδόσεων στους νευρώνες του κεντρικού νευρικού συστήµατος, µε αποτέλεσµα 

υπερδιέγερση, µεγάλη κινητικότητα, τρόµο, σπασµούς, παράλυση και τελικά θάνατο 

(O’Brian, 1973; Coats, 1982; Cremlyn, 1991; Copping και Hewitt, 1998 και Ζιώγας και 

Μαρκόγλου, 2007). 

 

1.3.1.2 Τύχη των οργανοφωσφορικών στο περιβάλλον 

Η ευρεία χρήση των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων έχει οδηγήσει στη συσσώρευσή τους 

στο περιβάλλον και ειδικά στον αέρα, τους υδάτινους όγκους, (υπόγεια και επιφανειακά 

νερά) και το έδαφος. Υπολείµµατα τους έχουν  ανιχνευτεί σε µεγάλες αποστάσεις από την 

τοποθεσία εφαρµογής τους (Racke, 1993). Η αναφορά στην τύχη και τη συµπεριφορά των 

οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων στο περιβάλλον θα επικεντρωθεί στο chlorpyrifos και το 

diazinon.  

 

1.3.1.2.1 Τύχη των chlorpyrifos και diazinon στον αέρα 

Το chlorpyrifos αποδοµείται στον αέρα κυρίως µέσω της διαδικασίας της φωτόλυσης. Η 

φωτολυτική αυτή διάσπαση λαµβάνει χώρα είτε άµεσα είτε έµµεσα. Στην άµεση φωτόλυση 

το φυτοπροστατευτικό προϊόν απορροφά την UV ακτινοβολία και εισέρχεται στη διαδικασία 

αποδόµησης του µορίου του. Τόσο το chlorpyrifos όσο και ο κύριος µεταβολίτης του το 

3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) απορροφούν την ηλιακή ακτινοβολία σε µήκος κύµατος 

υψηλότερο των 295nm. Στην έµµεση φωτολυτική διάσπαση το ηλιακό φως ενεργοποιεί 

χουµικά ή ανόργανα υλικά τα οποία αλληλεπιδρούν µε το chlorpyrifos και παράγονται 

υπεροξείδια (Racke, 1993). 

Στον αέρα το diazinon αρχικά φωτοοξειδώνεται στην ενεργή µορφή του το diazoxon 

(Schomburg et al., 1991 και Seiber et al., 1993) απορροφώντας ηλιακή ακτινοβολία σε µήκος 

κύµατος 290nm (HHS, 1996).  

 

1.3.1.2.2 Τύχη των chlorpyrifos και diazinon στο νερό 

Οι πιθανοί δίοδοι των εντοµοκτόνων προς το νερό είναι είτε από απευθείας ρίψη, ως 

αποτέλεσµα απορροής από γεωργικές και αστικές περιοχές ή από έκπλυση κατά τη διάρκεια 

της επέµβασης. Επιπλέον, είναι πιθανό να µετακινηθούν από την ατµόσφαιρα µέσω οµίχλης ή 

βροχόπτωσης (Seiber et al., 1993; Domagalski et al., 1997). Τα οργανοφωσφορικά 
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εντοµοκτόνα έχουν ανιχνευτεί και ταυτοποιηθεί σε υγρά απόβλητα, χείµαρρους, υπόγεια 

ύδατα και υδρόβιους οργανισµούς (EPA, 1995). 

Η κύρια οδός υποβάθµισης του chlorpyrifos στα  υδάτινα οικοσυστήµατα είναι η υδρόλυση. 

Από διάφορες µελέτες έχει προκύψει πως σε συνθήκες θερµοκρασίας 25
o
C και pH 7, ο 

χρόνος ηµιζωής του chlorpyrifos στην υδρόσφαιρα ποικίλει από 35 έως 74 ηµέρες (Meikle 

and Youngson, 1978; Chapman and Cole, 1982; McCall, 1986a; και Batzer et. al, 1990). 

Απαραίτητο κρίνεται να αναφερθεί πως οι παραπάνω τιµές χρόνου ηµιζωής του chlorpyrifos 

έχουν προκύψει έπειτα από µελέτη σε αποσταγµένο νερό σε συνθήκες εργαστηρίου. Στην 

πραγµατικότητα οι τιµές αυτές είναι πολύ χαµηλότερες, δεδοµένου ότι σε ένα φυσικό υδάτινο 

περιβάλλον σηµαντικό ρόλο στην αποδόµηση του δρώντος συστατικού παίζουν και άλλοι  

παράγοντες όπως η φωτόλυση και η µικροβιακή αποδόµηση (βιοαποδόµηση) (Racke, 1993). 

Σχετικά µε το diazinon, όταν βρεθεί στο νερό, µπορεί να εξατµιστεί στην ατµόσφαιρα, να 

προσροφηθεί στο έδαφος ή στο ίζηµα, να απορροφηθεί από υδάτινους οργανισµούς ή να 

παραµείνει στο υδατικό διάλυµα (Domagalski και Kuivila, 1993). Η αποδόµηση του στο νερό 

µπορεί να γίνει µέσω των µηχανισµών της υδρόλυσης, της φωτόλυσης και της 

βιοαποδόµησης. Οι µηχανισµοί αυτοί επηρεάζονται έντονα από το pH, τη θερµοκρασία, την 

αλµυρότητα και την καθαρότητα του νερού (Frank et al., 1991a και Howard, 1991). Ως 

παράδειγµα αναφέρεται πως σε διακύµανση του pH από 7 έως 4,5 ο χρόνος ηµιζωής του  

diazinon από αβιοτική αποδόµηση κυµάνθηκε από 70 έως 3,15 ηµέρες, αντίστοιχα (Chapman 

και Cole, 1982). Το κύριο προϊόν της υδρόλυσης είναι το 2-isopropyl-6-methyl-4-

hydroxypyrimidine (IMΗP) (Burkhard και Guth, 1979). Πολύ σηµαντικό ρόλο στην 

αποδόµηση του diazinon από τα επιφανειακά νερά παίζει επίσης και ο µηχανισµός της 

φωτόλυσης. Ο Frank και οι συνεργάτες του (1991α)
 
ανέφεραν πως ο χρόνος ηµιζωής του 

δρώντος συστατικού υπό συνθήκες φωτός ήταν κατά 11 ηµέρες πιο σύντοµος από τον 

αντίστοιχο υπό συνθήκες σκότους.  

 

1.3.1.2.3 Τύχη των chlorpyrifos και diazinon στο έδαφος  

Ο ρυθµός αποδόµησης των εντοµοκτόνων στο έδαφος επηρεάζεται από παράγοντες όπως η 

θερµοκρασία, η υγρασία η µορφή του σκευάσµατος µε το οποίο έγινε η επέµβαση, η δόση 

εφαρµογής του σκευάσµατος και τέλος η ύπαρξη µικροοργανισµών.  

Στο έδαφος οι κύριοι τρόποι µείωσης της συγκέντρωσης του chlorpyrifos είναι η υδρόλυση 

και η µικροβιακή αποδόµηση. Ο Bidlack (1979) ερεύνησε το µεταβολισµό του chlorpyrifos 

σε επτά διαφορετικούς τύπους εδάφους κάτω από αερόβιες και αναερόβιες συνθήκες. Κάτω 

από αερόβιες συνθήκες παρατήρησε πως ο κύριος παραγόµενος µεταβολίτης ήταν το 
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διοξείδιο του άνθρακα (88,5%) και σε χαµηλότερα ποσοστά οι µεταβολίτες  3,5,6-trichloro-2-

pyridinol (TCP) (32,5%) και ο 3,5,6-trichloro-2-methoxypyrimidine (TMP) (10,7%). Κάτω 

από αναερόβιες συνθήκες παράχθηκε σε µεγάλο ποσοστό ο µεταβολίτης TCP και σε 

µικρότερο το διοξείδιο του άνθρακα, ενώ δεν παρατηρήθηκε καθόλου ο µεταβολίτης TMP. Ο 

χρόνος ηµιζωής του chlorpyrifos στο έδαφος (DT50) κυµαίνεται από 10- 120 ηµέρες στους 

25
o
C υπό εργαστηριακές συνθήκες, σε 35- 56 ηµέρες στην περίπτωση κατά την οποία 

πραγµατοποιείται ενσωµάτωση του φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο έδαφος και 7- 15 

ηµέρες σε εφαρµογές στην επιφάνεια του εδάφους (Getzin, 1981 και Racke, 1988). Ένα 

γενικό σχήµα απεικόνισης του chlorpyifos στο περιβάλλον παρουσιάζεται στο σχήµα που 

ακολουθεί. 

 

Σχήµα 4. Γενικό σχήµα απεικόνισης της αποδόµησης του chlorpyrifos στο περιβάλλον (Racke, 
1993).  
 

 

Όσον αφορά την αποδόµηση του chlorpyrifos στο έδαφος από µικροοργανισµούς  θα 

ακολουθήσει σε επόµενη ενότητα λεπτοµερής αναφορά.  

Το έδαφος αποτελεί τον κύριο αποδέκτη των επεµβάσεων του diazinon ως εντοµοκτόνο ή  

νηµατωδοκτόνο (HHS, 1996). Το diazinon διασπάται στο έδαφος µέσω των µηχανισµών της 

υδρόλυσης, της φωτόλυσης και της µικροβιακής αποδόµησης, έχοντας την τελευταία ως 
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επικρατούσα διαδικασία στα περισσότερα εδάφη (Howard, 1991) αλλά και την αβιοτική 

υδρόλυση να κυριαρχεί σε αναερόβιες συνθήκες. ∆εν παρουσιάζει εµµονή στο έδαφος και ο 

χρόνος ηµιζωής του έχει εκτιµηθεί στις 2 έως 4 εβδοµάδες (Wauchope, 1992). Το κύριο 

προϊόν αποδόµησης του diazinon στο έδαφος είναι το oxypyrimidine, το οποίο παρουσιάζει 

µεγαλύτερη εµµονή από ότι το µητρικό µόριο (EPA, 1990). Άλλα παραγόµενα προϊόντα είναι 

το 2-isopropyl-6-methyl-4-hydroxypyrimidine (IMΗP), το οποίο παράγεται τόσο από 

υδρόλυση όσο και από φωτόλυση, το isodiazinon, το οποίο παράγεται από φωτόλυση και τα  

διοξείδιο του άνθρακα και 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) από µικροβιακή 

δραστηριότητα (Burkhard και Guth, 1979; Mansour et al., 1997; Michel et al., 1997). Οι 

Shoen και Winterlin (1987) απέδειξαν πως η αποδόµηση του diazinon είναι ταχύτερη σε 

όξινα εδάφη, λόγω της αυξηµένης υδρολυτικής διάσπασης. Το diazinon σπάνια µετακινείται 

σε κατώτερα επίπεδα εδάφους, αν και έχει παρατηρηθεί να ρυπαίνει υπόγεια ύδατα (Howard, 

1991). Ένα γενικό σχήµα απεικόνισης του diazinon στο περιβάλλον παρουσιάζεται στο 

σχήµα που ακολουθεί. 

 

 
 
Σχήµα 5. Γενικό σχήµα απεικόνισης της αποδόµησης του diazinon στο περιβάλλον (FAO/WΗΟ, 
1967).  



   

 31 

1.3.1.2.4  Μεταβολισµός των chlorpyrifos και diazinon στα φυτά 

Ο ρυθµός απώλειας των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τη φυλλική επιφάνεια 

επηρεάζεται από παράγοντες όπως το είδος του φυτού (µέγεθος φυλλικής επιφάνειας), οι 

συνθήκες εφαρµογής (αγρού ή θερµοκηπίου), η µορφή του σκευάσµατος µε το οποίο έγινε η 

επέµβαση, η δόση εφαρµογής του σκευάσµατος και τέλος η γεωγραφική θέση της περιοχής 

στην οποία πραγµατοποιήθηκε η εφαρµογή. 

Το chlorpyrifos υποβαθµίζεται πάρα πολύ γρήγορα στη φυλλική επιφάνεια των φυτών, 

παρουσιάζοντας χρόνο ηµιζωής από 1 (σε φύλλα αραβόσιτου) έως 9 ηµέρες (σε φύλλα 

βαµβακιού). Ο κυρίαρχος µηχανισµός µείωσης του είναι η εξάτµιση, ενώ η φωτόλυση 

παρουσιάζει δευτερεύοντα ρόλο (Bauriedel, 1986a). Από τα αποτελέσµατα µελετών για την 

υποβάθµιση και το µεταβολισµό του chlorpyrifos στα φυτά, έπειτα από επέµβαση 

φυλλώµατος, συµπεραίνεται πως η µεγαλύτερη ποσότητα της ουσίας εξατµίζεται από τα 

φύλλα σε 1 ή 2 ηµέρες, ενώ η ποσότητα που αφοµοιώνεται στους ιστούς του φύλλου 

µετατρέπεται σε TCP το οποίο στη συνέχεια ενσωµατώνεται σε πολικά σύµπλοκα (Racke, 

1993). Γενικά, η ποσότητα του chlorpyrifos που εισέρχεται στο φυτό διαµέσου του ριζικού 

συστήµατος θεωρείται αµελητέα, επιβεβαιώνοντας το µη διασυστηµατικό του χαρακτήρα 

(Smith και Watson, 1964). Η περιορισµένη µετακίνηση του chlorpyrifos εντός του καρπού 

µπορεί να αποδοθεί στην αδυναµία διασυστηµατικής κίνησης (Bauriedel και Miller, 1980).  

Γενικά ο χρόνος ηµιζωής του diazinon είναι ταχύς στα φυλλώδη λαχανικά, στη χορτονοµή 

και το γρασίδι, από 2 έως 14 ηµέρες. Στα φυτά µε υψηλή περιεκτικότητα σε λίπος η εµµονή 

του diazinon είναι µεγαλύτερη (Bartsch, 1974). Έπειτα από µελέτες υποβάθµισης και 

µεταβολισµού του diazinon σε διάφορες κατηγορίες φυτών (τοµάτα, σπανάκι, µαρούλι και  

φασόλια), παρατηρήθηκε πως η κύρια οδός µεταβολισµού του στους φυτικούς ιστούς ήταν 

παρόµοια. Πραγµατοποιείται διάσπαση του εστερικού δεσµού και παράγεται το 2-isopropyl-

4-methyl-6-hydroxypyrimidine, το οποίο στη συνέχεια ή οξειδώνεται και σχηµατίζει 2-

isopropyl-4-methyl-6-pyrimidinol (Coffin and McKinely, 1964; Ralls et al., 1966 και 

FAO/WΗΟ, 1967). 

 

1.3.1.2.5 Μεταβολισµός των chlorpyrifos και diazinon στα ζώα 

Το chlorpyrifos µεταβολίζεται και εξαλείφεται πολύ γρήγορα σε όλα τα ζωικά είδη. Ωστόσο 

ο µεταβολισµός του στα ζώα παρουσιάζει διαφορές σε σχέση µε τον αντίστοιχο στα φυτά. Ως 

κυριότερη διαφορά αναφέρεται εκείνη όπου κατά την πρώτη φάση του µεταβολισµού στα 

ζώα, πραγµατοποιείται τόσο ενεργοποίηση του µορίου και παραγωγή του chlorpyrifos oxon, 

όσο και απενεργοποίηση του µε την παραγωγή του µεταβολίτη TCP. Ως δεύτερη διαφορά 
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αναφέρεται το γεγονός ότι στα ζώα η συµπλοκοποίηση των µεταβολιτών εµφανίζεται ως η 

πρόδροµη κατάσταση πριν την απέκκριση των τελικών προϊόντων. 

Η πλειοψηφία των µελετών σχετικά µε την τύχη του chlorpyrifos στα µηρυκαστικά ζώα 

έπειτα από χορήγησή του είτε από στόµατος είτε από δέρµατος, επικεντρώνουν το 

ενδιαφέρον τους στον προσδιορισµό των ραδιε[ισηµασµένων υπολειµµάτων στο κρέας και το 

γάλα (Ivey et al., 1972; Leschchev et al., 1972; Luke and Dahl, 1976; McKellar et al., 1976; 

Dishburger etal., 1977; Ivey and Palmer, 1979 και Ivey and Palmer, 1981). Οι Luke και Dahl 

(1976) παρατήρησαν πως στο λίπος από το Αυστραλιανό πρόβατο εκτός του µητρικού µορίου 

του chlorpyrifos και του µεταβολίτη του TCP, ανιχνεύθηκαν και ίχνη του O,O-diethyl O-(3,6-

dichloro-2-pyridyl) phosphorothioate. Ο Osman και οι συνεργάτες του (1982) χορήγησαν για 

5 ηµέρες σε γαλακτοπαραγωγές αίγες 0,7- 1,6mg/kg chlorpyrifos και στους µεταβολίτες που 

ανιχνεύθηκαν στα ούρα και το γάλα συµπεριλαµβάνονταν το diethylphosphate, το 

diethylthiophosphate και το monoethylphosphate. Τέλος, ο Bauriedel (1986b) εξέτασε το 

µεταβολισµό 20ppm chlorpyrifos στο διαιτολόγιο ωοτόκων ορνίθων. Όπως παρατήρησε το 

δρων συστατικό µεταβολίστηκε ταχύτατα και απεκκρίθηκε. Ο κύριος µεταβολίτης που 

προσδιορίστηκε ήταν ο TCP καθώς και  σε µικρότερες συγκεντρώσεις µη ταυτοποιήσιµα 

πολικά προϊόντα. 

Όσον αφορά τους ωφέλιµους οργανισµούς, το chlorpyrifos είναι τοξικό σε ένα µεγάλο αριθµό 

ωφέλιµων αρθροπόδων περιλαµβανοµένων των µελισσών και παρασιτικών σφηκών (Wiles 

and Frampton, 1996). Είναι θανατηφόρο για τα ψάρια σε συγκεντρώσεις πολύ χαµηλές της 

τάξης των ppt (parts per trillion) (Wiles and Frampton, 1996 και NCAP, 2000). Στα πουλιά 

έχουν παρατηρηθεί επιδράσεις στο βάρος των νεογνών, παραµορφώσεις ακόµη και θάνατος 

(NCAP, 2000).  

Οι ρυθµοί µεταβολισµού και απέκκρισης του  diazinon στα ζώα είναι ταχείς. Ο χρόνος 

ηµιζωής του στα ζώα είναι 12 ώρες. Το φυτοπροστατευτικό προϊόν αποβάλλεται από το σώµα 

µέσω των ούρων και των περιττωµάτων. Σε ποσοστό 70% τα υπολείµµατα που αποβάλλονται 

αποτελούνται από µεταβολίτες. Έκθεση βοοειδών σε diazinon οδήγησε σε αποθήκευσή του 

στο λιπώδη ιστό για µικρή χρονική περίοδο. Το δρων συστατικό έπαψε να ανιχνεύεται στα 

ζώα 2 εβδοµάδες αφότου τελείωσε ο ψεκασµός. Τέλος, εφαρµογή του diazinon στο δέρµα 

αγελάδων κατέληξε σε ανίχνευση υπολειµµάτων αυτού στο γάλα 24 ώρες έπειτα από την 

εφαρµογή (U.S. Public Health Service, 1995).  

 

 



   

 33 

1.3.1.3 Τοξικολογικό προφίλ των chlorpyrifos και diazinon - Επίδραση στον ανθρώπινο 

οργανισµό  

Από άποψη οξείας τοξικότητας τόσο το chlorpyrifos όσο και το diazinon είναι µέτρια τοξικά 

στον άνθρωπο (EPA, 1989). Πιθανή δηλητηρίαση από  chlorpyrifos ή diazinon µπορεί να 

επηρεάσει το κεντρικό νευρικό σύστηµα, το καρδιαγγειακό και το αναπνευστικό σύστηµα, 

ενώ είναι ερεθιστικό στο δέρµα και τα µάτια. Παρόλο που σε άλλα οργανοφωσφορικά 

εντοµοκτόνα παρατηρείται απορρόφησή τους από το δέρµα, εντούτοις η δερµατική 

απορρόφηση των συγκεκριµένων είναι πολύ περιορισµένη. Η έκθεση του ανθρώπου σε 

δρώντα συστατικά που δρουν ως παρεµποδιστές της χολινεστεράσης,  µπορεί να επιφέρει 

µούδιασµα, αίσθηση τσουξίµατος, έλλειψη συντονισµού, πονοκέφαλο, ίλιγγο, ρίγος, ναυτία, 

γαστρικές κράµπες, εφίδρωση, θαµπή όραση, δυσκολίες στην αναπνοή και βραδυκαρδία. 

Πολύ υψηλές δόσεις είναι πιθανό να προκαλέσουν αναισθησία, ακράτεια, συσπάσεις ακόµα 

και θάνατο. Ιδιαίτερο κίνδυνο διατρέχουν τα άτοµα µε αναπνευστικά προβλήµατα (Gallo et 

al., 1991).  

Το chlorpyrifos έχει LD50 από στόµατος 95 έως 270mg/kg για τους αρουραίους και 

1000mg/kg στα κουνέλια (Dow Chemical Co, 1986; Gallo et al., 1991 και Kidd, 1991). Οι 

τιµές LD50 από δέρµατος είναι υψηλότερες, αναφέροντας 2000mg/kg για τους αρουραίους 

και 1000 έως 2000mg/kg στα κουνέλια (Gallo et al., 1991; Kidd, 1991; Dow Chemical Co, 

1986).  

Όσον αφορά τη χρόνια τοξικότητα, η επαναλαµβανόµενη και παρατεταµένη έκθεση ενός 

ατόµου σε οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα µπορεί να προκαλέσει τα ίδια συµπτώµατα µε 

εκείνα που αναφέρθηκαν στην οξεία, ίσως µε καθυστερηµένη την εµφάνισή τους. Άλλα 

συµπτώµατα που έχουν παρατηρηθεί σε εργαζόµενους-ψεκαστές είναι απώλεια µνήµης και 

αυτοσυγκέντρωσης, αποπροσανατολισµός, κατάθλιψη, εφιάλτες, ερεθιστικότητα, σύγχυση, 

πονοκέφαλος, δυσκολίες στο λόγο και αϋπνία (U.S.P.H.S., 1995). Ο Gallo και οι συνεργάτες 

του (1991) διεξήγαγαν µια µελέτη 2 χρόνων κατά την οποία επίµυες διατρέφονταν µε 

chlorpyrifos σε δόσεις 1 και 3mg/kg/ηµέρα και παρατήρησαν  µείωση των επιπέδων της 

χοληνεστεράσης στο πλάσµα του αίµατος. Σηµαντική αλλαγή παρατηρήθηκε στα επίπεδα της 

χοληνεστεράσης τόσο στο πλάσµα όσο και στα ερυθρά αιµοσφαίρια των ψεκαστών που 

εκτέθηκαν σε ψεκαστικό διάλυµα chlorpyrifos. Το γεγονός αυτό επιβεβαιώθηκε από τα 

αποτελέσµατα µελετών µε εθελοντές στους οποίους χορηγήθηκε chlorpyrifos σε δόση 

0,1mg/kg/ηµέρα για 4 εβδοµάδες (American Conference of Governmental Industrial 

Hygienists, 1986). Τα εντοµοκτόνα chlorpyrifos και diazinon χαρακτηρίζονται ως µη 

τερατογόνα (U.S.P.H.S., 1995; Dow Chemical Co, 1986, Conference of Governmental 
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Industrial Hygienists, 1986), µη µεταλλαξιογόνα και µη καρκινογόνα (Dow Chemical Co, 

1986). Το chlorpyrifos έχει  Ηµερήσια Αποδεκτή Λήψη (Acceptable Daily Intake- ADI) της 

τάξης των 0,01mg/kg σωµατικού βάρους (JMPR, 2004), και  ArfD= 0,1mg/kg/ηµέρα (JMPR, 

2004). Οι αντίστοιχες τιµές για το diazinon είναι ADI= 0,0002mg/kg σωµατικού βάρους 

ArfD= 0,025mg/kg σωµατικού βάρους /ηµέρα (EFSA, 2006).  

Το chlorpyrifos αποτοξικοποιείται γρήγορα στους µύες, τους αρουραίους, τον σκύλο και 

άλλα ζώα. Ο κύριος µεταβολίτης που ταυτοποιήθηκε στους µύες έπειτα από χορήγηση 1 

δόσης από στόµατος ήταν ο  TCP. Ο TCP δεν  παρεµποδίζει τη δράση της χοληνεστεράσης 

και δεν είναι µεταλλαξιογόνος. Τέλος, το chlorpyrifos δε χαρακτηρίζεται από τη δυνατότητα 

βιοσσυσσώρευσης (U.S.P.H.S., 1995), µε εξαίρεση το λιπώδη ιστό (Gallo et al., 1991, 

National Academy of Sciences,1982), στον οποίο παρουσιάζει για τον  άνθρωπο χρόνο 

ηµιζωής στις 62 ώρες (Gallo et al., 1991).  

Ιστορικά αξίζει να αναφερθεί πως το chlorpyrifos ανήκει στα οργανοφωσφορικά 

εντοµοκτόνα (Dursban) τα οποία αναπτύχθηκαν από τους Γερµανούς τη δεκαετία του ’30 και 

χρησιµοποιήθηκαν αργότερα στα στρατόπεδα συγκέντρωσης κατά τη διάρκεια του 2
ου

 

Παγκοσµίου Πολέµου.  

Έπειτα από έκθεση του ανθρώπου στο diazinon, έχει παρατηρηθεί ανίχνευσή του στο αίµα 

και τα ούρα. Στην Ινδονησία, µια µελέτη µε αγρότες οι οποίοι είχαν προηγουµένως ψεκάσει 

µε diazinon, έδειξε πως σε ποσοστό 21% τα άτοµα εµφάνισαν ενοχλήσεις- προβλήµατα στο 

νευρικό σύστηµα, την αναπνοή καθώς και στο πεπτικό σύστηµα (Kishi et al., 1995). Η 

µείωση των υπολειµµάτων παρουσιάζει πολύ γρηγορότερο ρυθµό στον αγρό από ότι σε 

προστατευµένο περιβάλλον, κυρίως λόγω αυξανόµενης διάλυσης του diazinon (Nigg, 1980). 

Στον άνθρωπο, η κατάποση του diazinon έχει κατά γενικό κανόνα άµεσα αποτελέσµατα, 

όπως εκτεταµένα οιδήµατα και αιµορραγία εσωτερικών ιστών και οργάνων (HHS, 1996). 

Ωστόσο έχουν καταγραφεί θάνατοι ανθρώπων τόσο έπειτα από έκθεσή τους από στόµατος 

όσο και από δέρµατος (Gallo and  Lawryl, 1991 και USPHS, 1995). 

Τα πουλιά θεωρούνται αρκετά ευάλωτα στη δηλητηρίαση από το diazinon. Το 1998, το 

Environmental Protection Agency- EPA κατέληξε στο συµπέρασµα ότι  εφαρµογή του 

diazinon σε ανοιχτές περιοχές αποτελεί έναν εκτεταµένο και συνεχή κίνδυνο για τα πουλιά. 

Οι τιµές LD50 (Lethal Dose) για τα πουλιά κυµαίνονται από 2,75mg/kg έως 40,8mg/kg (U.S. 

Public Health Service, 1995). Έχουν καταγραφεί πολλοί θάνατοι πουλιών έπειτα από 

βόσκησή τους σε γρασίδι ψεκασµένο µε diazinon (Frank et al., 1991b). Η µεγαλύτερη απειλή 

από το «εδαφικό» diazinon είναι οι επιπτώσεις στους οργανισµούς εδάφους, όπως ο 

γαιοσκώληκας Lambicus terrestris (Poter et al., 1994). Tο diazinon είναι πάρα πολύ τοξικό 
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στα ψάρια µε εκείνα των θερµών νερών εµφανίζονται πιο ανθεκτικά.( Howard, 1991 και U.S. 

Public Health Service, 1995). Τέλος, το diazinon είναι πολύ τοξικό στις µέλισσες (Kidd, 

1991). 

 

1.3.2 Ρυθµιστές Ανάπτυξης  

Οι ρυθµιστές ανάπτυξης (Insect Growth Regulators, IGRs) αντιπροσωπεύουν µια νέα γενιά 

εντοµοκτόνων ουσιών που παρεµποδίζουν τη φυσιολογική ανάπτυξη και εξέλιξη των 

εντόµων. Η ανάπτυξη των IGRs είναι το αποτέλεσµα ερευνητικών προσπαθειών των 

τελευταίων 2-3 δεκαετιών, σε µια προσπάθεια µείωσης των επικίνδυνων τόσο για τη δηµόσια 

υγεία όσο και για το περιβάλλον εντοµοκτόνων. Πρόκειται για εντοµοκτόνα που δεν είναι 

τοξικά στον άνθρωπο και τα θηλαστικά, δεν βλάπτουν σοβαρά τα ωφέλιµα παράσιτα και 

αρπακτικά, είναι φιλικά προς το περιβάλλον και µπορούν να ενταχθούν σε προγράµµατα 

ολοκληρωµένης καταπολέµησης. 

 Με βάση το βιοχηµικό µηχανισµό δράσης ή τις µεταβολικές διεργασίες που επηρεάζουν οι 

ενώσεις αυτές µπορούν να διακριθούν σε δύο κύριες κατηγορίες: (α) τους παρεµποδιστές της 

βιοσύνθεσης της χιτίνης και (β) τις ενώσεις που επηρεάζουν τη λειτουργία  του   

ενδοκρινικού  συστήµατος  των εντόµων. Στην πρώτη κατηγορία υπάγονται οι βενζοϋλουρίες, 

οι οποίες δρουν ως  παρεµποδιστές της βιοσύνθεσης της χιτίνης, µε αποτέλεσµα την 

παρεµπόδιση σχηµατισµού νέου δερµατοσκελετού κατά την έκδυση και µετάβαση του εντόµου 

από το ένα στάδιο στο άλλο. Αποτέλεσµα της δράσης αυτής είναι η διακοπή της εξέλιξης των 

προνυµφικών σταδίων ή της µετάβασης στο στάδιο της νύµφης και της µεταµόρφωσης σε 

ακµαία και τελικά ο θάνατος των εντόµων. Εκτός από την προαναφεθείσα δράση τα 

εντοµοκτόνα αυτά επιδεικνύουν και ωοκτόνο δράση, αναστέλλοντας την εµβρυογένεση. 

Ακµαία που έχουν δεχθεί την επίδραση των παρεµποδιστών αυτών γεννούν στείρα ωά (Wright, 

1987 και Tomlin, 2003, Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). Ειδικότερα, τα εντοµοκτόνα αυτά 

παρεµποδίζουν τον πολυµερισµό της Ν-ακετυλο-D- γλυκοζαµίνης και κατά συνέπεια τη 

σύνθεση και εναπόθεση της χιτίνης, µε αποτέλεσµα το θάνατο του υπό εξέλιξη εντόµου (Mercl 

& Co., 2006). Η σηµαντικότητα του συγκεκριµένου τρόπου δράσης έγκειται στο γεγονός ότι 

η βιοσύνθεση χιτίνης ως λειτουργία απουσιάζει από τα ζώα και τα φυτά (Wright, 1987 και 

Roberts and Hutson, 1999). ∆ύο σηµαντικοί εκπρόσωποι της οµάδας των βενζουλουριών, 

είναι το lufenuron και το teflubenzuron, οι συντακτικοί τύποι των οποίων παρουσιάζονται 

στο παρακάτω σχήµα (Σχήµα 6).   
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Σχήµα 6. Συντακτικοί τύποι των εντοµοκτόνων lufenuron και teflubenzuron. 
 

Για την ιστορία αξίζει να αναφερθεί πως η χρήση αυτών των βενζοϋλουριών ως εντοµοκτόνα 

οφείλεται στην τυχαία ανακάλυψή τους από τον Philips-Duphar τη δεκαετία του 1970, κατά 

την προσπάθεια σύνθεσης παραγώγων (derivatives) των ζιζανιοκτόνων dichlobenyl και 

fenuron (va Dalen et al., 1972). Τα προϊόντα της σύνθεσης δεν είχαν ζιζανιοκτόνο δράση, 

αλλά παρουσίαζαν υψηλή τοξικότητα στα έντοµα (Verloop and Ferrell, 1977).   

 

1.3.2.1 Τύχη των βενζοϋλουριών στο περιβάλλον 

Η χρήση των εντοµοκτόνων lufenuron και teflubenzuron στη γεωργική πρακτική καθιστά 

αναγκαία τη µελέτη της συµπεριφοράς τους στο περιβάλλον (αέρα, νερό και έδαφος), καθώς 

και τον τρόπο µεταβολισµού τους στα φυτά και τα ζώα. Η αναζήτηση των στοιχείων αυτών 

στη διεθνή βιβλιογραφία, όµως, κατέληξε σε περιορισµένα αποτελέσµατα, τα οποία 

παρατίθενται στη συνέχεια.  

 

1.3.2.1.1  Τύχη των lufenuron και teflubenzuron στον αέρα 

Το lufenuron έχει ως ουσία τάση ατµών < 4 x 10
-6

 Pa στους 25ºC και το teflubenzuron 1,3 

10 
-8 

Pa 
 
στους 25ºC, γεγονός το οποίο υποδηλώνει την πολύ µικρή εξάτµισή τους από το 

έδαφος ή την επιφάνεια των φύλλων (Neilson και Allard, 2008).  

 

1.3.2.1.2 Τύχη των lufenuron και teflubenzuron στο νερό 

Το lufenuron είναι σταθερό στην υδρόλυση κάτω από συνήθεις περιβαλλοντικές συνθήκες, 

θερµοκρασία 25
o
C και pH 5, 7 και 9. Η φωτόλυση παίζει σηµαντικό ρόλο στην αποδόµηση 

του δρώντος συστατικού στο νερό στη φύση. ∆εν παρατηρείται ωστόσο υπό συνθήκες 

σκότους (Neilson και Allard, 2008).  

Το teflubenzuron δεν υδρολύεται κάτω από συνήθεις περιβαλλοντικές συνθήκες για χρονικό 

διάστηµα περίπου 30 ηµερών. Έχει παρατηρηθεί υδρόλυση έπειτα από 30 ηµέρες σε 

αλκαλικό περιβάλλον, δίνοντας κυρίως τους µεταβολίτες 3,5-dichloro-2,4-difluorophenylurea 
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και 2,6-difluorobenzoic acid. Επίσης το teflubenzuron παρουσιάζεται σταθερό και στη 

φωτόλυση (Roberts and Hutson, 1999). 

 

1.3.2.1.3 Τύχη των lufenuron και teflubenzuron στο έδαφος  

Το lufenuron παρουσιάζει έντονη προσρόφηση στα εδαφικά κολλοειδή, έχοντας Koc (µέση 

τιµή) 38mg/kg. Η προσρόφηση εξαρτάται από την περιεκτικότητα του εδάφους σε οργανική 

ουσία και όχι από το pH. Κατά την αποδόµηση του στο έδαφος το κύριο τελικό προϊόν είναι 

το διοξείδιο του άνθρακα, ενώ ενδιάµεσοι παραγόµενοι µεταβολίτες είναι οι 2,6-

difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Στη διάσπαση του δρώντος συστατικού 

µέσω φωτόλυσης παρατηρείται κυρίως ο σχηµατισµός του 2,6-difluorobenzamide. Σε µη 

αποστειρωµένα εδάφη παρατηρήθηκε έντονη και ταχύτατη αποδόµηση µε DT50 στις 13- 20 

ηµέρες, γεγονός το οποίο υποδηλώνει µικροβιακή αποδόµηση. Ένα γενικό σχήµα 

αποδόµησης του lufenuron στο περιβάλλον παρουσιάζεται στο σχήµα που ακολουθεί.  

 

 
Σχήµα 7. Γενικό σχήµα απεικόνισης της αποδόµησης του lufenuron στο περιβάλλον (Neilson και 
Allard, 2008).  
 

Όσον αφορά το teflubenzuron, παρουσιάζει στο έδαφος DT50 της τάξης των 2-12 

εβδοµάδων. Κατά κύριο λόγο ενώνεται στα εδαφικά συστατικά (bound residues) και τελικά 

µετατρέπεται σε διοξείδιο του άνθρακα. Επιπλέον παράγονται και οι µεταβολίτες 3,5-

dichloro-2,4-difluoroaniline και  3,5-dichloro-2,4-diflurophenylurea, σε πολύ µικρότερες 

αναλογίες. Κατά τη διάσπαση του teflubenzuron µέσω φωτόλυσης σχηµατίζεται κυρίως το 
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3,5-dichloro-2,4-difluorophenylurea, ενώ παρατηρείται, επίσης, και µικροβιακή αποδόµηση 

(Roberts and Hutson, 1999, Tomlin, 2003 και Hdcchem, 2009). 

Ένα γενικό σχήµα αποδόµησης του teflubenzuron στο περιβάλλον παρουσιάζεται στο 

παρακάτω σχήµα. 

 

 

 
Σχήµα 8. Γενικό σχήµα απεικόνισης της αποδόµησης του teflubenzuron στο περιβάλλον (Neilson 
και Allard, 2008).  
 

 

1.3.2.1.4 Μεταβολισµός των lufenuron και teflubenzuron στα φυτά 

Η µελέτη µεταβολισµού του lufenuron σε βαµβάκι και τοµάτες δεν έδειξε παραγωγή 

µεταβολιτών (Roberts and Hutson, 1999, Tomlin, 2003). 

Το teflubenzuron δεν απορροφάται σχεδόν καθόλου από τα φυτά και συνεπώς δε 

µεταβολίζεται σε αυτά (Tomlin, 2003 and Hdcchem, 2009). 
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1.3.2.1.5 Μεταβολισµός των lufenuron και teflubenzuron στα ζώα 

Η κύρια οδός αποµάκρυνσης του lufenuron στα ζώα είναι από το απεκκριτικό σύστηµα, 

παρουσιάζοντας ελάχιστη διάσπαση (Tomlin, 2003). Ραδιενεργά επισηµασµένο 

[
14

C]lufenuron χορηγήθηκε από στόµατος σε επίµυες και η µεγαλύτερη ποσότητα 

απεκκρίθηκε ως µητρικό µόριο. Αν και αρκετοί µεταβολίτες ήσσονος σηµασίας ανιχνεύτηκαν 

στα ούρα, δεν ήταν δυνατή η ταυτοποίησή τους (Grant, 1998). Επιπλέον, το lufenuron 

παρουσιάζει χαµηλές οξεία και χρόνια τοξικότητα στα πουλιά, τα ψάρια, τα φύκη (algae), 

χαµηλή οξεία στις µέλισσες και τους γαιοσκώληκες, ενώ έχει  πολύ υψηλές οξεία και χρόνια 

τοξικότητα στα υδρόβια ασπόνδυλα (Tomlin, 2003 και FAO, 2007).   

Έπειτα από χορήγηση από στόµατος teflubenzuron σε επίµυες, παρατηρήθηκε ταχύτατη 

αποβολή τόσο του µητρικού µορίου όσο και των µεταβολιτών του από τα περιττώµατα και τα 

ούρα (Eichler et al., 1986). Σύµφωνα µε τους Van Laecke και Degheele (1991) όταν το δρων 

συστατικό χορηγήθηκε σε Lepidoptera της οικογένειας Noctuidae, µεταβολίστηκε πολύ 

γρήγορα και απεκκρίθηκε, ενώ οι κύριοι µεταβολίτες που παρατηρήθηκαν ήταν σύµπλοκα 

της ουρίας ή της ανιλίνης. Οι ίδιοι µεταβολίτες παρατηρήθηκαν και κατά το µεταβολισµό του 

teflubenzuron στο Spodoptera littoralis όπου ανιχνεύθηκε επίσης και το hydroxyl-

teflubenzuron (El Saidy et al., 1989). ∆εν είναι τοξικό στις µέλισσες, ενώ παρουσιάζει οξεία 

τοξικότητα στα πουλιά (Hdchem, 2009). 

 

 

1.3.2.2 Τοξικολογικό προφίλ των lufenuron και teflubenzuron - Επίδραση στον 

ανθρώπινο οργανισµό  

Το lufenuron παρουσιάζει µικρή οξεία τοξικότητα από στόµατος για τους αρουραίους µε 

LD50 >2000mg/kg. Το teflubenzuron παρουσιάζει επίσης πολύ µικρή οξεία τοξικότητα από 

στόµατος για επίµυες και αρουραίους µε LD50 >5000mg/kg (Tomlin, 2003). 

Τα εντοµοκτόνα lufenuron και teflubenzuron χαρακτηρίζονται ως µη τερατογόνα (PSD, 

1991 και FAO, 2007), µη µεταλλαξιογόνα και µη καρκινογόνα. Τόσο το lufenuron όσο και το 

teflubenzuron έχουν  Ηµερήσια Αποδεκτή Λήψη (Acceptable Daily Intake- ADI) της τάξης 

των 0,01mg/kg σωµατικού βάρους (Tomlin, 2003). 

Γενικά οι βενζοϋλουρίες παρουσιάζουν χαµηλή τοξικότητα στα θηλαστικά, άρα και στον 

άνθρωπο, δεδοµένου ότι η δράση τους είναι εξαιρετικά εξειδικευµένη στο ατελές στάδιο 

ανάπτυξης τ της έκδυσης ων εντόµων (Khay et al., 2008). 
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1.4 Ικανότητα µικροοργανισµών στην αποδόµηση των εντοµοκτόνων chlorpyrifos, 

diazinon, lufenuron και teflubenzuron 

Έπειτα από βιβλιογραφική ανασκόπηση, απαραίτητο κρίνεται να ακολουθήσει µια 

λεπτοµερής αναφορά στις ερευνητικές εργασίες που έχουν προηγηθεί, στις οποίες έχει 

µελετηθεί η βιοαποδόµηση των φυτοπροστατευτικών προϊόντων chlorpyrifos, diazinon, 

lufenuron και teflubenzuron από µικροοργανισµούς. 

 

1.4.1 Ικανότητα µικροοργανισµών στην αποδόµηση του chlorpyrifos  

Τόσο το chlorpyrifos όσο και το diazinon (Sethunathan, 1971 και Sethunathan & Pathak, 

1972), χαρακτηρίζονται από το δεσµό P-O-C, όπως και άλλα οργανοφωσφορικά 

εντοµοκτόνα, όπως το parathion (Sethunathan & Yoshida, 1973), το methyl parathion και το 

fenitrothion (Mishra et al., 1992).  

Τα αποτελέσµατα µελετών βιοαποδόµησης του chlorpyrifos στο έδαφος απέδειξαν πως η 

δράση των µικροοργανισµών βασίζεται στη διάσπαση του ετεροκυκλικού δακτυλίου 

(Bidlack, 1979, Getzin, 1981a, Somasundaram et al., 1987 και Rack et al., 1988, 1990). Το 

πλέον συχνό µονοπάτι  βιοαποδόµησης του chlorpyrifos είναι εκείνο κατά το οποίο το 

µητρικό µόριο υδρολύεται  και µετατρέπεται στους µεταβολίτες  TCP ή TMP. 

Σε µια προσπάθεια παράθεσης των αναφορών σχετικά µε την ικανότητα διαφόρων 

µικροοργανισµών να αποδοµούν το chlorpyrifos χρονολογικά, θα λέγαµε πως πρώτος ο 

Thiegs (1966) ανέφερε πως η αποδόµηση του µορίου είχε βραδύτερο ρυθµό σε 

αποστειρωµένο αµµο-πηλώδες έδαφος σε σύγκριση µε τον αντίστοιχο σε φυσικό έδαφος, αν 

και η παραγωγή του µεταβολίτη TCP έλαβε χώρα και στις δυο περιπτώσεις. Στη συνέχεια ο 

Hirakoso (1969) εξέτασε την πιθανή βιοαποδόµηση του chlorpyrifos από 27 διαφορετικά είδη 

βακτηρίων, τα οποία αναπτύσσονταν σε θρεπτικό διάλυµα µε πεπτόνη, γλυκόζη και 20ppm 

chlorpyrifos και παρατήρησε πως δεν υπήρχε καµία επίδραση στη συγκέντρωση του δρώντος 

συστατικού. Το γεγονός αυτό δεν παρατηρήθηκε στην περίπτωση κάποιων άλλων 

οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων (parathion, fenitrothion, diazinon και fenthion) οι 

συγκεντρώσεις των οποίων µειώθηκαν έπειτα από την δράση των βακτηρίων. 

Ο Munnecke και οι συνεργάτες του (1975) παρατήρησαν πως το ένζυµο parathion υδρολάση, 

ένα ένζυµο που υδρολύει τον εστέρα των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων, το οποίο είχε 

αποµονωθεί από µια µικτή καλλιέργεια µικροοργανισµών, αποδοµούσε το chlorpyrifos. Οι 

Jones και Hastings (1981) ανέφεραν το µεταβολισµό 50ppm  chlorpyrifos σε καλλιέργειες 

διαφόρων δασικών µυκήτων, όπως Trichoderma harzianum, Penicillium vermiculatum, 

Mucor sp. κ. ά. Έπειτα από 28 ηµέρες, το chlorpyrifos και ο µεταβολίτης του 3,5,6-trichloro-
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2-pyridinol (TCP) ήταν παρόντες σε όλες τις καλλιέργειες σε επίπεδα 2-5% και 1-14% των 

αρχικών συγκεντρώσεων, αντίστοιχα. Μεταγενέστερα, ο Ivashina (1986) µελέτησε την 

αποδόµηση του chlorpyrifos σε υγρές καλλιέργειες µικροοργανισµών στις  οποίες είχε 

προστεθεί 10ppm chlorpyrifos. Όπως παρατήρησε η µείωση των επιπέδων του chlorpyrifos 

ήταν ταχύτερη στην περίπτωση όπου στο υλικό που περιείχε το Trichoderma sp. είχε 

προστεθεί σακχαρόζη καθώς και στην υγρή καλλιέργεια του Bacillus sp. που είχε προστεθεί 

γλυκόζη. Τα επίπεδα του chlorpyrifos εξαντλήθηκαν µε γραµµικό τρόπο (linear fuction) σε 15 

ηµέρες. Οι Lal και Lal (1987) παρατήρησαν την πιθανή αποδόµηση του chlorpyrifos από τη 

ζύµη Saccharomyces cervisiae. Έπειτα από επώαση της καλλιέργειας της ζύµης µε 1-10ppm 

chlorpyrifos για 12 ώρες ανακτήθηκε σχεδόν η µισή συγκέντρωση. Ο πιθανός µεταβολισµός 

της δραστικής ουσίας από τα βακτήρια Lactobacillus bulgaricus και Streptococcus 

thermophilus,  αναφέρθηκε από τον Shaker και τους συνεργάτες του (1988). Η αρχική 

συγκέντρωση του chlorpyrifos στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης των βακτηρίων ήταν 7,4ppm 

και έπειτα από 96 ώρες µειώθηκε κατά 72-83%.  Σε µια διαφορετική προσέγγιση του 

φαινόµενου, οι Havens και Rase (1991) χρησιµοποίησαν µια συµπαγή (packed) στήλη η 

οποία περιείχε 0,25% υδατικό διάλυµα (EC) chlorpyrifos µε ενεργοποιηµένο ένζυµο 

parathion  υδρολάση το οποίο αποµονώθηκε από το Pseudomonas diminuta. To 25% σχεδόν 

της αρχικής δόσης είχε αποδοµηθεί έπειτα από 3 ώρες συνεχούς κυκλοφορίας εντός της 

στήλης. Επιπρόσθετα να αναφέρουµε τη µελέτη του Iijima και των συνεργατών του (1991), 

οι οποίοι φόρτισαν αµµώδη και αργιλλο-πηλώδη εδάφη µε 300ppm chlorpyrifos και έπειτα 

από 30 ηµέρες παρατήρησαν πως στα εδάφη τα οποία είχαν υποστεί αποστείρωση  µέτρησαν 

το 90% της αρχικής εφαρµοσθείσας ποσότητας, ενώ στα µη αποστειρωµένα εδάφη 

µετρήθηκε το 50% αντίστοιχα. Η δράση των µικροοργανισµών επιβεβαιώθηκε µε την 

εφαρµογή µυκητοκτόνου στα µη αποστειρωµένα εδαφη, έπειτα από την οποία παρατηρήθηκε 

καθυστέρηση στη µείωση των επιπέδων chlorpyrifos. Συνεχίζοντας, αναφέρουµε πως ο Guha 

και οι συνεργάτες του (1997) ανέφεραν την ανάµιξη πλασµιδίων στην αποδόµηση του 

malathion και του  chlorpyrifos από το Micrococcus sp., το οποίο είχε αποµονωθεί από το 

έδαφος. Oι Mallick et al., (1999) ανέφεραν την ταχεία αποδόµηση του chlorpyrifos από τα 

βακτήρια Flavobacterium sp. ATCC 27551 και Arthrobacter sp., όταν το δρων συστατικό 

χορηγούνταν σε αυτά ως η µόνη πηγή άνθρακα σε θρεπτικό διάλυµα αλάτων. Το 

Flavobacterium sp. ATCC 27551 είχε αποµονωθεί από ορυζώνες στους οποίους είχε 

εφαρµοστεί diazinon (Sethunathan & Yoshida, 1973) ενώ το Arthrobacter sp. είχε 

αποµονωθεί από πληµµυρισµένο έδαφος το οποίο είχε δεχθεί επέµβαση µε parathion methyl 

(Mishra e tal., 1992). Επιπλέον, στελέχη των Aspergillus flavus και Aspergillus niger, τα 
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οποία αποµονώθηκαν από έδαφος στο οποίο είχε προηγουµένως εφαρµοστεί chlorpyrifos, 

παρουσίασαν ικανότητα βιοαποδόµησής του σε υγρές καλλιέργειες (Swati & Singh, 2002). 

Οι Singh et al., (2003) µελέτησαν την επίδραση του pH του εδάφους στην αποδόµηση του 

chlorpyrifos σε δύο είδη εδαφών, ένα από το Ηνωµένο Βασίλειο και ένα από την Αυστραλία. 

Στο πρώτο έδαφος παρατηρήθηκε πως σε εύρος pH 4,7 έως 8,4 τα επίπεδα του chlorpyrifos 

µειώθηκαν από το συµµεταβολισµό µικροοργανισµών του εδάφους. Στο αυστραλιανό έδαφος 

αποµονώθηκε πληθυσµός βακτηρίων, µε πολύ έντονη την ικανότητα αποδόµησης του 

chlorpyrifos ως µόνη πηγή άνθρακα και η ικανότητά τους αυτή µεταφέρθηκε επιτυχώς και 

στο έδαφος από το Ηνωµένο Βασίλειο. Η ικανότητα βιοαποδόµησης διατηρήθηκε για πάνω 

από 90 ηµέρες στα εδάφη που είχαν pH≥ 6,7. Ένα χρόνο αργότερα (2004) ο Singh και οι 

συνεργάτες του κατέγραψαν την αποδόµηση του chlorpyrifos από το Enterobacter strain B-

14. Το εν λόγω στέλεχος χρησιµοποίησε το chlorpyrifos ως µόνη πηγή άνθρακα και 

φωσφόρου και προκάλεσε την υδρόλυση του σε diethylthiophosphoric acid (DETP) αρχικά 

και 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) στη συνέχεια. Από περεταίρω µελέτες προέκυψε πως 

στη δράση του στελέχους Β14 στην αποδόµηση του chlorpyrifos παρουσιάζεται το καινοτόµο 

ενζυµικό µονοπάτι  της φωσφοτριεστεράσης. Χαρακτηρίζεται ως καινοτόµο για το λόγο ότι 

το γονίδιο έκφρασης του ενζύµου αυτού παρουσιάζει διαφορετική αλληλουχία από εκείνη 

του γονιδίου opd, το οποίο είναι ευρέως µελετηµένο ως υπεύθυνο για την αποδόµηση των 

οργανοφωσφορικών. O Yang και οι συνεργάτες του (2005) αποµόνωσαν το Alcaligenes 

faecalis DSP3, το οποίο παρουσιάζει ικανότητα αποδόµησης τόσο του µητρικού µορίου του 

chlorpyrifos όσο και του µεταβολίτη του TCP. Πρόσφατα (2006) οι ίδιοι ερευνητές 

κλωνοποίησαν µε επιτυχία το γονίδιο mpd από ένα βακτήριο ικανό να βιοαποδοµεί το 

chlorpyrifos και χρησιµοποίησαν το βακτήριο αυτό στην βιοαπορρύπανση επιβαρυµένου 

εδάφους. Αποµόνωσαν 6 βακτήρια µε ικανότητα αποδόµησης του chlorpyrifos και 

παρατήρησαν πως από τα έξι, το Strenotrophomonas strain YC-1 ήταν εκείνο που 

παρουσίασε την ταχύτερη αποδόµηση. Σε 24 ώρες βιοαποδοµήθηκαν 100mg/L chlorpyrifos 

σε DETP και TCP. Το DETP χρησιµοποιήθηκε από το βακτήριο ως πηγή άνθρακα και 

φωσφόρου και αποδοµήθηκε, γεγονός το οποίο δεν επαναλήφθηκε και στο TCP.  Το mpd 

γονίδιο του Strenotrophomonas strain YC-1 ήταν κατά 99% σε επίπεδο νουκλεοτιδίου όµοιο 

µε τα αντίστοιχα mpd γονίδια των Plesimonas sp. M6 (GenBank accession no. AF338729), 

Pseudomonas putida (GenBank accession no. AYO29773) και Ochrobactrum sp. MP-4 

(GenBank accession no. AY627036). Οι Li, He και Li (2007) µελέτησαν την αποδόµηση του 

chlorpyrifos από το βακτήριο Sphingomonas sp. strain Dsp-2, το οποίο αποµονώθηκε από 

µολυσµένα νερά σε περιοχή της Κίνας όπου για πάνω από δέκα χρόνια υπήρχε βιοµηχανία 
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παρασκευής chlorpyrifos. Αποδοµήθηκαν 100µg/mL chlorpyrifos σε 12 ώρες. Παρατηρήθηκε 

παραγωγή του µεταβολίτη TCP και στη συνέχεια αποδόµησή του. Αργότερα (2008) ο Xu και 

οι συνεργάτες του ερεύνησαν την αποδόµηση του από το βακτήριο Paracoccus sp. stain TRP. 

Σε µια διαφορετική προσέγγιση του θέµατος ο Fang και οι συνεργάτες του (2008) µελέτησαν 

την αποδόµηση του chlorpyrifos από το µύκητα Verticillium sp DSP σε καθαρές καλλιέργειες 

του µικροοργανισµού, στο έδαφος και σε φυτά κινέζικου λάχανου (Brassica chinensis L.), 

συγκρίνοντας την ένταση του φαινοµένου κάτω από διαφορετικές πειραµατικές παραµέτρους. 

Αποδόµηση του δρώντος συστατικού στο έδαφος παρατηρήθηκε επίσης από τη δράση πέντε 

βακτηρίων, των Pseudomonas fluorescence, Brucella melitensis, Bacillus subtilis, Bacillus 

cereus, Klebsiella sp., Serratia marcescens και Pseudomonas aeroginosa (Lakshmi, Kumar 

and Khanna, 2008). Η πλέον πρόσφατη βιβλιογραφική αναφορά (2009) έρχεται από τον 

Anwar και τους συνεργάτες του οι οποίοι παρατήρησαν αποδόµηση τόσο του chlorpyrifos 

όσο και του µεταβολίτη του TCP από το βακτήριο Bacillus pumilus strain C2A1, το οποίο 

είχε αποµονωθεί από το έδαφος. ∆ιαπιστώθηκε ικανότητα του βακτηρίου να υδρολύει το  

chlorpyrifos απουσία και παρουσία γλυκόζης, ενώ ήταν πολύ δραστήριο και στην αποδόµηση 

του TCP, δεδοµένου ότι αποδόµησε το 90% της αρχικής ποσότητας (300mg/L) σε 8 ηµέρες 

επώασης. 

 

1.4.2 Ικανότητα µικροοργανισµών στην αποδόµηση του diazinon 

Κατά γενικό κανόνα, η ικανότητα αποδόµησης του diazinon έχει αναγνωριστεί σε βακτήρια 

των γενών Streptomyces, Arthrobacter, Flavobacter και Pseudomonas.  

Η παλαιότερη χρονολογικά αναφορά (1968) έρχεται από τους Gunner και Zuckerman οι 

οποίοι διαπίστωσαν τη συνεργιστική δράση των βακτηρίων Arthrobacter sp. και 

Streptomyces sp. στην αποδόµηση του diazinon. Ένα χρόνο αργότερα (1969) οι Sethunathan 

και MacRae παρατήρησαν τη δράση του βακτηρίου Streptomyces sp., το οποίο είχε 

αποµονωθεί από έδαφος ορυζώνων, ως αποδοµητή του φυτοπροστατευτικού προϊόντος µόνο 

στην περίπτωση που στο θρεπτικό υλικό υπήρχε γλυκόζη. Αργότερα (1972) παρατηρήθηκε η 

αποδόµηση του diazinon από βακτήρια Arthrobacter και Flavobacter επίσης σε ορυζώνες 

(Sethunathan και Pathak, 1972). Συγκεκριµένα, διαπιστώθηκε διάσπαση 14ppm diazinon σε 5 

ηµέρες στο νερό στα τηγάνια, 15ppm diazinon σε 10 ηµέρες στη ριζόσφαιρα και 15ppm 

diazinon σε 10 ηµέρες στο έδαφος εκτός της ριζόσφαιρας. Σε καµιά περίπτωση, όµως, δεν 

παρατηρήθηκε πλήρης βιοαποδόµηση.  Η επόµενη αναφορά έρχεται από τους  Rosenberg και 

Alexander (1979) οι οποίοι παρείχαν το diazinon σε στελέχη του βακτηρίου Pseudomonas ως 

µόνη πηγή φωσφόρου και παρατήρησαν βιοαποδόµηση την οποία απέδωσαν σε επαγόµενη 
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ενζυµική δραστηριότητα.  Στη διαπίστωση αυτή βασίστηκαν οι Barik και Munnecke (1982) 

και χρησιµοποώντας το ένζυµο parathion υδρολάση, που αποµόνωσαν από κάποιο βακτήριο 

του γένους Pseudomonas στο έδαφος, απέδειξαν πως ο ρυθµός αποδόµησης του diazinon 

εξαρτάται άµεσα από τη συγκέντρωση του ενζύµου και όχι από τις φυσικές παραµέτρους του 

συστήµατος φυτοπροστατευτικό προϊόν- έδαφος. Ο Munnecke (1976, 1980) είχε αποδείξει 

πως το ένζυµο parathion υδρολάση είναι υπεύθυνο για την απόδόµηση των parathion, 

parathion methyl, chlorpyrifos, diazinon, paraoxon, amino-parathion και άλλα ethoxy- και 

methoxy-  οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα. Ο Adhya και οι συνεργάτες του (1981) 

παρατήρησαν την υδρόλυση του diazinon από το βακτήριο Flavobacterium sp. ATCC 27551. 

Με το ίδιο βακτήριο ασχολήθηκε και ο Sethunathan (1989)  στους ορυζώνες της Ινδίας, 

στους οποίους λόγω της παρατεταµένης χρήσης του diazinon το εντοµοκτόνο έπαψε να είναι 

αποτελεσµατικό στην καταπολέµηση των εντόµων εχθρών. Το Flavobacterium sp. ATCC 

27551 αποµονώθηκε από τα νερά της λεκάνης του ορυζώνα και εµφάνισε εξαιρετική 

ικανότητα στην υδρόλυση του diazinon σε 2-isopropyl-4-methyl-6-hydroxypyrymidine 

αρχικά και στη συνέχεια σε διοξείδιο του άνθρακα. Η αποδόµηση αποδόθηκε στα ένζυµα 

φωσφοτριεστεράσες του Flavobacterium. Ο ίδιος ερευνητής βρήκε επίσης πως το 

Pseudomonas sp. 29353 το οποίο είχε αποµονωθεί από έδαφος στην Ινδία που είχε προηγηθεί 

επέµβαση µε parathion είχε την ικανότητα αποδόµησης του diazinon. Το Arthrobacter sp. 

από έδαφος που είχε φυτευτεί γκαζόν, αποδόµησε διάφορα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα 

µεταξύ των οποίων και το diazinon (Ohshiro et al., 1996). Ο Singh και οι συνεργάτες του 

(2004) απέδειξαν πως το στέλεχος B-14 του Enterobacter, το οποίο χρησιµοποιήθηκε για την 

βιοαποκατάσταση επιβαρυµένων εδαφών από chlorpyrifos, αποδόµησε 25µg/mL diazinon σε 

2 ηµέρες. O Yang και οι συνεργάτες του (2005) αποµόνωσαν το Alcaligenes faecalis DSP3, 

το οποίο αποδόµησε 100µg/mL κατά 90% σε 10 ηµέρες. Σε µια πιο πρόσφατη αναφορά 

(2006) αναφέρεται η υδρόλυση του δρώντος συστατικού από µικροργανισµούς σε έδαφος 

από τη Σρι Λάνκα. ∆εν γίνεται, όµως, αναφορά σε συγκεκριµένα είδη ή γένη 

µικροοργανισµών. Ο Yasouri (2006) παρατήρησε πως βακτήρια από τα γένη Pseudomonas 

sp., Flavobacterium sp. και Agrobacterium sp. χρησιµοποίησαν το diazinon ως πηγή 

άνθρακα, φωσφόρου και ενέργειας προσδίδοντας την ικανότητά τους αυτή σε κάποιο 

πλασµίδιο. Τέλος, στην πλέον πρόσφατη βιβλιογραφική αναφορά έχει παρατηρηθεί η 

αποδόµηση του diazinon από τα βακτήρια Pseudomonas sp., Serratia liquefaciens και 

Serratia marcescens. Σηµειώθηκε αποδόµηση 50mg/mL diazinon κατά 80- 92% σε 14 

ηµέρες. Επιπλέον, παρατηρήθηκε πως ο ρυθµός βιοαποδόµησης αυξήθηκε υπό την παρουσία 

γλυκόζης στο θρεπτικό διάλυµα ανάπτυξης της καλλιέργειας καθώς και πως εκτός της 
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µικροβιακής υδρόλυσης του diazinon, έντονη ήταν και η χηµική υδρόλυση (Cycon et al., 

2009).  

 

1.4.3 Ικανότητα µικροοργανισµών στην αποδόµηση του lufenuron  

Η µόνη ερευνητική εργασία που αναφέρεται στην αποδόµηση του lufenuron από 

µικροοργανισµούς είναι εκείνη του Pesaro και των συνεργατών του (2004), κατά την οποία 

διαπιστώθηκε η αποδόµηση του από µικροοργανισµούς από τα γένη Archaea και 

Pseudomonas. ∆εν παρατίθενται, όµως, λεπτοµέρειες για τη βιοαποδόµηση.  

 

1.4.4 Ικανότητα µικροοργανισµών στην αποδόµηση του teflubenzuron  

Έως τώρα έχει καταγραφεί η αποδόµηση του teflubenzuron µόνο από  µικροοργανισµούς 

εδάφους. Συγκεκριµένα, ο Finkelstein και οι συνεργάτες του (2001) µελέτησαν την 

αποδόµηση του teflubenzuron από τα Acinetobacter calcoaceticus 21, Bacillus brevis 625, 

Alcaligenes sp. 1431 και Pseudomonas sp. 10W. Με αρχικές συγκεντρώσεις του 

teflubenzuron στα 19-50µg/mL, παρατηρήθηκε αποδόµησή του κατά µέσο όρο 30% και 

παραγωγή των µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide (10-15%), 2,6-difluoronzoic acid (3-5%) 

και 2,4-difluoro-3,5-dichloroaniline (10-12%).  
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1.5 ΕΝΖΥΜΑ- ΣΥΝΕΡΓΙΣΤΕΣ  

1.5.1  Ένζυµα       

Τα ένζυµα είναι µόρια πρωτεϊνικής φύσεως τα οποία καταλύουν χηµικές αντιδράσεις (Smith, 

1997; Garrett και Grisham, 1999). Στα αρχικά βήµατα των ενζυµικών αντιδράσεων τα ένζυµα 

αναγνωρίζουν τα υποστρώµατα τους, µε τα οποία συνδέονται και σχηµατίζουν σύµπλοκα και 

στη συνέχεια τα µετατρέπουν σε διαφορετικά µόρια, τα προϊόντα. Η πλειοψηφία των 

αντιδράσεων στο κύτταρο χρειάζονται σε σηµαντικό βαθµό τα ένζυµα ώστε να 

πραγµατοποιηθούν.  Ως καταλύτες τα ένζυµα δε συµµετέχουν στη χηµική αντίδραση, 

επιταχύνουν την επίτευξη της ισορροπίας της, αλλά δε µεταβάλλουν τη θέσης της (Stryer, 

1997). Περίπου 4.000 βιοχηµικές αντιδράσεις είναι γνωστές ότι καταλύονται από ένζυµα 

(Bairoch, 2000).  

Τα ένζυµα διαφοροποιούνται από τους υπόλοιπους καταλύτες ως προς την έντονη 

εξειδίκευσή τους. Είναι πολύ εξειδικευµένα ως προς το υπόστρωµά τους και επιταχύνουν 

λίγες και συγκεκριµένες αντιδράσεις ανάµεσα σε πολλές πιθανές, έτσι ώστε το ενζυµικό 

σύστηµα να καθορίζει το είδος της µεταβολικής οδού που διαδραµατίζεται εντός του 

κυττάρου. 

Όπως σε όλους τους καταλύτες, η δράση των ενζύµων βασίζεται στη µείωση της ενέργειας 

ενεργοποίησησης (avtivation energy) (∆G
‡
) µιας αντίδρασης, το φράγµα ενεργοποίησης,  και 

τη δραµατική αύξηση του ρυθµού αντίδρασης. Στις περισσότερες περιπτώσεις  σε µια 

ενζυµική αντίδραση ο ρυθµός της είναι έως και εκατοµµύρια φορές υψηλότερος του 

αντίστοιχου εάν η αντίδραση αυτή ήταν µη καταλυόµενη. 

 Το µεγαλύτερο µέρος της καταλυτικής ισχύος των ενζύµων πηγάζει από το ότι φέρνουν τα 

υποστρώµατα τους κοντά στο ευνοϊκό προσανατολισµό µέσα σε σύµπλοκα ενζύµου-

υποστρώµατος (ES,enzyme-substrate). Τα υποστρώµατα προσδένονται σε µια ειδική περιοχή 

του ενζύµου, ένα µικρό τµήµα του µορίου του (3-4 αµινοξέα),  που ονοµάζεται ενεργό 

κέντρο. Το ενεργό κέντρο καταλαµβάνει ένα σχετικά µικρό µέρος από το συνολικό όγκο ενός 

ενζύµου και περιέχει τις καταλυτικές οµάδες, οι οποίες συµµετέχουν απευθείας στη σύνθεση 

ή τη διάσπαση δεσµών. Επιπλέον το ενεργό κέντρο αποτελεί µια τρισδιάστατη οντότητα, η 

οποία έχει σχηµατιστεί από οµάδες που προέρχονται από διαφορετικές περιοχές µιας 

γραµµικής αλληλουχίας αµινοξέων. Ουσιαστικά αποτελεί µία εσοχή ή σχισµή στο ένζυµο 

στην οποία προσδένεται το υπόστρωµα µε πολλαπλές ασθενείς έλξεις. Η εξειδίκευση της 

πρόσδεσης εξαρτάται από την επακριβώς καθορισµένη τοποθέτηση των ατόµων στο ενεργό 

κέντρο και βασίζεται στο συµπληρωµατικό σχήµα, το φορτίο και τα υδρόφιλα ή υδρόφοβα 

χαρακτηριστικά. 
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Ο Emil Fischer (1894) πρότεινε πως η εξειδίκευση των ενζύµων βασίζεται στο ότι  τόσο αυτά 

όσο και τα υποστρώµατα σχηµατίζουν συµπληρωµατικά γεωµετρικά σχήµατα τα οποία 

ταιριάζουν απόλυτα µεταξύ τους, γεγονός το οποίο συχνά αναφέρεται ως ¨µοντέλο κλειδιού- 

κλειδαριάς¨. Το 1958 ο Daniel Koshland πρότεινε το ¨µοντέλο της επαγόµενης 

προσαρµογής¨, το οποίο αποτελεί µια τροποποίηση του παραπάνω µοντέλου. Σύµφωνα  µε 

αυτό, το ενεργό κέντρο των ενζύµων είναι αρκετά ευέλικτο και αλλάζει συνεχώς σχήµα κατά 

τη διάρκεια αλληλεπιδράσεων µεταξύ αυτού και του υποστρώµατος. Ως αποτέλεσµα το 

υπόστρωµα δε δεσµεύεται σε ένα σταθερό ενεργό κέντρο, αλλά οι πλευρικές αλυσίδες των 

αµινοξέων, οι οποίες απαρτίζουν το ενεργό κέντρο, τροποποιούνται ώστε να διευκολύνεται η 

καταλυτική δράση του ενζύµου, έτσι ώστε το ενεργό κέντρο να έχει συµπληρωµατικό σχήµα 

προς αυτό του υποστρώµατος µόνο µετά την πρόσδεση του υποστρώµατος (Σχήµα 9). Σε 

κάποιες περιπτώσεις, όπως στις γλυκοσιδάσες, το µόριο του υποστρώµατος αλλάζει επίσης 

ελαφρώς το σχήµα του όπως εισέρχεται στο ενεργό κέντρο (Vasella, 2002). Το ενεργό κέντρο 

εξακολουθεί να αλλάζει έως ότου το υπόστρωµα δεσµευτεί πλήρως (Boyer, 2002).  

 

 

 

 
Σχήµα 9. Μοντέλο επαγόµενης προσαρµογής της αλληλεπίδραση υποστρώµατος και ενζύµου 
σύµφωνα µε τον Koshland (1958). 
 

 

Τα ένζυµα εµφανίζουν επίσης σε σηµαντικό επίπεδο στερεοεξειδίκευση και 

χηµειοεκλεκτικότητα (Jaeger, 2004). 
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1.5.2 Κινητικές ιδιότητες ενζύµων 

Αντικείµενο της κινητικής των ενζύµων είναι η µελέτη του ρυθµού της αντίδρασης ή όπως 

συνήθως λέγεται, της ταχύτητας αντίδρασης και των παραγόντων που την επηρεάζουν. Το 

µοντέλο Michaelis- Menten εξηγεί τις κινητικές ιδιότητες πολλών ενζύµων.  

Σε πολλά ένζυµα η ταχύτητα της κατάλυσης V, µεταβάλλεται µε τη συγκέντρωση του 

υποστρώµατος [S]. Ως ταχύτητα V ορίζεται ο αριθµός των µορίων του προϊόντος που 

σχηµατίζονται ανά δευτερόλεπτο (M/sec).  Σε σταθερή συγκέντρωση ενζύµου και σε χαµηλές 

συγκεντρώσεις υποστρώµατος, η ταχύτητα V είναι σχεδόν ευθέως ανάλογη προς την 

συγκέντρωση του υποστρώµατος [S]. Το 1913 ο Leonor Michaelis και η Maud Menten 

πρότειναν ένα απλό µοντέλο που να εξηγεί αυτά τα κινητικά χαρακτηριστικά. Το κρίσιµο 

χαρακτηριστικό στη συµπεριφορά των ενζύµων είναι το ότι ένα ειδικό σύµπλοκο ES είναι το 

αναγκαίο ενδιάµεσο στάδιο στην κατάλυση. Το µοντέλο που προτάθηκε, το οποίο είναι το 

απλούστερο που εξηγεί τις κινητικές ιδιότητες πολλών ενζύµων, είναι: 

 

Ένα ένζυµο (Ε) αντιδρά µε το υπόστρωµα (S)  για να σχηµατίσει ένα σύµπλοκο (ES) µε µια 

κινητική σταθερά k1. Το σύµπλοκο (ES) µπορεί να ακολουθήσει δύο δρόµους: είτε να 

διασπαστεί σε E  και S µε µια κινητική σταθερά k2, ή να σχηµατίσει προϊόν P µε µια κινητική 

σταθερά k3 . Υποτίθεται  ότι το προϊόν δεν επανέρχεται στο αρχικό υπόστρωµα, µια συνθήκη 

η οποία ισχύει στο αρχικό στάδιο µιας αντίδρασης προτού η συγκέντρωση του προϊόντος 

αυξηθεί σηµαντικά. 

Η ταχύτητα κατάλυσης είναι ίση µε το γινόµενο της συγκέντρωσης του συµπλόκου [ES] µε 

την  κινητική σταθερά k3. 

V= k3 x [ES] 

Οι ταχύτητες σχηµατισµού και διάσπασης του συµπλόκου [ES] δίνονται από τις σχέσεις: 

Ταχύτητα σχηµατισµού του [ES]= k1 x [E] [S] 

Ταχύτητα διάσπασης του [ES]= (k2+ k3) x [ES] 

Στη σταθερή κατάσταση οι συγκεντρώσεις των ενδιαµέσων παραµένουν σταθερές, ενώ οι 

συγκεντρώσεις των αρχικών ενώσεων και των προϊόντων αλλάζουν. Από τις παραπάνω 

σχέσεις ορίζεται η σταθερά Michaelis KM. 
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Η µέγιστη ταχύτητα (Vmax) επιτυγχάνεται όταν τα ενεργά κέντρα των µορίων του ενζύµου 

είναι κορεσµένα µε υπόστρωµα, δηλαδή όταν η [S] είναι πολύ µεγαλύτερη από την  KM.  

Τα κινητικά δεδοµένα µιας ενζυµικής εξίσωσης περιγράφονται στην εξίσωση Michaelis- 

Menten, σύµφωνα µε την οποία: 

 

Σε πολύ χαµηλές συγκεντρώσεις υποστρώµατος η ταχύτητα είναι ευθέως ανάλογη της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος, ενώ σε υψηλές συγκεντρώσεις υποστρώµατος η ταχύτητα 

είναι µέγιστη, ανεξάρτητα από τη συγκέντρωση του υποστρώµατος. Από την παραπάνω 

εξίσωση είναι προφανής η έννοια της KM, όταν [S]= KM, τότε V=Vmax/2,  έτσι ώστε η KM  

είναι ίση µε τη συγκέντρωση του υποστρώµατος όπου η ταχύτητα της αντίδρασης είναι ίση 

µε το µισό της µέγιστης τιµής της.  

Απαραίτητο κρίνεται να αναφερθεί και το διάγραµµα του διπλού αντιστρόφου της 1/V µε την 

1/[S] το οποίο ονοµάζεται διάγραµµα Lineweaver-Burk και αποτελεί µια ευθεία γραµµή µε 

κλίση KM / Vmax και τοµές των αξόνων y και x αντίστοιχα, 1/Vmax και -1/ KM (Σχήµα 10). 

 

 
Σχήµα 10. ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου µιας ενζυµικής αντίδρασης. Η 1/V παριστάνεται ως 
συνάρτηση της 1/[S]. Η κλίση είναι  KM / Vmax, η τεταγµένη επί την αρχή είναι 1/Vmax και η 
τετµηµένη επί την  αρχή είναι -1/ KM.  
 

Η σταθερά Michaelis KM έχει δύο έννοιες: Πρώτον είναι η συγκέντρωση του υποστρώµατος 
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όπου τα µισά από τα ενεργά κέντρα έχουν καταληφθεί από υπόστρωµα. ∆εύτερον, είναι ίση 

µε τη σταθερά διάσπασης του συµπλόκου εάν η k3 είναι πολύ µικρότερη της k2. Έτσι ώστε η 

υψηλή τιµή της KM δείχνει ασθενή πρόσδεση, ενώ η χαµηλή τιµή της KM  δείχνει ισχυρή 

πρόσδεση, εκφράζοντας συνεπώς τη συγγένεια του υποστρώµατος µε το υπόστρωµα 

(Ganske, 2009).  

 

1.5.3 Παρεµπόδιση της δράσης των ενζύµων από ειδικά µόρια  

Η παρεµπόδιση της ενζυµικής ενεργότητας από ειδικά µικρά µόρια και ιόντα θεωρείται πολύ 

σηµαντική γιατί αποτελεί έναν από τους κύριους µηχανισµούς ελέγχου των βιολογικών 

συστηµάτων. Παρεµποδιστές (αναστoλείς- inhibitors) ονοµάζονται τα µόρια τα οποία 

µειώνουν την ενεργότητα των ενζύµων, ενώ ενεργοποιητές (activators) ονοµάζονται τα 

µόρια τα οποία αυξάνουν την ενεργότητα των ενζύµων. Πολλά φάρµακα και τοξικοί 

παράγοντες δρουν µε παρεµπόδιση της ενζυµικής ενεργότητας.  

Η ενζυµική παρεµπόδιση µπορεί να είναι είτε αντιστρεπτή είτε µη αντιστρεπτή. Ένας µη 

αντιστρεπτός αναστολέας διαχωρίζεται πολύ αργά από το ένζυµο-στόχο, γιατί συνδέεται 

πολύ ισχυρά µε το ένζυµο, οµοιοπολικά ή µη. Συχνά ο αναστολέας αυτός ονοµάζεται και 

αδρανοποιητής (inactivator). Η αντιστρεπτή  ενζυµική παρεµπόδιση, σε αντίθεση µε τη µη 

αντιστρεπτή, χαρακτηρίζεται από έναν ταχύ διαχωρισµό του συµπλόκου ενζύµου-αναστολέα  

και διαχωρίζεται σε τρία είδη, τη συναγωνιστική, τη µη συναγωνιστική και τη µικτή. 

Στη συναγωνιστική παρεµπόδιση (competitive inhibition) το ένζυµο µπορεί να προσδένει 

υπόστρωµα (σχηµατίζοντας το σύµπλοκο ES) ή παρεµποδιστή (EI) αλλά όχι και τα δύο 

(ESI). Πολλοί συναγωνιστικοί παρεµποδιστές µοιάζουν µε το υπόστρωµα και προσδένονται 

στο ενεργό κέντρο του ενζύµου, υπάρχει, δηλαδή, συναγωνισµός µεταξύ παρεµποδιστή (Ι) 

και υποστρώµατος (S) για την ίδια θέση δέσµευσης στο ένζυµο. Ως εκ τούτου, το υπόστρωµα 

εµποδίζεται από το να προσδεθεί στο ίδιο ενεργό κέντρο. Ένας συναγωνιστικός 

παρεµποδιστής ελαττώνει την ταχύτητα κατάλυσης µε το να ελαττώνει την αναλογία µορίων 

του ενζύµου που είναι προσδεµένα µε το υπόστρωµα. Έχει παρατηρηθεί, επίσης, πως ένα 

ένζυµο µπορεί να αναστέλλεται συναγωνιστικά από το δικό του προϊόν, εξαιτίας της δοµικής 

οµοιότητας µε το υπόστρωµα. Η συναγωνιστική παρεµπόδιση µπορεί να ξεπεραστεί µε 

αύξηση της συγκέντρωσης του υποστρώµατος. Σε αρκετά υψηλή συγκέντρωση 

υποστρώµατος σχεδόν όλα τα ενεργά κέντρα καταλαµβάνονται από το υπόστρωµα και έτσι 

το ένζυµο είναι πλήρως λειτουργικό.  

Στη µη συναγωνιστική παρεµπόδιση (ή ανταγωνιστική παρεµπόδιση) (non-competitive 

inhibition), ο παρεµποδιστής και το υπόστρωµα µπορούν να προσδένονται ταυτόχρονα σε 
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ένα µόριο ενζύµου. Ο αναστολέας (Ι) και το υπόστρωµα (S) δεσµεύονται σε διαφορετική 

θέση στο ένζυµο (Ε), ωστόσο προκειµένου να δεσµευτεί ο παρεµποδιστής, απαραίτητη 

προϋπόθεση είναι να έχει προηγουµένως δεσµευτεί το υπόστρωµα στο ένζυµο. Η δέσµευση 

του παρεµποδιστή (Ι) στο σύµπλοκο ES οδηγεί σε σχηµατισµό καταλυτικού αδιεξόδου 

συµλόκου ESI, το οποίο αδυνατεί να δώσει προϊόν (Κλώνης, 2007).   Ένας µη 

συναγωνιστικός παρεµποδιστής δρα ελαττώνοντας τον αριθµό µετατροπής ενός ενζύµου, 

παρά µε το να ελαττώνει την αναλογία των µορίων του ενζύµου που είναι προσδεδµένα µε το 

υπόστρωµα. Η µη συναγωνιστική παρεµπόδιση δεν µπορεί να ξεπεραστεί µε αύξηση της 

συγκέντρωσης του υποστρώµατος. 

Τέλος, η µικτή παρεµπόδιση αποτελεί συνδυασµό συναγωνιστικής και µη συναγωνιστικής 

παρεµπόδισης. Ένας παρεµποδιστής επηρεάζει την πρόσδεση του υποστρώµατος και 

µεταβάλλει τον αριθµό µετατροπής του ενζύµου.  

Σε µια προσπάθεια να δείξουµε πως η συναγωνιστική και η µη συναγωνιστική παρεµπόδιση 

είναι κινητικά διακριτές, θα λέγαµε τα εξής: οι µετρήσεις των ταχυτήτων της κατάλυσης σε 

διαφορετικές συγκεντρώσεις υποστρώµατος και παρεµποδιστή έχουν σκοπό τη διάκριση 

µεταξύ συναγωνιστικής και µη συναγωνιστικής παρεµπόδισης. Στη συναγωνιστική 

παρεµπόδιση η τεταγµένη επί την αρχή της γραφικής παράστασης της 1/V σε σχέση µε την 

1/[S] είναι ίδια παρουσία ή απουσία του παρεµποδιστή, αν και η κλίση είναι διαφορετική 

(Σχήµα 11)  γεγονός το οποίο οδηγεί στο συµπέρασµα ότι η Vmax δε µεταβάλλεται από ένα 

συναγωνιστικό παρεµποδιστή, ενώ η KM αυξάνεται. Η αύξηση της κλίσης της γραφικής 

παράστασης 1/V σε συνάρτηση µε την 1/[S] δείχνει την ισχύ της πρόσδεσης του 

συναγωνιστικού παρεµποδιστή. 
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Σχήµα 11. ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου µιας ενζυµικής αντίδρασης παρουσία ( ) και 

απουσία (  ) συναγωνιστικού παρεµποδιστή. Η Vmax δε µεταβάλλεται, ενώ η KM  
αυξάνεται.  
 

Στη µη συναγωνιστική παρεµπόδιση (Σχήµα 12) η Vmax ελαττώνεται και έτσι η τετµηµένη επί 

την αρχή αυξάνεται. Η καινούργια κλίση αυξάνεται κατά τον ίδιο παράγοντα, ενώ η KM δεν 

επηρεάζεται από το είδος της παρεµπόδισης. 

 
Σχήµα 12. ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου µιας ενζυµικής αντίδρασης παρουσία ( ) και 

απουσία ( ) µη συναγωνιστικού παρεµποδιστή. Η Vmax ελαττώνεται, ενώ η KM  δε 
µεταβάλλεται. 
 

 

Μέτρο της αποτελεσµατικότητας µιας ουσίας να παρεµποδίζει τη βιολογική ή βιοχηµική 

δράση, αποτελεί το IC50 (half maximal inhibitory concentration), το οποίο εκφράζει τη 

συγκέντρωση του παρεµποδιστή µε την οποία µειώνεται κατά 50% η ταχύτητα µιας 

ενζυµικής αντίδρασης. Οι τιµές της παραµέτρου αυτής εξαρτώνται από τις συνθήκες κάτω 
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από τις οποίες έχουν λάβει χώρα οι µετρήσεις, καθώς και από το είδος του αναστολέα. Κατά 

γενικό κανόνα, όσο υψηλότερη είναι η IC50, τόσο χαµηλότερη θα είναι η ανταγωνιστική 

δραστηριότητα. Οι τιµές της τιµής της IC50 αυξάνουν µε την αύξηση της συγκέντρωσης του 

ενζύµου (Cheng and Prusoff, 1973).  

 

1.5.4 Ένζυµα αποδόµησης των ξενοβιοτικών ουσιών  

Οι ζώντες οργανισµοί έχουν αναπτύξει αµυντικούς οργανισµούς µε τους οποίους 

προστατεύονται, έως κάποιο βαθµό, από τη δηλητηριώδη επίδραση ξενοβιοτικών ενώσεων, 

π.χ. εντοµοκτόνων, ζιζανιοκτόνων κλπ. Σε τέτοιους οργανισµούς σηµαντικό ρόλο 

διαδραµατίζουν συγκεκριµένα ένζυµα, ικανά να µεταβολίζουν τις ξενοβιοτικές αυτές ουσίες. 

Τα ένζυµα άµυνας έναντι εξωγενών ενώσεων διακρίνονται στις κατηγορίες των 

µεταφορασών, των οξειδορεδουκτασών (οξειδωτικά και αναγωγικά ένζυµα), και των 

υδρολασών.  

 

1.5.4.1 Μεταφοράσες της γλουταθειόνης (Glutathione S-transferases- GSTs) 

Οι µεταφοράσες της γλουταθειόνης (glutathione S-transferases- GSTs)  αποτελούν µία 

σηµαντική υπερ-οικογένεια ενζύµων η οποία περιλαµβάνει µια πληθώρα 

κυτταροπλασµατικών, µιτοχονδριακών και µικροσωµικών πρωτεϊνών  που απαντούν σε 

όλους σχεδόν τους οργανισµούς ως ισοένζυµα. Συµµετέχουν σε µεγάλο αριθµό αντιδράσεων  

µε πλήθος υποστρωµάτων τόσο ενδογενών όσο και ξενοβιοτικών. Παρουσιάζουν µεγάλο 

ενδιαφέρον στην άµυνα του οργανισµού έναντι ξενοβιοτικών τοξικών ενώσεων (Leaver and 

George, 1998) και στο µεταβολισµό ξενοβιοτικών ουσιών (Dixon et al., 1998; Edwards et al., 

2000 και Sheehan et al., 2001). Εµπλέκονται επίσης στο µηχανισµό ανθεκτικότητας και 

αποτοξινώσεως του κυττάρου που σχετίζεται µε τη χηµειοθεραπεία του καρκίνου, τα 

ξενοβιοτικά και τα αντιβιοτικά.  

Οι µεταφοράσες θεωρούνται ένζυµα συζεύξεως, αφού καταλύουν τη σύζευξη (conjugation) 

µιας ενδογενούς συζευγµατοποιούς ένωσης (π.χ. γλουταθειόνης, γλουκουρονικού οξέως, κλπ) 

µε ξενοβιοτικές ενώσεις, δηµιουργώντας συζεύγµατα περισσότερο υδατοδιαλυτά και 

επιδεκτικά σε έκκριση συγκριτικά µε τις ενώσεις που αρχικά είχαν εισχωρήσει στο κύτταρο. 

Οι S-µεταφοράσες της γλουταθειόνης καταλύουν τη σύζευξη της σουλφυδρυλοµάδας (ως 

σουλφυδίου –S-) του τριπεπτιδίου γλουταθειόνης µε ενδογενείς και εξωγενείς (ξενοβιοτικές 

ενώσεις) στο κύτταρο πριν αυτές υποστούν οξείδωση ή υδρόλυση. Τα ένζυµα δρουν σε 

ποικιλία κυρίως υδρόφοβων υποστρωµάτων, έχοντας ως πρώτο υπόστρωµα πάντα το 

τριπεπτίδιο γλουταθειόνη (GSH, γ-L-Glu-L-Cys-Gly), χωρίς συνένζυµο, προσθετική οµάδα, 
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ή µεταλλοϊόν. Το ένζυµο καταλύει την πυρηνόφιλη προσβολή του θειολοανιόντος της 

κυστεϊνης της γλουταθειόνης (1
ο
 υπόστρωµα, G-S

-
) στο ηλεκτρονιόφιλο κέντρο διαφόρων 

οργανικών ενώσεων (2
ο
 υπόστρωµα, R-X) του κυττάρου, σχηµατίζοντας αντίστοιχες ενώσεις 

συζεύξεως (G-SR) 

 

G-S
δ-

H + R 
δ+

 - X � G-SR + H-X 

 

Ως R-X υπόστρωµα λειτουργούν διάφορες υδρόφοβες ενδογενείς και ξενοβιοτικές τοξικές 

ενώσεις (R αλειτική, αρωµατική, ετεροκυκλική ή εποξειδική οµάδα) οι οποίες µε τη µορφή 

περισσότερο υδατοδιαλυτών G-SR συµπλόκων και προϊόντων αυτών, εκκρίνονται τελικά από 

το κύτταρο (Douglas, 1987 και Κλώνης, 2007). 

Τα ένζυµα αυτά αποτελούν το 10% των κυτταροπλασµατικών πρωτεϊνών σε κάποια ζωτικά 

όργανα των θηλαστικών (Boyer, 1989). Μελέτη της δράσης των  GSTs στην 

αποτοξικοποίηση ζιζανιοκτόνων (Marrs, 1996) απέδειξε πως τα παραγόµενα GSH σύµπλοκα 

είναι κατά γενικό κανόνα λιγότερο τοξικά και περισσότερο υδατοδιαλυτά από τα µητρικά 

µόρια. Επιπλέον οι GSTs µπορούν να δεσµεύουν τοξίνες και να λειτουργούν ως µεταφορείς 

πρωτεϊνών (Liwak, G. et al., 1971). 

 

1.5.4.2 Μεταλλο-εξαρτώµενες µονοξυγονάσες- Κυτόχρωµα Ρ450 

Τα κυτοχρώµατα Ρ450 είναι σηµαντικά µέλη µεταλλο-εξαρτώµενων µονοξυγονασών (συντµ. 

CYP, P450, CYP450).  Φέρουν ως προσθετική οµάδα ένα µόριο αίµης που συγκρατείται µέσω 

του σιδήρου της στο ένζυµο από ένα αµινοξικό κατάλοιπο Cys. Ο έκτος δεσµός του 

µεταλλοϊόντος καταλαµβάνεται από ένα µόριο νερού. Τα CYP θεωρούνται ως µεταλλο-

εξαρτώµενα  λόγω της παρουσίας του σιδήρου της προσθετικής οµάδας. Καταλύουν τη 

µονοξυγόνωση διαφόρων υποστρωµάτων (R-H), χρησιµοποιώντας µοριακό οξυγόνο, το ένα 

άτοµο του οποίου εισάγουν στο υπόστρωµα ως υδροξύλιο και το άλλο ανάγουν ως νερό: 

 

R-H + O
2
 + NAD(P)H + H

+
 � R-OH + H20 + NAD(P)

+
 

 

Το πεδίο αντιδράσεων των CYP είναι αρκετά ευρύ, π.χ. βιοσύνθεση ορµονών στα ζώα, 

δευτερογενών µεταβολιτών στα φυτά, βιοαποδόµηση ξενοβιοτικών, τοξικών και 

αγροχηµικών ενώσεων.  

Τα CYP ένζυµα έχουν ταυτοποιηθεί σε όλες τις µορφές ζωής, συµπεριλάµβανοµένων των 

θηλαστικών, πουλιών, ψαριών, εντόµων, θαλάσσιων οργανισµών, φυτών, µυκήτων και 
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βακτηρίων. Σύµφωνα µε στοιχεία της Επιτροπής Ονοµατολογίας Ενζύµων (Σεπτέµβριος, 

2007) είναι γνωστές πάνω από 7700 αλληλουχίες. Όσον αφορά τους µύκητες και τα 

βακτήρια, τα ευρέως χρήσης αζολικά µυκητοκτόνα σκευάσµατα βασίζονται στην 

παρεµπόδιση της 14α- αποµεθυλάσης, η δράση του ενζύµου αυτού καταλύει ένα από τα 

πολλά διαδοχικά στάδια που οδηγούν στη µετατροπή της λανοστερόλης σε εργοστερόλη, που 

είναι συστατικό της κυτταρικής µεµβράνης των µυκήτων (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). 

Στα βακτήρια τα ένζυµα του κυτοχρώµατος P450 είναι συνήθως διαλυτά ένζυµα και 

σχετίζονται συνήθως µε κρίσιµα στάδια µεταβολισµού. Το κυτόχρωµα P450 eryF 

(CYP107A1) του βακτηρίου Saccharopolyspora erythraea είναι υπεύθυνο για τη βιοσύνθεση 

του αντιβιωτικού ερυθροµυκίνη. Τέλος, το κυτόχρωµα P450 BM3 (CYP102A1) του βακτηρίου 

εδάφους Bacillus megaterium καταλύει τη NADPH- εξαρτώµενη υδροξυλίωση αρκετών 

λιπαρών οξέων στις ω-1 έως ω-3 θέσεις (Narhi, 1986 και  Girvan et al., 2006). 

 

1.5.4.3 Υδρολάσες- Εστεράσες 

Οι υδρολάσες καταλύουν αντιδράσεις κατά τις οποίες µία οµάδα λύεται από ένα υπόστρωµα- 

δότη και µεταφέρεται στο υδροξύλιο ενός νερού- δέκτη. Συνεπώς, προκειµένου να 

επιτελέσουν την καταλυτική τους λειτουργία, απαιτούν τη βοήθεια του νερού. Εάν το 

υπόστρωµα- δότης είναι (πολύ)πεπτίδιο ή εστέρας τότε λύεται και µεταφέρεται στο νερό µια 

ακυλοµάδα από πρωτεάσες/ πεπτιδάσες ή εστεράσες/ λιπάσες αντιστοίχως. ∆ιασπούν 

δεσµούς επιδεκτικούς σε υδρόλυση, όπως εστερικούς, αµιδικούς, φωσφορικούς και 

εποξειδικούς. Αντίθετα µε τα οξειδωτικά ένζυµα και τις µεταφοράσες, οι υδρολάσες δεν 

απαιτούν συνένζυµα και προσθετικές οµάδες προκειµένου να δράσουν στα υποστρώµατά 

τους, ωστόσο σε µερικές περιπτώσεις απαιτούν µεταλλοϊόν. Υπάρχουν ωστόσο περιπτώσεις 

στις οποίες οι εν δυνάµει υδρολύσιµοι δεσµοί οµάδων δεν προσβάλλονται από υδρολάσες. 

Λόγου χάριν υπάρχουν οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα τα οποία δε διαπώνται υδρολυτικά, 

αλλά µέσω Ο-απαλκυλιώσεως ή σύζευξης µε γλουταθειόνη. 

Τα ένζυµα εστεράσες είναι υδρολάσες οι οποίες υδρολύουν εστερικούς δεσµούς και 

διακρίνονται σε Α-εστεράσες και Β-εστεράσες. Οι Α-εστεράσες υδρολύουν ξενοβιοτικές 

ουσίες (π.χ. οργανοφωσφορικά) όταν αυτά βρίσκονται στις συνηθισµένες συγκεντρώσεις 

εφαρµογής τους, ενώ οι Β-εστεράσες αδρανοποιούνται στις ίδιες συγκεντρώσεις των 

ξενοβιοτικών ουσιών. ∆ηλαδή, για τις Α-εστεράσες το οργανοφωσφορικό δρα ως υπόστρωµα 

ενώ για τις Β-εστεράσες ως αναστολέας (Κλώνης, 2007). Οι εστεράσες διαφέρουν στη 

συγγένεια που παρουσιάζουν προς συγκεκριµένα υποστρώµατα και η συγγένεια αυτή 

εκφράζεται µε τη σταθερά των Michaelis-Menten, Km (Ganske, 2009). 



   

 56 

1.5.5 Συνεργιστές εντοµοκτόνων 

Συνεργισµός ονοµάζεται το φαινόµενο κατά το οποίο ο συνδυασµός δύο ή περισσοτέρων 

δραστικών ουσιών έχει  ως αποτέλεσµα την αύξηση της βιοκτόνου δράσης τους και µάλιστα 

σε βαθµό µεγαλύτερο του αθροίσµατος της τοξικής δράσης των επιµέρους συστατικών  του 

µίγµατος. Ειδική περίπτωση φαινοµένου συνεργισµού είναι η αύξηση ή η διατήρηση της 

αποτελεσµατικότητας µιας ένωσης µε την προσθήκη µιας µη τοξικής ουσίας. Οι µη τοξικές 

αυτές ενώσεις ονοµάζονται συνεργιστές ή συνεργιστικοί παράγοντες και βρίσκουν ιδιαίτερη 

εφαρµογή στην περίπτωση των εντοµοκτόνων και ακαρεοκτόνων για τη µείωση του κινδύνου 

εµφάνισης ανθεκτικότητας (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 2007). 

Το πρόβληµα της ανθεκτικότητας στα εντοµοκτόνα και ακαρεοκτόνα είναι πολύ σοβαρό. 

Ένας από τους σηµαντικότερους µηχανισµούς ανθεκτικότητας στις ουσίες αυτές είναι η 

αποτοξικοποίηση των χηµικών ενώσεων µε τη δράση ενζυµικών συστηµάτων των 

φυτοπαρασίτων. Ειδικώτερα, η αποτοξικοποίηση των δραστικών µορίων µπορεί να γίνει:  

(α) µε τη δράση µονοοξυγονασών (Mixed Function Oxidases, MFOs), που έχουν ως 

προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450,  

(β) µε τη δράση µεταφορασών της γλουταθειόνης και  

(γ) µε τη δράση εστερασών. 

Ο οξειδωτικός µεταβολισµός, ως µηχανισµός ανθεκτικότητας έχει διαπιστωθεί για όλες τις 

κύριες οµάδες εντοµοκτόνων, εκτός των κυκλοδιενίων. Οι µεταφοράσες της γλουταθειόνης 

είναι µια πολύ κοινή οµάδα ενζύµων που είναι υπεύθυνα για την αποτοξικοποίηση των 

οργανοφωσφορικών και την αναγωγική αποχλωρίωση των οργανοχλωριωµένων. Οι 

καρβοξυλεστεράσες είναι επίσης µια µεγάλη οµάδα ενζύµων που παίζουν σηµαντικό ρόλο 

στο µεταβολισµό των πυρεθρινοειδών και των οργανοφωσφορικών (Ζιώγας και Μαρκόγλου, 

2007). 
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1.6 ΣΚΟΠΟΣ ∆Ι∆ΑΚΤΟΡΙΚΗΣ ∆ΙΑΤΡΙΒΗΣ  

Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η ικανότητα των επιφυτικών ζυµών Rhodotorula 

glutinis και Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα diazinon 

και chlorpyrifos και τα εντοµοκτόνα της κατηγορίας των βενζοϋλουριών lufenuron και 

teflubenzuron.  

Οι λόγοι επιλογής των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων σχετίζονται µε το γεγονός ότι 

παρουσιάζουν ευρεία και πολυετή χρήση στη γεωργική παραγωγή και έχουν ανιχνευτεί σε 

µεγάλο βαθµό στα γεωργικά οικοσυστήµατα και επιπλέον, στα µόριά τους υπάρχουν πολλά 

αλκύλια και αυτό τους προσδίδει πολλές πιθανές θέσεις διάσπασης. Όσον αφορά τις  

βενζοϋλουρίες είναι φυτοπροστατευτικά προϊόντα µε ήπιο τοξικολογικό προφίλ και ιδιότητες 

τέτοιες που τους επιτρέπουν να ενταχθούν σε συστήµατα ολοκληρωµένης αντιµετώπισης 

καλλιεργειών και να αυξηθεί η χρήση τους, ενώ για τις ουσίες αυτές δεν υπάρχουν στη διεθνή 

βιβλιογραφία πολλά δεδοµένα για την τύχη και το µεταβολισµό τους στο περιβάλλον, τα 

φυτά και τα ζώα.  

Οι επιφυτικές ζύµες του γένους Rhodotorula εµφανίζουν την ικανότητα αποδόµησης 

οργανικών µορίων διαφόρων κατηγοριών, αλλά µέχρι τώρα δεν έχει καταγραφεί από αυτές 

βιοαποδόµηση φυτοπροστατευτικών προϊόντων.  

Η πλειοψηφία των µικροοργανισµών που παρουσιάζουν την ικανότητα να αποδοµούν τα 

chlorpyrifos, diazinon, lufenuron και teflubenzuron είναι βακτήρια εδάφους και σε µικρότερο 

βαθµό µύκητες και δη ζύµες. Επιπλέον η βιοαποδόµησή τους  έχει µελετηθεί σε πολύ µεγάλο 

βαθµό στο έδαφος, αλλά πολύ λίγο στην επιφάνεια των φυτών.   

Στην παρούσα µελέτη πραγµατοποιείται µελέτη της βιοαποδόµησης των chlorpyrifos, 

diazinon, lufenuron και teflubenzuron από τις επιφυτικές ζύµες Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra: 

α) σε χηµικό επίπεδο, καταγράφοντας ποιοτικά και ποσοτικά το φαινόµενο µε τη χρήση 

υγρής χρωµατογραφίας συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS/MS) 

β) σε βιοχηµικό επίπεδο, ελέγχοντας αρχικά την επίδραση των φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων στα ενζυµικά συστήµατα αποτοξικοποίησής τους και στη συνέχεια µε τη 

χρησιµοποίηση συνεργιστικών παραγόντων και  

γ) σε φυτικές επιφάνειες, µε την παρακολούθηση της εξέλιξης του φαινοµενου σε καρπούς 

τοµάτας.   

Από τα παραγόµενα αποτελέσµατα θα διερευνηθεί η δυνατότητα χρησιµοποιησής των ζυµών 

Rhodotorula glutinis  και Rhodotorula rubra ως µέσο αποτοξικοποίησης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις φυτικές επιφάνειες, γεγονός το οποίο θα ενισχύσει 
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τη διασφάλιση της ασφάλειας των τροφίµων. Επιπλέον, θα διερευνηθεί η επίδραση των 

επιφυτικών αυτών µικροοργανισµών στα υπολείµµατα των φυτοπροστατευτικών προίόντων 

στις επιφάνειες των φυτών, γεγονός το οποίο θα πρέπει να λαµβάνεται σοβαρά υπόψη κατά 

τη διεξαγωγή των πειραµάτων υπολειµµάτων µε στόχο τον καθορισµό του χρόνου τελευταίας 

επέµβασης πριν τη συγκοµιδή.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 
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2.1 Θρεπτικά υλικά – Αντιδραστήρια 

2.1.1 Θρεπτικά Υλικά 

Για την αποµόνωση, καλλιέργεια και διατήρηση των µικροοργανισµών που 

χρησιµοποιήθηκαν στην παρούσα διδακτορική διατριβή, καθώς και για τη διεξαγωγή των 

πειραµάτων βιοαποδόµησης, χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω θρεπτικά υλικά: 

 

1. Πλήρες θρεπτικό υλικό (Ustilago Complete Medium- UCM):  
 
Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Γλυκόζη   5g 

Νουκλεϊνικά οξέα 0,5g 

Καζαµινοξέα  3g 

Εκχύλισµα ζύµης 1g 

∆ιάλυµα αλάτων 250mL 

∆ιάλυµα βιταµινών 1mL 

Άγαρ 15g 

Αποσταγµένο νερό Έως όγκου 1000mL 

 

Η περιεκτικότητα του διαλύµατος αλάτων ανά 1000mL αποσταγµένου νερού ήταν: 

 

Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Νιτρικό αµµώνιο (NH4NO3)  12g 

∆ισόξινο Φωσφορικό Κάλιο (KH2PO4)   8g 

Θειϊκό Νάτριο (Na2SO4)  2g 

Χλωριούχο Κάλιο (KCl)   4g 

Ένυδρο Θεϊκό Μαγνήσιο (MgSO4·7H2O)    1g 

Χλωριούχο Ασβέστιο (CaCl2)   0,5g 

∆ιάλυµα ιχνοστοιχείων   1,2mL 

Απεσταγµένο νερό Έως όγκου 1000mL 

 

Το διάλυµα ιχνοστοιχείων ανά 300mL αποσταγµένου νερού περιείχε: 

 

Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Ένυδρο Θειϊκό  Μαγγάνιο (MgSO4·7H2O) 46mg 

Ένυδρος Θειϊκός Ψευδάργυρος (ZnSO4·7H2O)   65mg 

Ένυδρος Θεϊκός Χαλκός (FeSO4·7H2O) 60mg 

Ένυδρο Μολυβδαινικό Νάτριο (Na2MbO4·7H2O)  37,5mg 

 

Η περιεκτικότητα του διαλύµατος βιταµινών ανά 100mL αποσταγµένου νερού ήταν: 

 

Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Θειαµίνη (Β1)  20mg 

Παντοθενικό Ασβέστιο  20mg 

Βιοτίνη 10mg 

Πυριδοξίνη (Β6) 10mg 

Νιασίνη  20mg 

Ινοσιτόλη  200mg 
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Το θρεπτικό αυτό υλικό χρησιµοποιήθηκε για την παραγωγή βιοµάζας των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra καθώς και για τη µελέτη του ρυθµού αύξησης 

των ζυµών, χωρίς όµως, την προσθήκη εκχυλίσµατος ζύµης. Επιπλέον, χρησιµοποιήθηκε και 

για τη µελέτη της µυκητοτοξικής δράσης των δραστικών ουσιών των φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων στην ανάπτυξη τους. Η προσθήκη ή µη άγαρ καθόριζε το αν το υλικό θα ήταν σε 

υγρή ή στερεή µορφή. 

 

2. Εκχύλισµα πατάτας µε δεξτρόζη και άγαρ (P.D.A) 
 

Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Εκχύλισµα πατάτας  200g 

∆εξτρόζη   20g 

Άγαρ   20g 

Αποσταγµένο νερό  1000mL 

 

Το υλικό αυτό χρησιµοποιήθηκε για τη διατήρηση των καλλιεργειών των ζυµών.  

 

3. Υλικό Πειραµάτων Βιοαποδόµησης (ΥΠΒ) 
 

Συστατικά  Περιεκτικότητα 
Γλυκόζη  5g 

∆ιάλυµα αλάτων  250mL 

Άγαρ     15g 

Αποσταγµένο νερό έως όγκου                  1000mL 

 

Αποστείρωση για 20 λεπτά. 

 

Το θρεπτικό υλικό αυτό χρησιµοποιήθηκε στα πειράµατα βιοαποδόµησης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες. Ανάλογα µε τον στόχο του πειράµατος 

περιείχε ή όχι γλυκόζη. 

Η αποστείρωση όλων των υλικών καλλιέργειας έλαβε χώρα σε κλίβανο υγρής θερµότητας 

(autoclave) σε συνθήκες θερµοκρασίας 121
o
C για 20 λεπτά. 
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2.1.2 Αντιδραστήρια- Αναλυτικά πρότυπα- ∆ιαλύµατα  

Κατά την πειραµατική διαδικασία της παρούσας µελέτης χρησιµοποιήθηκαν οι παρακάτω 

διαλύτες: 

• διχλωροµεθάνιο, ακετόνη, ακετονιτρίλιο, εξάνιο και οξικός αιθυλεστέρας 

καθαρότητας pesticide residues grade, 

• πετρελαϊκός αιθέρας καθαρότητας analytical reagent A.R., 

• µεθανόλη και νερό καθαρότητας LC-MS και 

• µυρµηγκικό αµµώνιο (HCCONH4). 

Τα αναλυτικά πρότυπα των δραστικών ήταν όλα γνωστής καθαρότητας και προµηθεύτηκαν 

από τιςεταιρείες εµπορίας τους. Συγκεκριµένα, τα chlorpyrifos (98,4%), diazinon (97,5%), 

lufenuron (99,2%), και teflubenzuron (97%) αγοράστηκαν από την εταιρεία Dr Ehrenstofer 

(Augsburg, Γερµανία), όπως και ο µεταβολίτης 2,6-difluorobenzoic acid (99%) και ο 

συνεργιστικός παράγοντας piperonyl butoxide (92,5%). Οι µεταβολίτες 3,5,6-trichloro-2-

pyridinol- TCP (99%), 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol- IMP (99,1%) και 2,6-

difluorobenzamide (95%), καθώς και οι συνεργιστικοί παράγοντες triphenyl phosphate 

(99,5%) και diethyl maleate (95%) αγοράστηκαν από την εταιρεία  ChemServise (West 

Chester, Ηνωµένο Βασίλειο).  

Πρότυπα διαλύµατα: ∆ιαλύµατα παρακαταθήκης των προτύπων ουσιών σε συγκεντρώσεις 

των 1000µg/mL και 10000µg/mL παρασκευάστηκαν σε µεθανόλη ή ακετόνη (στην 

περίπτωση του teflubenzuron) και σε συγκέντρωση των 1000µg/mL σε ακετονιτρίλιο και 

αποθηκεύτηκαν στους –20
o
C. Από τα διαλύµατα αυτά παρασκευάστηκαν τα διαλύµατα που 

χρησιµοποιήθηκαν σε κάθε κατηγορία πειραµάτων της παρούσας µελέτης.  

∆ιαλύµατα για τα βιοχηµικά πειράµατα: Κατά τη διεξαγωγή των βιοχηµικών πειραµάτων 

χρησιµοποιήθηκαν τα παρακάτω αντιδραστήρια:  

• p-Nitrophenyl aceteate (PNPA), 

• a-naphthyl acetate, 

• b-naphthyl acetate, 

• 1-chloro-2,4-dinitrobenzene (CDNB) 

• Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού νατρίου (sodium phosphate buffer solution- SPB) 

100mM, pH 7 

• Ρυθµιστικό διάλυµα φωσφορικού νατρίου (sodium phosphate buffer solution- SPB) 

100mM, pH 7,2 + 0,2% Triton  
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2.2 Βιολογικός παράγοντας  

Ως βιολογικοί παράγοντες της µελέτης χρησιµοποιήθηκαν οι ζύµες Rhodotorula glutinis  και 

Rhodotorula rubra. Η Rhodotorula glutinis  αποµονώθηκε στο εργαστήριο Φυτοπαθολογίας 

του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. Η ζύµη αυτή, η οποία χαρακτηρίστηκε ως Y-44, 

απεστάλη στο Mycotheque De I’ Universite Catholique d’ Louvair (MUCL), όπου και 

ταυτοποιήθηκε ως Rhodotorula glutinis (Καλαγιάννης, 1999). Η  ζύµη  αυτή  αποµονώθηκε 

από την επιφάνεια φυτών τοµάτας. Τα φυτά τοµάτας προέρχονταν από α) θερµοκηπιακή 

καλλιέργεια στην Περιοχή της Πρέβεζας, όπου γίνεται συστηµατική  χηµική καταπολέµηση 

για την αντιµετώπιση ασθενειών και β) από υπαίθριες καλλιέργειες στις περιοχές της 

Σαλαµίνας και της Tίρυνθας όπου δεν έγινε χρήση χηµικών ουσιών (Στεργίου, 2002). 

Η ζύµη Rhodotorula rubra  αποµονώθηκε στο εργαστήριο Φυτοπαθολογίας του Γεωπονικού 

Πανεπιστηµίου Αθηνών, από την επιφάνεια φυτών φράουλας.  

 

2.2.1 Καλλιέργεια  και διατήρηση µικροοργανισµών 

Οι καλλιέργειες των ζυµών αναπτύσσονταν µε στόχο την παραγωγή βιοµάζας. Κάθε ζύµη 

καλλιεργούνταν σε διάλυµα µε υγρό θρεπτικό υλικό UCM. Οι κωνικές φιάλες τοποθετούνταν 

σε περιστροφικό αναδευτήρα (orbital incubator) µε 150 στροφές ανά λεπτό (rpm) στους 25
o
C. 

Η διατήρηση των καλλιεργειών των ζυµών για µεγάλο χρονικό διάστηµα πραγµατοποιήθηκε 

µε µεταφορές κυττάρων ζύµης σε δοκιµαστικούς σωλήνες µε θρεπτικό υπόστρωµα P.D.A.. 

Οι σωλήνες τοποθετούνταν σε επωαστικό θάλαµο µε θερµοκρασία 23-25
o
C για 48-72 ώρες. 

Μετά την ανάπτυξη τους οι καλλιέργειες µεταφέρονταν σε θερµοκρασία 4
 o

C. 

 

2.2.2 Μελέτη του ρυθµού αύξησης  

Ο ρυθµός αύξησης των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra µελετήθηκε 

έπειτα από ανάπτυξη τους σε υγρό θρεπτικό υλικό UCM, προκειµένου να διαπιστωθεί:  (α) ο 

χρόνος στον οποίο θα πρέπει να µελετηθεί η ευαισθησία των ζυµών στα υπό εξέταση 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα και (β) το απαραίτητο χρονικό διάστηµα επώασης των 

καλλιεργειών, ώστε να αποτελέσουν την πηγή µολύσµατος για τα πειράµατα βιοαποδόµησης 

Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν 2 φορές και χρησιµοποιήθηκε ο µέσος όρος ων 

ευρεθέντων τιµών.  

Εφαρµόσθηκε η µέθοδος µέτρησης αριθµού κυττάρων ζύµης, σύµφωνα µε την οποία, από 

την κωνική φιάλη επώασης της καλλιέργειας κάθε ζύµης γίνονταν διαδοχικές αραιώσεις σε 

δοκιµαστικούς σωλήνες µε αποσταγµένο νερό (0,5mL υγρής καλλιέργειας σε 4,5mL νερό). Ο 

αριθµός των κυττάρων σε κάθε µέτρηση προσδιοριζόταν µε τη χρήση αιµατοκυττόµετρου 
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ανά δύο ώρες. Ο αριθµός των σπορίων της ζύµης που καταµετρούνταν κάθε φορά 

εκφραζόταν ανά mL καλλιέργειας µε τη βοήθεια της παρακάτω σχέσης:  

 

Αριθµός κυττάρων ανά mL = Α x 3,2 x 10
4
 x 10

x 

 

Όπου Α: µέτρηση από το αιµατοκυττόµετρο και  

          x: αριθµός αραιώσεων 

 

2.3 Φυτοπροστατευτικά προϊόντα 

Στην παρούσα εργασία ερευνήθηκε η ικανότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα diazinon και 

chlorpyrifos καθώς και τα εντοµοκτόνα της κατηγορίας των βενζοϋλουριών lufenuron και 

teflubenzuron. Στο σηµείο αυτό θα πρέπει να αναφερθεί πως οι παραπάνω δραστικές ουσίες 

επιλέχθηκαν έπειτα από τον πειραµατισµό της ευαισθησίας των ζυµών µε µια πληθώρα 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων (βλ. Παράρτηµα).  

Όσον αφορά τα υπό µελέτη φυτοπροστατευτικά προϊόντα, θα ακολουθήσει αναφορά των 

κυρίων χαρακτηριστικών τους, όπως ο τρόπος και το φάσµα δράσης τους και το πεδίο 

εφαρµογής τους, σηµαντικές φυσικές και χηµικές ιδιότητες καθώς και τα πιο 

αντιπροσωπευτικά από τα σκευάσµατα µε τα οποία κυκλοφορούν στην ελληνική αγορά. 

 

2.3.1 Οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα 

� Chlorpyrifos 

Το chlorpyrifos (ethyl) [O,O-diethyl O-(3,5,6-trichloro-2-pyridyl)-phosphorothiorate] είναι 

ένα από τα πλέον χρησιµοποιούµενα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα παγκοσµίως στη 

γεωργική πρακτική. Είναι µη διασυστηµατικό εντοµοκτόνο και δρα από στοµάχου και 

ασφυκτικά (µέσω αναπνοής).  Χρησιµοποιείται τόσο για την καταπολέµηση εντόµων – 

εχθρών των καλλιεργειών (Orthoptera, Diptera, Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera, 

Hymenoptera και Hemiptera) µε εφαρµογή στο έδαφος ή στο φύλλωµα, όσο και στην 

καταπολέµηση εντόµων υγειονοµικής σηµασίας σε κατοικίες (Blattellidae, Muscidae, 

Isoptera), κουνουπιών (νύµφες και ακµέα) και εκτοπαρασίτων των οικιακών ζώων.  

Το chlorpyrifos παρουσιάζει µεγάλο φάσµα δράσης και είναι αποτελεσµατικό στην 

καταπολέµηση εντόµων σε µεγάλο πεδίο καλλιεργειών και καλλωπιστικών φυτών, ενώ 

επιπλέον εφαρµόζεται µε στόχο την απολύµανση αστικών περιοχών και την προστασία της 

ξυλείας. ∆εν παρουσιάζει φυτοτοξικότητα στα περισσότερα είδη φυτών όταν χρησιµοποιείται 
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σύµφωνα µε την  εγκεκριµένη Ορθή Γεωργική Πρακτική (ΟΓΠ), µε εξαίρεση κάποια 

καλλωπιστικά (Tomlin, 2003). 

Είναι διαθέσιµο στην αγορά σε διάφορα εµπορικά σκευάσµατα, όπως Dursban, Pyrifos, 

Pyrinex, Cyren, Destroyer, Aspida και Pirisip, ο αριθµός των οποίων έχει µειωθεί δεδοµένου 

ότι σε αρκετά έχει ανακληθεί η έγκριση κυκλοφορίας τους. Τα εµπορικά σκευάσµατα αυτά 

κυκλοφορούν σε διάφορες µορφές τυποποίησης όπως κοκκώδη (GR- Granules-), βρέξιµες 

σκόνες (Wettable Powder-WP), εναιωρήµατα µικροκαψυλίων (Capsule Suspension- CS) και 

γαλακτωµατοποιήσιµα εναιωρήµατα (Emulsifiable Concentrate- EC) (Agrotypos, 2009).  

Το chlorpyrifos έχει µοριακή µάζα (Mw) 350,6 και συντελεστή κατανοµής οκτανόλης/ νερού 

(kowlogP)= 5,267 (De Bruijin et al., 1989). Επίσης παρουσιάζει διαλυτότητα στο νερό 2mg/L 

και στους οργανικούς διαλύτες αιθανόλη, οξικό αιθυλεστέρα, µεθανόλη και διχλωροµεθάνιο 

> 45g/100g (Hummel and Crummet, 1964 και Drummond, 1986). 

 

� Diazinon 

Το diazinon, [Ο, O-diethyl O-[6-methyl-2-(1-methylethyl)-4-pyrimidinyl] εστέρας, θεωρείται 

ευρέως φάσµατος οργανοφωσφορικό εντοµοκτόνο και νηµατωδοκτόνο. Χρησιµοποιείται για 

τον έλεγχο ενός µεγάλου αριθµού εχθρών, όπως  κατσαρίδες, ψείρες, νηµατώδεις, Diptera 

που προσβάλουν καρπούς, µυρµήγκια και γρύλους, ενώ χρησιµοποιείται σε µεγάλο βαθµό 

στους χλοοτάπητες (Michel et al., 1997). Κατέχει σηµαίνων ρόλο στη γεωργία, την 

κτηνιατρική και την καταπολέµηση των εντόµων σε αστικό περιβάλλον. Είναι µη 

διασυστηµατικό εντοµοκτόνο και δρα από στοµάχου και ασφυκτικά. ∆εν παρουσιάζει 

φυτοτοξικότητα στα περισσότερα είδη φυτών όταν χρησιµοποιείται σύµφωνα µε την  

εγκεκριµένη Ορθή Γεωργική Πρακτική (ΟΓΠ) (Tomlin, 2003). 

Είναι διαθέσιµο στην αγορά σε διάφορα εµπορικά σκευάσµατα, όπως Diazinon Ελλαγρέτ, 

Diziktol, Diaziper, Efdiazon, Diamizin, Dion, Diazin κ.ά.  (Agrotypos, 2009) και σε διάφορες 

µορφές σκευάσµατος, ενώ σε πολλά από τα κυκλοφορούντα σκευάσµατά του έχει 

πραγµατοποιηθεί ανάκληση της έγκρισης κυκλοφορίας τους. Λόγω της ευρείας χρήσεως του 

diazinon, υπάρχει συνεχώς αυξανόµενο ενδιαφέρον από ρυθµιστικές αρχές, ερευνητικά 

κέντρα, και περιβαλλοντολόγους σχετικά µε τις  αρνητικές επιπτώσεις του. 

Το diazinon έχει µοριακή µάζα (Mw) 304,3 και συντελεστή κατανοµής οκτανόλης/ νερού 

(kowlogP)= 3,81 (HHS, 1996). Επίσης παρουσιάζει διαλυτότητα στο νερό 0,06g/L  και από 

τους οργανικούς διαλύτες, στο εξάνιο >200 g/100mL και στη µεθανόλη και το ακετονιτρίλιο 

> 900g/100mL (Merck, 1996). 
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2.3.2 Βενζοϋλουρίες 

� Lufenuron 

Το lufenuron, (RS)-1-[2,5-dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxy)phenyl]-3-(2,6-

difluorobenzoyl)urea, είναι εντοµοκτόνο  το οποίο δρα ως παρεµποδιστής ανάπτυξης, 

παρεµποδίζοντας τη βιοσύνθεση της χιτίνης. ∆ρα από στοµάχου και ασθενώς δι επαφής. 

Καταπολεµά έντοµα όπως Lepidoptera, Coleoptera και Homoptera σε καλλιέργειες 

µηλοειδών, πυρηνοκάρπων, αµπελιού και κηπευτικών, ενώ εφαρµόζεται και για την 

αντιµετώπιση  των ψείρων στα κατοικίδια ζώα. 

Είναι διαθέσιµο στην αγορά σε διάφορα εµπορικά σκευάσµατα, όπως Lufox, Control, 

Lufenuron- Hillfield, Lufenuron- Ανοργκαχήµ,  Match, Ypsilon Paron και Zabrin (Agrotypos, 

2009) και όλα κυκλοφορούν στη µορφή υγρού γαλακτωµατοποιήσιµου σκευάσµατος 

(Emulsion Concentrate-EC). 

Το lufenuron έχει µοριακή µάζα (Mw) 511,2 και συντελεστή κατανοµής οκτανόλης/ νερού 

(kowlogP)= 5,12 (FAO, 2008). Επίσης παρουσιάζει διαλυτότητα στο νερό <0,06mg/L στους 

25
o
C  και από τους οργανικούς διαλύτες, στο διχλωροµεθάνιο 84g/L, στη µεθανόλη 52g/L 

και στον οξικό αιθυλεστέρα 330g/L (Tomlin, 2003). 

 

� Teflubenzuron 

Το teflubenzuron, 1-(3,5-dichloro-2,4-difluophenyl)-3-(2,6-difluorobenzoyl)urea, είναι 

εντοµοκτόνο το οποίο παρουσιάζει όµοιο τρόπο δράσης µε το lufenuron, δρα ως 

παρεµποδιστής ανάπτυξης, παρεµποδίζοντας τη βιοσύνθεση της χιτίνης, από στοµάχου και 

ασθενώς δι επαφής. Καταπολεµά έντοµα όπως Lepidoptera, Coleoptera, Diptera, 

Hymenoptera και Homoptera σε καλλιέργειες µηλοειδών, πυρηνοκάρπων, εσπεριδοειδών, 

αµπελιού, κηπευτικών, καπνού και βαµβακιού. Εφαρµόζεται, επίσης  και για την 

αντιµετώπιση  των ψειρών στα κατοικίδια ζώα, µυγών, προνυµφών κουνουπιών καθώς και 

κάποιων ατελών σταδίων ακριδών. Είναι διαθέσιµο στην αγορά στα εµπορικά σκευάσµατα  

Farmalan 15 EC και Nomolt 15 SC (Agrotypos, 2009).  

Το teflubenzuron έχει µοριακή µάζα (Mw) 381,1 και συντελεστή κατανοµής οκτανόλης/ 

νερού (kowlogP)= 4,8. Επίσης παρουσιάζει διαλυτότητα στο νερό 0,019g/L στους 23
o
C  και 

από τους οργανικούς διαλύτες, στο διχλωροµεθάνιο 1,8g/L, στην αιθανόλη 1,4g/L και στο 

εξάνιο 0,05g/L (Tomlin, 2003). 
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2.4 Πειράµατα ευαισθησίας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra στα 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα  

Στα πρώτα στάδια της µελέτης πραγµατοποιήθηκε η διερεύνηση της επίδρασης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων στην αύξηση των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra µε στόχο (α) τη διαπίστωση της ύπαρξης ή µη ευαισθησίας των 

µικροοργανισµών στα δρώντα συστατικά και (β) την επιλογή των κατάλληλων 

συγκεντρώσεων για το κάθε φυτοπροστατευτικό προϊόν στην οποία θα πραγµατοποιηθούν τα 

πειράµατα βιοαποδόµησης.  

Η ευαισθησία των δύο ζυµών στα εντοµοκτόνα εκτιµήθηκε µε πειράµατα µυκητοτοξικότητας 

in vitro τα οποία βασίστηκαν στη σύγκριση της ανάπτυξής των ζυµών σε θρεπτικό υλικό στο 

οποίο είχε προστεθεί φυτοπροστατευτικό προϊόν σε σχέση µε την αντίστοιχη σε θρεπτικό 

υλικό χωρίς την παρουσία φυτοπροστατευτικού προϊόντος (µάρτυρας), µε βάση τη µέτρηση 

αποικιών της ζύµης σε σταθερό θρεπτικό υπόστρωµα. Αιώρηµα υγρής καλλιέργειας ζύµης 

ηλικίας 24 ωρών, κατάλληλης συγκέντρωσης (10
2
 κύτταρα/ mL) εµβολιάστηκε σε τρυβλία 

Petri στο θρεπτικό υλικό των οποίων είχε προηγουµένως προστεθεί το φυτοπροστατευτικό 

προϊόν. Στη συνέχεια, για χρονική περίοδο 20 περίπου ηµερών, ανά 7 ηµέρες, 

πραγµατοποιούνταν εκτίµηση της ανάπτυξης των αποικιών της ζύµης στις διάφορες 

συγκεντρώσεις των δραστικών ουσιών. Η εκτίµηση της ευαισθησίας αποδιδόταν ως % 

επιβίωση του µάρτυρα. 

Το θρεπτικό υλικό που χρησιµοποιήθηκε ήταν το UCM, στο οποίο οι ζύµες παρουσιάζουν 

ταχύτερο ρυθµό αύξησης. Τα πειράµατα πραγµατοποιήθηκαν υπό ασηπτικές συνθήκες, ενώ ο 

συνολικός όγκος του οργανικού διαλύτη δεν υπερέβαινε το 1% (ο/ο) του όγκου του 

θρεπτικού διαλύµατος. Για την κατασκευή των καµπυλών µυκητοτοξικότητας 

χρησιµοποιήθηκαν για κάθε δρων συστατικό οι συγκεντρώσεις 10, 25, 50, 100 150 και 

200µg/mL σε τρεις επαναλήψεις. Για τις συγκεντρώσεις αυτές κατασκευάστηκαν οι καµπύλες 

µυκητοτοξικότητας, µε βάση τις οποίες υπολογίστηκαν οι τιµές της EC50, που είναι οι 

συγκεντρώσεις που προκαλούν 50% παρεµπόδιση στην ανάπτυξη των µικροοργανισµών, 

καθώς και η ΜΙC (η ελάχιστη συγκέντρωση του εντοµοκτόνου στην οποία επιτυγχάνεται 

πλήρης παρεµπόδιση της ανάπτυξης των ζυµών). 
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2.5 Πειράµατα βιοαποδόµησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες     

Rhodotorula glutinis  και Rhodotorula rubra 

Κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων ελέγχου της ικανότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis 

και Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα υπό εξέταση φυτοπροστατευτικά προϊόντα, 

χρησιµοποιήθηκαν κωνικές φιάλες των 250mL οι οποίες περιείχαν 50mL θρεπτικό υλικό 

ΥΠΒ.  

 

Προετοιµασία πειραµάτων βιοαποδόµησης  

Σε κάθε πειραµατική διαδικασία συµµετείχαν 3 κατηγορίες κωνικών φιαλών  µε τα παρακάτω 

χαρακτηριστικά: 

• µάρτυρας της καλλιέργειας της ζύµης  σε υλικό  

Στην κωνική φιάλη είχε προστεθεί µόνο το µόλυσµα της εκάστοτε ζύµης (κύτταρα /mL).  

• µάρτυρας του φυτοπροστατευτικού προϊόντος  σε υλικό χωρίς καλλιέργεια ζύµης 

Στην κωνική φιάλη είχε προστεθεί µόνο φυτοπροστατευτικό προϊόν (µg/L). 

• καλλιέργεια ζύµης και φυτοπροστατευτικό προϊόν σε υλικό  

Στην κωνική φιάλη είχε προστεθεί το φυτοπροστατευτικό προϊόν και η εκάστοτε ζύµη.  

 

Εµβολιασµός  

Κατά τον εµβολιασµό των κωνικών φιαλών προσθέτονταν φυτοπροστατευτικό προϊόν και 

κύτταρα της ζύµης στην επιθυµητή συγκέντρωση και στο επιθυµητό µόλυσµα, αντίστοιχα. Το 

µόλυσµα προέρχονταν από καλλιέργειες των ζυµών στις οποίες είχε προηγηθεί επώαση µε το 

φυτοπροστατευτικό προϊόν για 24 ώρες. Για κάθε κατηγορία εξεταζόµενου δείγµατος 

χρησιµοποιήθηκαν 3 κωνικές φιάλες και το αποτέλεσµα αποδίδοταν ως η µέση τιµή των 

τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης (relative standard 

deviation- RSD), ώστε να εξασφαλίζεται η πιστότητα της µεθόδου. 

 

Επώαση 

Οι κωνικές φιάλες τοποθετούνταν σε περιστροφικό αναδευτήρα (Orbital incubator) µε 150 

στροφές ανά λεπτό (rpm)   στους 25
o
C.  

 

∆ειγµατοληψία  

Ανά τακτά χρονικά διαστήµατα λαµβάνονταν ασηπτικά από κάθε κωνική φιάλη 5mL υγρής 

καλλιέργειας. Οι δειγµατοληψίες ξεκίνουσαν από µία ώρα µετά τον εµβολιασµό (0+) και 
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συνεχίζονταν ανά ηµέρα στην περίπτωση του chlorpyrifos, ανά  2 ηµέρες για το diazinon και 

ανά 3 ηµέρες για τα lufenuron και teflubenzuron. Ανάλογα τους παράγοντες που εξέταζε το 

εκάστοτε πείραµα επιλέγονταν και οι κατάλληλοι χρόνοι δειγµατοληψίας.  

 

 

2.5.1 Παράγοντες που επηρεάζουν την ικανότητα βιοαποδόµησης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες  Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra 

Κατά τη διεξαγωγή των πειραµάτων βιοαποδόµησης εξετάστηκαν οι παρακάτω παράγοντες: 

� Περιεκτικότητα υλικού σε γλυκόζη 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα χρησιµοποιώντας θρεπτικό υλικό ΥΠΒ, το οποίο 

(α) περιείχε γλυκόζη, 

(β) δεν περιείχε γλυκόζη και το φυτοπροστατευτικό προϊόν ήταν η µόνη πηγή άνθρακα.  

Η επίδραση της γλυκόζης στη µικροβιακή αποδόµηση διερευνήθηκε ταυτόχρονα µε κάθε 

έναν από τους παράγοντες. ∆ηλαδή, σε κάθε πείραµα βιοαποδόµησης συµµετείχαν τόσο 

υγρές καλλιέργειες των ζυµών σε υλικό το οποίο περιείχε γλυκόζη, όσο και καλλιέργειες σε 

θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, κάτω από τις εκάστοτε συνθήκες πειραµατισµού.  

 

� Συγκέντρωση φυτοπροστατευτικού προϊόντος 

∆ιατηρώντας σταθερή την πυκνότητα του µολύσµατος (10
6
κύτταρα/mL) για κάθε ζύµη, 

πραγµατοποιήθηκε φόρτιση του θρεπτικού υλικού µε: 

Α) 10 και 25µg/mL  για τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα chlorpyrifos και diazinon και 

Β) 50 και 100µg/mL για το lufenuron 

Γ)  25 και 50µg/mL για το teflubenzuron.  

 

� Πληθυσµιακή πυκνότητα ζύµης 

Στη χαµηλότερη συγκέντρωση εµβολιασµού για το κάθε δρων συστατικό,   

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα βιοαποδόµησης για κάθε ζύµη µε µόλυσµατα των 10
2
, 10

4
 

και 10
6 

κύτταρα/mL. Στις περιπτώσεις πληθυσµιακής πυκνότητας των ζυµών της τάξης των 

10
2
 κα 10

4
 κύτταρα/mL, οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν για όλα τα εντοµοκτόνα ανά 

24 ώρες. 
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� Θερµοκρασία επώασης µικροοργανισµών 

Στη χαµηλότερη συγκέντρωση των φυτοπροστατευτικών προϊόντων και σε συγκέντρωση 

µολύσµατος 10
6
κύτταρα/mL επαναλήφθηκαν τα πειράµατα βιοαποδόµησης κάτω από 

διαφορετικές συνθήκες θερµοκρασίας στον επωαστικό θάλαµο, δηλαδή στους 15
o
C, 25

o
C και 

35
o
C. 

 

2.5.2 ∆ιερεύνηση  του φαινοµένου της βιοαποδόµησης σε χηµικό επίπεδο 

Η ικανότητα ή µη των Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα της µελέτης διερευνήθηκε αρχικά µε τη χρήση 

χρωµατογραφίας. 

 

2.5.2.1 Μέθοδος εκχύλισης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από το θρεπτικό υλικό 

Από κάθε κωνική φιάλη υγρή καλλιέργειας λαµβάνονταν ασηπτικά 5mL και ακολουθούσε 

εκχύλιση υγρής- υγρής κατανοµής (liquid- liquid extraction). Ο όγκος των 5mL λαµβάνονταν 

από όλες τις κωνικές φιάλες. Στη συνέχεια το διάλυµα διηθείτο από πτυχωτό ηθµό (φίλτρο) 

Whatman  Νο2 πάνω από διαχωριστική χοάνη των 100mL. Στη  διαχωριστική χοάνη 

προστίθονταν: 

α) 20mL εξανίου, για την εκχύλιση του chlorpyrifos, 

β) 20 mL µίγµατος διχλωροµεθάνιο: ακετόνη (1:1) για την εκχύλιση του diazinon και  

γ) 20mL διχλωροµεθάνιο για την εκχύλιση των lufenuron και teflubenzuron.  

Ακολουθούσε ανακίνηση της χοάνης επί ~30s, αφήνονταν να ηρεµήσει και να γίνει ο 

διαχωρισµός των φάσεων και συλλέγονταν η κάτω φάση σε ογκοµετρική φιάλη των 100mL 

µέσα από χωνί µε άνυδρο Na2SO4, το οποίο είχε προηγουµένως διαβραχεί µε το διαλύτη 

εκχύλισης. Το έκλουσµα εξατµίζονταν σε περιστροφικό εξατµιστήρα (rotary evaporator) έως 

ξηρού και επαναδιαλύονταν σε 2mL µίγµατος µεθανόλης / νερού (30 / 70). Στο τελικό 

έκλουσµα  γίνονταν διήθηση µέσα από µεµβρανώδες φίλτρο διαµέτρου πόρων 0,2µm πριν 

από την έγχυσή του στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. Στα προκαταρκτικά 

πειράµατα βιοαποδόµησης το τελικό έκλουσµα επαναδιαλύθηκε σε µεθανόλη και αναλύθηκε 

µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC). ∆εδοµένης της υψηλής συγκέντρωσης των 

αναλυτών στα δείγµατα, σκόπιµο κρίθηκε να πραγµατοποιείται αραίωσή τους πριν από την 

έγχυσή τους στο LC/MS/MS. 

 

 

 



   

 71 

2.5.2.2 Ανάπτυξη µεθόδου Χρωµατογραφίας Λεπτής στοιβάδας- Thin Layer 

Chromatography (TLC) 

Το τελικό έκλουσµα της µεθόδου αναλύθηκε µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) µε  

στόχο τη απόκτηση πρώτων οπτικών αποτελεσµάτων σχετικά µε την ικανότητα των ζυµών να 

αποδοµούν την υπό εξέταση σε κάθε πείραµα δραστική ουσία καθώς και την πιθανή 

παραγωγή µεταβολιτών της.  

Οι πλάκες λεπτής χρωµατογραφίας (TLC) που χρησιµοποιήθηκαν ήταν οι Alugram
R
 Sil G  

της εταιρείας Macherey- Nagel από υλικό silica gel 60 µε πάχος 0,20mm. 

Το σύστηµα διαλυτών που χρησιµοποιήθηκε για το κάθε φυτοπροστατευτικό προϊόν 

παρουσιάζεται στο πίνακα που ακολουθεί (Πίνακας 1): 

 

Πίνακας 1. Σύστηµα διαλυτών που χρησιµοποιήθηκε για την ανάπτυξη χρωµατογραφίας λεπτής 
στοιβάδας (Thin Layer Chromatography) για τα εντοµοκτόνα chlorpyrifos, diazinon, lufenuron 
και teflubenzuron.  
 

Φυτοπροστατευτικό προϊόν 
 

Σύστηµα διαλυτών TLC 

Chlorpyrifos εξάνιο: οξικό αιθυλεστέρας (90: 10) 

Diazinon εξάνιο: ακετόνη (80: 20) 

Lufenuron εξάνιο: οξικό αιθυλεστέρας (70: 30) 

Teflubenzuron εξάνιο: οξικό αιθυλεστέρας (70: 30) 

 

 Η οπτική παρατήρηση των ουσιών πραγµατοποιήθηκε µε τη χρήσης λάµπας UV 

ακτινοβολίας. Η παρατήρηση ενός (ή και περισσοτέρων) επιπλέον µετώπων στην TLC πλάκα 

θα αποτελεί µια πιθανή ένδειξη διάσπασης του µορίου του φυτοπροστατευτικού πρϊόντος και 

παραγωγής κάποιου µεταβολίτη του. 

 

2.5.2.3 Ανάπτυξη µεθόδου Υγρής Χρωµατογραφίας Συζευγµένης Φασµατοµετρίας 

Μαζών (LC/MS/MS) 

Έπειτα από τον πρώτο ποιοτικό έλεγχο του φαινοµένου της βιοαποδόµησης µε TLC, 

ακολούθησε ανάπτυξη µεθόδου προσδιορισµού των φυτοπροστατευτικών προϊόντων στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. Με τον τρόπο αυτό καθίσταται δυνατή (α) η 

ταυτοποίηση των παραγόµενων µεταβολιτών, ένδειξη για την ύπαρξη των οποίων έχει 

προκύψει από την παρατήρηση των πλακών της TLC και (β) η ποσοτική απόδοση της 

µείωσης της συγκέντρωσης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων. 

Για τον προσδιορισµό των φυτοπροστατευτικών προϊόντων chlorpyrifos, diazinon, lufenuron 

και teflubenzuron, καθώς και των µεταβολιτών τους  3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), 2-
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isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP), 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6-

difluorobenzamide, αντίστοιχα,  χρησιµοποιήθηκε υγρή χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε 

τριπλό τετράπολο MS-MS της Varian [2 x prostar 210 (LC) και 1200L (quadrupole MS-MS), 

µε στήλη Varian Polaris C18-A µήκους 5cm, εσωτερικής διαµέτρου 2mm και µεγέθους 

σωµατιδίων 5µm, η οποία διατηρείται σε θερµοκρασία περιβάλλοντος (25 ± 4
o
C). Οι 

διαλύτες του συστήµατος κινητής φάσης ήταν:  

• ∆ιαλύτης έκλουσης Α: µίγµα µεθανόλη/ νερό (10/90) στο οποίο περιέχεται 1mM 

HCΟONH4. 

• ∆ιαλύτης έκλουσης Β: µίγµα µεθανόλη/ νερό (90/10) στο οποίο περιέχεται 1mM 

HCΟONH4. 

Η ροή των διαλυτών έκλουσης ήταν σταθερή στα 0,25mL/min, ο όγκος έγχυσης στα 5µL (full 

loop)  και το πρόγραµµα έκλουσης των ουσιών το παρακάτω (Πίνακας 2): 

 

Πίνακας 2. Πρόγραµµα έκλουσης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων chlorpyrifos, diazinon, 
lufenuron και teflubenzuron στο LC/MS/MS.  
 

Χρόνος (min) % ∆ιαλύτης έκλουσης A % ∆ιαλύτης έκλουσης B 
0,00 90,0 10,0 

14,00 0,0 100,0 

20,00 0,0 100,0 

20,12 90,0 10,0 

25,00 90,0 10,0 

 

Χαρακτηριστικά συστήµατος MS/MS: Ο ανιχνευτής MS ρυθµίστηκε σε τάση 1500V. Η 

θερµοκρασία της πηγής ιονισµού ήταν 50
o
C, του αερίου ξήρανσης (άζωτο) 250

o
C και η πίεση 

του αερίου ξήρανσης 19psi. 

Η πηγή ιονισµού ηλεκτροδιάχυσης (electrospray ionization) επιλέχθηκε ανάλογα µε την υπό 

προσδιορισµό ουσία. Το αέριο εκνέφωσης στο θετικό ιονισµό ήταν άζωτο, ενώ το αντίστοιχο 

στον αρνητικό ιονισµό αέρας. Η πίεση του αερίου εκνέφωσης και στις δυο περιπτώσεις είχε 

ρυθµιστεί στα 50psi. Το neddle voltage ήταν 5000V στο ESI(+) και 4500V στο ESI(-) και το 

spray shield voltage ήταν 600V και -600V, αντίστοιχα. 

Ειδικά για τα lufenuron και teflubenzuron οι αρχικές µετρήσεις πραγµατοποιήθηκαν σε 

σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC) σε συνδυασµό µε 

φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS) της Shimantzu. Συγκεκριµένα, χρησιµοποιήθηκε αντλία 

HPLC βαθµωτής έκλουσης τεσσάρων διαλυτών, µε διπλή κεφαλή/ εµβόλου (LC-10AD), 

αυτόµατο εισαγωγέα δείγµατος µε βαλβίδα Rheodyne 7725i όγκου 50µL (SIL-10AD), 

ανιχνευτής ορατού υπεριώδους διάταξης διόδων (UV-diode array detector, DAD, SPD-
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M10AVP) συζευγµένο µε τετραπολικό αναλυτή µαζών (quandrupole MS-detector, LCMS-

2010A) και πηγή αρνητικού χηµικού ιονισµού ατµοσφαιρικής πίεσης (Atmospheric Pressure 

Chemical Ionization, APCI). Ο διαχωρισµός των αναλυτών έγινε µε ισοκρατικό σύστηµα 

διαλυτών µεθανόλης: νερού (80:20) σε θερµοστατούµενη αναλυτική στήλη αντίστροφης 

φάσης C18 (250 x 4,6mm, 5µm reverse phase C18 narrow-bore column, Discovery, Supelco), 

µε ροή 0,6ml/min και θερµοκρασία στήλης στους 30
o
C. Οι συνθήκες του MS ήταν: τάση 

πηγής ιονισµού -4kV, τάση ανιχνευτή 1,5kV, θερµοκρασία πηγής ιονισµού 300
ο
C και ροή 

φέροντος αερίου (Ν2) 2,5 L/min. 

 

2.5.2.4 Επικύρωση µεθόδου εκχύλισης των chlorpyrifos, diazinon, lufenuron και 

teflubenzuron από το θρεπτικό υλικό ανάπτυξης των ζυµών  

Προκειµένου να επιβεβαιωθεί η αξιοπιστία της µεθόδου προσδιορισµού των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων και των µεταβολιτών τους, απαραίτητη κρίθηκε η 

επικύρωσή της. Για το σκοπό αυτό, σε υγρό θρεπτικό υλικό ΥΠΒ προστέθηκαν γνωστές 

συγκεντρώσεις από κάθε φυτοπροστατευτικό προϊόν σύµφωνα µε τις οδηγίες της SANCO 

2007/3131. Τα επίπεδα φόρτισης ήταν κοινά για όλους τους αναλύτες, 0,05µg/mL, 0,1µg/mL 

και 0,5µg/mL. Από το εµβολιασµένο υλικό αυτό λαµβάνονταν δείγµα των 5mL και 

ακολουθούσε η διαδικασία της µεθόδου όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.5.2.1. Στη 

συνέχεια τα δείγµατα αναλύονταν στον υγρό χρωµατογράφο µε τριπλό τετράπολο MS/MS, 

σύµφωνα µε την παράγραφο 2.5.2.3. Ταυτόχρονα στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS 

αναλύονταν και πρότυπα διαλύµατα αναφοράς των φυτοπροστατευτικών προϊόντων και 

εφαρµόζοντας την τεχνική του εγκλωβισµού υπολογίζονταν η τιµή της ανάκτησης. Η 

διαδικασία πραγµατοποιήθηκε σε 5 επαναλήψεις ώστε να παραχθούν αξιόπιστα 

αποτελέσµατα. 
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2.6 ∆ιερεύνηση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης σε βιοχηµικό επίπεδο 

Όπως έχει αναφερθεί τα βασικά ενζυµικά συστήµατα που εµπλέκονται στην 

αποτοξικοποίηση των εντοµοκτόνων είναι οι εστεράσες, οι µονοξυγονάσες µε προσθετική 

οµάδα το κυτόχρωµα P450 και οι µεταφοράσες (ή τρανσφεράσες) της γλουταθειόνης. Για τη 

µελέτη της επίδρασης των εντοµοκτόνων της µελέτης στην ενεργότητα των ενζύµων 

τροποποιήθηκαν και χρησιµοποιήθηκαν µέθοδοι και τεχνικές που εφαρµόζονται σε 

αρθρόποδα. Σε επόµενο στάδιο χρησιµοποιήθηκαν οι συνεργιστικοί παράγοντες οι οποίοι 

παρεµποδίζουν τη δράση των παραπάνω ενζυµικών συστηµάτων. 

 

2.6.1 Προσδιορισµός ενεργότητας των ενζύµων αποτοξικοποίησης  

� Προετοιµασία ∆είγµατος 

Ποσότητα  1mL από την υγρή καλλιέργεια της κάθε ζύµης τοποθετούνταν  σε eppedonrf tube 

των 1,5mL και ακολουθούσε φυγοκέντριση για 5min στις 5000 στροφές. Το υπερκείµενο 

αποµακρύνονταν και στο ίζηµα προστέθονταν 1mL διαλύµατος φωσφορικού νατρίου 

(sodium phosphate buffer- SPB) 100mM, pH 7. Ακολουθούσε φυγοκέντριση για 5min στις 

5000 στροφές και στη συνέχεια, αφού είχε αφαιρεθεί το υπερκείµενο, το ίζηµα 

επαναδιαλύονταν σε 0,5mL 100mM διάλυµα SPB pH 7,2 το οποίο περιείχε 0,2% Triton. Με 

ένα µικρό γουδοχέρι και τη χρήση  vortex ακολουθούσε σπάσιµο των κυττάρων.  

 

� Μέτρηση πρωτεΐνης 

Στα βοθρία µικροπλάκας (96-well plate) τοποθετούνταν διαδοχικά 5 και 10µL δείγµατος (σε 

δύο επαναλήψεις) και ακολουθούσε προσθήκη 300µL διαλύµατος Bradford [Bio-rad σε 1:4 

H2O]. Η µέτρηση της απορρόφησης γίνονταν στο σπεκτροφωτόµετρο στα 595nm στα 2 min 

(end point), στους 25
ο
C. Στη µικροπλάκα τοποθετούνταν και αντίστοιχη ποσότητα µε το 

δείγµα διαλύµατος SPB και 300µL Bradford, ως µάρτυρας (blank). Στις τιµές απορρόφησης 

που προέκυπταν, αφαιρούνταν η τιµή του µάρτυρα και µετατρέπονταν σε mg/mL πρωτεΐνης 

(Bradford et al., 1976). 

 

Οι µετρήσεις πρωτεϊνών στα δείγµατα καθώς και οι µετρήσεις ενεργότητας των ενζύµων 

αποτοξικοποίησης πραγµατοποιήθηκαν µε σπεκτροφωτόµετρο SpectraMax M2
e
 microplate 

reader (Molecular Devices). Όλα τα υποστρώµατα που χρησιµοποιήθηκαν προέρχονται από 

τη Sigma (Steinheim, Germany). 
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2.6.1.1 Μέτρηση ενεργότητας του ενζυµικού συστήµατος των µεταφορασών της 

γλουταθειόνης (GSTs) 

Για τον υπολογισµό της ενεργότητας των GSTs χρησιµοποιήθηκαν τα ενζυµικά 

υποστρώµατα CDNB (1-chloro-2,4-dinitrobenzene) και GSH (reduced glutathione) 

(Roditakis et al., 2009). 

Ο τελικός όγκος της αντίδρασης ήταν 1000µL, αποτελούµενος από 1,5mg πρωτεϊνης (δείγµα 

ζύµης), 30µL (0,03mM) GSH, 33µL (0,2mM) CDNB και ρυθµιστικό διάλυµα έως πλήρωσης 

όγκου 1000µL. Για την παρασκευή του διαλύµατος GSH διαλύθηκαν 32,4mg GSH σε 10mL 

διαλύµατος SPB 0,1M, pH 6,5, ενώ για την παρασκευή του διαλύµατος CDNB διαλύθηκαν 

12,78mg CDNB σε 10mL µεθανόλης. Το ρυθµιστικό διάλυµα παρασκευάζονταν από την 

προσθήκη 500µL CDNB σε 10mL διαλύµατος GSH. Οι µετρήσεις στην απορρόφηση έγιναν 

στο σπεκτροφωτόµετρο στα 340nm κινητικά κάθε 2 λεπτά, στους 25
ο
C. 

 

2.6.1.2 Μέτρηση ενεργότητας του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών 

Για τον υπολογισµό της ενεργότητας των εστερασών χρησιµοποιήθηκαν τα ενζυµικά 

υποστρώµατα: PNPA (p-Nitrophenyl acetate) και a και b-naphthyl acetate, στις παρακάτω 

ενζυµικές δοκιµές (Roditakis et al., 2009): 

Α) PNPA 

Σε µικροπλάκα (96 well) προσθέτονταν 0,5mg  πρωτεϊνης (δείγµατος ζύµης) και 200µL 

ρυθµιστικού διαλύµατος. Το ρυθµιστικό διάλυµα παρασκευάζονταν προσθέτοντας 20mL 

διαλύµατος phosphate buffer 50mM pH 7,2 σε 100mL διαλύµατος paranitrophenol acetate 

(PNPA) 0,2M (200mM). Το διάλυµα αυτό παρασκευάζονταν λίγο πριν τη χρήση του. To 

διάλυµα paranitrophenol acetate (PNPA) 200mM παρασκευάστηκε διαλύοντας 363mg PNPA 

σε 10mL ακετονιτρίλιο. Στο µάρτυρα αντί για το δείγµα χρησιµοποιήθηκαν 10µL διαλύµατος 

phosphate buffer pH 7. Ο µάρτυρας στην ουσία αντιπροσωπεύει την υδρόλυση του PNPA 

απουσίας ενζύµου. Η ενεργότητα των εστερασών µετρήθηκε στο σπεκτροφωτόµετρο στα 

405nm για 2min κινητικά, στους 25
ο
C. 

 

Β) Naphthyl acetate (general esterases) 

Στη συγκεκριµένη ενζυµική δοκιµή εξετάστηκε η ενεργότητα των εστερασών 

χρησιµοποιώντας ως υποστρώµατα τα a-naphthyl acetate και b-naphthyl acetate ταυτόχρονα 

σε διαφορετικά βοθρία της µικροπλάκας.   

Σε µικροπλάκα (96 well) προσθέτονταν 1mg  πρωτεϊνης (δείγµατος ζύµης) και 200µL 

ρυθµιστικού διαλύµατος το οποίο περιείχε ένα από τα δύο υποστρώµατα. Τα ρυθµιστικά 
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διάλυµατα παρασκευάζονταν από την προσθήκη 120mL µεθανολικού διαλύµατος 30mM a-

naphthyl acetate ή b-naphthyl acetate σε 12mL 0,02Μ διαλύµατος SPB  pH 7,2. Τα  δείγµατα 

αφήνονταν στη µικροπλάκα για 30min και ακολουθούσε προσθήκη 50µL διαλύµατος, το 

οποίο αποτελείτο από 0,023g fast blue διαλυµένα σε 2,25mL απιονισµένου νερού και 5,25mL 

διαλύµατος 5% SDS phosphate buffer. Ακολουθούσε αναµονή για 5min και στη συνέχεια 

µέτρηση της ενεργότητας των εστερασών στα 570nm στα 2min (end point), στους 25
ο
C. 

 

2.6.1.3 Έλεχγος επίδρασης των εντοµοκτόνων στα ενζυµικά συστήµατα 

αποτοξικοποίησης  

Προκειµένου να εξετάσουµε την επίδραση των εντοµοκτόνων της παρούσας µελέτης 

(diazinon, chlorpyrifos, lufenuron και teflubenzuron) στην ενεργότητα των GSTs και των 

εστερασών, πραγµατοποιήθηκαν µετρήσεις σύµφωνα µε τις τεχνικές της προηγούµενης 

παραγράφου, µε προσθήκη, όµως, ενός από τα παραπάνω εντοµοκτόνα. Έτσι λοιπόν για τις 

GSTs εφαρµόσθηκε η διαδικασία που έχουµε περιγράψει ήδη, διατηρώντας σταθερούς τους 

όγκους των GSH, CDNB και του δείγµατος της ζύµης και ανάλογα τον όγκο του 

εντοµοκτόνου µεταβάλλονταν ο όγκος του ρυθµιστικού διαλύµατος έως πλήρωσης τελικού 

όγκου τα 1000mL. Για τις εστεράσες εφαρµόστηκε η ενζυµική δοκιµή των a και b-naphthyl 

acetate προσθέτοντας εντοµοκτόνο. Στους µάρτυρες προστέθηκε ποσότητα ακετονιτριλίου 

(το οποίο είναι ο διαλύτης των προτύπων διαλυµάτων των εντοµοκτόνων) ίση µε τον 

εκάστοτε όγκο του εντοµοκτόνου, ώστε να αποφευχθεί λανθασµένο συµπέρασµα αναστολής 

της δράσης των ενζύµων από το διαλύτη. Οι συγκεντρώσεις κάθε εντοµοκτόνου 

παρουσιάζονται στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3). 

 
 
Πίνακας 3. Επίπεδα συγκέντρωσης των  diazinon, chlorpyrifos, lufenuron και teflubenzuron, τα 
οποία προστέθηκαν στις ενζυµικές δοκιµές µέτρησης της ενεργότητας των µεταφορασών της 
γλουταθειόνης και των εστερασών.  
 

Εντοµοκτόνο Συγκέντρωση (µΜ) 

Diazinon 23 -  46 – 59 -  66 και 79 

Chlorpyrifos 14,25 – 28,5 – 42,75 και 57 

Lufenuron 9,8 – 19,6 – 29,4- και 39,2 

Teflubenzuron 13 – 26 – 39 και 52 
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2.6.1.4 ∆ιερεύνηση της κινητικής της  παρεµπόδισης των ενζυµικών συστηµάτων 

αποτοξικοποίησης  

Για το εντοµοκτόνο diazinon και το συνεργιστικό παράγοντα diethyl maleate έγινε 

προσπάθεια διερεύνησης της κινητικής της παρεµπόδισης των GSTs και κατά συνέπεια του 

τρόπου πρόσδεσης στο ένζυµο, σύµφωνα µε το µοντέλο Michaelis- Menten. Για το λόγο αυτό 

(και σύµφωνα µε το παραπάνω πρωτόκολλο µέτρησης της ενεργότητας των GSTs) 

διατηρώντας σταθερή τη συγκέντρωση του δείγµατος (οµογενοποιήµατος), του 

υποστρώµατος CDNB και του εντοµοκτόνου- ή- του συνεργιστή, προσθέσαµε διαδοχικά 

αυξανόµενες ποσότητες του υποστρώµατος GSH καταγράφοντας σε κάθε περίπτωση τις τιµές 

της ενεργότητας. Στη συνέχεια επαναλήφθηκε η ίδια διαδικασία αυξάνοντας τη συγκέντρωση 

του αναστολέα (εντοµοκτόνου ή συνεργιστή). Το σύνολο των τιµών τοποθετήθηκε σε 

σύστηµα ορθογωνίων αξόνων ώστε να διαπιστωθεί εάν παρατηρείται συναγωνιστική ή µη 

συναγωνιστική αλληλεπίδραση µεταξύ  παρεµποδιστή και υποστρώµατος ως προς το ένζυµο.   

Παρόµοια διαδικασία ακολουθήθηκε και για το εντοµοκτόνο chlorpyrifos. Ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολλο µέτρησης της ενεργότητας των εστερασών µε τα υποστρώµατα a & b-naphthyl 

acetate, όπου διατηρώντας σταθερή τη συγκέντρωση του δείγµατος (οµογενοποιήµατος) και 

του εντοµοκτόνου- ή- του συνεργιστή, προσθέσαµε διαδοχικά αυξανόµενες ποσότητες των 

υποστρωµάτων  a ή b-naphthyl acetate καταγράφοντας σε κάθε περίπτωση τις τιµές της 

ενεργότητας. 

 

2.6.2  Χρήση συνεργιστών στα πειράµατα βιοαποδόµησης  

Όπως έχει ήδη αναφερθεί, οι συνεργιστικοί παράγοντες αναστέλλουν την αποτοξικοποίηση 

των φυτοπροστατευτικών προϊόντων παρεµποδίζοντας τη δράση του υπεύθυνου για αυτή 

ενζυµικού συστήµατος.  

Στην παρούσα µελέτη χρησιµοποιήθηκαν οι συνεργιστικοί παράγοντες: 

Α) triphenyl phosphate, ο οποίος παρεµποδίζει τη δράση του ενζυµικού συστήµατος των 

εστερασών, 

Β) piperonyl butoxide, ο οποίος παρεµποδίζει κυρίως τη δράση των µονοξυγονασών, που 

έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450 και 

Γ) diethyl maleate, ο οποίος παρεµποδίζει είτε τη δράση των µονοξυγονασών, είτε το 

ενζυµικό σύστηµα των µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs). 
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2.6.2.1 Πειράµατα ευαισθησίας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

στους συνεργιστικούς παράγοντες triphenyl phosphate, piperonyl butoxide και 

diethyl maleate 

Προκειµένου να βρεθεί η κατάλληλη συγκέντρωση κάθε συνεργιστή για τα πειράµατα 

βιοαποδόµησης, πραγµατοποιήθηκε η διεξαγωγή πειραµάτων ευαισθησίας των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra στους παραπάνω συνεργιστές. Στα πειράµατα 

αυτά ακολουθήθηκε τη µεθοδολογία της παραγράφου 2.4, µε τη χρήση θρεπτικού υλικού 

UCM και η παρατήρηση ύπαρξης ή µη ευαισθησίας των ζυµών στα δρώντα συστατικά  

βασίστηκε στη σύγκριση της ανάπτυξή τους σε θρεπτικό υλικό στο οποίο είχε προστεθεί ο 

εκάστοτε συνεργιστής σε σχέση µε την ανάπτυξή τους σε θρεπτικό υλικό χωρίς προσθήκη 

συνεργιστή. Τα αποτελέσµατα βασίστηκαν στη µέτρηση αποικιών της ζύµης σε σταθερό 

θρεπτικό υπόστρωµα, όπως περιγράφεται στην παράγραφο 2.4. Οι συγκεντρώσεις κάθε 

συνεργιστή ήταν: 1, 5, 10 και 15µg/mL. 

 

2.6.2.2 Πειράµατα βιοαποδόµησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra µε προσθήκη συνεργιστικού 

παράγοντα 

Πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα βιοαποδόµησης σύµφωνα µε τη µεθοδολογία η οποία έχει 

ήδη αναπτυχθεί (παράγραφος 2.5), κατά τα οποία στις υγρές καλλιέργειες ανάπτυξης των 

ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra εκτός του υπό µελέτη 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος προστέθηκε  και συνεργιστικός παράγοντας.  

Κατά τη χρησιµοποίηση των συνεργιστών ακολουθήθηκε η παρακάτω σειρά: Αρχικά 

χρησιµοποιήθηκε το triphenyl phosphate, έτσι ώστε εάν παρατηρηθεί παρεµπόδιση του 

φαινοµένου της βιοαποδόµησης να θεωρηθεί πως το εµπλεκόµενο ενζυµικό σύστηµα είναι 

εκείνο των εστερασών. Στη συνέχεια ακολούθησε προσθήκη του piperonyl butoxide, ώστε 

στην περίπτωση αυτή η µη παρατήρηση βιοαποδόµησης του φυτοπροστατευτικού προϊόντος 

να «ενοχοποιήσει» τη δράση των ενζυµικών συστηµάτων των µονοξυγονασών που έχουν ως 

προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450. Τελευταίο χρησιµοποιήθηκε το diethyl maleate, ώστε 

εάν δεν παρατηρηθεί βιοαποδόµηση της δραστικής ουσίας παρουσία του, τότε το ενζυµικό 

σύστηµα είναι µεταφορασών της γλουταθειόνης να θεωρηθεί «υπεύθυνο».  
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2.7 ∆ιερεύνηση του φαινόµενου της βιοαποδόµησης σε καρπούς τοµάτας  

Με στόχο τη παρακολούθηση της εξέλιξης της βιοαποδόµησης σε φυτικές επιφάνειες, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα σε καρπούς τοµάτας. Οι καρποί προέρχονταν από φυτά 

ποικιλίας Noa από θερµοκήπιο στην περιοχή Ωρωπού Αττικής, είχαν συγκοµιστεί λίγο πριν 

τη διεξαγωγή των πειραµάτων και δεν είχαν συντηρηθεί σε ψυγείο για µεγάλο χρονικό 

διάστηµα.  

Σύµφωνα µε τη µεθοδολογία των πειράµατων αυτών, αρχικά οι καρποί καθαρίζονταν 

επιφανειακά µε νερό βρύσης και σαπούνι και αφήνονταν να στεγνώσουν σε θερµοκρασία 

περιβάλλοντος. Στη συνέχεια κάθε καρπός απολυµαίνονταν µε υδατικό διάλυµα αιθανόλης 

95% και τοποθετούνταν σε χάρτινες θήκες. Ακολουθούσε ψεκασµός των καρπών µε τα 

κύτταρα της εκάστοτε ζύµης σε συγκέντρωση 10
8
 κύτταρα/mL, δηλαδή 10

10
 κύτταρα/ 

100mL και µία ηµέρα αργότερα πραγµατοποιήθηκε ψεκασµός µε το υπό µελέτη 

φυτοπροστατευτικό προϊόν σε συγκεντρώση 2mg/kg και όγκο ψεκαστικού υγρού 500mL. 

Οι καρποί χωρίζονταν σε δύο οµάδες. Η πρώτη αντιστοιχούσε στην επέµβαση του µάρτυρα 

στην οποία είχε γίνει µόνο ψεκασµός µε το δρων συστατικό και η δεύτερη σε αυτή όπου είχε 

γίνει ψεκασµός τόσο του εντοµοκτόνου όσο και των κυττάρων της ζύµης. Η κάθε οµάδα 

αποτελούνταν από 5 καρπούς. Οι χάρτινες θήκες µε τους καρπούς τοποθετήθηκαν σε 

επωαστικό θάλαµο ελεγχόµενων συνθηκών σε θερµοκρασία 20
o
C, φωτοπερίοδο 12 ωρών και 

υψηλή σχετική υγρασία. ∆ειγµατοληψίες για τους καρπούς πραγµατοποιήθηκαν στους 

παρακάτω χρόνους: 

1
η
 ∆ειγµατοληψία: για τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα (chlorpyrifos και diazinon) στις 5 

ηµέρες και για τις βενζοϋλουρίες στις 3 ηµέρες για το lufenuron και 1 ηµέρα για το 

teflubenzuron. 

2
η
 ∆ειγµατοληψία: για όλα τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα στο χρόνο αναµονής από την 

τελευταία επέµβαση στη συγκοµιδή (PreHarvest Interval- PHI), όπως αναγράφεται στο 

έντυπο της έγκρισης κυκλοφορίας των σκευασµάτων για την καλλιέργεια της τοµάτας.Τα 

εγκεκριµένα προϊόντα στα οποία βασιστήκαµε ήταν το Dursban 75 WG (chlorpyrifos 75% 

β/β), το οποίο έχει έγκριση κυκλοφορίας στην καλλιέργεια της τοµάτας µε PHI στις 30 

ηµέρες, το  Diazinon- Ινάγκρο 40 WP (diazinon 40% β/β) µε PHI στις 20 ηµέρες,  το Match 5 

EC (lufenuron 5% β/o) µε PHI στις 7 ηµέρες και τέλος, το Farmalan 15 SC (teflubenzuron 

15% β/ο)  µε PHI στις 3 ηµέρες.    

Οι καρποί τοµάτας αποµακρύνονταν από το θάλαµο, οµογενοποιούνταν ανά κατηγορία και 

αποθηκεύονταν σε καταψύκτη στους -20
o
C.  
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2.7.1 Μέθοδος προσδιορισµού υπολειµµάτων φυτοπροστατευτικών προϊόντων σε 

καρπούς τοµάτας 

Με στόχο τον προσδιορισµό υπολειµµάτων των φυτοπροστατευτικών προϊόντων χρειάστηκε 

να αναπτυχθούν δύο µεθοδολογίες εκχύλισης, η µία για τον προσδιορισµό των chlorpyrifos 

και diazinon και η δεύτερη για τον προσδιορισµό των lufenuron και teflubenzuron. Ο 

προσδιορισµός των υπολειµµάτων όλων των ουσιών πραγµατοποιήθηκε στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. Πρωτίστως απαραίτητη κρίθηκε η επικύρωση των 

αναλυτικών αυτών µεθόδων.   

 

2.7.1.1 Μεθοδολογία εκχύλισης  chlorpyrifos και diazinon από δείγµατα καρπών 

τοµάτας  

Σε φιάλη φυγοκέντρου από Teflon των 250mL ζυγίζονται 15 ± 0,15g  δείγµατος. 

Προστίθενται 30mL ακετόνη και ακολουθεί ανάδευση για 1min σε οµογενοποιητή ultraturrax 

σε µεσαία ταχύτητα (13500 στροφές/ min). Στη συνέχεια προστίθενται 30mL 

διχλωροµεθάνιο και 30mL πετρελαϊκός αιθέρας 40-60
o
C και ακολουθεί νέα ανάδευση για 

1min. Ακολουθεί φυγοκέντριση του δείγµατος για 2min στις 4000 rpm. 15mL από το 

υπερκείµενο υγρό συλλέγονται και εξατµίζονται έως ξηρού σε υδατόλουτρο στους 65-70
 o

C 

(Bilthoven, 1996). Το ξηρό υπόλειµµα επαναδιαλύεται σε 3mL µεθανόλη: νερό (30:70) και 

αναλύεται χρωµατογραφικά στο σύστηµα LC/MS/MS.  

 

2.7.1.2 Μεθοδολογία εκχύλισης lufenuron και teflubenzuron από δείγµατα καρπών 

τοµάτας  

Σε δοχείο του omni mixer ζυγίζονται 50g δείγµατος και οµογενοποιούνται µε 100mL οξικού 

αιθυλεστέρα και 50g άνυδρου θειϊκού νατρίου σε οµογενοποιητή στις 6000 στροφές για 

3min. Το διάλυµα αφήνεται να ηρεµήσει για 2min. Το υπερκείµενο υγρό διηθείται σε 

ογκοµετρικό κύλινδρο µέσα από φίλτρο Whatman No2 στο οποίο έχουν προστεθεί 10g 

άνυδρου θειϊκού νατρίου. 50mL από το διήθηµα µεταφέρονται σε σφαιρική φιάλη των 

250mL και ακολουθεί εξάτµιση µέχρι ξηρού σε περιστροφικό εξατµιστήρα (rotary 

evaporator) υπό συνθήκες χαµηλής πίεσης στους 40
o
C. Το ξηρό υπόλειµµα επαναδιαλύεται 

σε 5mL εξάνιο σε λουτρό υπερήχων για 30sec και 1mL από το διάλυµα µεταφέρεται σε 

ενεργοποιηµένο φυσίγγιο silica για καθαρισµό του δέιγµατος. 

Το φυσίγγιο silica τοποθετείται στο κάτω µέρος υάλινης σύριγγας των 10mL µέσω ενός 

συνδετή Teflon. Εξισορροπείται το φυσίγγιο silica µε 10mL εξάνιο και αποµακρύνεται το 

εξάνιο. ∆ιαβιβάζεται στο φυσίγγιο 1mL από το διάλυµα του δείγµατος και 5mL εξανίου. Το 
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κλάσµα αυτό αποµακρύνεται. Οι βενζοϋλουρίες   εκλούονται από το φυσίγγιο µε 2 mL 

διχλωροµεθάνιο: 2-προπανόλη (9:1). Το έκλουσµα που συλλέγεται εξατµίζεται έως ξηρού σε 

ήπιο ρεύµα αζώτου και επαναδιαλύεται σε 1mL µεθανόλη  Το µεθανολικό διάλυµα διηθείται 

µέσα από συριγγα µε 0,2µm µεµβρανώδες φίλτρο  σε φιαλίδιο υγρού χρωµατογράφου και 

ακολουθεί χρωµατογραφική ανάλυση στο σύστηµα LC/MS/MS.  

 

2.7.1.3 Χρωµατογραφική ανάλυση  των δειγµάτων καρπών τοµάτας 

Τα δείγµατα καρπών τοµάτας αναλύθηκαν χρωµατογραφικά µε υγρή χρωµατογραφία 

συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών µε στόχο τον προσδιορισµό υπολειµµάτων των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων. Οι συνθήκες λειτουργίας του οργάνου έχουν αναφερθεί στο 

κεφάλαιο 2.4.2.2. 

 

2.7.1.4 Επικύρωση αναλυτικής µεθόδου προσδιορισµού υπολειµµάτων των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων σε καρπούς τοµάτας   

Για τον ποσοτικό προσδιορισµό και τον έλεγχο της ανάκτησης των αναλυτών από εκχυλίσεις 

φυτικών υποστρωµάτων, έγιναν  φορτίσεις δειγµάτων τοµάτας µε τα 4 εντοµοκτόνα. Ως 

µάρτυρας χρησιµοποιήθηκαν καρποί τοµάτας βιολογικής καλλιέργειας, οι οποίοι αφού 

οµογενοποιήθηκαν, εκχυλίστηκαν και καθαρίστηκαν σύµφωνα µε τα προαναφερθέντα, 

αναλύθηκαν χρωµατογραφικά προκειµένου να αποκλεισθεί η επίδραση του µάρτυρα. Σε 

υποδείγµατα έγινε εµβολιασµός µε τις υπό µελέτη ουσίες, σε δύο επίπεδα συγκεντρώσεων 

και για κάθε επίπεδο φόρτισης χρησιµοποιήθηκαν 6 επαναλήψεις. Τα επίπεδα φόρτισης για 

το chlorpyrifos και diazinon ήταν 0,05mg/kg και 0,1mg/kg. Όσον αφορά τις βενζοϋλουρίες, η 

αναλυτική µέθοδος προσδιορισµού τους επικυρώθηκε σε δύο χρωµατογραφικά συστήµατα: 

στο HPLC/DAD/APCI/MS σε επίπεδα για το lufenuron 0,2mg/kg και 1mg/kg και για το 

teflubenzuron 0,5mg/kg και 1mg/kg και στο LC/MS/MS στα 0,05mg/kg και 0,1mg/kg  και 

για τις δύο ουσίες. 
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
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3.1  Μελέτη του ρυθµού αύξησης των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

σε τεχνητό θρεπτικό υλικό 

Ως σηµείο εκίνησης της µελέτης µας διερευνήθηκε ο ρυθµός αύξησης των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra σε θρεπτικό υλικό. Για τον σκοπό αυτό, στο 

θρεπτικό υλικό UCM και χωρίς προσθήκη εκχυλίσµατος ζύµης, προσδιορίστηκε η καµπύλη 

αύξησης των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra σε σχέση µε το χρόνο 

επώασής τους. Τα πείραµατα πραγµατοποιήθηκαν 2 φορές και χρησιµοποιήθηκε η µέση τιµή 

των ευρεθέντων τιµών.  

Η αύξηση της ζύµης Rhodotorula glutinis µελετήθηκε µε τη µέτρηση του αριθµού των 

κυττάρων της  και προέκυψαν  τα  παρακάτω αποτελέσµατα (Πίνακας 4). 

 

Πίνακας 4. Αριθµός κυττάρων ζύµης Rhodotorula glutinis κατά τη διάρκεια επώασης της σε 
θρεπτικό υλικό UCM στους 25οC  και η µέση τιµή αυτών όπως προέκυψαν από τις 2 
επαναλήψεις που πραγµατοποιήθηκαν. 
 

Αριθµός κυττάρων  
Ώρες 

 
 

1η Μέτρηση 2η Μέτρηση Μέση Τιµή 

0 10
2
 10

2
 10

2
 

2 3,52 x 10
5
 3,71 x 10

5
 3,62 x 10

5
 

4 1,72 x 10
6
 1,55 x 10

6
 1,64 x 10

6
 

6 2,82 x 10
6
 2,41 x 10

6
 2,62 x 10

6
 

8 3,27 x 10
6
 2,39 x 10

6
 2,83 x 10

6
 

10 4,06 x 10
6
 2,40 x 10

6
 3,23 x 10

6
 

12 6,18 x 10
6
 4,74 x 10

6
 5,46 x 10

6
 

14 9,05 x 10
6
 7,87 x 10

6
 8,46 x 10

6
 

16 7,04 x 10
6
 1,04 x 10

7
 8,72 x 10

6
 

18 1,86 x 10
7
 1,98 x 10

7
 1,92 x 10

7
 

24 5,32 x 10
7
 2,52 x 10

7
 3,92 x 10

7
 

 

 

 

 

 

∆ιαγραµµατικά οι τιµές του Πίνακα 4 παρουσιάζονται στο σχήµα που ακολουθεί: 
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Σχήµα 13. Ρυθµός αύξησης της ζύµης Rhodotorula glutinis σε θρεπτικό υλικό UCM στους 25οC  
όπως προσδιορίστηκε από τη µεταβολή του αριθµού κυττάρων της ζύµης. Οι τιµές είναι η µέση 
τιµή 2 επαναλήψεων. 
 

 

Ακολουθώντας όµοια µεθοδολογία, αποκτήθηκαν τα παρακάτω αποτελέσµατα (Πίνακας 5) 

όσον αφορά την αύξηση της µε τη Rhodotorula rubra. 

 

Πίνακας 5. Αριθµός κυττάρων ζύµης Rhodotorula rubra  κατά τη διάρκεια επώασης της σε 
θρεπτικό υλικό UCM στους 25οC  και η µέση τιµή αυτών όπως προέκυψαν από τις 2 
επαναλήψεις που πραγµατοποιήθηκαν. 
 

                       Αριθµός κυττάρων  
Ώρες 

 
 

1η Μέτρηση 2η Μέτρηση Μέση Τιµή 

0 10
2
 10

2
 10

2
 

2 2,82 x 10
5
 3,071 x 10

5
 2,946 x 10

5
 

4 1,05 x 10
6
 1,12 x 10

6
 1,085 x 10

6
 

6 3,04 x 10
6
 3,24 x 10

6
 3,14 x 10

6
 

8 3,57 x 10
6 
 3,79 x 10

6
 3,68 x 10

6
 

10 4,23 x 10
6
 4,33 x 10

6
 4,28 x 10

6
 

12 6,63 x 10
6
 7,74 x 10

6
 7,185 x 10

6
 

14 9,11 x 10
6
 9,87 x 10

6
 9,49x 10

6
 

16 1,04 x 10
7
 1,21 x 10

7
 1,125 x 10

7
 

18 1,86 x 10
7
 2,44 x 10

7
 2,15 x 10

7
 

24 5,32 x 10
7
 2,867 x 10

7
 4,094 x 10

7
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∆ιαγραµµατικά οι τιµές του Πίνακα 5 παρουσιάζονται στο σχήµα που ακολουθεί: 
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Σχήµα 14. Ρυθµός αύξησης της ζύµης Rhodotorula rubra σε θρεπτικό υλικό UCM στους 25οC  
όπως προσδιορίστηκε από τη µεταβολή του αριθµού κυττάρων της ζύµης. Οι τιµές είναι η µέση 
τιµή δυο επαναλήψεων. 

 

Από τις καµπύλες αύξησης των ζυµών Rhodotorula glutinis και  Rhodotorula rubra (Σχήµατα 

13 και 14) µε βάση τη µεταβολή του αριθµού των κυττάρων τους, διαπιστώνεται ότι η φάση 

υστέρησης της ανάπτυξής τους διαρκεί περίπου 8-10 ώρες. Κατόπιν, εισέρχονται στη 

λογαριθµική - εκθετική φάση, η οποία διαρκεί περισσότερο από 24 ώρες από την έναρξη της 

επώασης τους.  

H µελέτη της ευαισθησίας των εν λόγω ζυµών στα φυτοπροστατευτικά προϊόντα της 

παρούσας µελέτης θα πραγµατοποιηθεί έπειτα από την πάροδο 24 ωρών επώασης τους σε 

υγρό θρεπτικό υλικό UCM στους 25°C. Επιλέχτηκε το υλικό αυτό γιατί οι ζύµες 

παρουσίασαν µε βάση τις συγκεκριµένες µετρήσεις οµοιόµορφο ρυθµό ανάπτυξης. 

Αξίζει να αναφερθεί πως έγινε προσπάθεια µέτρησης της αύξησης και των δύο ζυµών µε 

µετρήσεις της οπτικής πυκνότητας µε φάσµατα υπεριώδους - ορατού για την εφαρµογή του 

νόµου των Beer και Lambert. Το έντονο χρώµα ρόδινης χρωστικής στα κυτταρικά τοιχώµατα 

των κυττάρων, όµως, εµπόδιζε τον ακριβή υπολογισµό του πληθυσµού των κυττάρων των 

ζυµών. Η διαδικασία αυτή θα έπρεπε ίσως να διεξαχθεί σε νωρίτερο χρόνο ανάπτυξης, ίσως 

στις 16 ώρες, πριν εµφανιστεί η έντονη χρωστική στα κύτταρα των δύο ζυµών. 
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3.2 ∆ιερεύνηση της ικανότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

στην αποδόµηση του chlorpyrifos 

3.2.1 Ευαισθησία των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra στο 

chlorpyrifos 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων θα παρουσιαστούν ανά µικροοργανισµό:  

 

� Rhodotorula glutinis 

Η ευαισθησία της Rhodotorula glutinis σε διάφορες συγκεντρώσεις του chlorpyrifos 

παρουσιάζεται στην παρακάτω καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 15).  
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Σχήµα 15. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula glutinis στο chlorpyrifos σε υλικό UCM έπειτα 
από 14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 

Όπως παρατηρήται δεν παρουσιάστηκε ουσιαστική παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της ζύµης 

έως και της συγκέντρωσης των 25µg/mL. Στα 50µg/mL η επιβίωση ήταν εξίσου αυξηµένη 

(71% του µάρτυρα), αλλά παρατηρήθηκε καθυστέρηση στην εµφάνιση του ρόδινου 

χρώµατος των αποικιών και στην αύξηση του µεγέθους τους. Έντονη ήταν η παρεµπόδιση σε 

συγκεντρώσεις υψηλότερες των 100µg/mL. Η τιµή της EC50 υπολογίστηκε στα 80µg/mL, ενώ 

στα 200µg/mL παρατηρήθηκε πλήρης παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της ζύµης.  
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� Rhodotorula rubra 

Όµοια, η ευαισθησία της Rhodotorula rubra στο chlorpyrifos παρουσιάζεται στην αντίστοιχη 

καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 16). 
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Σχήµα 16. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula rubra στο chlorpyrifos σε υλικό UCM έπειτα από 
14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 
 Η Rhodotorula rubra, παρουσιάστηκε λίγο περισσότερο ευαίσθητη στο chlorpyrifos  από ότι 

η Rhodotorula glutinis, κυρίως στις υψηλές συγκεντρώσεις. Παρατηρήθηκε µείωση στο 

µέγεθος των αποικιών, η οποία δεν ανακτήθηκε σε σχέση µε το µάρτυρα έως και µετά από 20 

ηµέρες. Η τιµή της EC50 υπολογίστηκε στα 78µg/mL, ενώ στα 200µg/mL παρατηρήθηκε 

πλήρης παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της ζύµης. 

 
∆εδοµένου,συνεπώς, τι έως και τη συγκέντρωση των 25µg/mL chlorpyrifos δεν 

παρουσιάζεται σηµαντική παρεµπόδιση στην αύξηση και των δύο ζυµών, το φαινόµενο της 

βιοαποδόµησης του chlorpyrifos θα µελετηθεί στις συγκεντρώσεις των 10 και 25µg/mL. 

 

 

3.2.2 Αποτελέσµατα διερεύνησης της βιοαποδόµησης του chlorpyrifos από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis  και Rhodotorula rubra σε χηµικό επίπεδο 

Έπειτα από τον εµβολιασµό υγρών καλλιεργειών 24 ωρών των υπό εξέταση ζυµών µε το 

δρων συστατικό chlorpyrifos και την επώασή τους, πραγµατοποιήθηκαν δειγµατοληψίες και 

το τελικό έκλουσµα αναλύθηκε αρχικά µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) και στη 

συνέχεια σε υγρή χρωµατογραφία µάζας µε τριπλό τετράπολο (LC/MS/MS).   
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3.2.2.1 Μέθοδος ανίχνευσης του chlorpyrifos και του µεταβολίτη 3,5,6- trichloro-2-

pyridinol (TCP) µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας- Thin Layer Chromatography 

(TLC) 

Η TLC παρείχε τα πρώτα θετικά αποτελέσµατα σχετικά µε την ικανότητα των δύο ζυµών να 

αποδοµούν το chlorpyrifos. Η ανάλυση του τελικού εκλούσµατος, το οποίο προέρχονταν από 

κωνική φιάλη που περιείχε καλλιέργεια της Rhodotorula glutinis  7 ηµερών και chlorpyrifos, 

έδωσε την υποψία για την παραγωγή κάποιου µεταβολίτη. Μια πρώτη ταυτοποίηση του 

µεταβολίτη αυτού ως το 3,5,6-trichloro-2-pyridinol πραγµατοποιήθηκε τρέχοντας στην ίδια 

πλάκα TLC το τελικό έκλουσµα µε υποψία βιοαποδόµησης και πρότυπα διαλύµατα του 

chlorpyrifos και του 3,5,6-trichloro-2-pyridinol και συγκρίνοντας τα ύψη ανίχνευσής τους, 

όπως παρουσιάζεται στην Εικόνα 3. ∆ιαπιστώνεται ότι εφαρµόζοντας το σύστηµα διαλυτών 

εξάνιο: οξικός αιθυλεστέρας (90: 10) πραγµατοποιήθηκε επιτυχής ανίχνευση και των δύο 

ουσιών.  

 

 

Εικόνα 3. Ανίχνευση των ουσιών chlorpyrifos και 3,5,6-trichloro-2-pyridinol µε χρωµατογραφία 
λεπτής στοιβάδας (TLC) έπειτα από επώαση της ζύµης Rhodotorula glutinis µε chlorpyrifos σε 
υλικό ΥΠΒ για  7 ηµέρες.  
 

Η κωνική φιάλη ανάπτυξης της Rhodotorula rubra µε chlorpyrifos  έδωσε όµοια εικόνα κατά 

την ανάλυση του εκλούσµατός της µε TLC. 
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3.2.2.2 Μέθοδος προσδιορισµού του chlorpyrifos και του µεταβολίτη 3,5,6-trichloro-2-

pyridinol (TCP) µε υγρή χρωµατογραφία συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών 

(LC/MS/MS) 

Η ανίχνευση και ο προσδιορισµός του chlorpyrifos και του 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) 

µε το χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS ήταν επιτυχής. Για τον προσδιορισµό του 

chlorpyrifos εφαρµόστηκε ESI(+) (θετικός ιονισµός), ενώ για τον προσδιορισµό του 

µεταβολίτη 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) ESI(-) (αρνητικός ιονισµός). Στο ίδιο 

χρωµατογράφηµα δηλαδή (Σχήµα 17) προσδιορίστηκαν και οι δυο αναλύτες µε εναλλαγή της 

µορφής ιονισµού. Η τεχνική αυτή µπορεί να θεωρηθεί καινοτόµος.  

 

 

Σχήµα 17. Προσδιορισµός του chlorpyrifos και του µεταβολίτη του 3,5,6-trichloro-2-pyridinol 
(TCP) µε εφαρµογή εναλλαγής µορφής ιονισµού, ESI(+) για το chlorpyrifos και ESI(-) για το 
3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 
 

 

Ο προσδιορισµός της ταυτότητας των ουσιών και ο ποσοτικός προσδιορισµός τους 

πραγµατοποιήθηκε µε βάση την τεχνική συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών, µε τη χρήση 

µεταπτώσεων (προδρόµου – παραγόµενου ιόντος) (Multiple Reaction Monitoring-MRMs). 

Τo φάσµα του chlorpyrifos παρουσιάζεται στο ακόλουθο σχήµα.  
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Σχήµα 18. Φάσµα  του εντοµοκτόνου chlorpryrifos στο LC/MS/MS.  
 

 Οι χρόνοι κατακράτησης των δύο ουσιών, οι µεταπτώσεις προσδιορισµού τους, η ενέργεια 

θραυσµατοποίησης (collision energy), η σχετική ένταση µεταπτώσεων καθώς και η τάση 

τριχοειδούς (capillary) παρουσιάζονται στον Πίνακα 6. 

 
Πίνακας 6. Χρόνοι κατακράτησης των chlorpyrifos και 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), κύρια 
θραύσµατα, ενέργεια θραυσµατοποίησης (V), σχετική ένταση µεταπτώσεων και τάση 
τριχοειδούς. Με έντονη γραφή παρουσιάζονται τα ιόντα που χρησιµοποιήθηκαν για ποσοτικό 
προσδιορισµό.  
 

Ουσία  Χρόνος 
κατακράτησης  

(min) 

Μεταπτώσεις 
(MRMs) 

Ενέργεια 
Θραυσµατοποίησης 

(collision energy) 
(V) 

Σχετική ένταση 
µεταπτώσεων 

(% της βασικής 
µετάπτωσης) 

Τάση  
τριχοειδούς 
(capillary) 

(V) 
 
TCP 

 

6,2 

196 > 196 

198 > 198 
200 >200 

 

 

5 

89,1 

100 

27,5 

 

30 

 
Chlorpyrifos  

 

14,3 

350 > 125 

350 > 198 
352 > 125 

352 > 200 

 

20 

80,5 

100 

80,5 

81,5 

 

21 

 

Η ταυτοποίηση (confirmation) των αναλυτών βασίστηκε στο χρόνο κατακράτησής τους και 

στην αναλογία ποιοτικών και ποσοτικών ιόντων, όπως αναφέρεται στο έγγραφο SANCO 

2007/3131. Όσον αφορά τον ποσοτικό προσδιορισµό των ουσιών, πραγµατοποιήθηκε µε τη 

σύγκριση µε ένα αναλυτικό πρότυπο (single peak calibration) το οποίο δεν παρουσίαζε 

απόκλιση πάνω από ±20%. Σύµφωνα µε τη SANCO, η συγκεκριµένη µέθοδος 

ποσοτικοποίησης θεωρείται πολύ ακριβής στην ανάλυση υπολειµµάτων φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων. Ποσοτικά ιόντα θεωρήθηκαν εκείνα που παρουσίασαν την υψηλότερη αναλογία 

σήµατος/ θόρυβο (S/N- Signal/ Noise ratio) και παρουσιάζονται  στον παραπάνω πίνακα µε 

έντονη γραφή.   
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3.2.2.3 Έλεγχος καταλληλότητας της µεθόδου 

Η αποτελεσµατικότητα της µεθόδου αξιολογήθηκε µε την ανάλυση δειγµάτων θρεπτικού 

υλικού ΥΠΒ φορτισµένων µε chlorpyrifos και TCP και την εκτίµηση των βασικών 

παραµέτρων, της ορθότητας, της πιστότητας και της ευαισθησίας της µεθόδου. Η ορθότητα 

ελέγχθηκε µε τον υπολογισµό της ανάκτησης (recovery) των αναλυτών στα επιλεγµένα 

επίπεδα συγκεντρώσεων, η πιστότητα µε τη µέτρηση της σχετικής τυπικής απόκλισης 

(Relative Standard Deviation- RSD) και τέλος, η ευαισθησία της µεθόδου ελέγχθηκε µε τον 

υπολογισµό των ορίων ποσοτικού προσδιορισµού (Limits of Quantification –LOQs). Ο 

ποσοτικός προσδιορισµός των δειγµάτων πραγµατοποιήθηκε από τη σύγκριση της επιφάνειας 

των κορυφών των δρώντων συστατικών στο εµβολιασµένο δείγµα µε τις αντίστοιχες 

επιφάνειες σε δύο διαλύµατα αναλυτικών προτύπων. Η τιµή της επιφάνειας στο δείγµα 

εγκλωβίστηκε ανάµεσα στις αντίστοιχες των προτύπων διαλυµάτων, έτσι ώστε να µη 

διαφέρουν στη συγκέντρωση πάνω από 20% από την κάθε µία. ∆εν χρησιµοποιήθηκε 

καµπύλη βαθµονόµησης. Τα  αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί: 

 

Πίνακας 7. Ανακτήσεις, σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) και σήµα προς θόρυβο (S/N) για τις 
ουσίες chlorpyrifos και 3,5,6-trichloro-2-pyridinol έπειτα από τον εµβολιασµό θρεπτικού υλικού 
ΥΠΒ µε κάθε ουσία σε συγκεντρώσεις  0,05, 0,1 και 0,5µg/mL σε 5 επαναλήψεις. 

Ουσία  

 

 
C 

(µg/mL) 
Μέση Ανάκτηση 

(%) 

 
RSD 
(%) 

 
S/N ratio 

Chlorpyrifos  0,05 

0,1 

0,5 

78,6 

84,4 

88,7 

13,0 

10,4 

9,3 

45 

68 

64 

TCP 0,05 

0,1 

0,5 

82,3 

89,6 

95,3 

6,4 

7,8 

11,2 

25 

35 

42 

 

Τόσο οι τιµές των ανακτήσεων όσο και οι τιµές των σχετικών τυπικών αποκλίσεων είναι 

αποδεκτές σύµφωνα µε τη SANCO 2007/3131, κατά την οποία οι αποδεκτές ανακτήσεις 

πρέπει να βρίσκονται εντός του εύρους 70-110% και οι τιµές της σχετικής τυπικής απόκλισης 

να είναι µικρότερες ή ίσες του 20%. Ως όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (Limit 

of Quantification, LOQ) θεωρήθηκε το χαµηλότερο επίπεδο φόρτισης στο οποίο είχαµε 

αποδεκτές τιµές ανακτήσεων και σχετικών τυπικών αποκλίσεων, δηλαδή το 0,05µg/mL. Το 

όριο ανίχνευσης της µεθόδου (Limit of Detection, LOD) υπολογίστηκε ως τρεις φορές 

χαµηλότερο από το LOQ (LOQ = 3 x LOD), δηλαδή το 0,02µg/mL. 

Τα παραπάνω αποτελέσµατα υποδεικνύουν την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της 

µεθόδου για τον προσδιορισµό του chlorpyrifos  και του µεταβολίτη TCP από το ΥΠΒ. 
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3.2.2.4 Βιοαποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra σε συνάρτηση του χρόνου επώασης των καλλιεργειών και του 

µεγέθους του µολύσµατος   

Η επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra στην ικανότητά τους να αποδοµούν το chlorpyrifos µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τη 

χαµηλή συγκέντρωση 10µg/mL του δρώντος συστατικού. Χρησιµοποιήθηκαν µολύσµατα 

ζύµης 10
2
κύτταρα/mL, 10

4
κύτταρα/mL και 10

6
κύτταρα/mL. Ταυτόχρονα διερευνήθηκε και η 

επίδραση της γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό. 

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων παρουσιάζονται αρχικά στους πίνακες που ακολουθούν 

και στη συνέχεια απεικονίζονται στα αντίστοιχα σχήµατα. 

 

• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 102 κύτταρα/mL – 

φόρτιση chlorpyrifos 10µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
2
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 

Πίνακας 8. Αποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL 
ζύµης και 10µg/mL chlorpyrifos. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του 
chlorpyrifos ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής 
απόκλισης. 
 

Συγκέντρωση chlorpyrifos (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 
Rhodotorula 

glutinis 

   

0+ 10 ± 3,53 10 ±7,48 10 ± 4,32 

1 9,97 ± 2,45 9,96 ± 6,33 9,8 ± 10,65 

2 9,9 ± 7,32 9,92 ± 5,22 9,79 ± 3,43 

3 9,85 ± 4,89 9,82 ± 11,87 9,72 ± 2,56 

4 9,82 ± 6,3 9,77 ± 10,89 9,64 ± 8,34 

5 9,8 ± 12,44 9,72 ± 3,02 9,53 ± 5,05 

Rhodotorula 
rubra 

   

0+ 10 ± 10,43 10 ± 4,21  10 ± 2,44 

1 9,97 ± 2,95 9,92 ± 3,22  9,8 ± 5,67 

2 9,9 ± 12,07 9,8 ± 2,35 9,75 ± 4,56  

3 9,85 ± 10,79 9,74 ± 3,44 9,7 ± 11,86 

4 9,82 ±  4,68 9,7 ± 5,07 9,64 ± 10,04 

5 9,8 ± 7,66 9,5 ±3,93 9,6 ± 3,47 
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Σχήµα 19. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula rubra
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Σχήµα 20. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όπως παρατηρείται υπάρχει σταδιακή µικρή µείωση των επιπέδων του chlorpyrifos και στις 

τρεις επεµβάσεις. Η µείωση αυτή αποδίδεται στην αβιοτική υδρόλυση στο υδατικό διάλυµα 

αλάτων (θρεπτικό υλικό ΥΠΒ). Συνεπώς, η πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula 

glutinis και Rhodotorula rubra της τάξης των 10
2
 κυττάρων/mL δεν ήταν ικανή για να 

µειώσει τα επίπεδα του chlorpyrifos στη συγκέντρωση των 10µg/mL σε χρόνο επώασης 5 

ηµερών. Προφανώς για την εµφάνιση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης απαιτείται 

περισσότερος των 5 ηµερών χρόνος επώασης.  
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 104 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση chlorpyrifos 10µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
4
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 9. Αποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL 
ζύµης και 10µg/mL chlorpyrifos. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του 
chlorpyrifos ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής 
απόκλισης. 

Συγκέντρωση chlorpyrifos (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 
Rhodotorula 

glutinis 

   

0+ 9,99 ± 2,34 10 ± 3,46 9,93 ± 8,7 

1 9,95 ± 3,43 9,93 ± 7,17 9,7 ± 6,84  

2 9,9 ± 2,33 9,87 ± 9,72 9,54 ± 11,68 

3 9,86 ± 11,78 9,8 ± 10,53 9,5 ± 12,4 

4 9,81 ± 3,44 9,64 ± 7,89 9,17 ± 6,51 

5 9,8 ± 2,78 9,53± 5,67 9,07 ± 8,54 

Rhodotorula 
rubra 

   

0+ 9,99 ± 2,34 9,98 ± 7,46 9,94 ± 4,87 

1 9,95 ± 3,43 9,8 ± 4,07 9,7 ± 3,84  

2 9,9 ± 2,33 9,6 ± 10,97 9,43 ± 5,68 

3 9,86 ± 11,78 9,47 ± 2,26 9,24 ± 11,04 

4 9,81 ± 3,44 9,3 ± 3,09 9,07 ± 5,61 

5 9,8 ± 2,78 9,0 ± 9,33 8,88 ± 3,54 
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Σχήµα 21. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Στην πληθυσµιακή πυκνότητα της Rhodotorula glutinis των 10
4
κύταρρα/mL παρατηρήθηκε 

διαφορετική εξέλιξη του φαινοµένου στις φιάλες που περιείχαν θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη σε 

σχέση µε τις αντίστοιχες µε υλικό χωρίς γλυκόζη. Στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη δεν 

παρατηρήθηκε µείωση των επιπέδων του chlorpyrifos σε σχέση µε το µάρτυρα έως και την 3
η
 

µε 4
η
 ηµέρα, ενώ στη συνέχεια διαπιστώθηκε πολύ µικρή µείωση.  Αντίθετα, στο θρεπτικό 

υλικό χωρίς γλυκόζη παρατηρήθηκε µείωση της αρχικής συγκέντρωσης του chlorpyrifos από 

τη 2
η
 ηµέρα του πειράµατος. Στο τέλος των µετρήσεων (5

η
 ηµέρα) παρατηρήθηκε µείωση 

των επιπέδων του chlorpyrifos κατά 8,66% της αρχικής χορηγηθείσας ποσότητας, ποσοστό το 

οποίο θεωρείται σχετικά χαµηλό. Επιπλέον, δεν ανιχνεύτηκε κάποιο προϊόν διάσπασης του 

chlorpyrifos. Από τα αποτελέσµατα αυτά προκύπτει µια πρώτη ένδειξη σχετικά µε την 

επίδραση του µεγέθους του µολύσµατος της ζύµης Rhodotorula glutinis και του θρεπτικού 

υλικού (µε ή χωρίς γλυκόζη) στη µικροβιακή αποδόµηση του chlorpyrifos.  

 

 

Rhodotorula rubra

0

2

4

6

8

10

12

0 1 2 3 4 5

Ηµέρες

Σ
υ

γ
κ

έν
τρ

ω
σ

η
 c

h
lo

rp
y

ri
fo

s
 

(µ
g

/m
L

)

ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη ΥΠΒ - γλυκόζη + Ζύµη

 
Σχήµα 22. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Στην πληθυσµιακή πυκνότητα της Rhodotorula rubra των 10
4
κύταρρα/mL παρατηρήθηκε 

µικρή µείωση στην αρχική συγκέντρωση του chlorpyrifos από τη 2
η
 ηµέρα του πειράµατος 

και στα δύο είδη θρεπτικού υλικού. Η µείωση αυτή συνεχίστηκε έως και την  5
η
 ηµέρα, 

τελευταία δειγµατοληψία. Στο τέλος των µετρήσεων παρατηρήθηκε µείωση των επιπέδων 

του chlorpyrifos κατά 9,8% της αρχικής χορηγηθείσας ποσότητας στο θρεπτικό υλικό που 

περιείχε γλυκόζη και 10,7% στο υλικό χωρίς γλυκόζη, ενώ δεν ανιχνεύτηκε κάποιο προϊόν 

διάσπασης του chlorpyrifos. Από τα αποτελέσµατα αυτά προκύπτουν, όπως και στην 

περίπτωση της Rhodotorula glutinis, οι πρώτες ενδείξεις σχετικά µε την επίδραση του 

µεγέθους του µολύσµατος της ζύµης στη µικροβιακή αποδόµηση του chlorpyrifos, καθώς και 

το ότι  η Rhodotorula rubra παρουσιάζει όµοια δράση και στα δύο είδη θρεπτικού υλικού (µε 

ή χωρίς γλυκόζη).  
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 106 κύτταρα/mL – 

φόρτιση chlorpyrifos 10µg/mL 

Έπειτα από επώαση καλλιεργειών των ζυµών αρχικής πληθυσµιακής πυκνότητας  10
6
 

κύτταρα/mL µε 10µg/mL chlorpyrifos στο θρεπτικό υλικό παρατηρήθηκαν τα παρακάτω 

αποτελέσµατα, όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 10 και τα σχήµατα 23 έως 26.  

 
Πίνακας 10. Αποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 106κύτταρα/mL 
ζύµης και 10µg/mL chlorpyrifos. Παραγωγή µεταβολίτη TCP. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η 
συγκέντρωση των chlorpyrifos και TCP ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης 
της σχετικής τυπικής απόκλισης. 
 

Συγκέντρωση (µg/mL) chlorpyrifos και TCP ± Σχετική τυπική απόκλιση  
(RSD, %) 
 

ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 

Ηµέρες 

 
ΥΠΒ – Ζύµη 

Chlorpyrifos TCP Chlorpyrifos TCP 

Rhodotorula 
glutinis 

     

0+ 9,99 ± 7,23 9,97 ± 3,33 MA 9,98 ± 1,97 MA 

1 9,9 ± 5,49 9,73 ± 8,26 MA 8,47 ± 3,92 0,08 ± 4,39 

2 9,87 ± 3,79 9,6 ± 7,20  MA 6,04 ± 6,24 0,73 ± 12,07 

3 9,85 ± 4,08 9,4 ± 2,59 MA 4,62 ± 9,07 2,45 ± 8,53 

4 9,8 ± 11,12 8 ± 10,37 0,6 ± 9,31 3,21 ± 9,14 4,27 ± 6,07 

5 9,74 ± 8,43 5,8 ± 6,63 1,97 ± 7,54 1,33 ± 7,53 6,24 ± 4,23 

6 9,7 ± 9,54 3,04 ± 4,62 4,63 ± 8,39 0,27 ± 2,64 7,23 ± 5,39 

7 9,65 ± 6,07 0,2 ± 5,69 7,79 ± 4,78 MA 5,03 ± 3,72 

8 9,5 ± 12,00 MA 5,43 ± 7,32 MA 2,64 ± 6,09 

9 9,42 ±7,62 MA 3,24 ± 5,65 MA 2,01 ± 7,54 

Rhodotorula 
rubra 

     

0+ 9,99 ± 7,23 10 ± 7,87 MA 10 ± 6,44 MA 

1 9,9 ± 5,49 8,74 ± 10,34 0,1 ± 13,55 9,03 ± 11,65 0,07 ± 9,23 

2 9,87 ± 3,79 6,23 ± 2,92 0,98 ± 12,43 6,98 ± 9,31 0,84 ± 12,4 

3 9,85 ± 4,08 3,74 ± 3,56 2,47 ± 9,46 4,04 ± 3,67 1,98 ± 8,92 

4 9,8 ± 11,12 1,12 ± 4,87 4,54 ± 5,68 2,24 ± 5,36 2,73 ± 7,32 

5 9,74 ± 8,43 MA 6,22 ± 5,08 0,07 ± 11,79 4,09 ± 6,23  

6 9,7 ± 9,54 MA 4,97 ± 6,78 MA 3,74 ± 5,26 

7 9,65 ± 6,07 MA 3,67 ± 7,89 MA 2,87 ± 6,34 

8 9,5 ± 12,00 MA 3,07 ± 7,09 MA 2,04 ± 7,55 

9 9,42 ±7,62 MA 1,05 ±11,87 MA 1,99 ± 9,38 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 
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Rhodotorula glutinis - Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη chlorpyrifos TCP

 
Σχήµα 23. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula glutinis - Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 24. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όπως παρατηρείται από τα παραπάνω διαγράµµατα και όσον αφορά τη  Rhodototula 

glutinis, παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό δεν πραγµατοποιήθηκε σχεδόν καθόλου 

αποδόµηση του chlorpyrifos κατά τις 3 πρώτες ηµέρες του πειράµατος. Μετά την 3
η
 ηµέρα, 

όµως, η συγκέντρωση του µειώθηκε και τα αποθέµατα του εξαντλήθηκαν ταχύτατα κατά την 

7
η
 προς 8

η
 ηµέρα. Έπειτα από την 3

η
 ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP, τα επίπεδα 

του οποίου παρουσίασαν µέγιστο την 7
η
 ηµέρα (7,79µg/mL). Από την επόµενη ακριβώς 
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ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση τους, φτάνοντας το 41,6% της µέγιστης τιµής στην 

τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα). Στο θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει γλυκόζη η 

µικροβιακή αποδόµηση του chlorpyrifos ξεκίνησε από τη 1
η
 ηµέρα του πειράµατος και 

ολοκληρώθηκε την 7
η
 ηµέρα όπου δεν ανιχνεύτηκαν υπολείµµατα chlorpyrifos. Από την 1

η
 

ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP, τα επίπεδα του οποίου παρουσίασαν µέγιστο την 

6
η
 ηµέρα (7,23µg/mL). Από την επόµενη ακριβώς ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση 

τους, φτάνοντας το 27,8% της µέγιστης τιµής στην τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα).  

Η µείωση της συγκέντρωσης του µεταβολίτη TCP είναι ενδεικτική της ικανότητας της ζύµης 

Rhodotorula glutinis να αποδοµεί εκτός του µητρικού µορίου και το µεταβολίτη του TCP.  
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Σχήµα  25. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula rubra - Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 26. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 
 
Όσον αφορά τη Rhodotorula rubra, στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη η αποδόµηση του 

chlorpyrifos ξεκίνησε από την 1
η
 ηµέρα του πειράµατος και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν 

έως και την 5
η
 ηµέρα. Από την 2

η
 δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP. 

Τα επίπεδα του TCP άγγιξαν το µέγιστό τους την 5
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 

6,22µg/mL. Από την επόµενη ακριβώς ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση τους, 

φτάνοντας το 16,88% της µέγιστης τιµής στην τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα).  Στο 

θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο οποίο το chlorpyrifos παρέχεται στη ζύµη ως η µόνη πηγή 

άνθρακα, η αποδόµηση του chlorpyrifos ξεκίνησε από την 1
η
 ηµέρα του πειράµατος (2

η
 

δειγµατοληψία) και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν έως και την 6
η
 ηµέρα. Από την 2

η
 

δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP. Τα επίπεδα του TCP άγγιξαν το 

µέγιστό τους την 5
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 4,09µg/mL, τιµή χαµηλότερη της 

αντίστοιχης στο υλικό µε γλυκόζη και στη συνέχεια µειώθηκαν. Η µείωση της συγκέντρωσης 

του µεταβολίτη TCP, η οποία λαµβάνει χώρα έπειτα από την πλήρη διάσπαση του 

chlorpyrifos, υποδηλώνει την ικανότητα της ζύµης Rhodotorula rubra να αποδοµεί και το 

µεταβολίτη TCP.  

Από τη σύγκριση των παραπάνω διαγραµµάτων διαπιστώνουµε πως η προσθήκη γλυκόζης 

στο θρεπτικό υλικό ως επιπλέον πηγή άνθρακα δεν επηρέασε την ικανότητα της ζύµης 

Rhodotorula rubra να αποδοµεί το chlorpyrifos. Μικρή υπεροχή στη δράση της 

παρατηρήθηκε στην περίπτωση του θρεπτικού υλικού µε γλυκόζη.   
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3.2.2.5 Επίδραση της αύξησης της συγκέντρωσης του chlorpyrifos στο ρυθµό 

αποδόµησής του από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Σε θρεπτικό υλικό µε πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra 10
6
κύτταρα /mL, στην οποία η βιοαποδόµηση ήταν πιο έντονη,  

προστέθηκαν 25µg/mL chlorpyrifos. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 

Πίνακας 11. Αποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL 
ζύµης και 25µg/mL chlorpyrifos. Παραγωγή µεταβολίτη TCP. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η 
συγκέντρωση των chlorpyrifos και TCP ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης 
της σχετικής τυπικής απόκλισης. 
 

Συγκέντρωση (µg/mL)  Chlorpyrifos και  TCP ± Σχετική τυπική απόκλιση 
(RSD, %) 
 

ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 

Ηµέρες 

 
ΥΠΒ - Ζύµη 

Chlorpyrifos TCP Chlorpyrifos TCP 

Rhodotorula 
glutinis 

     

0+ 25 ±  2,80 24,97 ± 6,79 MA 25 ±3,49 MA 

1 24,84 ± 7,34 24,88 ±11,68 MA 22,1 ± 9,21 0,32 ± 4,62 

2 24,81 ± 6,09 24,80  ± 4,87 MA 16,85 ± 7,88 2,04 ± 5,15 

3 24,76 ± 3,38 24,69 ± 8,07 MA 11,46 ± 3,80 5,65 ± 3,97 

4 24,74 ± 9,07 24,65 ± 7,43 MA 7,53 ± 5,24 7,21 ± 7,34 

5 24,73 ± 8,52 20,93 ± 9,24 0,83 ± 3,28 1,32 ± 10,80 8,64 ± 3,16 

6 24,71 ±  2,09 16,34 ± 5,32 2,78 ± 5,42 MA 8,07 ± 8,09 

7 24,63 ± 10,41 9,65 ± 4,24 4,67 ± 4,53 MA 5,85 ± 7,34 

8 24,56 ± 11,57 4,33 ± 10,32 3,54 ± 9,07 MA 4,64 ± 6,09 

9 24,44 ± 12,51 0,24 ±2,04 3,04 ± 9,6 MA 4,62 ± 5,13 

Rhodotorula 
rubra 

     

0+ 25 ±  2,80 25 ± 12,2 MA 24,98 ±6,90 MA 

1 24,84 ± 7,34 17,76 ± 5,60 2,46 ± 9,44 21,33 ±  8,66 1,89 ± 4,09 

2 24,81 ± 6,09 12,04 ± 13,8 4,76 ± 2,39 16,89 ± 6,68 2,79 ± 5,22 

3 24,76 ± 3,38 4,57 ± 8,11 6,89 ± 3,27 11,53 ± 2,22 4,02 ± 8,86 

4 24,74 ± 9,07 2,99 ± 7,72 12,45 ± 4,14 6,58 ± 4,31 6,9 ± 6,29 

5 24,73 ± 8,52 MA 16,99 ± 11,0 1,02 ± 12,06 11,3 ± 4,52 

6 24,71 ±  2,09 MA 12,22 ± 7,20 MA 13,59 ± 7,46 

7 24,63 ± 10,41 MA 8,87 ± 10,9 MA 8,54 ± 7,43 

8 24,56 ± 11,57 MA 5,43 ± 7,5 MA 5,34 ± 3,09 

9 24,44 ± 12,51 MA 1,79 ± 5,25 MA 3,12 ± 9,04 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 
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Rhodotoruls glutinis - Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη chlorpyrifos TCP

 
Σχήµα 27. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Σχήµα 28. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 
 

Στην περίπτωση της Rhodotorula glutinis στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη δεν 

πραγµατοποιήθηκε καθόλου αποδόµηση του chlorpyrifos κατά τις 4 πρώτες ηµέρες του 

πειράµατος. Μετά την 4
η
 ηµέρα, όµως, τα αποθέµατα του µειώθηκαν ταχύτατα φτάνοντας 

κατά την 9
η
 ηµέρα στην ελάχιστη συγκέντρωση των 0,24µg/mL. Έπειτα από την 4

η
 ηµέρα 

ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP, τα επίπεδα του οποίου παρουσίασαν µέγιστο την 7
η
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ηµέρα (4,67µg/mL). Από την επόµενη ακριβώς ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση τους, 

φτάνοντας το 65,1% της µέγιστης τιµής στην τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα).  

Στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, η αποδόµηση του chlorpyrifos ξεκίνησε από την 1
η
 ηµέρα 

του πειράµατος και την 6
η
 ηµέρα δεν ανιχνεύτηκαν υπολείµµατά του. Από την 2

η
 

δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP, τα επίπεδα του οποίου άγγιξαν το 

µέγιστό τους την 6
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 8,64µg/mL. Από την επόµενη ακριβώς 

ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση τους, φτάνοντας το 53,5% της µέγιστης τιµής στην 

τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα). Η µείωση της συγκέντρωσης του µεταβολίτη TCP 

ενισχύει την ένδειξη σχετικά µε την ικανότητα της ζύµης Rhodotorula glutinis να αποδοµεί 

τόσο το µητρικό µόριο chlorpyrifos όσο και το µεταβολίτη του TCP. Επιπλέον, η αύξηση της 

συγκέντρωσης του φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο υλικό χωρίς γλυκόζη είχε ως συνέπεια 

και την αύξηση του ρυθµού αποδόµησής του. Στη συγκέντρωση chlorpyrifos 10µg/mL 

υπολογίστηκε ρυθµός βιοαποδόµησης 1,62µg/mL/ηµέρα ενώ η αντίστοιχη τιµή στη  

συγκέντρωση chlorpyrifos 25µg/mL ήταν 4,76µg/mL/ηµέρα.  
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Σχήµα 29. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula rubra -  Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 30. Μείωση επιπέδων του chlorpyrifos από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
chlorpyrifos. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όσον αφορά τη Rhodotorula rubra, στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη η αποδόµηση του 

chlorpyrifos ξεκίνησε από την 1
η
 ηµέρα του πειράµατος και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν 

έως και την 5
η
 ηµέρα. Από την 2

η
 δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP. 

Τα επίπεδα του TCP άγγιξαν το µέγιστό τους την 5
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 

16,99µg/mL. Από την επόµενη ακριβώς ηµέρα παρατηρήθηκε συνεχής µείωση τους, 

φτάνοντας το 10,54% της µέγιστης τιµής στην τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα).  

Στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο οποίο το chlorpyrifos παρέχεται στη ζύµη ως η µόνη 

πηγή άνθρακα, η αποδόµηση του chlorpyrifos ξεκίνησε από την 1
η
 ηµέρα του πειράµατος (2

η
 

δειγµατοληψία) και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν έως και την 6
η
 ηµέρα. Από την 2

η
 

δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης TCP. Τα επίπεδα του TCP άγγιξαν το 

µέγιστό τους την 5
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 13,6µg/mL, τιµή χαµηλότερη της 

αντίστοιχης στο υλικό µε γλυκόζη. Όµοια µε το υλικό µε γλυκόζη παρατηρήθηκε µείωση 

τους, φτάνοντας το 23% της µέγιστης τιµής στην τελευταία δειγµατοληψία (9
η
 ηµέρα).  

Η µείωση της συγκέντρωσης του µεταβολίτη TCP ενισχύει και σε αυτήν την περίπτωση την 

ένδειξη ικανότητας της ζύµης Rhodotorula rubra να αποδοµεί τόσο το µητρικό µόριο 

chlorpyrifos όσο και το µεταβολίτη του TCP. Επιπλέον, η αύξηση της συγκέντρωσης του 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος είχε ως συνέπεια και την αύξηση του ρυθµού αποδόµησής 

του. Στη συγκέντρωση chlorpyrifos 10µg/mL υπολογίστηκε ρυθµός βιοαποδόµησης 

1,94µg/mL/ηµέρα για το θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη και 2,22µg/mL/ηµέρα για το υλικό µε 
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γλυκόζη, ενώ οι αντίστοιχες τιµές στη  συγκέντρωση chlorpyrifos 25µg/mL ήταν 

4,8µg/mL/ηµέρα και 5,5µg/mL/ηµέρα.  

 

3.2.2.6 Έλεγχος της ικανότητας των ζυµών  Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

να αποδοµούν το µεταβολίτη 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) 

Προκειµένου να επιβεβαιωθούν ή όχι οι αρχικές ενδείξεις για τη βιοαποδόµηση του TCP από 

τις δύο ζύµες, πραγµατοποιήθηκε πείραµα βιοαποδόµησης στο οποίο αντί για το chlorpyrifos 

προστέθηκε ο µεταβολίτης 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP). Το επίπεδο φόρτισης του TCP 

ήταν τα 5µg/mL και χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη. Όπως παρατηρείται και 

στον παρακάτω πίνακα, και οι δύο ζύµες αποδόµησαν το TCP, όχι όµως έως εξάντλησης των 

αποθεµάτων του, γεγονός το οποίο διαπιστώθηκε και στα βασικά πειράµατα βιοαποδόµησης 

του chlorpyrifos.  

 

Πίνακας 12. Αποδόµηση του 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP) από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 

κύτταρα/mL ζύµης και 5µg/mL TCP. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του TCP 
ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης. 
 

Συγκέντρωση TCP (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

Ηµέρες 
 

(ΥΠΒ – γλυκόζη) - Ζύµη  Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 
0+ 5 ± 5,34 4,99± 4,35 4,98 ± 1,28 

1 4,85 ± 3,43 3,93 ± 3,72 3,12 ± 4,86  

2 4,11 ± 2,97 3,27 ± 3,51 2,54 ± 1,63 

3 3,76 ± 1,78 2,38 ± 10,24 1,95 ± 1,24 

4 3,51 ± 6,42 2,14 ± 2,96 1,72 ± 6,51 

5 3,05 ± 7,18 1,93± 6,75 1,43 ± 13,84 

 

 

3.2.2.7 Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης στη βιοαποδόµηση του chlorpyrifos από 

τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Το φαινόµενο της βιοαποδόµησης µελετήθηκε στις θερµοκρασίες επώασης των καλλιεργειών 

15
o
C, 25

o
C και 35

o
C. Το µόλυσµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν τα 10

6 
κύτταρα/mL και η 

συγκέντρωση του chlorpyrifos τα 10µg/mL, ενώ το θρεπτικό υλικό ανάπτυξης των 

καλλιέργειας δεν περιείχε γλυκόζη. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων συνοψίζονται στα 

διάγραµµατα που ακολουθούν: 
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Επιδραση θερµοκρασίας επώασης στη Rhodotorula glutinis
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Σχήµα 31. Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης της ζύµης Rhodotorula glutinis στη 
βιοαποδόµηση του chlorpyrifos. 
 

Επιδραση θερµοκρασίας επώασης στη Rhodotorula rubra
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Σχήµα 32. Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης της ζύµης Rhodotorula rubra στη 
βιοαποδόµηση του chlorpyrifos.  
 

Η θερµοκρασία επώασης στην οποία παρατηρήθηκε η βέλτιστη ικανότητα των ζυµών να 

αποδοµούν το chlorpyrifos είναι οι 25
o
C. Στους 35

o
C δεν παρατηρήθηκε σχεδόν καθόλου 

αποδόµηση, ενώ στους 15
o
C ο ρυθµός βιοαποδόµησης ήταν µικρότερος εκείνου στους 25

o
C. 

Τα αποτελέσµατα θεωρούνται αποδεκτά, δεδοµένου ότι οι ζύµες  του γένους Rhodotorula 

ανήκουν στους ψυχρόφιλους µικροοργανισµούς.  
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 3.2.3 ∆ιερεύνηση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης του chlorpyrifos σε βιοχηµικό 

επίπεδο 

3.2.3.1 Επίδραση του chlorpyrifos στην ενεργότητα των ενζυµικών συστηµάτων 

βιοαποδόµησης  

Έπειτα από την προσθήκη chlorpyrifos στις ενζυµικές δοκιµές που αναφέρθηκαν στην 

παράγραφο 2.6, παρατηρήθηκαν τα εξής αποτελέσµατα:  

 

� Επίδραση του chlorpyrifos στην ενεργότητα των µεταφορασών της γλουταθειόνης  

Στο πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.3 προστέθηκαν διαδοχικά 14,25µM, 

28,5µΜ, 42,75µΜ και 57µΜ chlorpyrifos και έπειτα από µετρήσεις στο σπεκτροφωτόµετρο 

στα 340nm κινητικά κάθε 2 λεπτά, προέκυψαν για κάθε ζύµη τα αποτελέσµατα που 

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί. 

 
Πίνακας 13. Επίδραση του chlorpyrifos στην ενεργότητα του ενζυµικού συστήµατος των 
µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs) των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra. 
 

Ζύµη Συγκέντρωση chlorpyrifos 
(µΜ) 

Ενεργότητα  

(µmol/min/ µg πρωτεΐνης ) 
Rhodotorula glutinis 0 2,603 
 14,25 2,654 
 28,5 2,432 
 42,75 2,457 
 57 

 
2,338 

Rhodotorula rubra 0 6,324 
 14,25 6,123 
 28,5 6,222 
 42,75 6,035 
 57 5,897 
 

Με βάση τις τιµές του πίνακα, το chlorpyrifos δε µείωσε την ενεργότητα των GSTs σε καµία 

από τις δύο ζύµες και συνεπώς δεν µπορεί να θεωρηθεί παρεµποδιστής των εν λόγω ενζύµων. 

Σηµαντική κρίνεται επίσης η παρατήρηση της αυξηµένης ενεργότητας των GSTs στη ζύµη 

Rhodotorula rubra (απουσία εντοµοκτόνου µετρήθηκε ενεργότητα 6,324µmol/min/µg 

πρωτεΐνης) συγκριτικά µε την αντίστοιχη στη Rhodotorula glutinis (απουσία εντοµοκτόνου 

µετρήθηκε ενεργότητα 2,603µmol/min/µg πρωτεΐνης). Τα αποτελέσµατα αυτά δείχνουν πως το  

chlorpyrifos δεν αλληλεπιδρά µε το ενεργό κέντρο πρόσδεσης των GSTs  µε το υπόστρωµα. 
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� Επίδραση του chlorpyrifos στην ενεργότητα των εστερασών  

Στο πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.4 για το υπόστρωµα PNPA (p-

Nitrophenyl acetate) προστέθηκαν διαδοχικά 14,25µM, 28,5µΜ, 42,75µΜ και 57µΜ 

chlorpyrifos. Έπειτα από µετρήσεις στο σπεκτροφωτόµετρο στα 405nm κινητικά κάθε 2 

λεπτά, δεν ήταν δυνατή η κατάληξη σε κάποια παρατήρηση για καµιά από τις δύο ζύµες. 

Αρχικά παρατηρήθηκε πως το υπό µέτρηση µίγµα θόλωνε και για το λόγο αυτό έγινε αλλαγή 

του διαλύτη, µε την παρασκευή προτύπου διαλύµατος chlorpyrifos σε µεθανόλη. Με τη 

χρήση των µεθανολικών διαλυµάτων ξεπεράστηκε το πρόβληµα της θόλωσης, ωστόσο δεν 

ήταν δυνατή η εξαγωγή αποτελεσµάτων για την επίδραση του chlorpyrifos στις εστεράσες 

των δύο ζυµών. ∆εδοµένης της ισχυρής συγγένειας που παρουσιάζουν οι εστεράσες µε το 

υπόστρωµά τους PNPA, πραγµατοποιήθηκαν διαδοχικές αραιώσεις του διαλύµατος PNPA 

από 200mM στα 20mM και στη συνέχεια στα 2mM. Σύµφωνα µε τις µετρήσεις του πιο 

αραιού διαλύµατος PNPA (2mM), το ενζυµικό σύστηµα των εστερασών παρουσίασε 

ενεργότητα και στις δύο ζύµες, αλλά το chlorpyrifos δεν παρεµπόδισε τη δράση τους. Όσον 

αφορά τη Rhodotorula glutinis απουσία του chlorpyrifos µετρήθηκε τιµή ενεργότητας 

15,468µmol/min/µg πρωτεΐνης, ενώ έπειτα από την προσθήκη της υψηλότερης συγκέντρωσής 

του (57µΜ) η αντίστοιχη τιµή ήταν 16,978µmol/min/µg πρωτεΐνης. Στη Rhodotorula rubra  

απουσία του chlorpyrifos µετρήθηκε τιµή ενεργότητας 10,083µmol/min/µg πρωτεΐνης, ενώ 

έπειτα από την προσθήκη της υψηλότερης συγκέντρωσής του (57µΜ) η αντίστοιχη τιµή ήταν 

10,345µmol/min/µg πρωτεΐνης.  

Στη συνέχεια εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.4 για τα 

υπόστρωµατα a-naphthyl acetate και b-naphthyl acetate µε προσθήκη διαδοχικά, ίδιων 

συγκεντρώσεων chlorpyrifos (14,25µM, 28,5µΜ, 42,75µΜ και 57µΜ). Οι µετρήσεις 

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί, στον οποίο θα πρέπει να διευκρινιστεί ότι 

δεδοµένου ότι οι τιµές της ενεργότητας για τα δύο υποστρώµατα ήταν κατά πολύ όµοιες 

παρουσιάζεται η µέση τιµή αυτών σε κάθε συγκέντρωση chlorpyrifos. 
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Πίνακας 14. Επίδραση του chlorpyrifos στην ενεργότητα του ενζυµικού συστήµατος των 
εστερασών των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra, µε χρήση των ενζυµικών 
υποστρωµάτων a & b-naphthyl acetate. Οι τιµές της ενεργότητας δίνονται ως µέση τιµή των 
δύο υποστρωµάτων. 
 

Ζύµη Συγκέντρωση chlorpyrifos 
(µΜ) 

Ενεργότητα  

(µmol/min/ µg πρωτεΐνης ) 

Rhodotorula glutinis 0 3,255 
 14,25 2,851 
 28,5 2,554 
 42,75 1,653 
 57 

 
1,441 

Rhodotorula rubra 0 3,603 
 14,25 3,054 
 28,5 2,554 
 42,75 1,841 
 57 1,236 
 

Όπως παρατηρείται υπάρχει παρεµπόδιση της δράσης των εστερασών. Στην υψηλότερη 

συγκέντρωση chlorpyrifos για τη Rhodotorula glutinis παρατηρήθηκε µείωση της 

ενεργότητας κατά 55,7%, ενώ για τη Rhodotorula rubra η ενεργότητα µειώθηκε κατά 65,7%.   

Από τις τιµές του Πίνακα 14 υπολογίστηκαν και οι τιµές της IC50 (half maximal inhibitory 

concentration -IC50), οι οποίες ήταν: 

 

� Rhodotorula rubra:  IC50=42µΜ και 

� Rhodotorula glutinis:  IC50=43µΜ. 

 

∆ηλαδή, τα 42µΜ και 43µΜ chlorpyrifos ευθύνονται για τη µείωση της ενεργότητας των 

εστερασών κατά 50%. Τα αποτελέσµατα αυτά είναι ενδεικτικά πιθανής αλληλεπίδρασης του 

chlorpyrifos µε το ενεργό κέντρο πρόσδεσης του ενζύµου στο οποίο προσδένεται το 

υπόστρωµα (a-naphthyl acetate ή b-naphthyl acetate). 

Τέλος, ακολούθησε προσπάθεια διερεύνησης της κινητικής της παρεµπόδισης των εστερασών 

από το chlorpyrifos, σύµφωνα µε το µοντέλο Michaelis- Menten. Ακολουθήθηκε το 

πρωτόκολλο µέτρησης της ενεργότητας των ενζύµων µε τα υποστρώµατα a & b-naphthyl 

acetate χωρίς, όµως να οδηγηθούµε σε κάποιο αποτέλεσµα για καµία από τις δύο ζύµες 

γεγονός το οποίο πιθανώς να αποδίδεται στην πολύ ισχυρή συγγένεια των εστερασών µε το 

υπόστρωµά τους.  
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3.2.3.2 Βιοχηµική διερεύνηση του υπεύθυνου ενζυµικού συστήµατος µε τη χρήση 

συνεργιστών 

Με στόχο την επιβεβαίωση των ενδείξεων για αλληλεπίδραση του chlorpyrifos µε το ενεργό 

κέντρο των εστερασών και την ταυτοποίηση του υπεύθυνου ενζυµικού συστήµατος για τη 

βιοαποδόµηση του εντοµοκτόνου, πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε εξειδικευµένους 

συνεργιστές τα οποία παρουσιάζονται στη συνέχεια.  

 

3.2.3.2.1 Πειράµατα ευαισθησίας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

στους συνεργιστικούς παράγοντες triphenyl phosphate, piperonyl butoxide και 

diethyl maleate 

Έπειτα από την  προσθήκη συνεργιστή σε στερεό θρεπτικό υλικό στις συγκεντρώσεις 1, 5, 10 

και 15µg/mL, για τη Rhodotorula glutinis παρατηρήθηκαν τα εξής, όπως εµφανίζονται στον 

πίνακα 15.  

 
Πίνακας 15. Έλεγχος της ευαισθησίας της ζύµης Rhodotorula glutinis έπειτα από επώασή της µε 
τους  συνεργιστικούς παράγοντες triphenyl phosphate, diethyl maleate και piperonyl butoxide 
σε συγκεντρώσεις 1, 5, 10 και 15µg/mL.  

% επιβίωση του µάρτυρα (Αριθµός αποικιών) Συγκέντρωση 
συνεργιστικού 

παράγοντα 
(µg/mL) 

Triphenyl phosphate Diethyl maleate Piperonyl butoxide 

0 100 100 100 

1 100 100 100 

5 99 100 99 

10 98 100 99 

15 98 97 96 

 

Οι αντίστοιχες τιµές για τη Rhodotorula rubra ήταν:  

 
Πίνακας 16. Έλεγχος της ευαισθησίας της ζύµης Rhodotorula rubra έπειτα από επώασή της µε 
τους  συνεργιστικούς παράγοντες triphenyl phosphate, diethyl maleate και piperonyl butoxide 
σε συγκεντρώσεις 1, 5, 10 και 15µg/mL.  

% επιβίωση του µάρτυρα (Αριθµός αποικιών) Συγκέντρωση 
συνεργιστικού 

παράγοντα 
(µg/mL) 

Triphenyl phosphate Diethyl maleate Piperonyl butoxide 

0 100 100 100 

1 100 100 100 

5 98 100 99 

10 97 100 98 

15 96 98 96 

 

Όπως παρατηρείται, ακόµη και στη µέγιστη συγκέντρωση οι συνεργιστικοί παράγοντες δεν 
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παρουσίασαν κάποια αξιοσηµείωτη παρεµπόδιση στην ανάπτυξη των Rhodotorula glutinis 

και Rhodotorula rubra.  Επιλέχθηκε, συνεπώς, η συγκέντρωση των 10µg/mL. 

 

3.2.3.2.2 Πειράµατα βιοαποδόµησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra µε προσθήκη συνεργιστικού 

παράγοντα 

Η σειρά σύµφωνα µε την οποία χρησιµοποιήθηκαν οι συνεργιστικοί παράγοντες στα 

πειράµατα βιοαποδόµησης ήταν: αρχικά το triphenyl phosphate, στη συνέχεια το piperonyl 

butoxide και τέλος το diethyl maleate. Χρησιµοποιήθηκε  θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο 

οποίο και οι δυο ζύµες έχουν δείξει δράση βιοαποδόµησης του chlorpyrifos από την 1
η
 

ηµέρα, πληθυσµιακή πυκνότητα ζύµης τα 10
6
 κύτταρα/mL, συγκέντρωση chlorpyrifos 

10µg/mL και συγκέντρωση συνεργιστή 10µg/mL. Οι µετρήσεις στο LC/MS/MS έδειξαν τα 

εξής: 

 

Πίνακας 17. Αποδόµηση του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106κύτταρα/mL ζύµης, 
10µg/mL chlorpyrifos και 10µg/mL triphenyl phosphate ή 10µg/mL diethyl maletae ή 10µg/mL 
piperonyl butoxide και επώαση για 5 ηµέρες. 

Συγκέντρωση chlorpyrifos (µg/mL)  
 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 

Triphenyl 
phosphate 

   

0+ 10 10 10 

1 10 9,9 9,88 

2 9,9 9,87 9,86 

3 9,86 9,82 9,80 

4 9,81 9,77 9,74 

5 9,8 9,75 9,72 

Piperonyl 
butoxide 

   

0+ 10 10 10  

1 9,92 9,04 8,44 

2 9,89 7,07 6,64 

3 9,85 4,66 5,08 

4 9,80 2,99 3,12 

5 9,79 1,37 0,19 

Diethyl 
maleate 

   

0+ 10 10 10  

1 9,9 8,74 9,03 

2 9,87 6,33 6,45 

3 9,83 4,51 4,14 

4 9,80 3,69 2,31 

5 9,8 1,75 0,08 
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Από τα ποτελέσµατα του πίνακα 17 διαπιστώνεται ότι η αποδόµηση του chlorpyrifos από τις 

δύο ζύµες παρεµποδίστηκε από την παρουσία του triphenyl phosphate στο υλικό ανάπτυξής 

τους, ενώ στην περίπτωση των piperonyl butoxide και diethyl maletate το φαινόµενο της 

βιοαποδόµησης εξελίχθηκε χωρίς εµφανή παρεµπόδιση. Τα αποτελέσµατα αυτά 

υποδεικνύουν πως το ενζυµικό σύστηµα των εστερασών εµπλέκεται  στην αποδόµηση του 

chlorpyrifos από τις δύο ζύµες. 

 

3.2.3.3 Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του chlorpyrifos από τις ζύµες 

Rhodotorula  glutinis και Rhodotorula rubra 

Κατά την αποδόµηση, συνεπώς του  chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula  glutinis και 

Rhodotorula rubra µέσω της δράσης του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών, 

πραγµατοποιείται υδρολυτική διάσπαση του εστέρα του µητρικού µορίου και παραγωγή 

αλκοόλης, δηλαδή του µεταβολίτη 3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), σύµφωνα µε το 

παρακάτω σχήµα. 

 

 

 

Σχήµα 33. Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του chlorpyrifos από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra. 
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3.2.4 ∆ιερεύνηση του φαινόµενου της βιοαποδόµησης σε καρπούς τοµάτας  

3.2.4.1 Αποτελέσµατα επικύρωσης αναλυτικής µεθόδου προσδιορισµού υπολειµµάτων 

του chlorpyrifos σε καρπούς τοµάτας   

∆είγµατα καρπών τοµάτας εµβολιάστηκαν µε chlorpyrifos σε συγκεντρώσεις των 0,05 και 

0,1mg/kg. Η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε σε 6 επαναλήψεις και τα κριτήρια αξιολόγησης 

της µεθόδου ήταν η ορθότητα (τιµές ανακτήσεων),  η πιστότητα (τιµές σχετικής τυπικής 

απόκλισης), τα οποία παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί και η ευαισθησία της 

µεθόδου (όριο ποσοτικού προσδιορισµού –LOQ). 

 
Πίνακας 18. Ανακτήσεις και σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) για την ουσία chlorpyrifos 
έπειτα από τον εµβολιασµό καρπών τοµάτας σε συγκεντρώσεις  0,05 και 0,1µg/mL σε 6 
επαναλήψεις. 

Ουσία  

 

 
C 

(mg/kg) 
Μέση Ανάκτηση 

(%) 

 
RSD 
(%) 

Chlorpyrifos  0,05 

 

84,4 10,7 

Chlorpyrifos  0,1 

 

92,4 8,3 

 

Ως όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (LOQ) θεωρήθηκε το χαµηλότερο επίπεδο 

φόρτισης στο οποίο υπολογίστηκαν αποδεκτές τιµές ανακτήσεων και σχετικών τυπικών 

αποκλίσεων, δηλαδή το 0,05mg/kg. Το όριο ανίχνευσης της µεθόδου (Limit of Detection, 

LOD) υπολογίστηκε ως τρεις φορές χαµηλότερο από το LOQ (LOQ = 3 x LOD), δηλαδή, το 

0,02µg/mL. Οι τιµές των ανακτήσεων βρίσκονταν εντός του αποδεκτού εύρους 70- 110% από 

τη SANCO 2007/3131, καθώς και εκείνες των σχετικών τυπικών αποκλίσεων (χαµηλότερες 

του 20%), γεγονός που υποδεικνύει την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της µεθόδου για 

τον προσδιορισµό του chlorpyrifos σε καρπούς τοµάτας. 

 

3.2.4.2 Υπολείµµατα chlorpyrifos σε καρπούς τοµάτας έπειτα  από συνδυασµένη 

εφαρµογή τους µε chlorpyrifos και κύτταρα ζυµών  

Καρποί τοµάτας ψεκάστηκαν µε chlorpyrifos συγκέντρωσης 2mg/kg και κύτταρα των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra. Οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν στις 5 

και τις 30 ηµέρες από την εφαρµογή. Στις 30 ηµέρες αντιστοιχεί ο εγκεκριµένος χρόνος 

αναµονής από την τελευταία επέµβαση στη συγκοµιδή (PreHarvest Interval- PHI) σύµφωνα 

µε την ετικέτα του σκευάσµατος Dursban 75 WG. Έπειτα από την επεξεργασία των 

δειγµάτων και τη χρωµατογραφική τους ανάλυση προέκυψαν τα παρακάτω αποτελέσµατα: 
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Πίνακας 19. Υπολείµµατα chlorpyrifos σε καρπούς τοµάτας έπειτα από τον ψεκασµό τους µε 
2mg/kg chlorpyrifos και 108κύτταρα/ kg των ζυµών Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra. 
Ως «µάρτυρας» αναφέρονται οι καρποί που έχουν ψεκαστεί µόνο µε  chlorpyrifos και ως 
«επέµβαση» οι καρποί που έχουν ψεκαστεί µε chlorpyrifos και µε κύτταρα ζύµης.  
 
 Συγκέντρωση chlorpyrifos 

C (mg/kg) 

Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 
 

Ηµέρες 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

5 1,75 1,27 27,4 1,75 1,31 25,1 

30 1,02 0,32 68,6 1,02 0,08 92,2 

 

Όπως παρατηρείται στον πίνακα 19, υπάρχει σαφής υπεροχή της µείωσης του chlorpyrifos 

στην επέµβαση σε σχέση µε το µάρτυρα. Στην περίπτωση της Rhodotorula glutinis στη 

δειγµατοληψία των 30 ηµερών (PHI) σηµειώθηκε ελάττωση της συγκέντρωσης στην 

επέµβαση κατά  68,6% του µάρτυρα, ενώ στη Rhodotorula rubra κατά 92,2% του µάρτυρα. 

Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν τα αντίστοιχα αποτελέσµατα των in vitro πειραµάτων 

βιοαποδόµησης. 

Επιπλέον, τα υπολείµµατα στους καρπούς που είχαν ψεκαστεί µόνο µε chlorpyrifos 

µειώθηκαν ανάµεσα στις δύο δειγµατοληψίες, δεν έφτασαν, όµως, σε επίπεδα χαµηλότερα 

από το µέγιστο όριο υπολείµµατος (Maximum Residue Limit- MRL) που έχει θεσπιστεί από 

την Ευρωπαϊκή Ένωση για το chlorpyrifos στις τοµάτες, το οποίο είναι 0,5mg/kg 

(Κανονισµός (ΕΚ) 396/2005). Αντίθετα,  στους καρπούς τοµάτας που είχαν ψεκαστεί και µε 

κύτταρα ζύµης τα υπολείµµατα του chlorpyrifos στις 30 ηµέρες ήταν χαµηλότερα από το 

MRL, µε την περίπτωση της Rhodotorula rubra να πλεονεκτεί.   

Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν σε µεµονωµένους καρπούς τοµάτας. Μελετήθηκε, 

δηλαδή, η αλληλεπίδραση ζύµης εντοµοκτόνου υπό ελεγχόµενες και σταθερές συνθήκες. 

Θεωρούνται συνεπώς ακραία περίπτωση, δεδοµένου ότι δεν υπεισέρχονται σε αυτά άλλοι 

παράγοντες (βιολογικοί, περιβαλλοντικοί) οι οποίοι να συντελούν σε πιθανή αποµάκρυνση 

του diazinon από την επιφάνεια των καρπών ιδιαίτερα στην περίπτωση της επέµβασης. 
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3.3 ∆ιερεύνηση της ικανότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

στην αποδόµηση του diazinon 

3.3.1 Ευαισθησία των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra στο diazinon  

Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων για τη διερεύνηση της ευασθησίας των ζυµών στο 

diazinon παρουσιάζονται παρακάτω ανά µικροοργανισµό:  

 

� Rhodotorula glutinis 

Η ευαισθησία της Rhodotorula glutinis σε διάφορες συγκεντρώσεις του diazinon 

παρουσιάζεται στην παρακάτω καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 34).  
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Σχήµα 34. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula glutinis στο diazinon σε υλικό UCM έπειτα από 
14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 

Εµφανές είναι το ότι δεν παρουσιάστηκε ουσιαστική παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της 

Rhodotorula glutinis στις συγκεντρώσεις του diazinon  έως και 25µg/mL. Σηµαντική ήταν η 

παρεµπόδιση στη συγκέντρωση των 50µg/mL (63% του µάρτυρα), ενώ πολύ έντονη στα 

150µg/mL (12% του µάρτυρα). Η τιµή της EC50 υπολογίστηκε στα 67µg/mL, ενώ στα 

200µg/mL παρατηρήθηκε πλήρης παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της ζύµης.  
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� Rhodotorula rubra 

Όµοια, η ευαισθησία της Rhodotorula rubra στο diazinon παρουσιάζεται στην αντίστοιχη 

καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 35). 
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Σχήµα 35. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula rubra στο diazinon σε υλικό UCM έπειτα από 14 
ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 

 

 

Η Rhodotorula rubra, παρουσιάστηκε περισσότερο ευαίσθητη στο diazinon από ότι η 

Rhodotorula glutinis, κυρίως στις υψηλές συγκεντρώσεις των 100µg/L (21% του µάρτυρα) 

και 150µg/L (9% του µάρτυρα).  Η τιµή της EC50 υπολογίστηκε στα 53µg/mL, ενώ στα 

200µg/mL παρατηρήθηκε πλήρης παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της ζύµης.  

Με βάση συνεπώς τα παραπάνω αποτελέσµατα, το φαινόµενο της βιοαποδόµησης του 

diazinon από τις δύο ζύµες θα µελετηθεί στις συγκεντρώσεις 10 και 25µg/mL. 

 

3.3.2 Αποτελέσµατα διερεύνησης της βιοαποδόµησης του diazinon από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis  και Rhodotorula rubra σε χηµικό επίπεδο 

Όπως και στην περίπτωση του chlorpyrifos, έπειτα από τον εµβολιασµό υγρών καλλιεργειών  

24 ωρών των υπό εξέταση ζυµών µε το δρων συστατικό diazinon και την επώασή τους, 

πραγµατοποιήθηκαν δειγµατοληψίες και το τελικό έκλουσµα αναλύθηκε αρχικά µε 

χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) και στη συνέχεια σε υγρή χρωµατογραφία µάζας µε 

τριπλό τετράπολο (LC/MS/MS).   
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3.3.2.1 Μέθοδος ανίχνευσης του δρώντος συστατικού diazinon και του µεταβολίτη 2-

isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP)  µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας- 

Thin Layer Chromatography (TLC) 

Η ανάλυση του τελικού εκλούσµατος, το οποίο προέρχονταν από την κωνική φιάλη που 

περιείχε καλλιέργεια της Rhodotorula glutinis 7 ηµερών και diazinon, παρείχε την υποψία για 

την παραγωγή κάποιου µεταβολίτη. Μια πρώτη ταυτοποίηση του µεταβολίτη αυτού ως το 2-

isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) πραγµατοποιήθηκε τρέχοντας στην ίδια πλάκα TLC 

το τελικό έκλουσµα µε υποψία βιοαποδόµησης και πρότυπα διαλύµατα diazinon και 2-

isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) και συγκρίνοντας τα ύψη ανίχνευσής τους (Εικόνα 

4). ∆ιαπιστώνεται ότι εφαρµόζοντας το σύστηµα διαλυτών εξανίου: ακετόνης (80: 20) 

πραγµατοποιήθηκε επιτυχής ανίχνευση και των δύο ουσιών.  

 

 

Εικόνα 4. Ανίχνευση των ουσιών diazinon και 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) µε 
χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC) έπειτα από επώαση της ζύµης Rhodotorula glutinis µε 
diazinon σε υλικό ΥΠΒ για  7 ηµέρες.  

 

Η εικόνα που πήραµε από την καλλιέργεια ανάπτυξης της Rhodotorula rubra παρουσία 

diazinon ήταν παρόµοια. 
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3.3.2.2 Μέθοδος προσδιορισµού του δρώντος συστατικού diazinon και του µεταβολίτη 

2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) µε υγρή χρωµατογραφία συζευγµένης 

φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS/MS) 

Αρχικά πραγµατοποιήθηκε απευθείας έγχυση (infusion) των δύο ουσιών στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα µε εφαρµογή θετικής µορφής ιονισµού ESI(+)  και αποκτήθηκε το 

πλήρες φάσµα ιόντων για κάθε µία και στη συνέχεια επιλέχθηκαν οι καλύτερες µεταπτώσεις 

προσδιορισµού τους. Για το diazinon επιλέχθηκαν οι µεταπτώσεις m/z 305,1 > 169,1 και m/z 

305,1 > 96,6, ενώ για το IMP οι µεταπτώσεις m/z 153 > 84 και m/z 153 > 70. Στο σχήµα 36 

παρουσιάζεται ένα χρωµατογράφηµα ανίχνευσης των δύο ουσιών. 

 

 

Σχήµα 36. Προσδιορισµός του diazinon και του µεταβολίτη του 2-isopropyl-6-methyl-4-
pyrimidinol (IMP) µε εφαρµογή θετικής µορφής ιονισµού ESI(+) στο χρωµατογραφικό σύστηµα 
LC/MS/MS. 
 

Ο προσδιορισµός της ταυτότητας των ουσιών και ο ποσοτικός προσδιορισµός τους 

πραγµατοποιήθηκε µε βάση την τεχνική συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών, µε τη χρήση 

µεταπτώσεων (προδρόµου – παραγόµενου ιόντος) (Multiple Reaction Monitoring-MRMs). 

Το φάσµα του diazinon παρουσιάζεται στο ακόλουθο σχήµα.  
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Σχήµα 37. Φάσµα του εντοµοκτόνου diazinon στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 
 

 

Οι χρόνοι κατακράτησης των δύο ουσιών, οι µεταπτώσεις προσδιορισµού τους, η ενέργεια 

θραυσµατοποίησης (collision energy), η σχετική ένταση µεταπτώσεων καθώς και η τάση 

τριχοειδούς (capillary) παρουσιάζονται στον Πίνακα 20. 

 

Πίνακας 20. Χρόνοι κατακράτησης των diazinon και 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP), 
κύρια θραύσµατα, ενέργεια θραυσµατοποίησης (V), σχετική ένταση µεταπτώσεων και τάση 
τριχοειδούς. Με έντονη γραφή παρουσιάζονται τα ιόντα που χρησιµοποιήθηκαν για ποσοτικό 
προσδιορισµό.  
 
Ουσία  Χρόνος 

κατακράτησης  

(min) 

Μεταπτώσεις 

(MRMs) 

Ενέργεια 

Θραυσµατοποίησης 

(collision energy) 

(V) 

Σχετική 

ένταση 

µεταπτώσεων 

(% της 

βασικής 

µετάπτωσης) 

Τάση  

τριχοειδούς 

(capillary) 

(V) 

IMP 2,0 153 > 84 

153 > 70 

     

21 

25 

 

100 

69,4 

 

76 

76 

 

Diazinon  

 

11,6      305,1 > 

169,1 

    305,1 > 

96,6 

29 

41 

100 

13 

21 

21 

      

 

Η ταυτοποίηση (confirmation) των δύο αναλυτών πραγµατοποιήθηκε όπως περιγράφεται 
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στην περίπτωση του chlorpyrifos.  

 

3.3.2.3 Έλεγχος καταλληλότητας της µεθόδου 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί ο έλεγχος της καταλληλότητας της µεθόδου βασίστηκε σε δείγµατα 

ελέγχου ποιότητας, τα οποία αποτελούσαν δείγµατα θρεπτικού υλικού ΥΠΒ εµβολιασµένα µε 

diazinon και IMP σε συγκεντρώσεις των 0,05, 0,1 και 0,5µg/mL. Τα κριτήρια αξιολόγησης 

της µεθόδου ήταν η ορθότητα, η πιστότητα και η ευαισθησία και τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί: 

 

Πίνακας 21. Ανακτήσεις, σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) και σήµα προς θόρυβο (S/N) για τις 
ουσίες diazinon και 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP), έπειτα από τον εµβολιασµό 
θρεπτικού υλικού ΥΠΒ µε κάθε ουσία σε συγκεντρώσεις  0,05, 0,1 και 0,5µg/mL σε 5 
επαναλήψεις. 

Ουσία  

 

 
C 

(µg/mL) 
Μέση Ανάκτηση 

(%) 

 
RSD 
(%) 

 
S/N ratio 

Diazinon  0,05 

0,1 

0,5 

95,6 

91,4 

100 

0,34 

2,8 

1,59 

47 

53 

112 

IMP 0,05 

0,1 

0,5 

85,2 

93,0 

96,6 

3,55 

2,79 

2,06 

17 

32 

51 

 

Το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (LOQ) ήταν το χαµηλότερο επίπεδο 

φόρτισης, 0,05µg/mL και το όριο ανίχνευσης (LOD) 0,02µg/mL. Τόσο οι τιµές των 

ανακτήσεων όσο και οι τιµές των σχετικών τυπικών αποκλίσεων είναι αποδεκτές σύµφωνα µε 

τα κριτήρια του SANCO 2007/3131 (ανακτήσεις 70-110% και RSD≤ 20%), γεγονός που 

υποδεικνύει την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της µεθόδου για τον προσδιορισµό του 

diazinon και του µεταβολίτη του IMP από το θρεπτικό υλικό (ΥΠΒ). 

 

 

3.3.2.4  Βιοαποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra σε συνάρτηση του χρόνου επώασης των καλλιεργειών και του µεγέθους 

του µολύσµατος   

Η επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας  των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra στην ικανότητά τους να αποδοµεί το diazinon µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τη χαµηλή 

συγκέντρωση του δρώντος συστατικού, δηλαδή τα 10µg/mL. Τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων παρουσιάζονται αρχικά στους πίνακες που ακολουθούν και στη συνέχεια 

απεικονίζονται στα αντίστοιχα σχήµατα. 
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 102 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση diazinon 10µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
2
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 22. Αποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης 
και 10µg/mL diazinon. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του diazinon ως µέσος 
όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση diazinon (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 
Rhodotorula 

glutinis 

   

0+ 10 ± 1,24 10 ±3,84 10 ± 4,32 

1 9,99 ± 2,50 10 ± 3,31 9,91 ± 5,23 

2 9,9 ± 1,02 9,94 ± 2,22 9,89 ± 4,31 

3 9,88 ± 8,09 9,83 ± 1,87 9,82 ± 2,56 

4 9,84 ± 0,63 9,79± 1,09 9,74 ± 1,34 

5 9,68 ± 1,65 9,72 ± 0,29 9,64 ± 0,85 

Rhodotorula 
rubra 

   

0+ 10 ± 1,24 10 ± 2,26  9,98 ± 0,24 

1 9,99 ± 2,50 9,94 ± 1,71  9,86 ± 1,72 

2 9,9 ± 1,02 9,34 ± 2,08 9,47 ± 1,54  

3 9,88 ± 8,09 9,21 ± 4,09 9,07 ± 4,51 

4 9,84 ± 0,63 8,97 ± 6,54 8,84 ± 2,85 

5 9,68 ± 1,65 8,64 ± 1,79 8,36 ± 6,31 
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Σχήµα 38. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
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diazinon. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Σχήµα 39. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL diazinon. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Από τα παραπάνω διαγράµµατα παρατηρείται πως υπάρχει σταδιακή µικρή υποβάθµιση των 

επιπέδων του diazinon στο θρεπτικό υλικό το οποίο δεν περιέχει ζύµη παρά µόνο το 

φυτοπροστατευτικό προϊόν. Η µείωση αυτή της συγκέντρωσης αποδίδεται στην αβιοτική 

υδρόλυση του στο θρεπτικό υλικό και είναι συγκρίσιµη µε την αντίστοιχη στις κωνικές 

φιάλες που περιέχουν και ζύµη. Κατά συνέπεια η πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra της τάξης των 10
2
 κυττάρων/mL δεν ήταν ικανή 

για να µειώσει τα επίπεδα του diazinon στη χαµηλή συγκέντρωση των 10µg/mL και χρόνο 

επώασης 5 ηµερών. Προφανώς για την εµφάνιση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης και στο 

συγκεκριµένο µόλυσµα απαιτείται περισσότερος των 5 ηµερών χρόνος επώασης.  
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 104 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση diazinon 10µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
4
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 23. Αποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104κύτταρα/mL ζύµης και 
10µg/mL diazinon. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του diazinon ως µέσος όρος 
τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση diazinon (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 
Rhodotorula 

glutinis 

   

0+ 10 ± 2,34 10 ± 1,67 9,98 ± 1,023 

2 9,98 ± 1,73 9,92 ± 2,54 9,87 ± 3,43 

4 9,94 ± 3,71 9,87 ±1,45 9,82 ± 1,47 

6 9,91 ± 0,24 9,72 ± 0,98 9,63 ± 2,57 

8 8,87 ± 1,64 9,03 ± 2,75 8,34 ± 4,34 

10 8,43 ± 4,37 8,65 ± 3,09 7,35 ± 2,99 

Rhodotorula 
rubra 

   

0+ 10 ± 2,34 10,02 ± 3,41 9,97 ± 4,07 

2 9,98 ± 1,73 9,83 ± 3,07 9,62 ± 2,05  

4 9,94 ± 3,71 9,04 ± 2,22 8,99 ± 1,07 

6 9,91 ± 0,24 8,34 ± 1,59 8,01 ± 3,57 

8 8,87 ± 1,64 7,63 ± 3,45 7,14 ± 1,97 

10 8,43 ± 4,37 6,48 ± 2,04 6,94 ± 0,56 
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Σχήµα 40. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
diazinon. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
Στην πληθυσµιακή πυκνότητα της Rhodotorula glutinis των 10

4
κύταρρα/mL, στο υλικό που 

περιείχε γλυκόζη,  παρατηρήθηκε σχετική µείωση της συγκέντρωσης του diazinon στις 

κωνικές φιάλες που περιείχαν τη ζύµη, η οποία, όµως, δε διαφέρει από εκείνη που 

καταγράφεται στην κωνική µάρτυρα του φπ,  λόγω αβιοτικής υδρόλυσης του. Στην 

περίπτωση του θρεπτικού υλικού χωρίς γλυκόζη η δράση της ζύµης εµφανίζει µείωση των 

επιπέδων του diazinon και κατά συνέπεια ως πρώτο, πρώιµο ίσως, αποτέλεσµα θα µπορούσε 

να διατυπωθεί πως η ζύµη εµφανίζει την ικανότητα βιοαποδόµησης του diazinon. Η ένδειξη 

αυτή θα επιβεβαιωθεί ή όχι από τα επόµενα αποτελέσµατα. Επιπλέον, δεν ανιχνεύτηκε 

κάποιο προϊόν διάσπασης του diazinon.  
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Σχήµα 41. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL diazinon. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Στην πληθυσµιακή πυκνότητα της Rhodotorula rubra των 10
4
κύταρρα/mL παρατηρήθηκε 

υποβάθµιση στην αρχική συγκέντρωση του diazinon από τη 2
η
 ηµέρα του πειράµατος και στα 

δύο είδη θρεπτικού υλικού. Η υποβάθµιση αυτή συνεχίστηκε έως και την 5
η
 ηµέρα, τελευταία 

δειγµατοληψία. Στο τέλος των µετρήσεων παρατηρήθηκε µείωση των επιπέδων του diazinon 

κατά 35,32% στο θρεπτικό υλικό που περιείχε γλυκόζη και 30,4% στο υλικό χωρίς γλυκόζη. 

∆εν ανιχνεύτηκε κάποιο προϊόν διάσπασης του diazinon. Από τα αποτελέσµατα αυτά 

προκύπτει η ένδειξη σχετικά µε το ότι η ζύµη Rhodotorula rubra παρουσιάζει όµοια δράση 

στη µικροβιακή αποδόµηση του diazinon και στα δύο είδη θρεπτικού υλικού (µε ή χωρίς 
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γλυκόζη), µε ίσως πιο αυξηµένο ρυθµό βιοαποδόµησης στο υλικό µε γλυκόζη.  

 

• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 106 κύτταρα/mL – 

φόρτιση diazinon 10µg/mL 

Έπειτα από επώαση καλλιεργειών των ζυµών αρχικής πληθυσµιακής πυκνότητας  10
6
 

κύτταρα/mL µε 10µg/mL chlorpyrifos στο θρεπτικό υλικό παρατηρήθηκαν τα παρακάτω 

αποτελέσµατα, όπως παρουσιάζονται στον πίνακα 24 και τα σχήµατα 42 έως 45.  

 
Πίνακας 24. Αποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
10µg/mL diazinon. Παραγωγή µεταβολίτη IMP. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση 
των diazinon και IMP ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής 
τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση (µg/mL)  Diazinon και IMP ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη 

Diazinon IMP Diazinon IMP 

Rhodotorula 
glutinis 

     

0+ 10 ± 2,40 9,99 ± 0,33 MA 10,01 ± 3,53 MA 

2 9,94 ± 0,79 9,91 ± 1,07 MA 9,54 ± 2,46 MA 

4 9,84 ± 1,54 9,64 ± 1,54 MA 8,13 ± 3,90 MA 

6 9,76 ± 1,24  8,47 ± 2,33 MA 7,06 ± 0,87 0,08 ± 4,62 

8 9,06 ± 4,26  6,32 ± 1,82 MA 6,54 ± 1,00 1,54 ± 5,07 

10 8,98 ± 1,77  5,01 ± 1,47 0,89 ± 3,2 4,07 ± 4,07 3,6 ± 3,91 

12 8,62 ± 2,01  3,24 ± 3,07 2,41 ± 4,53 1,05 ± 1,06  5,72 ± 3,06 

14 8,02 ± 1,37 2,05 ± 1,09 3,24 ± 3,01 MA 5,34 ± 7,53 

Rhodotorula 
rubra 

     

0+ 10 ± 2,40 10,02 ± 3,05 MA 9,99 ± 3,74 MA 

2 9,94 ± 0,79 9,63 ± 1,39 0,08 ± 4,08 8,35 ± 1,93 ΜΑ 

4 9,84 ± 1,54 6,54 ± 1,99 1,34 ± 0,41 7,68 ± 3,22 0,11 ± 4,22 

6 9,76 ± 1,24 3,23 ± 3,57 2,54 ± 7,62  4,71 ± 2,06 1,58 ± 2,06 

8 9,06 ± 4,26 ΜΑ 4,54 ± 2,97 1,84 ± 4,07 2,89 ± 5,43 

10 8,98 ± 1,77 ΜΑ 4,13 ± 4,62  MA 3,62 ± 5,08 

12 8,62 ± 2,01 MA 4,33 ± 1,74 MA 3,55 ± 1,07 

14 8,02 ± 1,37 MA 4,28 ± 9,31 MA 3,73 ± 7,06 
ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 
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Rhodotorula glutinis - Υλικό µε γλυκόζη
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Σχήµα 42. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL diazinon. 
Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula glutinis - Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 43. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL 
diazinon. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όπως παρατηρείται, όπως και στην περίπτωση του φυτοπροστατευτικού προϊόντος 

chlorpyrifos, η παρουσία ή µη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης της ζύµης 

Rhodotorula glutinis επιδρά στην ικανότητά της να αποδοµεί το diazinon. Παρουσία 

γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό  η ζύµη εµφάνισε δράση αποδοµητή ουσιαστικά έπειτα από την 

4
η
 ηµέρα του πειράµατος. Μετά την 3

η
 δειγµατοληψία η συγκέντρωση του diazinon µειώθηκε 

χωρίς, όµως, τα αποθέµατα του να εξαντληθούν έως το πέρας των δειγµατοληψιών.  Κατά τη 
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µέτρηση της 10
ης

 ηµέρας ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης IMP, ο οποίος παρουσίασε µέγιστη 

συγκέντρωση στην τελευταία δειγµατοληψία (14
η
 ηµέρα), της τάξης των 3,24µg/mL. Στο 

θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει γλυκόζη η µικροβιακή αποδόµηση του diazinon 

διαπιστώθηκε τη 2
η
 ηµέρα του πειράµατος και ολοκληρώθηκε την 14

η
 ηµέρα (τελευταία 

δειγµατοληψία), κατά την οποία δεν ανιχνεύτηκαν υπολείµµατα diazinon. Από την 6
η
 ηµέρα 

παρατηρήθηκε και η παραγωγή του µεταβολίτη IMP και η συγκέντρωσή του σηµείωσε 

µέγιστο την 12
η
 ηµέρα (5,72µg/mL).  

Rhodotorula rubra - Υλικό µε γλυκόζη
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Σχήµα 44. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL diazinon. Η κάθετη 
µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 

Rhodotorula rubra - Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 45. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 10µg/mL diazinon. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Όσον αφορά τη Rhodotorula rubra στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη η αποδόµηση του 

diazinon ξεκίνησε την 2
η
 προς 4

η
 ηµέρα του πειράµατος και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν 

την 8
η
  ηµέρα, σηµειώνοντας ρυθµό βιοαποδόµησης 1,25µg/mL/ηµέρα. Έπειτα από την 2

η
 

ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης ΙΜP. Τα επίπεδα του ΙΜP άγγιξαν το µέγιστό τους την 

8
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 4,54µg/mL και παρέµειναν σχεδόν σταθερά έως το τέλος 

του πειράµατος.  

Στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο οποίο το diazinon παρέχεται στη ζύµη ως η µόνη 

πηγή άνθρακα, η αποδόµηση του diazinon ξεκίνησε από την 2
η
 ηµέρα του πειράµατος (2

η
 

δειγµατοληψία) και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν κατά την 10
η
 ηµέρα, σηµειώνοντας 

ρυθµό βιοαποδόµησης 0,99µg/mL/ηµέρα. Από την 6
η
 ηµέρα επίσης ανιχνεύτηκε και ο 

µεταβολίτης ΙΜP. Τα επίπεδα του ΙΜP άγγιξαν το µέγιστό τους την 10
η
 ηµέρα και ήταν της 

τάξης των 3,62µg/mL, τιµή χαµηλότερη της αντίστοιχης στο υλικό µε γλυκόζη. Από τη 

σύγκριση των παραπάνω διαγραµµάτων διαπιστώνουµε πως η Rhodotorula rubra εµφάνισε 

εντονότερη δράση αποδοµητή στην περίπτωση που στο θρεπτικό υλικό είχε προηγηθεί 

προσθήκη γλυκόζης. 

Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι έπειτα από την πλήρη αποδόµηση του diazinon 

ουσιαστικά η µόνη πηγή άνθρακα η οποία παρέχεται στις ζύµες είναι ο µεταβολίτης ΙΜP και 

δεδοµένου ότι τα επίπεδα του δε µειώθηκαν έως το πέρας του πειράµατος, θα µπορούσαµε να 

συµπεράνουµε πως οι ζύµες Rhodotorula δεν έχουν τη δυνατότητα να το αποδοµούν.  

Όσον αφορά την επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας των δύο ζυµών στην ικανότητά 

τους να αποδοµούν το diazinon, εκείνη των 10
6
 κύτταρα/mL ήταν η πιο ενεργή.  Σε µόλυσµα 

ζύµης χαµηλότερο των 10
4
 κύτταρα/mL δεν παρατηρήθηκε ή παρατηρήθηκε σε χαµηλό 

βαθµό µικροβιακή αποδόµηση.  
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3.3.2.5 Επίδραση της αύξησης της συγκέντρωσης του diazinon στο ρυθµό αποδόµησής 

του από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Σε θρεπτικό υλικό µε πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών 10
6
 κύτταρα /mL, στην οποία 

παρατηρήθηκε ο υψηλότερος ρυθµός βιοαποδόµησης προστέθηκαν 25µg/mL diazinon. Τα 

αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που 

ακολουθούν.  

 

Πίνακας 24. Αποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
25µg/mL diazinon. Παραγωγή µεταβολίτη IMP. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση 
των diazinon και IMP ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής 
τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση (µg/mL) Diazinon και IMP ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
 

ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) +Ζύµη 

Ηµέρες 

ΥΠΒ - Ζύµη 

Diazinon IMP Diazinon IMP 

Rhodotorula 
glutinis 

     

0+ 25 ± 1,04  25,02 ± 2,67 MA 24,98 ±0,64 MA 

2 24,82 ± 2,32  24,62 ± 3,04 MA 21,33 ±2,09 MA 

4 24,8 ± 4,07 24 ± 1,72 MA 17,04±1,06 MA 

6 24,66 ±0,74 23,54 ±0,89 MA 12,37 ±2,09 1,47 ± 0,74 

8 24 ±2,34 20,5 ±3,64 MA 7,06 ± 3,53 4,62 ± 4,51 

10 23,6 ± 4,68 16,09 ±1,53 1,42 ±7,04 3,62 ± 1,47 7,62 ± 1,93 

12 23,12 ±3,69 12,39 ± 0,99 3,54 ± 1,22 MA 9,82 ± 0,93 

14 22,54 ±2,07 9,04 ± 6,59 4,83 ±3,86 MA 10,4 ±6,52 

Rhodotorula 
rubra 

     

0+ 25 ± 1,04  24,99 ± 6,22 MA 24,97 ±1,04 MA 

2 24,82 ± 2,32  20,84 ± 1,07 0,09 ± 6,43 23,8 ±  4 MA 

4 24,8 ± 4,07 16,54 ± 3,24 2,74 ± 3,24 20,52 ± 5,22 MA 

6 24,66 ±0,74 14,00 ± 6,07 5,43 ± 2,07 17,64 ± 3,08 0,22 ± 1,76 

8 24 ±2,34 10,54 ± 0,68 6,22 ± 4,74 13,42 ± 7,04 1,53 ± 6,54 

10 23,6 ± 4,68 5,07 ± 6,38 8,37 ± 2,63 7,65 ± 2,11 3,36 ± 3,07 

12 23,12 ±3,69 ΜΑ 11,31 ± 5,01 3,22 ± 5,03 6,24 ± 1,47 

14 22,54 ±2,07 MA 11,54 ± 3,07 MA 6,02 ± 1,54 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 
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Rhodotoruls glutinis - Υλικό µε γλυκόζη
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Σχήµα 46. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL diazinon. 
Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula glutinis - Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα 47. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
diazinon. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη δεν πραγµατοποιήθηκε 

καθόλου αποδόµηση του diazinon κατά τις 4 πρώτες ηµέρες του πειράµατος, ενώ µετρήσιµα 

ποσοστά αποδόµησης παρατηρήθηκαν έπειτα από  την 6
η
 ηµέρα. Μετά την 9

η
 ηµέρα, όµως, 

τα αποθέµατα του µειώθηκαν ταχύτατα φτάνοντας κατά την 14
η
 ηµέρα στη  συγκέντρωση 

των 9,04µg/mL παρουσιάζοντας µείωση κατά 63,84% της αρχικής χορηγηθείσας 

συγκέντρωσης. Έπειτα από την 8
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης ΙΜP, τα επίπεδα του 
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οποίου παρουσίασαν µέγιστο την 14
η
 ηµέρα (4,83µg/mL). Στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, 

η αποδόµηση του diazinon ξεκίνησε από την 2
η
 ηµέρα του πειράµατος και την 12

η
 ηµέρα δεν 

ανιχνεύτηκαν υπολείµµατα. Από την 4
η
 δειγµατοληψία επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης 

ΙΜP. Τα επίπεδα του ΙΜP άγγιξαν το µέγιστό τους την 14
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 

10,4µg/mL 

Η αύξηση της συγκέντρωσης του φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο υλικό χωρίς γλυκόζη 

είχε ως συνέπεια και την αύξηση του ρυθµού αποδόµησής του. Στη συγκέντρωση diazinon 

10µg/mL υπολογίστηκε ρυθµός βιοαποδόµησης 0,72µg/mL/ηµέρα ενώ η αντίστοιχη τιµή στη  

συγκέντρωση diazinon 25µg/mL ήταν 2,1µg/mL/ηµέρα. Επίσης η αύξηση της αρχικής 

συγκέντρωσης φόρτισης του diazinon στο θρεπτικό υλικό οδήγησε και σε αυξηµένες 

παραγόµενες συγκεντρώσεις του µεταβολίτη IMP.  
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Σχήµα 48. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL diazinon. Η κάθετη 
µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula rubra -  Υλικό χωρίς γλυκόζη
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Σχήµα  49. Μείωση επιπέδων του diazinon από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη 
σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL diazinon. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Στην περίπτωση της Rhodotorula rubra στο θρεπτικό υλικό µε γλυκόζη η αποδόµηση του 

diazinon ξεκίνησε από την 2
η
 ηµέρα του πειράµατος και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν 

έπειτα από την 12
η
 ηµέρα, παρουσιάζοντας ρυθµό αποδόµησης ίσο µε 2,4µg/mL/ηµέρα. Από 

την 2
η
 ηµέρα επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης IMP. Τα επίπεδα του IMP άγγιξαν το 

µέγιστό τους την 14
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 11,54µg/mL. Στο θρεπτικό υλικό χωρίς 

γλυκόζη, στο οποίο το diazinon παρέχεται στη ζύµη ως η µόνη πηγή άνθρακα, η αποδόµηση 

του diazinon ξεκίνησε από την 2
η
 ηµέρα του πειράµατος και τα αποθέµατά του εξαντλήθηκαν 

την 14
η
 ηµέρα, παρουσιάζοντας ρυθµό αποδόµησης ίσο µε 1,78µg/mL/ηµέρα. Έπειτα από την 

6
η
 ηµέρα επίσης ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης IMP. Τα επίπεδα του IMP άγγιξαν το µέγιστό 

τους την 12
η
 ηµέρα και ήταν της τάξης των 6,24µg/mL, τιµή χαµηλότερη της αντίστοιχης στο 

υλικό µε γλυκόζη. 

Η αύξηση της συγκέντρωσης του φυτοπροστατευτικού προϊόντος είχε ως συνέπεια και την 

αύξηση του ρυθµού αποδόµησής του. Επίσης η αύξηση της αρχικής συγκέντρωσης φόρτισης 

του diazinon στο θρεπτικό υλικό οδήγησε και σε αυξηµένες παραγόµενες συγκεντρώσεις του 

µεταβολίτη IMP.  

Τα παραπάνω αποτελέσµατα ενισχύουν την υπόθεση ότι οι ζύµες Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra δεν αποδοµούν το µεταβολίτη IMP. 
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3.3.2.6 Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης στη βιοαποδόµηση του diazinon από τις 

ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Το φαινόµενο της βιοαποδόµησης µελετήθηκε στις θερµοκρασίες επώασης των καλλιεργειών 

15
o
C, 25

o
C και 35

o
C. Το µόλυσµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν 10

6 
κύτταρα/mL και η 

συγκέντρωση του diazinon στα 10µg/mL, ενώ το θρεπτικό υλικό ανάπτυξης της καλλιέργειας 

ήταν χωρίς γλυκόζη. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων συνοψίζονται στα διαγράµµατα που 

ακολουθούν: 

Επιδραση θερµοκρασίας επώασης στη Rhodotorula glutinis
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Σχήµα 50. Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης της ζύµης Rhodotorula glutinis στη 
βιοαποδόµηση του chlorpyrifos.  
 

Επιδραση θερµοκρασίας επώασης στη Rhodotorula rubra
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Σχήµα 51. Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης της ζύµης Rhodotorula rubra στη 
βιοαποδόµηση του chlorpyrifos.  
 

Όπως και στην περίπτωση του chlorpyrifos, η θερµοκρασία επώασης στην οποία 

παρατηρήθηκε η βέλτιστη ικανότητα των ζυµών να αποδοµούν το diazinon είναι οι 25
o
C, µε 

επόµενη εκείνη των 15
o
C. Στους 35

o
C δεν παρατηρήθηκε σχεδόν καθόλου αποδόµηση. 
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3.3.3 ∆ιερεύνηση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης του diazinon σε βιοχηµικό επίπεδο 

3.3.3.1 Επίδραση του diazinon στην ενεργότητα των ενζυµικών συστηµάτων 

βιοαποδόµησης  

Έπειτα από την προσθήκη του diazinon στις ενζυµικές δοκιµές που αναφέρθηκαν στην 

παράγραφο 2.6, παρατηρήθηκαν τα εξής αποτελέσµατα:  

 

� Επίδραση του diazinon στην ενεργότητα των µεταφορασών της γλουταθειόνης  

Στο πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.3 προστέθηκαν διαδοχικά 23µM, 

33µΜ, 46µΜ, 59µΜ, 66µΜ και 79µΜ diazinon και έπειτα από µετρήσεις στο 

σπεκτροφωτόµετρο στα 340nm κινητικά κάθε 2 λεπτά, προέκυψε για κάθε ζύµη: 

 
Πίνακας 25. Επίδραση του diazinon στην ενεργότητα του ενζυµικού συστήµατος των 
µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs) των ζυµών Rhodotorula glutinis και  Rhodotorula 
rubra. 

Ζύµη Συγκέντρωση diazinon (µΜ)  Ενεργότητα  

(µmol/min/ µg πρωτεΐνης) 
Rhodotorula glutinis 0 5,427 
 23 5,067 
 33 4,758 
 46 2,254 
 59 2,054 
 66 -0,834 
 79 

 
-1,456 

Rhodotorula rubra 0 8,188 
 23 7,095 
 33 5,211 
 46 5,017 
 59 3,506 
 66 0,594 
 79 -0,935 
 

Φανερή είναι από τις τιµές του πίνακα η επίδραση του diazinon στην ενεργότητα των GSTs 

και των δύο ζυµών. Οι τιµές της ενεργότητας µειώθηκαν έπειτα από την προσθήκη του 

εντοµοκτόνου,  έτσι ώστε το diazinon να θεωρείται αναστολέας του ενζυµικού συστήµατος 

των µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs). Σηµαντική κρίνεται επίσης και η παρατήρηση 

της αυξηµένης ενεργότητας των GSTs στη ζύµη Rhodotorula rubra (απουσία εντοµοκτόνου 

µετρήθηκε ενεργότητα 8,188µmol/min/µg πρωτεΐνης) συγκριτικά µε την αντίστοιχη στη 

Rhodotorula glutinis (απουσία εντοµοκτόνου µετρήθηκε ενεργότητα 5,427µmol/min/µg 

πρωτεΐνης).  Από τις τιµές του Πίνακα 25 υπολογίστηκαν και οι τιµές της IC50 (half maximal 

inhibitory concentration -IC50), οι οποίες ήταν: 
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� Rhodotorula rubra:  IC50=52µΜ και  

� Rhodotorula glutinis:  IC50=39µΜ. 

∆ηλαδή, 52µΜ, δηλαδή και 39µΜ diazinon προκαλούν παρεµπόδιση στην ενεργότητα των 

GSTs κατά 50% στις ζύµες Rhodotorula rubra και Rhodotorula glutinis, αντίστοιχα. Τα 

αποτελέσµατα αυτά είναι ενδεικτικά πιθανής αλληλεπίδρασης του diazinon µε το ενεργό 

κέντρο πρόσδεσης στο υπόστρωµα (GSΗ). 

Για το εντοµοκτόνο diazinon και το συνεργιστικό παράγοντα diethyl maleate έγινε 

προσπάθεια ελέγχου της κινητικής της παρεµπόδισης των ενζύµων των GSTs από το diazinon 

σύµφωνα µε το µοντέλο Michaelis- Menten, τα αποτελέσµατα της οποίας παρουσιάζονται 

στα παρακάτω σχήµατα.  

Rhodotorula glutinis - diazinon 
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Σχήµα 52. ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου της ενζυµικής αντίδρασης των GSTs των ζυµών 
Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra παρουσία diazinon. 
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Σχήµα 53. ∆ιάγραµµα διπλού αντιστρόφου της ενζυµικής αντίδρασης των GSTs παρουσία 
diethyl maleate.  
 
Με βάση τις τιµές της ενεργότητας των ενζύµων που προέκυψαν σε συνδιασµό µε τις 

συγκεντρώσεις του diazinon ή του diethyl maleate, προέκυψαν ενδείξεις συναγωνιστικής 

παρεµπόδισης για το diazinon και µη συναγωνιστικής παρεµπόδισης για το συνεργιστή 

diethyl maleate. Οφείλουµε να αναφέρουµε πως κατά την προετοιµασία των δειγµάτων στην 

ουσία οµογενοποιούµε τα κύτταρα των ζυµών και έχουµε ένα ακατέργαστο µίγµα ενζύµων, 

δεν αποµονώνουµε, δηλαδή κάποιο ισοένζυµο ώστε να µελετήσουµε την κινητική του. 

Προφανώς, τα διαγράµµατα του διπλού αντιστρόφου της ενζυµικής αντίδρασης των GSTs 

παρουσία του diazinon ή του diethyl maleate ήταν το αποτέλεσµα της παρεµπόδισης µε 

διαφορετικά ισοένζυµα των GSTs µε διαφορετική συγγένεια προς τους παρεµποδιστές.  
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� Επίδραση του diazinon στην ενεργότητα των εστερασών  

Στη συνέχεια εφαρµόστηκε το πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.4 για το 

υπόστρωµατα a-naphthyl acetate και b-naphthyl acetate µε προσθήκη διαδοχικά, ίδιων 

συγκεντρώσεων diazinon (23µM, 33µΜ, 46µΜ, 59µΜ, 66µΜ και 79µΜ). Οι µετρήσεις 

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί, στον οποίο θα πρέπει να διευκρινήσουµε ότι 

δεδοµένου ότι οι τιµές της ενεργότητας για τα δύο υποστρώµατα ήταν κατά πολύ όµοιες 

παρουσιάζεται η µέση τιµή αυτών σε κάθε συγκέντρωση chlorpyrifos. 

 

Πίνακας 26. Επίδραση του diazinon στην ενεργότητα του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών 
των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra, µε χρήση των ενζυµικών υποστρωµάτων 
a & b-naphthyl acetate. Οι τιµές της ενεργότητας δίνονται ως µέση τιµή των δύο 
υποστρωµάτων. 

Ζύµη Συγκέντρωση diazinon (µΜ) Ενεργότητα  

(µmol/min/ µg πρωτεΐνης) 
Rhodotorula glutinis 0 5,453 
 23 5,621 
 33 5,407 
 46 5,239 
 59 5,124 
 66 5,487 
 79 

 
5,233 

Rhodotorula rubra 0 6,985 
 23 7,093 
 33 6,834 
 46 6,844 
 59 7,112 
 66 6,222 
 79 6,754 
 

Με βάση τις τιµές του πίνακα καταλήγουµε πως το diazinon δε µείωσε την ενεργότητα των 

εστερασών σε καµία από τις δύο ζύµες και συνεπώς δεν µπορεί να θεωρηθεί αναστολέας των 

εν λόγω ενζύµων. Προφανώς το δρων συστατικό δεν αλληλεπιδρά µε το ενεργό κέντρο 

πρόσδεσης των εστερασών στο υπόστρωµα (a-naphthyl acetate ή b-naphthyl acetate). 

 

3.3.3.2 Βιοχηµική διερεύνηση του υπεύθυνου ενζυµικού συστήµατος µε τη χρήση 

συνεργιστών 

Με στόχο την επιβεβαίωση των ενδείξεων για αλληλεπίδραση του diazinon µε το ενεργό 

κέντρο των των µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs) και την ταυτοποίηση του 

υπεύθυνου ενζυµικού συστήµατος για τη βιοαποδόµηση του εντοµοκτόνου, 

πραγµατοποιήθηκαν πειράµατα µε εξειδικευµένους συνεργιστές τα οποία παρουσιάζονται 

στη συνέχεια.  
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3.3.3.2.1 Πειράµατα βιοαποδόµησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra µε προσθήκη συνεργιστικού 

παράγοντα 

Όπως έχει ήδη αναφερθεί στα πειράµατα βιοαποδόµησης παρουσία συνεργιστή 

χρησιµοποιήθηκε  θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο οποίο και οι δυο ζύµες έχουν δείξει 

δράση βιοαποδόµησης του diazinon από τις πρώτες ηµέρες του πειράµατος, η πληθυσµιακή 

πυκνότητα ζύµης ήταν 10
6
 κύτταρα/mL, η συγκέντρωση του diazinon ήταν 10µg/mL και η 

συγκέντρωση του συνεργιστή ήταν 10µg/mL. Τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 

που ακολουθεί.  

 

Πίνακας 27. Αποδόµηση του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης, 10µg/mL 
diazinon και 10µg/mL triphenyl phosphate, ή 10µg/mL diethyl maleate ή 10µg/mL piperonyl 
butoxide. 

Συγκέντρωση diazinon (µg/mL)  
 

Ηµέρες 

Control diazinon Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 

Triphenyl 
phosphate 

   

0+ 10  9,99 9,99 

1 9,94 9,91 8,35 

2 9,84 9,64 7,68 

3 9,56   8,47  4,71 

4 8,86  6,32 0,84 

5 8,48  4,73 MA 

Piperonyl 
butoxide 

   

0+ 10  10,01 10,02 

1 9,94 9,54 9,63 

2 9,84 8,13 6,54 

3 9,56  7,06 3,23 

4 8,86 6,24 0,27 

5 8,48 4,07 MA 

Diethyl 
maleate 

   

0+ 10  10 9,98 

1 9,94 9,94 9,86 

2 9,84 9,87 9,47 

3 9,56  9,33 9,07 

4 8,86 8,79 8,84 

5 8,48 8,72 8,36 

 

Όπως παρατηρείται η αποδόµηση του diazinon από τις δύο ζύµες δεν παρεµποδίστηκε από 

την παρουσία των triphenyl phosphate και piperonyl butoxide στο υλικό ανάπτυξής τους.  

Κατά συνέπεια αποκλείεται η λειτουργεία των ενζυµικών συστηµάτων των εστερασών και 
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των µονοξυγονασών στην αποδόµηση του diazinon. Το αντίθετο διαπιστώθηκε στην 

περίπτωση του diethyl maleate και συνεπώς τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν την 

υπόθεση πως οι µεταφοράσες της γλουταθειόνης (GSTs) εµπλέκονται στην αποδόµηση του 

diazinon από τις δυο ζύµες.   

 

 

3.3.3.3 Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula  

glutinis και Rhodotorula rubra 

Κατά την αποδόµηση, συνεπώς του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula  glutinis και 

Rhodotorula rubra µέσω της δράσης του ενζυµικού συστήµατος των µεταφορασών της 

γλουταθειόνης πραγµατοποιείται διάσπαση του µορίου του φυτοπροστατευτικού προϊόντος 

και σύζευξη της γλουταθειόνης µε την αποχωρούσα οµάδα. Το σύµπλοκο αυτό στη συνέχεια 

υδρολύεται και παράγεται ο µεταβολίτης isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP), σύµφωνα 

µε το σχήµα 54. 

 

 

 

Σχήµα 54. Προτεινόµενο µονοπατι βιοαποδόµησης του diazinon από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra. 
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3.3. 4 ∆ιερεύνηση του φαινόµενου της βιοαποδόµησης σε καρπούς τοµάτας  

3.3.4.1 Αποτελέσµατα επικύρωσης αναλυτικής µεθόδου προσδιορισµού υπολειµµάτων 

του diazinon σε καρπούς τοµάτας   

Χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα ελέγχου ποιότητας καρπών τοµάτας εµβολιασµένα µε diazinon 

σε συγκεντρώσεις των 0,05 και 0,1µg/kg. Η διαδικασία πραγµατοποιήθηκε σε 6 επαναλήψεις 

και τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί.  

 
Πίνακας 28. Ανακτήσεις και σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) για την ουσία diazinon έπειτα 
από τον εµβολιασµό καρπών τοµάτας σε συγκεντρώσεις  0,05 και 0,1µg/mL σε 6 επαναλήψεις. 

Ουσία  

 

 

C 

(µg/kg) 

Μέση Ανάκτηση 

(%) 

 

RSD 

(%) 

Diazinon  0,05 97,6 1,7 

Diazinon 0,1 91,4 2,8 

 

Το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (Limit of Quantification, LOQ) ήταν το 

χαµηλότερο επίπεδο φόρτισης, 0,05mg/kg και το όριο ανίχνευσης (LOD) το 0,02mg/kg.  Οι 

τιµές των ανακτήσεων βρίσκονταν εντός του αποδεκτού εύρους 70- 110% από το SANCO 

2007/3131, καθώς και εκείνες των σχετικών τυπικών αποκλίσεων (χαµηλότερες του 20%), 

γεγονός που υποδεικνύει την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της µεθόδου για τον 

προσδιορισµό του diazinon σε καρπούς τοµάτας. 

 

 

3.3.4.2 Υπολείµµατα diazinon σε καρπούς τοµάτας έπειτα από συνδυασµένη εφαρµογή 

µε diazinon και κύτταρα ζυµών  

Καρποί τοµάτας ψεκάστηκαν µε diazinon συγκέντρωσης 2mg/kg και κύτταρα των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και  Rhodotorula rubra. Οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν στις 5 

και τις 20 ηµέρες από την εφαρµογή. Στις 20 ηµέρες αντιστοιχεί ο εγκεκριµένος χρόνος 

αναµονής από την τελευταία επέµβαση στη συγκοµιδή (PreHarvest Interval- PHI) σύµφωνα 

µε την ετικέτα του σκευάσµατος  Diazinon- Ινάγκρο 40 WP. Έπειτα από την επεξεργασία των 

δειγµάτων και τη χρωµατογραφική τους ανάλυση προέκυψαν τα παρακάτω αποτελέσµατα: 
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Πίνακας 29. Υπολείµµατα diazinon (συγκέντρωση σε mg/kg) σε καρπούς τοµάτας έπειτα από 
τον ψεκασµό τους µε 2mg/kg diazinon και 108κύτταρα/kg των ζυµών Rhodotorula glutinis ή 
Rhodotorula rubra. Ως µάρτυρας αναφέρονται οι καρποί που έχουν ψεκαστοί µόνο µε diazinon 
και ως επέµβαση οι καρποί που έχουν ψεκαστεί µε diazinon και µε κύτταρα ζύµης. 
 Συγκέντρωση diazinon 

C (mg/kg) 

Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 
 

Ηµέρες 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

5 1,68 1,37 18,5 1,68 1,13 67,3 

20 0,83 0,1 88 0,83 ΜΑ 94 

 

Όπως παρατηρείται στον πίνακα 29, υπάρχει σαφής υπεροχή της µείωσης του diazinon στην 

επέµβαση σε σχέση µε το µάρτυρα. Στην περίπτωση της Rhodotorula glutinis στη 

δειγµατοληψία των 20 ηµερών (PHI) σηµειώθηκε ελάττωση της συγκέντρωσης στην 

επέµβαση κατά  88% του µάρτυρα, ενώ στη Rhodotorula rubra κατά 94% του µάρτυρα. Τα 

αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν τα αντίστοιχα αποτελέσµατα των in vitro πειραµάτων 

βιοαποδόµησης. 

Επιπλέον, τα υπολείµµατα στους καρπούς που είχαν ψεκαστεί µόνο µε diazinon µειώθηκαν 

ανάµεσα στις δύο δειγµατοληψίες, δεν έφτασαν, όµως, σε επίπεδα χαµηλότερα από το 

µέγιστο όριο υπολείµµατος ( MRL) που έχει θεσπιστεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση για το 

diazinon στις τοµάτες, το οποίο είναι 0,05mg/kg (Κανονισµός (ΕΚ) 396/2005). Στις 20 

ηµέρες µετρήθηκε το 41,5% της αρχικής συγκέντρωσης. Στους καρπούς τοµάτας που είχαν 

ψεκαστεί µε κύτταρα της Rhodotorula glutinis και µε diazinon τα υπολείµµατα του diazinon 

στις 20 ηµέρες ήταν 0,1mg/kg, υψηλότερα από το MRL, παρόλα αυτά, όµως, η µείωση των 

υπολειµµάτων ήταν πολύ σηµαντική. Στους καρπούς τοµάτας που είχαν ψεκαστεί µε κύτταρα 

της Rhodotorula rubra και µε diazinon στις 20 ηµέρες δεν ανιχνεύτηκαν υπολείµµατα 

diazinon.  

Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν σε µεµονωµένους καρπούς τοµάτας. Μελετήθηκε, 

δηλαδή, η αλληλεπίδραση ζύµης εντοµοκτόνου υπό ελεγχόµενες και σταθερές συνθήκες. 

Θεωρούνται συνεπώς ακραία περίπτωση, δεδοµένου ότι δεν υπεισέρχονται σε αυτά άλλοι 

παράγοντες (βιολογικοί, περιβαλλοντικοί) οι οποίοι να συντελούν σε πιθανή αποµάκρυνση 
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του diazinon από την επιφάνεια των καρπών ιδιαίτερα στην περίπτωση της επέµβασης. 

3.4 ∆ιερεύνηση της ικανότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

στην αποδόµηση των βενζοϋλουριών lufenuron και teflubenzuron 

Τα εντοµοκτόνα lufenuron και teflubenzuron παρουσίασαν παρόµοια οδό µικροβιακής 

αποδόµησης από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra και για το λόγο αυτό 

τα αποτελέσµατα τους θα παρουσιαστούν στο ίδιο κεφάλαιο. 

 

3.4.1 Ευαισθησία των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra στα lufenuron 

και teflubenzuron  

Τα αποτελέσµατα του ελέγχου της επίδρασης των lufenuron και teflubenzuron στην ανάπτυξη 

των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra  ανά οργανισµό είναι τα ακόλουθα: 

 

� Rhodotorula glutinis 

Η ευαισθησία της Rhodotorula glutinis σε διάφορες συγκεντρώσεις του lufenuron 

παρουσιάζεται στην παρακάτω καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 55).  
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Σχήµα 55. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula glutinis στο lufenuron σε υλικό UCM έπειτα από 
14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 

 

Αντίστοιχα, η ευαισθησία της Rhodotorula glutinis σε διάφορες συγκεντρώσεις του 

teflubenzuron παρουσιάζεται στην παρακάτω καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 56).  
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Σχήµα 56 . Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula glutinis στο teflubenzuron σε υλικό UCM έπειτα 
από 14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 

 

Σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα, έπειτα από την προσθήκη lufenuron δεν 

παρουσιάστηκε παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της Rhodotorula glutinis έως και την 

υψηλότερη συγκέντρωση των 200µg/mL  (99% του µάρτυρα). Η ζύµη αναπτύχθηκε ταχύτατα 

και όµοια µε το µάρτυρα σε όλες τις περιπτώσεις. ∆εν υπολογίστηκαν συνεπώς οι τιµές των 

EC50 και MIC. Στην περίπτωση του teflubenzuron χρησιµοποιήθηκαν χαµηλότερες 

συγκεντρώσεις, εξαιτίας της χαµηλής διαλυτότητάς του στους οργανικούς διαλύτες. Για τον 

ίδιο λόγο το πρότυπο διάλυµα από το οποίο πραγµατοποιήθηκε η προσθήκη του 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης της ζύµης ήταν η ακετόνη. 

Όπως παρατηρήθηκε η ζύµη Rhodotorula glutinis δεν είναι ευαίσθητη στο teflubenzuron και 

παρουσίασε οµαλή ανάπτυξη ακόµη και στην πιο υψηλή συγκέντρωση των 100µg/mL 

(99,4% του µάρτυρα). Όπως και στην περίπτωση του lufenuron  δεν υπολογίστηκαν οι τιµές 

των EC50 και MIC.  

Προκειµένου, συνεπώς, να µελετηθεί την ικανότητα της Rhodotorula glutinis να αποδοµεί τα 

lufenuron και  teflubenzuron επιλέχθηκαν οι ενδιάµεσες συγκεντρώσεις 50 και 100µg/mL για 

το πρώτο και 25 και 50µg/mL για το δεύτερο αντίστοιχα. 
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� Rhodotorula rubra 

Όµοια, η ευαισθησία της Rhodotorula rubra στο lufenuron παρουσιάζεται στην αντίστοιχη 

καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 57). 

0

25

50

75

100

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

lufenuron (µg/mL)

Α
ύ

ξη
σ

η
 %

 τ
ο

υ
 µ

ά
ρ

τυ
ρ

α

 
Σχήµα 57. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula glutinis στο lufenuron σε υλικό UCM έπειτα από 
14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 

Αντίστοιχα, η ευαισθησία της Rhodotorula rubra σε διάφορες συγκεντρώσεις του 

teflubenzuron παρουσιάζεται στην παρακάτω καµπύλη µυκητοτοξικότητας (Σχήµα 58).  
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Σχήµα 58. Ευαισθησία  της ζύµης Rhodotorula rubra στο teflubenzuron σε υλικό UCM έπειτα 
από 14 ηµέρες επώασης στους 25oC. Οι τιµές αποτελούν το µέσο όρο τριών επαναλήψεων. 
 
 

Όµοια επίδραση είχε η προσθήκη των lufenuron και teflubenzuron και στη δεύτερη ζύµη της 
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µελέτης, την Rhodotorula rubra. Σύµφωνα µε τα παραπάνω αποτελέσµατα δεν 

παρουσιάστηκε καµιά παρεµπόδιση στην ανάπτυξη της καλλιέργειας. Οι τιµές των EC50 και 

MIC δεν υπολογίστηκαν.  

Συνεπώς, όσον αφορά τα πειράµατα µικροβιακής αποδόµησης των εντοµοκτόνων lufenuron 

και teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra οι συγκεντρώσεις που επιλέχθηκαν είναι 

ίδιες µε εκείνες της Rhodotorula glutinis, δηλαδή για το  lufenuron τα 50 και 100µg/mL και 

για το teflubenzuron τα 25 και 50µg/mL. 

 

3.4.2 Αποτελέσµατα διερεύνησης της βιοαποδόµησης των lufenuron και teflubenzuron 

από τις ζύµες Rhodotorula glutinis  και Rhodotorula rubra σε χηµικό επίπεδο 

 

3.4.2.1 Μέθοδος ανίχνευσης των δρώντων συστατικών lufenuron και teflubenzuron µε 

χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας- Thin Layer Chromatography (TLC) 

Όπως και στην περίπτωση των οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων η TLC µας έδωσε τις 

πρώτες ενδείξεις σχετικά µε την ικανότητα των δύο ζυµών να αποδοµούν το lufenuron και το 

teflubenzuron. Η εικόνα, όµως, δεν ήταν τόσο ξεκάθαρη όπως στα οργανοφωσφορικά. Η 

ανάλυση του τελικού εκλούσµατος, το οποίο προέρχονταν από κωνική φιάλη που περιείχε 

καλλιέργεια ζύµης Rhodotorula glutinis 7 ηµερών και lufenuron ή teflubenzuron, παρουσίασε 

κατά την παρατήρηση της silica πλάκας µε λάµπα UV µία επιπλέον ουσία. Το αποτύπωµα της 

ουσίας αυτής ήταν άλλοτε πιο ισχνό και άλλοτε πιο έντονο και µεγαλύτερο σε µέγεθος, µε 

αποτέλεσµα να µην είναι εύκολη η διαπίστωση αν πρόκειται για µια ή δύο ουσίες. 

Απαραίτητη κρίθηκε, συνεπώς, η χρήση υγρής χρωµατογραφίας µε τριπλό τετράπολο ώστε 

να ταυτοποιηθούν ο/οι παραγόµενοι µεταβολίτες και φυσικά να αναπτυχθεί µέθοδος  

διαχωρισµού τους.  

 

Εικόνα 5. Ανίχνευση των ουσιών lufenuron και teflubenzuron µε χρωµατογραφία λεπτής 
στοιβάδας (TLC) έπειτα από επώαση της ζύµης Rhodotorula glutinis µε lufenuron ή 
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teflubenzuron σε υλικό ΥΠΒ για  7 ηµέρες.  
Η κωνική φιάλη ανάπτυξης της Rhodotorula rubra µε lufenuron ή teflubenzuron έδωσε όµοια 

εικόνα κατά την ανάλυση του εκλούσµατός της µε TLC. 

 

3.4.2.2 Μέθοδος προσδιορισµού των δρώντων συστατικών lufenuron και teflubenzuron 

µε σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας υψηλής απόδοσης (HPLC) µε ανιχνευτή 

σειράς διόδων σε συνδυασµό µε φασµατοµετρία µαζών µε αρνητικό χηµικό 

ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης HPLC/APCI-MS 

Στα πρώτα πειράµατα βιοαποδόµησης για τον προσδιορισµό των εντοµοκτόνων lufenuron και 

teflubenzuron χρησιµοποιήθηκε υγρή χρωµατογραφία µε φασµατοµετρία µάζας µε αρνητικό 

χηµικό ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης HPLC/APCI-MS και επιτεύχθηκε ικανοποιητικός 

χρωµατογραφικός διαχωρισµός των ουσιών αυτών. Κατά την ανάπτυξη της µεθόδου και την 

επικύρωσή της σε καρπούς τοµάτας για το σύνολο των βενζοϋλoυριών (lufenuron, 

diflubenzuron, teflubenzuron, triflumuron και flufenoxuron),  χρησιµοποιήθηκαν και οι δύο 

ανιχνευτές του συστήµατος, ο ανιχνευτής ορατού υπεριώδους διάταξης διόδων (UV-diode 

array detector, DAD) και ο τετραπολικός αναλυτής µαζών (quandrupole MS-detector), όπως 

αναφέρεται από τους Μαρκόγλου, Μπεµπέλου, Λιαπή και Ζιώγα (2007). Όσον αφορά τον 

ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών (MS), παρατηρήθηκε παραγωγή των ιόντων [Μ
-
], [Μ-Η]

-
, 

[Μ-Η-ΗF], [M-Na]
+
 και [M-NH4] 

+
, µε κύριο ιόν το [Μ-Η-ΗF]

-
 για το lufenuron και το 

teflubenzuron (Σχήµα 59). Στον πίνακα που ακολουθεί παρουσιάζονται τα κύρια ιόντα που 

παρήχθησαν για τις βενζοϋλουρίες lufenuron και teflubenzuron στον ανιχνευτή 

φασµατοµετρίας µαζών (MS). 

 

 

Πίνακας 30. Κύρια θραύσµατα από των  βενζοϋλουριών σε τάση θραυσµατοποίησης 60V έπειτα 
από έγχυση στον ανιχνευτή φασµατοµετρίας µαζών (MS). 

 

Θραύσµατα ιόντων  m/z 

 

[Mw-H]
-
 

 

 

Αναλύτης  

 

Χρόνος 

Κατακράτησης  

(min) 

 

Μοριακό 

Βάρος 

 

 

[Mw-H-HF]
-
 

Lufenuron 17.41 511 509 489, 490 

Teflubenzuron 19.15 381 379 359, 360 
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Lufenuron (Mw=511.2) 

 
 

Teflubenzuron (Mw=381.1) 

 
Σχήµα 59.  Φάσµατα των lufenuron και  teflubenzuron σε σύστηµα HPLC/APCI-MS µε 
αρνητικό χηµικό ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης. 
 
 
 
 
 

Και στους δύο ανιχνευτές παρουσιάστηκε ικανοποιητική διαχωριστική ικανότητα των ουσιών 

(Σχήµα 60 (ΙΙ και ΙΙΙ)) και δεν παρουσιάστηκαν παρεµποδίζουσες κορυφές από το φυτικό 

εκχύλισµα στους χρόνους έκλουσης των βενζοϋλουριών (Σχήµα 60 (Ι)). 
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Σχήµα 60. Χρωµατογραφήµατα Ι) εκχυλίσµατος τοµάτας (µάρτυρα) µε ανιχνευτή σειράς διόδων 
(DAD), II) δείγµατος τοµάτας εµβολιασµένο µε (1) Diflubenzuron, (2) Triflumuron, (3) 
Lufenuron, (4) Teflubenzuron and (5) Flufenoxuron  έπειτα από έγχυση στον ανιχνευτή σειράς 
διόδων (DAD) και ΙΙΙ) δείγµατος τοµάτας εµβολιασµένο  έπειτα από έγχυση στον ανιχνευτή MS. 
 

Κατά τη διάρκεια των µετρήσεων µε το εν λόγω σύστηµα, πραγµατοποιήθηκε ποσοτική 

εκτίµηση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης των lufenuron και teflubenzuron από τις δυο 

ζύµες, µε τη µέτρηση της υποβάθµισης της επιφάνειας των κορυφών των µητρικών µορίων.  
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3.4.2.3 Μέθοδος προσδιορισµού των δρώντων συστατικών lufenuron και teflubenzuron 

και των µεταβολιτών 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6- difluorobenzamide µε 

υγρή χρωµατογραφία συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS/MS) 

Στη συνέχεια µε στόχο τον προσδιορισµό των µητρικών µορίων lufenuron και teflubenzuron 

και των µεταβολιτών 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6- difluorobenzamide  χρησιµοποιήθηκε 

υγρή χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε τριπλό τετράπολο MS-MS της εταιρείας Varian. 

Όπως και για τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα ο προσδιορισµός της ταυτότητας των 

ουσιών και ο ποσοτικός προσδιορισµός τους πραγµατοποιήθηκε µε βάση την τεχνική 

συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών, µε τη χρήση µεταπτώσεων (προδρόµου – παραγόµενου 

ιόντος) (Multiple Reaction Monitoring-MRMs).  

Όσον αφορά τα µητρικά µόρια lufenuron και teflubenzuron οι βέλτιστες συνθήκες 

προσδιορισµού τους επιτεύχθηκαν µε εφαρµογή πηγής ιονισµού ηλεκτροδιάχυσης σε 

αρνητικό ιονισµό- ESI(-). Οι χρόνοι κατακράτησης των δύο ουσιών, οι µεταπτώσεις 

προσδιορισµού τους, η ενέργεια θραυσµατοποίησης (collision energy), η σχετική ένταση 

µεταπτώσεων καθώς και η τάση τριχοειδούς (capillary) παρουσιάζονται στον Πίνακα 31. 

Σχετικά µε τον προσδιορισµό των µεταβολιτών αρχικά πραγµατοποιήθηκε απευθείας έγχυση 

(infusion) των δύο ουσιών στο χρωµατογραφικό σύστηµα  και αποκτήθηκε το πλήρες φάσµα 

ιόντων για κάθε µία και στη συνέχεια επιλέχθηκαν οι καλύτερες µεταπτώσεις. Για το 2,6-

difluorobenzoic acid επιλέχθηκαν οι µεταπτώσεις m/z 157 > 113 και m/z 157 > 93 σε 

συνθήκες αρνητικού ιονισµού, ESI(-). Στην περίπτωση του 2,6- difluorobenzamide, όµως, 

στον αρνητικό ιονισµό δεν είχαµε ικανοποιητικά αποτελέσµατα και για το λόγο αυτό 

οδηγηθήκαµε στην εφαρµογή θετικής πηγής ιονισµού, ESI(+), παίρνοντας τελικά τις 

µεταπτώσεις m/z 158 > 140,9 και m/z 158 > 113. Επιπλέον, όπως διαπιστώνεται και από τα 

χρωµατογραφήµατα στα Σχήµατα 61 έως 63 οι δύο µεταβολίτες παρουσίασαν ίδιο χρόνο 

κατακράτησης. Συνεπώς ο ταυτόχρονος προσδιορισµός τους σε ένα χρωµατογράφηµα µε 

εναλλαγή της πολικότητας των ιόντων (όπως στην περίπτωση του chlorpyrifos και του 

µεταβολίτη του 3,5,6-trichloro-2-pyridinol) ήταν αδύνατος.  

Προκειµένου, λοιπόν, να µελετηθεί το φαινόµενο της αποδόµησης των lufenuron και 

teflubenzuron µε το χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS, αποφασίστηκε πως τα δείγµατα 

θα αναλύονταν µε δύο χρωµατογραφικές µεθόδους:  

Μέθοδος 1: Προσδιορισµός των lufenuron, teflubenzuron και 2,6-difluorobenzoic acid µε 

ESI(-) (Σχήµα 61 και Σχήµα 62). 

Μέθοδος 2: Προσδιορισµός του 2,6-difluorobenzamide µε ESI(+), (Σχήµα 63). 
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Σχήµα 61. Προσδιορισµός του lufenuron και του µεταβολίτη 2,6-difluorobenzoic acid µε 
εφαρµογή αρνητικής µορφής ιονισµού. ESI(-) στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 
 

 

 

 

 

 

 
Σχήµα 62. Προσδιορισµός του teflubenzuron και του µεταβολίτη 2,6-difluorobenzoic acid µε 
εφαρµογή αρνητικής µορφής ιονισµού ESI(-) στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 
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Σχήµα 63. Προσδιορισµός του µεταβολίτη 2,6-difluorobenzamide µε εφαρµογή θετιικής µορφής 
ιονισµού ESI(+) στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 
 

Οι χρόνοι κατακράτησης των δύο µεταβολιτών, οι µεταπτώσεις προσδιορισµού τους, η 

ενέργεια θραυσµατοποίησης (collision energy), η σχετική ένταση µεταπτώσεων καθώς και η 

τάση τριχοειδούς (capillary) παρουσιάζονται στον Πίνακα 31. 

 
Πίνακας 31. Χρόνοι κατακράτησης των lufenuron, teflubenzuron, 2,6-difluorobenzoic acid και 
2,6-difluorobenzamide, κύρια θραύσµατα, ενέργεια θραυσµατοποίησης (V), σχετική ένταση 
µεταπτώσεων και τάση τριχοειδούς. Με έντονη γραφή παρουσιάζονται τα ιόντα που 
χρησιµοποιήθηκαν για ποσοτικό προσδιορισµό.  
Ουσία  Χρόνος 

κατακράτησης  

(min) 

Μεταπτώσεις 

(MRMs) 

Ενέργεια 

Θραυσµατοποίησης 

(collision energy) 

(V) 

Σχετική 

ένταση 

µεταπτώσεων 

(% της 

βασικής 

µετάπτωσης) 

Τάση  

τριχοειδούς 

(capillary) 

(V) 

2,6-

difluorobenzoic 

acid  

0,9 157 > 113 

157 > 93 

 

15 

35 

 

100 

98,4 

35 

45 

 

2,6-

difluorobenzamide  

1,0 158 > 140,9 

158 > 113 

 

26,5 

45 

100 

18,3 

56 

56 

Teflubenzuron 14,86 379 > 358,8 

379 > 338,9 

 

8 

12 

82,9 

100 

6 

6 

Lufenuron 15,34 509 > 175 

509 > 326 

45 

44 

28,3 

100 

32 

32 
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3.4.2.4 Έλεγχος καταλληλότητας της µεθόδου 

Χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα θρεπτικού υλικού ΥΠΒ εµβολιασµένα µε lufenuron, 

teflubenzuron, 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6-difluorobenzamide σε συγκεντρώσεις των 

0,05, 0,1 και 0,5µg/mL. Τα παραγόµενα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα που 

ακολουθεί. 

 

Πίνακας 32. Ανακτήσεις, σχετικές τυπικές αποκλίσεις (RSD) και σήµα προς θόρυβο (S/N)  για 
τις ουσίες lufenuron, teflubenzuron, 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6-difluorobenzamide, έπειτα 
από τον εµβολιασµό θρεπτικού υλικού ΥΠΒ µε κάθε ουσία σε συγκεντρώσεις  0,05, 0,1 και 
0,5µg/mL σε 5 επαναλήψεις. 
 

Ουσία 

 

 
C 

(µg/mL) 
Μέση Ανάκτηση 

(%) 

 
RSD 
(%) 

 
S/N ratio 

2,6-difluorobenzoic 
acid  

0,05 

0,1 

0,5 

83,4 

79,5 

80,3 

11,4 

9,03 

12,8 

17 

31 

68 

2,6-
difluorobenzamide  

0,05 

0,1 

0,5 

88,4 

79,3 

87,1 

10,6 

9,6 

7,4 

22 

58 

82 

Teflubenzuron 0,05 

0,1 

0,5 

95,7 

99,4 

93,5 

1,23 

3,67 

2,47 

42 

75 

234 

Lufenuron 0,05 

0,1 

0,5 

100 

102 

97,8 

3,07 

0,98 

1,66 

66 

73 

156 

 

Το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (LOQ) ήταν το χαµηλότερο επίπεδο 

φόρτισης, 0,05µg/mL και το όριο ανίχνευσης (LOD) ήταν 0,02µg/mL. Οι τιµές των 

ανακτήσεων είναι αποδεκτές, δεδοµένου ότι βρίσκονται εντός του αποδεκτού εύρους από τη 

SANCO 2007/3131 (70 – 110%). Το ίδιο ισχύει και για τις τιµές των σχετικών τυπικών 

αποκλίσεων, οι οποίες είναι χαµηλότερες του ορίου των 20%. Το γεγονός αυτό υποδεικνύει 

την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της µεθόδου για τον προσδιορισµό του lufenuron, 

teflubenzuron, 2,6-difluorobenzoic acid και 2,6-difluorobenzamide από το θρεπτικό υλικό 

(ΥΠΒ).  
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3.4.2.5 Βιοαποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra σε συνάρτηση του χρόνου επώασης των καλλιεργειών και του µεγέθους του 

µολύσµατος   

Η επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra στην ικανότητά τους να αποδοµούν το lufenuron µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τη 

χαµηλή συγκέντρωση του δρώντος συστατικού, δηλαδή τα 50µg/mL και µολύσµατα όπως 

έχουν ήδη αναφερθεί στα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα. Τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων παρουσιάζονται αρχικά στον πίνακα που ακολουθεί και στη συνέχεια 

απεικονίζονται στα αντίστοιχα σχήµατα. 

 

• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 102 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση lufenuron 50µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
2
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 33. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης 
και 50µg/mL lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του lufenuron ως µέσος 
όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση lufenuron (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση 
(RSD, %) 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) 
+ Ζύµη 

Rhodotorula glutinis    

0+ 49,89 ± 2,41 50 ± 8,44 50 ± 4,32 

3 49,99 ± 1,46 49,76 ± 5,31 49,98 ± 3,65 

6 49,9 ± 4,02 49,43 ± 1,29 49,89 ± 5,37 

9 48,88 ± 3,89 48,37 ± 6,36 48,52 ± 5,63 

12 48,68 ± 4,63 47,79± 11,0 47,44 ± 11,42 

15 48,45 ± 5,3 47,29 ± 2,91 47,04 ± 5,08 

Rhodotorula rubra    

0+ 49,89 ± 2,41 49,99 ± 2,67 50,2 ± 3,67 

3 49,99 ± 1,46 50,03 ± 6,78 49,78 ± 6,02 

6 49,9 ± 4,02 49,45 ± 3,64 49,67 ± 1,89 

9 48,88 ± 3,89 48,56 ± 2,09 48,34 ± 4,35 

12 48,45 ± 7,63 48,05 ± 1,78 48,0 ± 4,67 

15 48,68 ± 5,3 47,76 ± 3,56 47,86 ± 3,56 

 

 

 



   

 154 

Rhodotorula glutinis

40

42

44

46

48

50

52

54

0 3 6 9 12 15

Ηµέρες

Σ
υ

γ
κ
έν

τρ
ω

σ
η

 l
u

fe
n

u
ro

n
 

(µ
g

/m
L

)

ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ - γλυκόζη) + Ζύµη

 
Σχήµα 64. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Σχήµα 65. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Η υποβάθµιση αυτή των επιπέδων του lufenuron στο υλικό χωρίς κύτταρα ζύµης είναι 

συγκρίσιµη µε τις αντίστοιχες που παρατηρήθηκαν στις κωνικές φιάλες µε τις  ζύµες και 

συνεπώς, η πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

της τάξης των 10
2
 κυττάρων/mL δεν µπορεί να θεωρηθεί υπεύθυνη για τη µείωση των 

επίπεδων του lufenuron στη συγκέντρωση των 50µg/mL. 
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 104 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση lufenuron 50µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
4
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 33. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 
50µg/mL lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του lufenuron ως µέσος 
όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης. 

Συγκέντρωση lufenuron (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση 
(RSD, %) 

Ηµέρες 

ΥΠΒ – Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) 
+ Ζύµη 

Rhodotorula glutinis    

0+ 49,89 ± 2,41 49,76 ± 2,45 49,87 ± 1,78 

3 49,99 ± 1,46 49,12 ± 3,06 48,57 ± 3,23 

6 49,9 ± 4,02 48,78 ± 2,42 43,44 ± 5,30 

9 48,88 ± 3,89 47,04 ± 1,33 38,89 ± 2,05 

12 48,45 ± 7,63 45,44 ± 6,04 36,44 ± 4,35 

15 48,68 ± 5,3 38,55 ± 0,54 35,32 ± 2,56 

Rhodotorula rubra    

0+ 49,89 ± 2,41 50,07 ± 4,33 49,98 ± 4,03 

3 49,99 ± 1,46 48,76 ± 1,78 46,53 ± 4,62 

6 49,9 ± 4,02 46,98 ± 2,08 42,87 ± 0,81 

9 48,88 ± 3,89 43,51 ± 1,91 36,02 ± 2,04 

12 48,45 ± 7,63 37,45 ± 0,76 33,45 ± 1,93 

15 48,68 ± 5,3 33,67 ± 2,34 30,88 ± 3,43 
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Σχήµα 65. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula rubra
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Σχήµα 66. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Σε αντίθεση µε τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα (chlorpyrifos και diazinon), στην 

περίπτωση του lufenuron παρατηρήθηκε εµφανής µικροβιακή αποδόµηση στην πληθυσµιακή 

πυκνότητα των ζυµών στα 10
4
 κύτταρα/mL. 

 Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis παρατηρήθηκε ξανά το φαινόµενο κατά το οποίο όταν 

στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξής της υπάρχει γλυκόζη (ως επιπλέον πηγή άνθρακα) η 

αποδόµηση του φυτοπροστατευτικού προϊόντος lufenuron καθυστερεί. Έτσι, έως την 6
η
 

ηµέρα του πειράµατος η υποβάθµιση του lufenuron ήταν συγκρίσιµη µε εκείνη του µάρτυρά 

του. Στις επόµενες δειγµατοληψίες, παρατηρήθηκε µείωση της συγκέντρωσης του lufenuron 

φτάνοντας στην τελευταία (15
η
 ηµέρα πειράµατος) στα 38,55µg/mL, αποδοµήθηκε δηλαδή το 

22,5% της αρχικής χορηγηθείσας ποσότητας.  Στο υλικό χωρίς γλυκόζη (το lufenuron η µόνη 

πηγή άνθρακα) παρατηρήσαµε µείωση των επιπέδων του εντοµοκτόνου από τη 2
η
 

δειγµατοληψία (3
η
 ηµέρα πειράµατος) και κατά την τελευταία (15

η
 ηµέρα αντίστοιχα) 

µετρήθηκε συγκέντρωση lufenuron της τάξης των 35,32µg/mL, αποδοµήθηκε δηλαδή το 

29,36%. 

Όσον αφορά τη Rhodotorula rubra και στις δύο κατηγορίες υλικών παρατηρήθηκε µείωση 

των επιπέδων του lufenuron από τη 2
η
 δειγµατοληψία. Κατά την τελευταία ηµέρα του 

πειράµατος  ανακτήθηκαν τα 67,24% της αρχικής χορηγηθείσας ποσότητας lufenuron στο 

υλικό µε γλυκόζη και 61,78% αντίστοιχα, στο υλικό χωρίς γλυκόζη.  
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 106 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση lufenuron 50µg/mL 

Όπως και στις προηγούµενες περιπτώσεις χρησιµοποιήθηκαν 2 τύποι θρεπτικού υλικού, µε 

γλυκόζη και χωρίς γλυκόζη. Στο υλικό που περιείχε γλυκόζη τα αποτελέσµατα της 

βιοαποδόµησης του lufenuron  παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί.   

 

Πίνακας 34. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των lufenuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
ΥΠΒ + Ζύµη 

 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Lufenuron 2,6-
difluorobenzamide 

2,6-difluoro 
benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 49,94 ± 1,53 49,92 ± 1,06 ΜΑ ΜΑ 

3 49,98 ± 2,37 49,23 ± 2,15 ΜΑ ΜΑ 

6 49,0 ± 2,90 48,57 ± 2,07 ΜΑ ΜΑ 

9 48,79 ± 6,23 42,67 ± 3,69 0,74 ± 4,67 ΜΑ 

12 48,68 ± 1,47 37,72 ± 6,11 1,45 ± 13,87 0,73  ± 6,07 

15 48,38 ± 2,63 34,8 ± 2,93 2,09 ± 3,53 1,024 ± 6,51 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 49,94 ± 1,53 49,98 ± 3,56 MA MA 

3 49,98 ± 2,37 43,65 ± 1,43 0,67 ± 13,69 MA 

6 49,0 ± 2,90 38,96 ± 2,51 1,23 ± 5,23 0,67 ± 8,43 

9 48,67 ± 6,23 31,64 ± 3,89 3,05 ± 10,26 1,44 ± 9,56 

12 48,79 ± 1,47 24,38 ± 2,45 4,35 ± 7,45 3,56 ± 11,55 

15 48,38 ± 2,63 17,34 ± 1,23 5,73 ± 2,34 3,88 ± 6,44 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 

 

 

 

 

Τα αποτελέσµατα στο υλικό χωρίς γλυκόζη δίνονται στον πίνακα 35. 
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Πίνακας 35. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
50µg/mL lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των lufenuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
(ΥΠΒ – γλυκόζη) + Ζύµη 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Lufenuron 2,6-
difluorobenzamide 

2,6-difluoro 
benzoic acid 

 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 49,94 ± 1,53 50 ± 6,03  MA MA 

3 49,98 ± 2,37 46,34 ± 2,34 0,12 ± 3,76 MA 

6 49,0 ± 2,90 42,45 ± 3,07 0,89 ± 12,92 MA 

9 48,67 ± 6,23 36,4 ± 2,33 1,53 ± 4,34 0,11 ± 12,94 

12 48,79 ± 1,47 27,32 ± 1,24 2,32 ± 5,33 0,87 ± 11,59 

15 48,38 ± 2,63 22,71 ± 4,12 3,67 ± 8,12 1,64 ± 10,95 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 49,94 ± 1,53 49,97 ± 2,45 ΜΑ ΜΑ 

3 49,98 ± 2,37 45,62 ± 3,52 0,09 ± 4,76 ΜΑ 

6 49,0 ± 2,90 41,82 ± 2,08 0,43 ± 3,09 0,07 ± 11,78 

9 48,67 ± 6,23 36,42 ± 7,9 1,73 ± 11,76 0,88 ± 1,93 

12 48,79 ± 1,47 29,92 ± 1,68 2,9 ± 3,76 1,23 ±  13,82 

15 48,38 ± 2,63 22,55 ± 3,36 4,24 ± 10,23 1,78 ±  9,08 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 

 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω πινάκων επιβεβαιώνουν την ικανότητα των δύο ζυµών να 

αποδοµούν το lufenuron. 

Rhodotorula glutinis- υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 67. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL lufenuron. 
Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η κάθετη µπάρα 
εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula glutinis- υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 68. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

 

Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό, όπως και στις 

προηγούµενες περιπτώσεις, δεν πραγµατοποιήθηκε καθόλου αποδόµηση του lufenuron κατά 

τις πρώτες ηµέρες του πειράµατος. Μετά την 6
η
 ηµέρα (3

η
 δειγµατοληψία), όµως, η 

συγκέντρωση του µειώθηκε και η συγκέντρωση του κατά την 15
η
 ηµέρα ήταν 34,8µg/mL. 

Κατά την 9
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης 2,6-difluorobenzamide και κατά την 12

η
 

ηµέρα ο µεταβολίτης 2,6-difluorobenzoic acid. Στο θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει γλυκόζη 

η µικροβιακή αποδόµηση του lufenuron ξεκίνησε από την αρχή του πειράµατος (2
η
 

δειγµατοληψία) και στο πέρας του πειράµατος η συγκέντρωσή του ήταν 22,71µg/mL, 

αποδοµήθηκε δηλαδή το 54,6%, περισσότερο από το µισό  της χορηγούµενης συγκέντρωσης. 

Από την 3
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκε και ο µεταβολίτης 2,6-difluorobenzamide, τα επίπεδα του 

οποίου παρουσίασαν αυξητική τάση έως το πέρας του πειράµατος, ενώ ο µεταβολίτης 2,6-

difluorobenzoic acid ανιχνεύτηκε κατά την 9
η
 ηµέρα. 
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Rhodotorula rubra- Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 69. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL lufenuron. 
Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η κάθετη µπάρα 
εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula rubra- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 

Σχήµα 70. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
lufenuron. Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Στην περίπτωση της Rhodotorula rubra, παρατηρήθηκε ταχύτατη αποδόµηση του lufenuron 

από την έναρξη του πειράµατος και στα δύο είδη θρεπτικού υλικού. Στην τελευταία 

δειγµατοληψία στο υλικό µε γλυκόζη αποδοµήθηκε το 65,3% της αρχικής ποσότητας, ενώ 

στο υλικό χωρίς γλυκόζη το 54,8%, αντίστοιχα. Όσον αφορά τους χρόνους παραγωγής 
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µεταβολιτών παρατηρήθηκε ίδια εικόνα και στα δύο υλικά, δηλαδή από την 3
η
 ηµέρα 

ανιχνεύτηκε ο µεταβολίτης 2,6-difluorobenzamide, από την 6
η
 ο µεταβολίτης 2,6-

difluorobenzoic acid. ∆ιαφορές υπήρξαν στα δύο υλικά ως προς τις παραγόµενες 

συγκεντρώσεις. Όσον αφορά το 2,6-difluorobenzamide οι µέγιστες τιµές ήταν 5,73µg/mL στο 

υλικό µε γλυκόζη και 4,24µg/mL στο υλικό χωρίς γλυκόζη. Oι αντίστοιχες τιµές για το 

µεταβολίτη 2,6-difluorobenzoic acid ήταν 3,88µg/mL και 1,78µg/mL. ∆ιαπιστώνουµε, 

συνεπώς, πως η προσθήκη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό ως επιπλέον πηγή άνθρακα δεν 

επηρέασε την ικανότητα της ζύµης Rhodotorula rubra να αποδοµεί το lufenuron. Αντιθέτως, 

στην περίπτωση του θρεπτικού υλικού µε γλυκόζη το ρυθµός βιοαποδόµησης ήταν 

µεγαλύτερος του αντίστοιχου στο υλικό χωρίς γλυκόζη, στις 15 ηµέρες ήταν 2,18 και 1,83 

αντίστοιχα.  
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3.4.2.6 Επίδραση της αύξησης της συγκέντρωσης του lufenuron στο ρυθµό αποδόµησής 

του από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Σε θρεπτικό υλικό µε πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra 10
6
 κύτταρα/mL, στην οποία παρατηρήθηκε ο υψηλότερος ρυθµός 

βιοαποδόµησης προστέθηκαν 100µg/mL lufenuron. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων αυτών 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν. 

 

Στο υλικό που περιείχε γλυκόζη τα αποτελέσµατα της βιοαποδόµησης του lufenuron  

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί.   

 
Πίνακας 36. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 100µg/mL 
lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των lufenuron, 2,6-
difluorobenzamide και  2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
ΥΠΒ + Ζύµη 

 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Lufenuron 2,6-
difluorobenzamide 

2,6-difluoro 
Benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 99,98 ± 2,54 99,99 ± 2,66 ΜΑ ΜΑ 

3 99,65 ± 3,42 99,08 ± 4,32 ΜΑ ΜΑ 

6 99,04 ± 4,06 98,34 ± 1,66 ΜΑ ΜΑ 

9 98,76 ± 5,12 93,23 ± 2,64 1,54 ± 12,09 0,76 ± 11,05 

12 98,49 ± 1,65 87,52 ± 4,08 1,87 ± 9,53 1,34 ± 7,59 

15 98,32 ± 4,06 79,34 ± 2,45 3,45 ± 8,66 2,01 ± 9,54 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 99,98 ± 2,54 99,97 ± 2,53 MA MA 

3 99,65 ± 3,42 84,23 ± 1,97 1,09 ± 8,67 MA 

6 99,04 ± 4,06 72,37 ± 11,35 2,68 ± 9,29 0,87 ± 6,98 

9 98,76 ± 5,12 56,7 ± 6,05 4,63 ± 11,08 2,05 ± 10,43 

12 98,49 ± 1,65 34,23 ± 4,62 6,89 ± 10,45 3,89 ± 7,9 

15 98,32 ± 4,06 22,4 ± 5,32 9,34 ± 11,45 4,76 ± 11,45 

ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 

 
 
 

 

Αντίστοιχα, στο υλικό χωρίς γλυκόζη, τα αποτελέσµατα παρουσιάζονται στον πίνακα 37.  
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Πίνακας 37. Αποδόµηση του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 
έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
100µg/mL lufenuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των lufenuron, 2,6-
difluorobenzamide και  2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
(ΥΠΒ – γλυκόζη) + Ζύµη 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluoro 
Benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 99,98 ± 2,54 99,89 ± 4,25 MA MA 

3 99,65 ± 3,42 90,3 ± 2,32 MA MA 

6 99,04 ± 4,06 79,51 ± 1,02 0,24 ± 11,89 MA 

9 98,76 ± 5,12 64,37 ± 3,76 1,08 ± 13,45 0,57 ± 12,63 

12 98,49 ± 1,65 49,88 ± 5,23 2,55 ± 9,35 1,55 ± 11,08 

15 98,32 ± 4,06 43,12 ± 3,07 4,43 ± 14,7 3,24 ± 12,34 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 99,98 ± 2,54 99,89 ± 0,84 ΜΑ ΜΑ 

3 99,65 ± 3,42 91,04 ± 5,59 0,68 ± 9,56 ΜΑ 

6 99,04 ± 4,06 79,53 ± 4,64 1,46 ± 11,3 1,66 ± 9,36 

9 98,76 ± 5,12 62,82 ± 1,94 2,4 ± 10,34 3,01 ± 7,45 

12 98,49 ± 1,65 48,45 ± 3,68 4,98 ± 2,45 3,67 ± 10,8 

15 98,32 ± 4,06 35,06 ± 3,44  7,53 ± 13,1 4,03 ± 11,1 

 

Στην περίπτωση της υψηλής συγκέντρωσης lufenuron (100µg/mL) στις δύο ζύµες, 

παρατηρήσαµε ποιοτικά όµοια κατάσταση µε εκείνη των 50µg/mL στην ίδια πληθυσµιακή 

πυκνότητα των οργανισµών. Ποσοτικά, όµως, θα λέγαµε πως η µικροβιακή αποδόµηση ήταν 

πιο έντονη.  

Rhodotorula glutinis- Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 71. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 100µg/mL lufenuron. 
Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η κάθετη µπάρα 
εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula glutinis- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 72. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 100µg/mL 
lufenuron. Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Η Rhodotorula glutinis στο υλικό µε γλυκόζη αποδόµησε κατά την 15
η
 ηµέρα το 20,66% της 

αρχικής ποσότητας του lufenuron στην υγρή καλλιέργειά της, ενώ στο υλικό χωρίς γλυκόζη 

παρουσίασε πιο έντονη δράση αποδοµώντας το 56,84% της αρχικής ποσότητας. Όσον αφορά 

τους µεταβολίτες, στο υλικό µε γλυκόζη ανιχνεύτηκαν ταυτόχρονα την 6
η
 ηµέρα του 

πειράµατος και κατά το τέλος τους εµφάνισαν µέγιστες τιµές 3,45µg/mL το 2,6-

difluorobenzamide και 2,01µg/mL το 2,6-difluorobenzoic acid.   
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ΥΠΒ - Ζύµη lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 73. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 100µg/mL lufenuron. 
Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η κάθετη µπάρα 
εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula rubra- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη  lufenuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 74. Μείωση επιπέδων του lufenuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra  έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 100µg/mL 
lufenuron. Παραγωγή µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Η 
κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Η Rhodotorula rubra αποδείχτηκε για άλλη µια φορά πιο δραστήρια στην αποδόµηση, 

αποδοµώντας έως την τελευταία ηµέρα του πειράµατος το 77,59% της αρχικής ποσότητας 

lufenuron στο υλικό γλυκόζη και το 64,91% στο υλικό χωρίς γλυκόζη. Ο µεταβολίτης 2,6-

difluorobenzamide παρατηρήθηκε κατά την 3
η
 ηµέρα  και στα δύο είδη υλικών και 

παρουσίασε µέγιστο την 15
η
 στα 9,34µg/mL, στο υλικό µε γλυκόζη και 4,76µg/mL στο υλικό 

χωρίς γλυκόζη. Τέλος το 2,6-difluorobenzoic acid ανιχνεύτηκε και στα δύο υλικά την 6
η
 

ηµέρα και έφτασε στα 4,76µg/mL και 4,03 µg/mL στα υλικά µε και χωρίς γλυκόζη, 

αντίστοιχα.  

Η αυξηµένη συγκέντρωση lufenuron  οδήγησε σε µεγαλύτερους ρυθµούς βιοαποδόµησης και 

αυξηµένες παραγόµενες συγκεντρώσεις των µεταβολιτών.  

 

 

3.4.2.7 Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης στη βιοαποδόµηση του lufenuron από τις 

ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Όπως και στα προηγούµενα φυτοπροστατευτικά προϊόντα η θερµοκρασία επώασης στην 

οποία παρατηρήθηκε η βέλτιστη ικανότητα και των δύο  ζυµών να αποδοµούν το lufenuron 

ήταν οι 25
o
C. Στους 35

o
C δεν παρατηρήθηκε σχεδόν καθόλου αποδόµηση, ενώ στους 15

o
C ο 

ρυθµός βιοαποδόµησης ήταν µικρότερος εκείνου στους 25
o
C.     
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3.4.2.8 Βιοαποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra σε συνάρτηση του χρόνου επώασης των καλλιεργειών και του 

µεγέθους του µολύσµατος   

Η επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 

rubra στην ικανότητά τους να αποδοµούν το teflubenzuron µελετήθηκε χρησιµοποιώντας τη 

χαµηλή συγκέντρωση του δρώντος συστατικού, δηλαδή τα 25µg/mL. Τα αποτελέσµατα των 

πειραµάτων παρουσιάζονται αρχικά στον πίνακα που ακολουθεί και στη συνέχεια 

απεικονίζονται στα αντίστοιχα σχήµατα. 

 

• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 102 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση teflubenzuron 25µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
2
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 

Πίνακας 38. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra  έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL 
ζύµης και 50µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του 
teflubenzuron ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής 
απόκλισης. 

Συγκέντρωση teflubenzuron (µg/mL) ± Σχετική τυπική 
απόκλιση (RSD, %) 

Ηµέρες 

 
ΥΠΒ – Ζύµη 

 
ΥΠΒ + Ζύµη 

(ΥΠΒ -  γλυκόζη) 
+ Ζύµη 

Rhodotorula glutinis    

0+ 25,00 ± 3,53 24,99 ± 2,99  25,00 ± 1,67 

3 24,97 ± 2,44 24,92 ± 0,33 24,89 ± 2,66 

6 24,93 ± 0,68 24,95 ± 1,32 24,57 ± 0,91 

9 24,89 ± 2,00 23,61 ± 4,03 24,51 ± 1,35 

12 23,84 ± 0,32 23,05 ± 2,45 23,38 ± 0,55 

15 23,76 ± 1,88 22,95 ± 0,66 22,12 ± 3,08 

Rhodotorula rubra    

0+ 25,00 ± 3,53 24,98 ± 5,06 24,97 ± 2,06 

3 24,97 ± 2,44 24,45 ± 1,34  24,63 ± 3,91 

6 24,93 ± 0,68 24,03 ± 3,06 24,05 ± 1,88 

9 24,89 ± 2,00 23,57 ± 0,67 23,76 ± 0,59 

12 23,84 ± 0,32 23,04 ± 2,45 23,19 ± 2,39 

15 23,76 ± 1,88 22,87 ± 3,11 22,48 ± 2,25 
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ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ - γλυκόζη) + Ζύµη

 
Σχήµα 75. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula rubra
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ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ - γλυκόζη) + Ζύµη

 
Σχήµα 76. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 102 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Η υποβάθµιση των επιπέδων του teflubenzuron  στο θρεπτικό υλικό το οποίο δεν περιείχε 

µικροοργανισµό ήταν  της ίδιας τάξης σχεδόν µε τις αντίστοιχες που παρατηρήθηκαν στο 

δρων συστατικό που περιέχονταν στις κωνικές φιάλες µε τις  ζύµες και συνεπώς η 

πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra της τάξης 

των 10
2
 κυττάρων/mL δεν µπορεί να θεωρηθεί υπεύθυνη για τη µείωση των επίπεδων του 

teflubenzuron στη συγκέντρωση των 25µg/mL. 
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• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 104 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση teflubenzuron 25µg/mL 

Τα αποτελέσµατα από τη χρήση καλλιέργειας ζύµης µε πληθυσµό 10
4
 κύτταρα/mL 

παρουσιάζονται στον πίνακα και τα διαγράµµατα που ακολουθούν.  

 
Πίνακας 39. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104κύτταρα/mL 
ζύµης και 25µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση του 
teflubenzuron ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής 
απόκλισης. 

Συγκέντρωση teflubenzuron (µg/mL) ± Σχετική τυπική 
απόκλιση (RSD, %) 

Ηµέρες 

ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ – γλυκόζη) 
+ Ζύµη 

Rhodotorula glutinis    

0+ 24,98 ± 1,21 24,99 ± 2,99  25,02 ± 4,54 

3 24,93 ± 3,09 24,02 ± 0,33 24,56 ± 2,32 

6 24,87 ± 2,56 23,32 ± 1,32 21,34 ± 1,45 

9 23,87 ± 2,78 21,61 ± 4,03 19,00 ± 5,23 

12 23,65 ± 2,31 19,45 ± 2,45 16,43 ± 5,01 

15 23,03 ± 2,19 18,00 ± 0,66 15,22 ± 2,21 

Rhodotorula rubra    

0+ 24,98 ± 1,21 24,98 ± 5,06 24,99 ± 0,89 

3 24,93 ± 3,09 21,45 ± 4,15 22,03 ± 1,11 

6 24,87 ± 2,56 18,43 ± 0,54 20,10 ± 1,45 

9 23,87 ± 2,78 14,66 ± 2,98 17,36 ± 2,35 

12 23,65 ± 2,31 11,23 ± 1,32 14,22 ± 2,13 

15 23,03 ± 2,19 10,34 ± 3,43 12,16 ± 1,34 

 

Όπως και στην περίπτωση του lufenuron, έτσι και στο teflubenzuron η ικανότητα των δύο 

ζυµών να το αποδοµούν ήταν εµφανής και από την πληθυσµιακή πυκνότητά τους στα 10
4
 

κύτταρα/mL ζύµης. 
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ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ - γλυκόζη) + Ζύµη

 

Σχήµα 77. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξής µε γλυκόζη 

παρατηρήθηκε και στην περίπτωση αυτή καθυστέρηση και η αποδόµηση του teflubenzuron 

διαπιστώθηκε την 6
η
 ηµέρα του πειράµατος. Στις επόµενες δειγµατοληψίες παρατηρήθηκε 

µείωση της συγκέντρωσης του teflubenzuron φτάνοντας στην τελευταία (15
η
 ηµέρα 

πειράµατος) στα 18µg/mL, αποδοµήθηκε, δηλαδή, το 28%.  Στο υλικό χωρίς γλυκόζη 

παρατηρήσαµε µείωση των επιπέδων του δρώντος συστατικού από τη 2
η
 δειγµατοληψία (3

η
 

ηµέρα πειράµατος) και κατά την τελευταία µετρήθηκε συγκέντρωση teflubenzuron της τάξης 

των 15,22µg/mL, έχοντας αποδοµηθεί το 39%. 
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ΥΠΒ - Ζύµη ΥΠΒ + Ζύµη (ΥΠΒ - γλυκόζη) + Ζύµη

 
Σχήµα 78. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε και χωρίς γλυκόζη) 104 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Όσον αφορά τη Rhodotorula rubra και στις δύο κατηγορίες υλικών παρατηρήθηκε µείωση 

των επιπέδων του teflubenzuron από τη 2
η
 δειγµατοληψία. Κατά την τελευταία ηµέρα του 

πειράµατος  είχε αποδοµηθεί  το 41,3% της αρχικής χορηγηθείσας ποσότητας teflubenzuron 

στο υλικό µε γλυκόζη και το 48,65% στο υλικό χωρίς γλυκόζη.  

 

• Μόλυσµα ζύµης Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra 106 κύτταρα/ mL – 

φόρτιση teflubenzuron 25µg/mL 

Έπειτα από επώαση καλλιεργειών των ζυµών αρχικής πληθυσµιακής πυκνότητας  10
6
 

κύτταρα/mL µε 25µg/mL teflubenzuron σε  2 τύπους θρεπτικού υλικού, µε γλυκόζη και χωρίς 

γλυκόζη παρατηρήθηκαν τα παρακάτω αποτελέσµατα, όπως παρουσιάζονται στους πίνακες 

40 και 41 και τα σχήµατα 79 έως 82.  

Στο υλικό που περιείχε γλυκόζη τα αποτελέσµατα της βιοαποδόµησης του teflubenzuron 

παρουσιάζονται στον πίνακα που ακολουθεί.   

 

Πίνακας 40. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
25µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των teflubenzuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  
 

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
ΥΠΒ + Ζύµη 

 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluoro 
benzamide 

2,6-difluoro 
benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 24,98 ± 0,78 24,99 ± 5,06 ΜΑ ΜΑ 

3 24,96 ± 2,05 24,87 ± 3,27 ΜΑ ΜΑ 

6 24,89 ± 1,54 24,67 ± 0,77 ΜΑ ΜΑ 

9 24,66 ± 3,24 21,45 ± 3,67 ΜΑ ΜΑ 

12 24,88 ± 4,07 18,34 ± 4,79 0,89 ± 12,34 0,74 ± 8,56 

15 24,79 ± 3,07 14,32 ± 2,89 1,45 ± 6,07 1,67 ± 7,09  

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 24,98 ± 0,78 24,98 ± 0,66 MA MA 

3 24,96 ± 2,05 21,56 ± 2,80 ΜΑ MA 

6 24,89 ± 1,54 17,56 ± 3,04 ΜΑ MA 

9 24,66 ± 3,24 13,22 ± 0,77 1,05 ± 12,96 0,33 ± 4,87 

12 24,88 ± 4,07 10,28 ± 5,14 1,45 ± 10,43 0,94 ± 2,50 

15 24,79 ± 3,07 6,04 ± 3,67 2,03 ± 7,89 2,86 ± 8,92 

 

Στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη παρατηρήθηκαν τα παρακάτω:  
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Πίνακας 41. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
25µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των teflubenzuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
(ΥΠΒ – γλυκόζη) + Ζύµη 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ – Ζύµη Teflubenzuron 2,6-
difluorobenzamide 

2,6-difluorobenzoic 
acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 24,98 ± 0,78 25,01 ± 2,36  ΜΑ ΜΑ 

3 24,96 ± 2,05 22,56 ± 1,45 ΜΑ ΜΑ 

6 24,89 ± 1,54 19,77 ± 0,69 0,84 ± 6,23 0,22 ± 5,62  

9 24,66 ± 3,24 14,34 ± 5,03 1,54 ± 11,43 0,87 ± 14,05 

12 24,88 ± 4,07 10,56 ± 3,91 1,96 ± 12,08 1,37 ± 11,77 

15 24,79 ± 3,07 7,64 ± 0,56 2,62 ± 13,64 2,87 ± 5,14 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 24,98 ± 0,78 25,03 ± 2,63 ΜΑ ΜΑ 

3 24,96 ± 2,05 22,88 ± 3,16 ΜΑ ΜΑ 

6 24,89 ± 1,54 18,76 ± 3,60 ΜΑ ΜΑ 

9 24,66 ± 3,24 14,61 ± 6,13 ΜΑ ΜΑ 

12 24,88 ± 4,07 9,69 ± 3,76 1,23 ± 13,94 0,78 ± 9,16 

15 24,79 ± 3,07 8,34 ± 2,45 1,89 ± 11,98 2,53 ± 8,64 
ΜΑ: Μη Ανιχνεύσιµα υπολείµµατα 

 

Τα αποτελέσµατα των παραπάνω πινάκων επιβεβαιώνουν την ικανότητα των δύο ζυµών να 

αποδοµούν το teflubenzuron. 

Rhodotorula glutinis- υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 79. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
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Rhodotorula glutinis- υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 80. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Όσον αφορά τη Rhodotorula glutinis παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό, η 

συγκέντρωση του teflubenzuron µειώθηκε µετά την 6
η
 ηµέρα, όµως, και κατά την 15

η
 ηµέρα 

ήταν 14,32µg/mL. Κατά την 12
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκαν και οι δύο µεταβολίτες 2,6-

difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Στο θρεπτικό υλικό που δεν περιέχει 

γλυκόζη η µικροβιακή αποδόµηση του teflubenzuron ξεκίνησε από την αρχή του πειράµατος 

και στο πέρας του αποδοµήθηκε δηλαδή το 30,54%. Από την 6
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκαν και οι 

µεταβολίτες 2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid, οι οποίοι κατά την 

τελευταία δειγµατοληψία ποσοτικοποιήθηκαν στα  2,62 και 2,87µg/mL, αντίστοιχα.  
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Rhodotorula rubra- Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 

Σχήµα 81. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 
 

Rhodotorula rubra- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 82. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 25µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Στην περίπτωση της Rhodotorula rubra, παρατηρήθηκε αποδόµηση του teflubenzuron από 

την 3
η
 ηµέρα του πειράµατος και στα δύο είδη θρεπτικού υλικού. Στην τελευταία 

δειγµατοληψία στο υλικό µε γλυκόζη αποδοµήθηκε το 74,61% της αρχικής ποσότητας, ενώ 

στο υλικό χωρίς γλυκόζη το 66,7%. Όσον αφορά τους χρόνους παραγωγής µεταβολιτών, στο 

υλικό µε γλυκόζη ανιχνεύτηκαν και οι δυο µεταβολίτες κατά την 9
η
 ηµέρα του πειράµατος, 

ενώ στο υλικό χωρίς γλυκόζη κατά την 12
η
 ηµέρα. ∆ιαφορές υπήρξαν στα δύο υλικά ως προς 
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τις παραγόµενες συγκεντρώσεις, παρατηρώντας πως και στα δύο είδη υλικού το 2,6-

difluorobenzoic acid παράχθηκε σε µεγαλύτερες συγκεντρώσεις. Επιβεβαίωνεται, συνεπώς, 

πως και στην περίπτωση του teflubenzuron (όπως έχει ήδη παρατηρηθεί και στα άλλα 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα) πως η προσθήκη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό ως επιπλέον 

πηγή άνθρακα επηρέασε θετικά την αποδοµητική ικανότητα της ζύµης Rhodotorula rubra. 

Στην περίπτωση του θρεπτικού υλικού µε γλυκόζη ο ρυθµός βιοαποδόµησης ήταν λίγο 

µεγαλύτερος του αντίστοιχου στο υλικό χωρίς γλυκόζη, ήταν 1,26µg/mL/ηµέρα και 

1,11µg/mL/ηµέρα αντίστοιχα.  

 

 

3.4.2.9 Επίδραση της αύξησης της συγκέντρωσης του teflubenzuron στο ρυθµό 

αποδόµησής του από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Σε θρεπτικό υλικό µε πληθυσµιακή πυκνότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra 10
6
κύτταρα/mL, στην οποία παρατηρήθηκε ο υψηλότερος ρυθµός 

βιοαποδόµησης προστέθηκαν 50µg/mL teflubenzuron. Τα αποτελέσµατα των πειραµάτων 

αυτών παρουσιάζονται στους  πίνακες και τα διαγράµµατα που ακολουθούν. 

Στο θρεπτικό υλικό που περιείχε γλυκόζη παρατηρήθηκαν τα παρακάτω.  

 

Πίνακας 42. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ µε γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
50µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των teflubenzuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
ΥΠΒ + Ζύµη 

 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Teflubenzuron 2,6-difluoro 
benzamide 

2,6-difluoro 
benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 50,02 ± 3,43 49,98 ± 1,56 ΜΑ ΜΑ 

3 49,88 ± 4,56 49,96 ± 0,87 ΜΑ ΜΑ 

6 49,93 ± 2,32 49,85 ± 3,45 1,09 ± 7,08 ΜΑ 

9 49,85 ± 0,65 44,54 ± 2,82 1,68 ±11,92 1,76 ± 11,05 

12 49,73 ± 2,78 39,75 ± 1,59 2,47 ± 13,53 2,34 ± 7,59 

15 49,69 ± 1,67 34,33 ± 4,23 3,32 ± 14,26 4,01 ± 9,54 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 50,02 ± 3,43 49,96 ± 2,32 MA MA 

3 49,88 ± 4,56 43,91 ± 3,56 ΜΑ MA 

6 49,93 ± 2,32 38,42 ± 2,34 ΜΑ ΜΑ 

9 49,85 ± 0,65 33,65 ± 5,21 0,98 ± 14,06 2,05 ± 8,63 

12 49,73 ± 2,78 25, 87 ± 9,33 1,89 ± 12,55 4,29 ± 11,32 

15 49,69 ± 1,67 18,16 ± 11,42 4,04 ± 8,91 6,32 ± 10,25 



   

 175 

Τα   αποτελέσµατα στο υλικό χωρίς γλυκόζη ήταν τα παρακάτω: 

 
Πίνακας 43. Αποδόµηση του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula 
rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ χωρίς γλυκόζη 106 κύτταρα/mL ζύµης και 
50µg/mL teflubenzuron. Στα αποτελέσµατα εκφράζεται η συγκέντρωση των teflubenzuron, 2,6-
difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid ως µέσος όρος τριών επαναλήψεων 
προσθαφαιρούµενης της σχετικής τυπικής απόκλισης.  

Συγκέντρωση (µg/mL) ± Σχετική τυπική απόκλιση (RSD, %) 
(ΥΠΒ – γλυκόζη) + Ζύµη 

 
 

Ηµέρες 
 

ΥΠΒ - Ζύµη Teflubenzuron 2,6-difluoro 
Benzamide 

2,6-difluoro 
benzoic acid 

Rhodotorula 
glutinis 

    

0+ 50,02 ± 3,43 49,97 ± 1,89  MA MA 

3 49,88 ± 4,56 49,68 ± 3,35 MA MA 

6 49,93 ± 2,32 46,56 ± 0,67 MA MA 

9 49,85 ± 0,65 40,83 ± 4,36 1,34 ± 11,10 1,57 ± 12,09 

12 49,73 ± 2,78 32,45 ± 4,02 2,74 ± 9,15 2,51 ± 7,45 

15 49,69 ± 1,67 27,04 ± 5,10 4,03 ± 12,04 5,16 ± 10,72 

Rhodotorula 
rubra 

    

0+ 50,02 ± 3,43 49,89 ± 2,11 ΜΑ ΜΑ 

3 49,88 ± 4,56 42,45 ± 1,66 ΜΑ ΜΑ 

6 49,93 ± 2,32 37,67 ± 3,64 ΜΑ ΜΑ 

9 49,85 ± 0,65 26,81 ± 4,47 2,36 ± 10,65 3,11 ± 8,56 

12 49,73 ± 2,78 20,73 ± 1,41 3,93 ± 12,45 4,63 ± 6,83 

15 49,69 ± 1,67 15,42 ± 1,39 6,03 ± 9,13 7,83 ± 10,51 
 

 

Στην περίπτωση της υψηλής χορηγηθείσας συγκέντρωσης teflubenzuron (50µg/mL) θα 

λέγαµε πως η µικροβιακή αποδόµηση ήταν πιο έντονη.  

Rhodotorula glutinis- Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 83. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 



   

 176 

 

Rhodotorula glutinis- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 84. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula glutinis έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Η Rhodotorula glutinis στο υλικό µε γλυκόζη αποδόµησε κατά την 15
η
 ηµέρα το 31,3% της 

αρχικής ποσότητας του teflubenzuron στην υγρή καλλιέργειά της, ενώ στο υλικό χωρίς 

γλυκόζη παρουσίασε πιο έντονη δράση αποδοµώντας το 54,1% της αρχικής ποσότητας. Όσον 

αφορά τους µεταβολίτες, στο υλικό µε γλυκόζη κατά την 6
η
 ηµέρα ανιχνεύτηκε το 2,6-

difluorobenzamide το οποίο παρουσίασε µέγιστη συγκέντρωση κατά την 15
η
 ηµέρα στα 

3,32µg/mL. Το 2,6-difluorobenzoic acid ανιχνεύτηκε κατά την 9
η
 ηµέρα και παρουσίασε 

µέγιστη τιµή στα 4,01µg/mL. Στο υλικό χωρίς γλυκόζη παρατηρήθηκε ταυτόχρονη ανίχνευση 

και των δύο µεταβολιτών στην 9
η
 ηµέρα του πειράµατος µε µέγιστες τιµές τα 4,03µg/mL για 

το 2,6-difluorobenzamide και 5,16µg/mL για το 2,6-difluorobenzoic acid. Παρατηρούµε πως 

στην περίπτωση αυτή η τελική συγκέντρωση του 2,6-difluorobenzoic acid ήταν µεγαλύτερη 

της αντίστοιχης του 2,6-difluorobenzamide. 
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Rhodotorula rubra- Υλικό µε γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 85. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (µε γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

Rhodotorula rubra- Υλικό χωρίς γλυκόζη
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ΥΠΒ - Ζύµη teflubenzuron 2,6-difluorobenzamide 2,6-difluorobenzoic acid

 
Σχήµα 86. Μείωση επιπέδων του teflubenzuron από τη ζύµη Rhodotorula rubra έπειτα από 
προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 106 κύτταρα/mL ζύµης και 50µg/mL 
teflubenzuron. Η κάθετη µπάρα εκφράζει την τυπική απόκλιση των µετρήσεων. 
 

 

Η Rhodotorula rubra αποδείχτηκε για άλλη µια φορά πιο δραστήρια στην αποδόµηση, 

αποδοµώντας έως την τελευταία ηµέρα του πειράµατος το 63,65% της αρχικής ποσότητας 

teflubenzuron στο υλικό µε γλυκόζη και το 69,1% στο υλικό χωρίς γλυκόζη.  Η παραγωγή 

των µεταβολιτών έλαβε χώρα και στα δυο είδη υλικών κατά την 9
η
 ηµέρα. Το 2,6-

difluorobenzamide παρουσίασε µέγιστες συγκεντρώσεις στα 4,04µg/mL και 6,03µg/mL στα 
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υλικά µε και χωρίς γλυκόζη αντίστοιχα, ενώ το 2,6-difluorobenzoic acid στα 6,32 και 

7,83µg/mL, αντίστοιχα. Παρατηρούµε ξανά πως οι τιµές του δεύτερου µεταβολίτη είναι 

υψηλότερες από τις αντίστοιχες του πρώτου, κάτι το οποίο δεν παρατηρήθηκε στην 

αποδόµηση του lufenuron. 

 

3.4.2.10 Επίδραση της θερµοκρασίας επώασης στη βιοαποδόµηση του teflubenzuron 

από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra 

Και στην περίπτωση του teflubenzuron η θερµοκρασία επώασης στην οποία παρατηρήθηκε η 

βέλτιστη ικανότητα και των δύο  ζυµών να αποδοµούν το teflubenzuron είναι οι 25
o
C. Στους 

35
o
C δεν παρατηρήθηκε σχεδόν καθόλου αποδόµηση, ενώ στους 15

o
C σε µικρότερο βαθµό.  

 

 

3.4.3 ∆ιερεύνηση του φαινοµένου της βιοαποδόµησης των lufenuron και teflubenzuron 

σε βιοχηµικό   επίπεδο 

3.4.3.1 Επίδραση των  lufenuron και teflubenzuron στην ενεργότητα των ενζυµικών 

συστηµάτων βιοαποδόµησης  

Έπειτα από την προσθήκη του lufenuron και του teflubenzuron στις ενζυµικές δοκιµές που 

αναφέρθηκαν στην παράγραφο 2.6, παρατηρήθηκαν τα εξής αποτελέσµατα:  

 

� Επίδραση των lufenuron και teflubenzuron στην ενεργότητα των µεταφορασών της 

γλουταθειόνης  

Στο πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.3 προστέθηκαν διαδοχικά 10µM, 

20µΜ, 30µΜ και 40µΜ lufenuron και 13µM, 26µΜ, 39µΜ και 52µΜ teflubenzuron. Έπειτα 

από µετρήσεις στο σπεκτροφωτόµετρο στα 340nm κινητικά κάθε 2 λεπτά, τα αποτελέσµατα 

παρουσιάζοται στον παρακάτω πίνακα 43. 

 Όπως παρατηρείται, το lufenuron και το teflubenzuron δε µείωσαν την ενεργότητα των GSTs 

σε καµία από τις δύο ζύµες και συνεπώς δεν µπορούν να θεωρηθούν αναστολείς των εν λόγω 

ενζύµων. ∆εν υπάρχει συνεπώς αλληλεπίδραση µεταξύ των εντοµοκτόνων αυτών και του 

ενεργού κέντρου πρόσδεσης των GSTs µε το υπόστρωµα.  
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Πίνακας 43. Επίδραση του lufenuron και του teflubenzuron στην ενεργότητα του ενζυµικού 
συστήµατος των µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs) των ζυµών Rhodotorula glutinis και 
Rhodotorula rubra. 

Lufenuron Teflubenzuron  Ζύµη 
Συγκέντρωση 

lufenuron 
(µΜ) 

Ενεργότητα 
(µmol/min/µg 

πρωτείνης) 

Συγκέντρωση 
teflubenzuron 

(µΜ) 

Ενεργότητα 

(µmol/min/µg 

πρωτείνης) 

Rhodotorula glutinis     

 0 3,125 0 3,125 
 10 3,098 13 2,985 
 20 3,135 26 3,046 
 30 2,968 39 3,165 
 40 2,957 52 2,865 
Rhodotorula rubra     
 0 6,234 0 6,234 
 10 6,136 13 5,995 
 20 6,267 26 6,111 
 30 6,087 39 6,095 
 40 6,106 52 6,256 
 

� Επίδραση των lufenuron και teflubenzuron στην ενεργότητα των εστερασών  

Στο πρωτόκολλο πειραµατισµού της παραγράφου 2.6.1.4 για τα υπόστρωµατα a-naphthyl 

acetate και b-naphthyl acetate προστέθηκαν διαδοχικά, 10µM, 20µΜ, 30µΜ και 40µΜ 

lufenuron και 13µM, 26µΜ, 39µΜ και 52µΜ teflubenzuron. Οι µετρήσεις παρουσιάζονται 

στον πίνακα που ακολουθεί, στον οποίο θα πρέπει να διευκρινίσουµε ότι δεδοµένου ότι οι 

τιµές της ενεργότητας για τα δύο υποστρώµατα ήταν κατά πολύ όµοιες παρουσιάζεται η µέση 

τιµή αυτών σε κάθε συγκέντρωση εντοµοκτόνου. 

 
 
Πίνακας 44. Επίδραση των lufenuron και teflubenzuron στην ενεργότητα του ενζυµικού 
συστήµατος των εστερασών των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra, µε χρήση 
των ενζυµικών υποστρωµάτων a & b-naphthyl acetate. Οι τιµές της ενεργότητας  δίνονται ως 
µέση τιµή των δύο υποστρωµάτων. 

Lufenuron Teflubenzuron  Ζύµη 
Συγκέντρωση 

lufenuron 
(µΜ) 

Ενεργότητα 
(µmol/min/µg 

πρωτείνης) 

Συγκέντρωση 
teflubenzuron 

(µΜ) 

Ενεργότητα 

(µmol/min/µg 

πρωτείνης) 

Rhodotorula glutinis     

 0 3,255 0 3,255 
 10 3,178 13 3,209 
 20 3,456 26 2,987 
 30 2,908 39 3,056 
 40 3,123 52 2,999 
Rhodotorula rubra     
 0 3,603 0 3,603 
 10 3,456 13 3,035 
 20 3,245 26 3,402 
 30 2,965 39 2,892 
 40 3,076 52 3,156 
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Ούτε το lufenuron ούτε το teflubenzuron µείωσαν την ενεργότητα των εστερασών των δύο 

ζύµες και συνεπώς δεν µπορούν να θεωρηθούν αναστολείς τους. ∆εν υπάρχει συνεπώς 

αλληλεπίδραση µεταξύ των εντοµοκτόνων αυτών και του ενεργού κέντρου πρόσδεσης των 

εστερασών µε το υπόστρωµα. 

 

3.4.3.2 Πειράµατα βιοαποδόµησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra µε προσθήκη συνεργιστή 

Στα πειράµατα χρησιµοποιήθηκε θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη, στο οποίο και οι δυο ζύµες 

έχουν δείξει έντονη δράση βιοαποδόµησης των lufenuron και teflubenzuron, πληθυσµιακή 

πυκνότητα ζύµης τα 10
6
 κύτταρα/mL και συγκέντρωση για το lufenuron τα 50µg/mL και για 

το teflubenzuron 25µg/mL. Ο εκάστοτε συνεργιστικός παράγοντας προστέθηκε σε 

συγκέντρωση 10µg/mL. 

 

Πίνακας 45.  Αποδόµηση του lufenuron  και του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra έπειτα από προσθήκη σε θρεπτικό υλικό ΥΠΒ (χωρίς γλυκόζη) 
106κύτταρα/mL ζύµης, 50µg/mL lufenuron ή 25g/mL teflubenzuron και 10µg/mL triphenyl 
phosphate ή diethyl maleate ή piperonyl butoxide και επώαση για 5 ηµέρες. 

Συγκέντρωση lufeuron (µg/mL)  
 

Συγκέντρωση teflubenzuron (µg/mL) Ηµέρες 

ΥΠΒ - Ζύµη Rh.  glutinis Rh. 
rubra 

ΥΠΒ - Ζύµη Rh. 
glutinis 

Rh. rubra 

Triphenyl 
phosphate 

      

0+ 49,98 49,99 49,96 25 24,99 24,99 

1 49,92 46,23 44,23 24,96 22,46 23,46 

2 49,82 44,68 39,87 24,92 19,45 18,56 

3 49,87 39,47 37,45 24,95 16,39 13,67 

4 49,64 36,11 28,34 23,88 14,56 10,64 

5 49,57 29,65 21,39 23,84 11,98 8,53 

Piperonyl 
butoxide 

      

0+ 49,98 50 49,99 25 24,99 24,98 

1 49,92 49,84 49,93 24,96 24,98 24,93 

2 49,82 49,62 49,85 24,92 24,91 24,87 

3 49,87 49,32 49,56 24,95 24,84 24,27 

4 49,64 48,99 48,84 23,88 23,98 23,97 

5 49,57 48,74 48,61 23,84 23,94 23,72 

Diethyl 
maleate 

      

0+ 49,98 50 49,99 25 25,02 24,98 

1 49,92 49,34 49,23 24,96 24,95 24,97 

2 49,82 49,22 49,65 24,92 24,95 24,84 

3 49,87 49,87 49,06 24,95 24,23 24,55 

4 49,64 48,98 48,77 23,88 23,93 23,94 

5 49,57 48,94 48,53 23,84 23,97 23,60 
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Όπως παρατηρείται η αποδόµηση τόσο του lufenuron όσο και του teflubenzuron από τις δύο 

ζύµες δεν παρεµποδίστηκε από την παρουσία του triphenyl phosphate στο υλικό ανάπτυξής 

τους. Αντίθετα, παρεµπόδιση παρατηρήθηκε στην περίπτωση των πειραµάτων µε προσθήκη 

piperonyl butoxide, γεγονός το οποίο υποδεικνύει πως το ενζυµικό σύστηµα 

µονοοξυγονασών που έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450 εµπλέκεται στη 

βιοαποδόµηση των δύο βενζοϋλουριών από τις ζύµες του γένους Rhodotorula.  

 

 

3.4.3.3 Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula  

glutinis και Rhodotorula rubra 

Κατά την αποδόµηση, συνεπώς του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula  glutinis και 

Rhodotorula rubra, µέσω της δράσης των µονοοξυγονασών που έχουν ως προσθετική οµάδα 

το κυτόχρωµα P450, πραγµατοποιείται διάσπαση του ουρεϊκού δεσµού στο µητρικό µόριο και 

παραγωγή του µεταβολίτη 2,6-difluorobenzamide, το οποίο στη συνέχεια υδρολύεται και 

µετατρέπεται σε 2,6-difluorobenzoic acid (Σχήµα 87). Το προτεινόµενο µονοπάτι 

αποδόµησης του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula  glutinis και Rhodotorula rubra 

παρουσιάζεται στο παρακάτω σχήµα. 

 

 

 

 
Σχήµα 87.  Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του lufenuron από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra.  
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3.4.3.4 Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του teflubenzuron από τις ζύµες 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra  

Στην περίπτωση της βιοαποδόµησης του teflubenzuron από τις δύο ζύµες, µέσω της δράσης 

των µονοοξυγονασών που έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450, παρατηρήθηκε 

σχεδόν πάντα ταυτόχρονη ανίχνευση των µεταβολιτών 2,6-difluorobenzamide και 2,6-

difluorobenzoic. Επιπλέον, τα επίπεδα του 2,6-difluorobenzoic acid στην τελευταία 

δειγµατοληψία είναι υψηλότερα εκείνων του 2,6-difluorobenzamide. Οι παρατηρήσεις αυτές 

δεν είναι απόλυτα σύµφωνες µε τη διαπίστωση στην οποία καταλήξαµε κατά την ερµηνεία 

των αποτελεσµάτων της αποδόµησης του lufenuron, ότι δηλαδή αρχικά παράγεται το 2,6-

difluorobenzamide, το οποίο στη συνέχεια υδρολύεται σε 2,6-difluorobenzoic acid. 

Θεωρούµαι, συνεπώς, πως πραγµατοποιείται απαλκυλίωση και στη συνέχεια διάσπαση του 

ουρεϊκού δεσµού στο µητρικό µόριο και παραγωγή και των δύο µεταβολιτών 2,6-

difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Το 2,6-difluorobenzamide στη συνέχεια 

υδρολύεται και µετατρέπεται σε 2,6-difluorobenzoic acid, αυξάνοντας έτσι τη συνολική 

συγκέντρωση  του τελευταίου. Το προτεινόµενο µονοπάτι αποδόµησης του teflubenzuron από 

τις ζύµες Rhodotorula  glutinis και Rhodotorula rubra παρουσιάζεται εντός του πλαισίου στο 

παρακάτω σχήµα. 

 

 
Σχήµα 88.  Προτεινόµενο µονοπάτι βιοαποδόµησης του teflubenzuron από τις ζύµες Rhodotorula 
glutinis και Rhodotorula rubra. 
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3.4.4 ∆ιερεύνηση του φαινόµενου της βιοαποδόµησης σε καρπούς τοµάτας 

3.4.4.1 Αποτελέσµατα επικύρωσης αναλυτικής µεθόδου προσδιορισµού υπολειµµάτων 

των lufenuron και teflubenzuron σε καρπούς τοµάτας   

Με στόχο τον έλεγχο της ποιότητας της µεθόδου εκχύλισης  και προσδιορισµού των 

lufenuron και teflubenzuron από τους καρπούς τοµάτας τους χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα 

ελέγχου ποιότητας και πραγµατοποιήθηκε επικύρωση της µεθόδου στο χρωµατογραφικό 

σύστηµα HPLC/DAD/APCI/MS. Χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα καρπών τοµάτας 

εµβολιασµένα µε lufenuron σε συγκεντρώσεις των 0,2 και 1mg/kg και µε teflubenzuron σε 

συγκεντρώσεις των 0,5 και 1mg/kg.  

 

Πίνακας 46. Μέση τιµή ανακτήσεων και σχετικές τυπικές αποκλίσεις για τις 2 βενζοϋλουρίες 
(lufenuron και teflubenzuron) όπως προέκυψαν από τη χρωµατογραφική ανάλυση εκχυλίσµατος 
δείγµατος τοµάτας σε δύο επίπεδα εµβολιασµού στο χρωµατογραφικό σύστηµα 
HPLC/DAD/APCI/MS. 

 
1ο επίπεδο φόρτισης  

(n=5) 

 
2ο επίπεδο φόρτισης  

N=6 
Αναλύτης  

 
 UV DAD  

Ανιχνευτής  
 

MS 
Ανιχνευτής 

 UV DAD  
Ανιχνευτής 

MS 
Ανιχνευτής 

 C 
(mg/kg) 

 

Ανάκτη
ση (%) 

RSD 
(%) 

Ανάκτη 
ση (%) 

RSD 
(%) 

C 
(mg/kg) 

Ανάκτη
ση (%) 

RSD 
(%) 

Ανάκτη 
ση (%) 

RSD 
(%) 

Lufenuron 0,2 96,7 6,18 98,6 13,0 1 88 5,19 92,9 3,74 

Teflubenzuron 0,5 99,5 3,29 97,3 5,21 1 90 6,81 98,9 6,77 

 

Οι µέσες τιµές ανάκτησης των αναλυτών ήταν 96,7-99,5% και 92,9- 98,9% για τους 

ανιχνευτές UV-DAD και MS, αντίστοιχα (Πίνακας 46). Όπως παρατηρείται, η µέση 

ανάκτηση στο πρώτο επίπεδο εµβολιασµού προέκυψε από 5 (n=5) τιµές, δεδοµένου ότι σε 

ένα από τα φορτισµένα δείγµατα υπολογίσθηκαν πολύ χαµηλές τιµές, µικρότερες από 60%. 

Οι τιµές αυτές µε τη βοήθεια της δοκιµασίας Dixon’s (Miller, 2000), αποκλείσθηκαν ως 

ακραίες (outliers). Οι σχετικές τυπικές αποκλίσεις που υπολογίσθηκαν για τα δύο επίπεδα 

φόρτισης κυµάνθηκαν από 3,29- 6,81% και 3,74- 13%  για τους ανιχνευτές DAD και MS, 

αντίστοιχα. Οι τιµές των ανακτήσεων είναι αποδεκτές (εντός του εύρους 70 – 110%), όπως 

και οι τιµές των σχετικών  τυπικών αποκλίσεων (χαµηλότερες του 20%), γεγονός που 

υποδεικνύει την αξιοπιστία και την καταλληλότητα της µεθόδου για τον προσδιορισµό των 

δραστικών ουσιών lufenuron  και teflubenzuron σε καρπούς τοµάτας. 

Το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (LOQ) ήταν το χαµηλότερο επίπεδο 

φόρτισης, δηλαδή 0,2mg/kg για το lufenuron και 0,5mg/kg για το teflubenzuron.  

∆εδοµένου ότι οι µετρήσεις των εµβολιασµένων µε τα δύο δρώντα συστατικά καρπών 
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τοµάτας θα πραγµατοποιηθούν στο σύστηµα LC/MS/MS, πραγµατοποιήθηκαν νέα δείγµατα 

ελέγχου ποιότητας σε 3 επαναλήψεις για να ελεγχθεί η καταλληλότητα της µεθόδου και στο 

συγκεκριµένο χρωµατογραφικό σύστηµα. Χρησιµοποιήθηκαν οι συγκεντρώσεις 0,05 και 

0,1mg/kg και υπολογίστηκαν οι µέσες τιµές ανάκτησης για το lufenuron 93,5% και 89,1% και 

για το teflubenzuron 97,3% και 101%, για κάθε συγκέντρωση, οι οποίες είναι όλες αποδεκτές. 

Οι τιµές σχετικής τυπικής απόκλισης ήταν για το lufenuron 3,12%  και 1,56% και για το 

teflubenzuron 1,67% και 4,03%, για τις συγκεντρώσεις εµβολιασµού 0,05 και 0,1mg/kg, 

αντίστοιχα.  

Το όριο ποσοτικού προσδιορισµού της µεθόδου (LOQ) ήταν το χαµηλότερο επίπεδο 

φόρτισης, δηλαδή το 0,05mg/kg και το όριο ανίχνευσης (LOD) το 0,02mg/kg. 

 

3.4.4.2 Υπολείµµατα lufenuron ή teflubenzuron σε καρπούς τοµάτας έπειτα από 

συνδυασµένη εφαρµογή µε lufenuron ή teflubenzuron και κύτταρα ζυµών 

Καρποί τοµάτας ψεκάστηκαν µε lufenuron ή teflubenzuron συγκέντρωσης 2mg/kg και 

κύτταρα των ζυµών Rhodotorula glutinis ή Rhodotorula rubra. Όσον αφορά το lufenuron οι 

δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν στις 3 και τις 7 ηµέρες από την εφαρµογή. Στις 7 ηµέρες 

αντιστοιχεί ο εγκεκριµένος χρόνος αναµονής από την τελευταία επέµβαση στη συγκοµιδή 

(PreHarvest Interval- PHI) σύµφωνα µε την ετικέτα του σκευάσµατος Match 5 EC. 

Όσον αφορά το teflubenzuron οι δειγµατοληψίες πραγµατοποιήθηκαν 1 (µία) και 3 ηµέρες 

από την εφαρµογή. Στις 3 ηµέρες αντιστοιχεί ο εγκεκριµένος χρόνος αναµονής από την 

τελευταία επέµβαση στη συγκοµιδή (PreHarvest Interval- PHI) σύµφωνα µε την ετικέτα του 

σκευάσµατος Farmalan 15 EC. 

 Έπειτα από την επεξεργασία των δειγµάτων και τη χρωµατογραφική τους ανάλυση 

προέκυψαν για το lufenuron τα παρακάτω αποτελέσµατα: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   

 185 

Πίνακας 47. Υπολείµµατα lufenuron (συγκέντρωση σε mg/kg) σε καρπούς τοµάτας έπειτα από 
τον ψεκασµό τους µε 2mg/kg lufenuron και 108κύτταρα/ mL των ζυµών Rhodotorula glutinis και 
Rhodotorula rubra. Ως µάρτυρας αναφέρονται οι καρποί που έχουν ψεκαστοί µόνο µε lufenuron 
και ως επέµβαση οι καρποί που έχουν ψεκαστεί  µε lufenuron και µε κύτταρα ζύµης. 
 
 Συγκέντρωση lufenuron 

C (mg/kg) 

Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 
 

Ηµέρες 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

3 1,87 1,33 28,9 1,87 1,43 23,5 

7 1,26 0,35 72,2 1,26 0,18 85,7 

 

Όπως παρατηρείται στον πίνακα 47, υπάρχει σαφής υπεροχή της µείωσης του lufenuron στην 

επέµβαση σε σχέση µε το µάρτυρα. Στην περίπτωση της Rhodotorula glutinis στη 

δειγµατοληψία των 7 ηµερών (PHI) σηµειώθηκε ελάττωση της συγκέντρωσης στην επέµβαση 

κατά  72,2% του µάρτυρα, ενώ στη Rhodotorula rubra κατά 85,7% του µάρτυρα. Τα 

αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν τα αντίστοιχα αποτελέσµατα των in vitro πειραµάτων 

βιοαποδόµησης. 

 

Αντίστοιχα για το teflubenzuron: 
 
 
Πίνακας 48. Υπολείµµατα teflubenzuron (συγκέντρωση σε mg/kg) σε καρπούς τοµάτας έπειτα 
από τον ψεκασµό τους µε 2mg/kg teflubenzuron και 108κύτταρα/mL των ζυµών Rhodotorula 
glutinis ή Rhodotorula rubra. Ως µάρτυρας αναφέρονται οι καρποί που έχουν ψεκαστοί µόνο µε 
teflubenzuron και ως επέµβαση οι καρποί που έχουν ψεκαστεί µε  teflubenzuron και µε κύτταρα 
ζύµης. 
 
 Συγκέντρωση teflubenzuron 

C (mg/kg) 

Rhodotorula glutinis Rhodotorula rubra 
 

Ηµέρες 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

Μάρτυρας  Επέµβαση Μείωση 

(%) 

του 

µάρτυρα 

1 1,93 1,84 4,7 1,93 1,67 13,5 

3 1,32 0,74 56,1 1,32 0,53 60 



   

 186 

 
 Όµοια εικόνα µε το lufenuron µας δίνει και ο πίνακας 48, σύµφωνα µε τον οποίο, στην 

Rhodotorula glutinis στη δειγµατοληψία των 3 ηµερών (PHI) σηµειώθηκε ελάττωση της 

συγκέντρωσης του teflubenzuron στην επέµβαση κατά  56,1% του µάρτυρα, ενώ στη 

Rhodotorula rubra κατά 60% του µάρτυρα. Τα αποτελέσµατα αυτά επιβεβαιώνουν τα 

αντίστοιχα αποτελέσµατα των in vitro πειραµάτων βιοαποδόµησης. 

Επιπλέον, τα υπολείµµατα στους καρπούς που είχαν ψεκαστεί µόνο µε lufenuron ή 

teflubenzuron µειώθηκαν ανάµεσα στις δύο δειγµατοληψίες, δεν έφτασαν, όµως, σε επίπεδα 

χαµηλότερα από τα µέγιστα όρια υπολείµµατος (Maximum Residue Limits- MRLs) που 

έχουν θεσπιστεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση για το lufenuron στις τοµάτες στα 0,5mg/kg και 

για το teflubenzuron στο 1mg/kg, σύµφωνα µε τον Κανονισµό 396/2005 της Ευρωπαϊκής 

Ένωσης. Στη δεύτερη δειγµατοληψία µετρήθηκε το 63% της αρχικής συγκέντρωσης του 

lufenuron και το 66% της αρχικής συγκέντρωσης του teflubenzuron. 

Αντίθετα,  στους καρπούς τοµάτας που είχαν ψεκαστεί τόσο µε κύτταρα ζύµης όσο και µε 

lufenuron ή teflubenzuron τα υπολείµµατα τους στα αντίστοιχα PHIs ήταν χαµηλότερα από 

τα MRLs, µε την Rhodotorula rubra να πλεονεκτεί και στις δύο περιπτώσεις.   
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ - ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
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Στην παρούσα εργασία διερευνήθηκε η ικανότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα diazinon και 

chlorpyrifos καθώς και τα εντοµοκτόνα της κατηγορίας των βενζοϋλουριών lufenuron και 

teflubenzuron.  

 

� Ευαισθησία των ζυµών Rhodotorula glutinis και  Rhodotorula rubra στα 

εντοµοκτόνα 

Στα πρώτα στάδια της εργασίας µελετήθηκε η αύξηση των ζυµών στο τεχνητό θρεπτικό 

υλικό και η ευαισθησία τους στα φυτοπροστατευτικά προϊόντα. Με βάση τα παραγόµενα 

αποτελέσµατα  επιλέχθησαν οι ενδεδειγµένες συγκεντρώσεις για κάθε ένα από τα 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα και οι συνθήκες στις οποίες και διεξήχθησαν τα πειράµατα 

βιοαποδόµησης.  

 

� Ανάπτυξη και επικύρωση αναλυτικών µεθόδων προσδιορισµού µητρικών 

µορίων και µεταβολιτών 

Αφού προηγήθηκε η ανάπτυξη µεθόδου εκχύλισης των δρώντων συστατικών από το θρεπτικό 

υλικό ανάπτυξης των ζυµών, η διαπίστωση ύπαρξής ή όχι µικροβιακής αποδόµησης 

πραγµατοποιήθηκε αρχικά µε  χρήση χρωµατογραφίας λεπτής στοιβάδας (TLC) και στη 

συνέχεια µε υγρή χρωµατογραφία συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS/MS). Όσον 

αφορά την TLC, η εφαρµογή του κατάλληλου συστήµατος διαλυτών για κάθε δρων 

συστατικό παρείχε επιτυχή αποτελέσµατα ανίχνευσής του καθώς επίσης και ενδείξεις για 

παραγωγή µεταβολιτών. Έπειτα από µια προκαταρκτική ταυτοποίηση των µεταβολιτών 

αυτών στην TLC, αναπτύχθηκαν αναλυτικές µέθοδοι προσδιορισµού των µητρικών µορίων 

και των µεταβολιτών τους στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS µε βάση την τεχνική 

συζευγµένης φασµατοµετρίας µαζών, µε τη χρήση µεταπτώσεων (προδρόµου – παραγόµενου 

ιόντος) (Multiple Reaction Monitoring-MRMs).  

Όσον αφορά την ανίχνευση και τον προσδιορισµό του chlorpyrifos και του µεταβολίτη του 

3,5,6-trichloro-2-pyridinol (TCP), εφαρµόστηκε ESI(+) (θετικός ιονισµός) για το µητρικό 

µόριο και ESI(-) (αρνητικός ιονισµός) για το µεταβολίτη. Στο ίδιο χρωµατογράφηµα, δηλαδή, 

επιτεύχθηκε ταυτόχρονος προσδιορισµός των δύο αναλυτών µε εναλλαγή της µορφής 

ιονισµού. Η τεχνική αυτή µπορεί να θεωρηθεί καινοτόµος, δεδοµένου ότι έως τώρα οι 

προτεινόµενες µέθοδοι ταυτόχρονου προσδιορισµού των δύο ουσιών ήταν µέσω υγρής 
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χρωµατογραφίας µε ανιχνευτή UV (Abu-Qare and Abou-Donia, 2001) ή 

αεριοχρωµατογραφίας φασµατοµετρίας µαζών (GC/MS) µε εφαρµογή παραγωγοποίησης 

(Kogh and Angere, 2001). Ο Sancho και οι συνεργάτες του (2000) αναφέρουν τον 

προσδιορισµό του chlorpyrifos και του TCP µε υγρή χρωµατογραφία συζευγµένης 

φασµατοµετρίας µαζών (LC/MS/MS) µε τεχνική παρόµοια µε την προτεινόµενη στην 

παρούσα διατριβή (εναλλαγή, δηλαδή, της µορφής ιονισµού) µε το µειονέκτηµα, όµως, της 

χρήσης δύο στηλών διαχωρισµού των ουσιών και δύο συστηµάτων κινητής φάσης. 

Επιτυχής ήταν επίσης και η ανίχνευση και ο προσδιορισµός του diazinon και του µεταβολίτη 

του 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol (IMP) µε LC/MS/MS µε εφαρµογή θετικής µορφής 

ιονισµού ESI(+) και για τις δύο ουσίες. Έως τώρα οι αναλυτικές µέθοδοι ταυτόχρονου 

προσδιορισµού των δύο αυτών ουσιών σε διάφορα υποστρώµατα (νερό, έδαφος, φυτά, 

προϊόντα ζωικής προέλευσης - ούρα, πλάσµα αίµατος) βασίζονται στην ανίχνευση τους µε 

υγρή χρωµατογραφία µε ανιχνευτή UV (HPLC/UV) (Abu- Qare et al., 2001 & Abu- Qare and 

Abou- Donia, 2001). Η πιο πρόσφατη αναφορά (2003) δίνεται από τον Bavcon και τους 

συνεργάτες του, οι οποίοι παρουσιάζουν τον προσδιορισµό των δύο ουσιών σε 

περιβαλλοντικά δείγµατα µε αεριοχρωµατογράφο µε ανιχνευτή  FID (GC/FID). Είναι η 

πρώτη φορά που αναπτύσσεται και επικυρώνεται µέθοδος ταυτόχρονου προσδιορισµού των 

diazinon και IMP µε υγρή χρωµατογραφία σε συνδυασµό µε τριπλό τετράπολο MS-MS. 

Η µέθοδος  προσδιορισµού των lufenuron και teflubenzuron αρχικά αναπτύχθηκε στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα υγρής χρωµατογραφίας µε φασµατοµετρία µαζών µε αρνητικό 

χηµικό ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης HPLC/APCI-MS, το οποίο εκτός του ανιχνευτή µάζας 

περιείχε και ανιχνευτή ορατού υπεριώδους διάταξης διόδων. Επιτεύχθηκε ικανοποιητικός 

διαχωρισµός των δύο ουσιών και η µέθοδος προσδιορισµού τους επικυρώθηκε σε καρπούς 

τοµάτας. Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε για πρώτη φορά ο προσδιορισµός τόσο των 

µητρικών µορίων όσο και των µεταβολιτών τους στο χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. 

Συγκεκριµένα αναπτύχθηκαν δύο µέθοδοι, η πρώτη για τον προσδιορισµό των lufenuron, 

teflubenzuron και 2,6-difluorobenzoic acid µε αρνητικό ιονισµό ESI(-) και η δεύτερη για τον 

προσδιορισµό του 2,6-difluorobenzamide µε θετικό ιονισµό ESI(+). Όσον αφορά τα µητρικά 

µόρια, η πλειοψηφεία των αναλυτικών µεθόδων προσδιορισµού τους βασίζονται στη χρήση 

υγρής χρωµατογραφίας µε ανιχνευτή UV (Bicchi et al., 1996; Gamon et al., 1998;  Miliadis et 

al., 1999; Tsiropoulos et al., 1999 και Britto et al.,  2002) ή µε φασµατοµετρία µαζών µε 

αρνητικό χηµικό ιονισµό ατµοσφαιρικής πίεσης HPLC/APCI-MS (Barnes et al., 1995 και 

Barnes et al., 1995). Από τους Sannino και Bandini (2005) έχει αναφερθεί προσδιορισµός των 

βενζοϋλουριών µε LC/ESI-MS/MS. Μελέτες προσδιορισµού των µεταβολιτών µε 
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LC/MS/MS  δε βρέθηκαν. O Finkelstein και οι συνεργάτες του (2001) ανίχνευσαν το 

teflubenzuron και τους µεταβολίτες του µε χρωµατογραφία λεπτής στοιβάδας (TLC), 

φασµατογράφο µάζας, υγρή χρωµατογραφία (HPLC) και 
19

F NMR (Nuclear Magnetic 

Resonance).  

Αξιολογήθηκε επίσης η αξιοπιστία της µεθόδου εκχύλισης των παραπάνω αναλυτών από το 

θρεπτικό διάλυµα ανάπτυξης των δύο ζυµών. Πραγµατοποιήθηκε επικύρωση της µεθόδου σε 

τρία επίπεδα φόρτισης, µε πέντε τουλάχιστον επαναλήψεις ανά επίπεδο και τα αποτελέσµατα 

έδωσαν αποδεκτές τιµές ανακτήσεων και σχετικών τυπικών αποκλίσεων σύµφωνα µε τις 

απαιτήσεις της SANCO 2007/3131.  

Η συζευγµένη φασµατοµετρία µαζών (MS/MS), συνεπώς, αποτελεί ένα ισχυρό εργαλείο 

ανίχνευσης, διαχωρισµού και ταυτοποίησης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων και των 

µεταβολιτών τους και εγγυάται την εγκυρότητα των αποτελεσµάτων των πειραµάτων 

βιοαποδόµησης.  

 

� Πειράµατα βιοαποδόµησης  

Η ικανότητα των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra να δρουν ως 

αποδοµητές των φυτοπροστατευτικών προϊόντων της µελέτης διερευνήθηκε σε συνάρτηση 

διαφόρων παραγόντων όπως η πληθυσµιακή πυκνότητα των µικροοργανισµών, η 

συγκέντρωση του δρώντος συστατικού, η θερµοκρασία επώασης των υγρών καλλιεργειών 

καθώς και η ύπαρξη ή µη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό. 

Όσον αφορά την επίδραση της πληθυσµιακής πυκνότητας, σε όλες τις περιπτώσεις εκείνη 

των 10
6
κύτταρα/mL ήταν η πιο ενεργή. Στα οργανοφωσφορικά εντοµοκτόνα σε µόλυσµα 

ζύµης χαµηλότερο ή ίσο των 10
4 

κύτταρα/mL δεν παρατηρήθηκε µικροβιακή αποδόµηση για 

χρόνο επώασης 5 ηµερών, γεγονός το οποίο έχει διαπιστωθεί και κατά τη µελέτη της 

αποδόµησης του chlorpyrifos από άλλους µικροοργανισµούς (Li et al., 2007; Yang et al., 

2006; Singh et al., 2004). Στην περίπτωση των βενζοϋλουριών, όµως, και η πληθυσµιακή 

πυκνότητα των 10
4 

κύτταρα/mL αποδείχτηκε ικανή για βιοαποδόµηση.  

Η παρουσία ή απουσία γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης των καλλιεργειών επηρέασε 

µε διαφορετικό βαθµό τη δράση κάθε ζύµης. Η Rhodotorula glutinis στο θρεπτικό υλικό µε 

γλυκόζη δε σηµείωσε µείωση των επιπέδων του εντοµοκτόνου σε σχέση µε το µάρτυρα κατά 

τις πρώτες ηµέρες του πειράµατος, ενώ στη συνέχεια διαπιστώθηκε ταχύτατη µείωσή τους σε 

όλα τα φυτοπροστατευτικά προϊόντα και έως και εξάντλησή τους στην περίπτωση των 

chlorpyrifos και diazinon. Αντίθετα, στο θρεπτικό υλικό χωρίς γλυκόζη παρατηρήθηκε 

µείωση της αρχικής συγκέντρωση τους από την αρχή του πειράµατος. Παρόµοια 
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συµπεριφορά διαπιστώθηκε και από τους Muncnerova και Augustin (1995) κατά τη µελέτη 

της διάσπασης του benzoate από την Rhodotorula glutinis, όπου η ζύµη κατανάλωσε το 

benzoate αφού εξαντλήθηκε η γλυκόζη. Η διαφοροποίηση αυτή της βιοαποδόµησης στα δύο 

διαφορετικά είδη θρεπτικών υλικών έχει παρατηρηθεί και από τον Singh και τους συνεργάτες 

του (2004) κατά τη µελέτη της δράσης του βακτηρίου Enterobacter strain B-14 στην 

αποδόµηση του chlorpyrifos, όπου διαπιστώθηκε καθυστέρηση στην αποδόµηση του δρώντος 

συστατικού παρουσίας γλυκόζης ή άλλης πηγής άνθρακα (ηλεκτρικό οξύ). Σύµφωνα µε τους 

Ruiz-Amil et al. (1965), Torrontegui et al. (1966), Fernadez et al. (1967) και Medrano et al. 

(1969), η παρουσία γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό ανάπτυξης της Rhodotorula glutinis 

εµποδίζει την αφοµοίωση ή το µεταβολισµό κάποιας άλλης ουσίας από τα κύτταρα της ζύµης 

έως ότου εξαντληθούν τα αποθέµατα γλυκόζης. Στην ουσία η γλυκόζη παρεµβαίνει στις 

διαδικασίες της γλυκόλυσης και της γλυκονεογένεσης, επηρεάζοντας τη δράση των 

απαραίτητων ενζύµων, που είναι η pyruvate kinase και η phosphoenolpyruvate 

carboxykinase, αντίστοιχα. 

Αντίθετα, η προσθήκη γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό της ζύµης Rhodotorula rubra ως 

επιπλέον πηγή άνθρακα δεν επηρέασε την ικανότητα της να αποδοµεί τα chlorpyrifos, 

diazinon, lufenuron και teflubenzuron. Και στις δύο κατηγορίες θρεπτικού υλικού η 

βιοαποδόµηση ξεκίνησε από την αρχή του πειράµατος. Ειδικότερα, στην περίπτωση του 

θρεπτικού υλικού µε γλυκόζη η αποδόµηση ήταν ταχύτερη και παρουσίασε µεγαλύτερο 

ρυθµό βιοαποδόµησης σε όλες τις περιπτώσεις. Το γεγονός αυτό έχει παρατηρηθεί από τον 

Xu και τους συνεργάτες του (2008) στην αποδόµηση του chlorpyrifos από το βακτήριο 

Paracoccus sp. strain TRP, καθώς και από τον Cycon και τους συνεργάτες του (2009) κατά 

την αποδόµηση του diazinon από τα Pseudomonas sp., Serratia liquefaciens και Serratia 

marcescens. Επιπλέον, το βακτήριο Streptomyces sp., το οποίο αποµονώθηκε από έδαφος 

ορυζώνων, παρουσίασε ικανότητα στην αποδόµηση του diazinon µόνο υπό την παρουσία 

γλυκόζης στο θρεπτικό υλικό της καλλιέργειας (Sethunathan και MacRae, 1969). 

∆ιαπιστώνουµε, συνεπώς, πως η ζύµη Rhodotorula rubra χρειάζεται περισσότερη ενέργεια 

για τη διάσπαση των φυτοπροστατευτικών ουσιών. Οφείλουµε να αναφέρουµε, όµως, πως τα 

αποτελέσµατά µας βασίζονται στη συγκέντρωση γλυκόζης στο θρεπτικό διάλυµα στα 5g/L, 

δεδοµένου ότι οι Muncnerova και Augustin (1995) µελετώντας τη διάσπαση του benzoate 

από την Rhodotorula rubra ανέφεραν πως σε συγκέντρωση γλυκόζης 10g/L και η 

Rhodotorula rubra ξεκίνησε την αποδόµηση αφότου εξαντλήθηκαν τα αποθέµατα της 

γλυκόζης. 

Η αύξηση της συγκέντρωσης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων στο υλικό χωρίς γλυκόζη 
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είχε ως συνέπεια την αύξηση του ρυθµού αποδόµησής τους και από τις δύο ζύµες. Παρόµοια 

παρατήρηση δίνεται και από τους Yang (2005) και τον Fang (2008) κατά την αποδόµηση του 

δρώντος συστατικού από το βακτήριο Alcaligenes faecalis DSP3 και το µύκητα Verticillium 

sp. DSP, αντίστοιχα.   Αυξηµένη συγκέντρωση των φυτοπροστατευτικών προϊόντων οδήγησε 

και σε αυξηµένη ποσοτικά παραγωγή µεταβολιτών. 

Όσον αφορά την παραγωγή µεταβολιτών από τη διάσπαση των µητρικών µορίων µέσω της 

δράσης των ζυµών του γένους Rhodotorula, για κάθε εντοµοκτόνο παρατηρήθηκαν τα εξής: 

Κατά την αποδόµηση του chlorpyrifos και από τις δύο ζύµες το προϊόν διάσπασής το οποίο 

ταυτοποιήθηκε ήταν ο µεταβολίτης TCP. Ο µεταβολίτης αυτός ανιχνεύτηκε σε όλες τις 

περιπτώσεις που παρατηρήθηκε βιοαποδόµηση και αρχικά είχε αυξητική τάση. Στη συνέχεια 

τα επίπεδά του µειώθηκαν γεγονός που έδινε ενδείξεις για την ικανότητα των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra να το αποδοµούν. Η ένδειξη αυτή επιβεβαιώθηκε 

από τη διεξαγωγή πειράµατος βιοαποδόµησης µε προσθήκη µόνο του TCP.  Να σηµειωθεί 

πως δεν διαπιστώθηκε, όµως, εξάντληση των αποθεµάτων του µεταβολίτη. Ικανότητα 

αποδόµησης του TCP εµφανίζουν επίσης το Sphingomonas sp. strain DSP-2 (Li, et al., 2006), 

το Alcaligenes faecalis strain DSP-3 (Yang et al., 2005), το Paracoccus sp. strain TRP (Xu et 

al., 2008), το Verticillium sp. DSP (Fang et al., 2008) και το Bacillus pumilus strain C2A1 

(Anwar et al., 2009), το οποίο παρουσιάζεται ως το πλέον δραστήριο, αφού διέσπασε 90% 

της αρχικής ποσότητας (300mg/L) σε 8 ηµέρες επώασης. Άλλοι µεταβολίτες που έχουν 

παρατηρηθεί από τη βιοαποδόµηση του chlorpyrifos είναι το chlorpyrifos-oxon, το 3,5,6-

trichloro-2-methoxypyridine και το 2-chloro-6-hydroxypyridine (Singh και Walker, 2006 και 

Yu et al., 2006).  

Κατά την αποδόµηση του diazinon από τις δύο ζύµες σε πληθυσµιακή πυκνότητα 10
6 

κύτταρα/mL, παρατηρήθηκε η παραγωγή του µεταβολίτη 2-isopropyl-6-methyl-4-pyrimidinol 

(IMP). Τα επίπεδα του IMP παρουσίασαν αυξητική τάση έως εξάντλησης του diazinon και 

στη συνέχεια παρέµειναν σε σταθερά επίπεδα. Λαµβάνοντας υπόψη το γεγονός ότι έπειτα 

από την πλήρη αποδόµηση του diazinon ουσιαστικά η µόνη πηγή άνθρακα η οποία παρέχεται 

στις ζύµες είναι ο µεταβολίτης ΙΜP και δεδοµένου ότι τα επίπεδα του δε µειώθηκαν έως το 

πέρας του πειράµατος, θα µπορούσαµε να συµπεράνουµε πως οι ζύµες Rhodotorula δεν 

έχουν τη δυνατότητα να το αποδοµούν.  Η µόνη ερευνητική εργασία στην οποία γίνεται 

αναφορά σε προϊόντα διάσπασης του diazinon είναι εκείνη του Sethunathan (1989) όπου 

παρατηρήθηκε αποδόµηση του δρώντος συστατικού από το Flavobacterium sp. ATCC27551  

σε ορυζώνες και παραγωγή αρχικά του µεταβολίτη 2-isopropyl-4-methyl-6-

hydroxypyrimidine (ΙΜΗΡ) και στη συνέχεια διοξειδίου του άνθρακα.  
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Όσον αφορά τις βενζοϋλόυρίες lufenuron και teflubenzuron ταυτοποιήθηκαν οι µεταβολίτες 

2,6-difluorobenzamide και 2,6-difluorobenzoic acid. Στην περίπτωση του lufenuron αρχικά 

ανιχνεύτηκε το 2,6-difluorobenzamide και στη συνέχεια το 2,6-difluorobenzoic acid, το οποίο 

παράγεται από την υδρόλυση του πρώτου.  Στην αποδόµηση του teflubenzuron, όµως, οι δύο 

µεταβολίτες ανιχνεύτηκαν ταυτόχρονα και στο τέλος των πειραµάτων η συγκέντρωση του 

2,6-difluorobenzoic acid ήταν µεγαλύτερη. Έπειτα από την αποδόµηση του  lufenuron από 

µικροοργανισµούς από τα γένη Archaea και Pseudomonas, διαπιστώθηκε η παραγωγή των 

µεταβολιτών 1-(2,5-dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxy) phenyl) urea και 2,5-

dichloro-4-(1,1,2,3,3,3-hexafluoropropoxy) phenylamine (Pesaro et al., 2004). Η αποδόµηση 

του teflubenzuron από τα Acinetobacter calcoaceticus 21, Bacillus brevis 625, Alcaligenes sp. 

1431 και Pseudomonas sp. 10W οδήγησε στην παραγωγή των µεταβολιτών 2,6-

difluorobenzamide, 2,6-difluorobenzoic acid και 2,4-difluoro-3,5-dichloroaniline (Finkelstein 

et al., 2001). 

Η θερµοκρασία επώασης στην οποία παρατηρήθηκε η βέλτιστη ικανότητα των ζυµών να 

αποδοµούν τα εντοµοκτόνα της µελέτης ήταν οι 25
o
C. Στους 35

o
C δεν παρατηρήθηκε σχεδόν 

καθόλου αποδόµηση, ενώ στους 15
o
C η βιοαποδόµηση ήταν χαµηλότερη εκείνης στους 25

o
C. 

Τα αποτελέσµατα θεωρούνται αποδεκτά, δεδοµένου ότι οι ζύµες  του γένους Rhodotorula 

ανήκουν στους ψυχρόφιλους µικροοργανισµούς.  

Συνοψίζοντας, αναφέρουµε πως όσον αφορά το chlorpyrifos, οι ζύµες Rhodotorula glutinis 

και Rhodotorula rubra παρουσιάζουν µέσο έως βραδύ ρυθµό αποδόµησης σε σχέση µε 

άλλους µικροοργανισµούς- αποδοµητές του. Συγκεκριµένα, η Rhodotorula glutinis εξάντλησε 

25µg/mL δρώντος συστατικού σε 9 ηµέρες στο υλικό µε γλυκόζη και σε 6 ηµέρες στο υλικό 

χωρίς γλυκόζη. H Rhodotorula rubra αποδόµησε πλήρως την ίδια συγκέντρωση chlorpyrifos 

σε 5 ηµέρες στο υλικό µε γλυκόζη και σε 6 ηµέρες στο υλικό χωρίς γλυκόζη. Όσον αφορά τη 

δράση άλλων µικροοργανισµών, οι γρηγορότεροι ρυθµοί αποδόµησης έχουν αναφερθεί από 

το βακτήριο Sphingomonas sp. strain DSP-2 (Li, et al., 2007), το οποίο διέσπασε 100µg/mL 

chlorpyrifos σε 12 ώρες και το βακτήριο Stenotrophomonas sp. strain YC-1, το οποίο 

διέσπασε 100µg/mL chlorpyrifos σε 24 ώρες. Άλλο βακτήριο- αποδοµητής είναι το 

Alcaligenes faecalis strain DSP-3 το οποίο αποµονώθηκε από τον Yang και τους συνεργάτες 

του (2005) και αποδόµησε πλήρως 100µg/mL του δρώντος συστατικού σε 10 ηµέρες, ενώ τα 

Flavobacterium sp. και Arthrobacter sp. αποδόµησαν 10µg/mL chlorpyrifos σε 24 και 48 

ώρες αντίστοιχα (Singh et al., 2003). Ο Xu και οι συνεργάτες του (2008) παρατήρησαν την 

πλήρη αποδόµηση 50µg/mL chlorpyrifos από το βακτήριο Paracoccus sp. strain TRP σε 4 

ηµέρες. Η πλέον πρόσφατη βιβλιογραφική αναφορά (2009) έρχεται από τον Anwar και τους 
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συνεργάτες του οι οποίοι παρατήρησαν αποδόµηση του εντοµοκτόνου από το βακτήριο 

Bacillus pumilus strain C2A1. Ο µύκητας Verticillium sp. DSP  παρουσίασε την ικανότητα 

αποδόµησης 1 έως 100µg/mL chlorpyrifos σε χρόνους 1 έως 7 ηµερών αντίστοιχα (Fang et 

al., 2008). Τέλος οι Lakshmi, Kumar και Khanna (2008) ανέφεραν τη µείωση των επιπέδων 

του chlorpyrifos κατά 75- 87% έπειτα από 20 ηµέρες επώασης µε τα βακτήρια Pseudomonas 

fluorescence, Brucella melitensis, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Klebsiella sp., Serratia 

marcescens και Pseudomonas aeroginosa.  

Η πλειοψηφεία των µικροοργανισµών που έχουν αναφερθεί ως αποδοµητές του chlorpyrifos 

είναι βακτήρια και λιγότεροι µύκητες. ∆εν έχει αναφερθεί βιοαποδόµησή του από τις ζύµες 

του γένους Rhodotorula. Η µοναδική περίπτωση µικροβιακής αποδόµησης του 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος από ζύµες είναι εκείνη που αναφέρεται από τους Lal και Lal 

(1987), κατά την οποία παρουσιάζεται η µείωση των επιπέδων των εντοµοκτόνων DDT, 

fenitrothion και chlorpyrifos από τη ζύµη Saccharomyces cerevisiae, χωρίς να δίνονται, όµως, 

ποσοτικά αποτελέσµατα του φαινοµένου για το chlorpyrifos, ούτε να γίνεται αναφορά στην 

παραγωγή κάποιου µεταβολίτη, πιθανώς λόγω έλλειψης κατάλληλου χρωµατογραφικού 

συστήµατος (στην εν λόγω µελέτη έχει χρησιµοποιθεί αεριοχρωµατογράφος µε 

φλογοφωτοµετρικό ανιχνευτή- FPD, ενώ όπως διαπιστώθηκε στην παρούσα ο µεταβολίτης 

TCP προσδιορίζεται αποτελεσµατικότερα µε υγρή χρωµατογραφία). 

Όσον αφορά την αποδόµηση του diazinon από τις δύο ζύµες, θα πρέπει να αναφερθούµε 

στην µείωση της συγκέντρωσης του δρώντος συστατικού στο υλικό στο οποίο δεν είχε 

προστεθεί µικροοργανισµός, λόγω αβιοτικής υδρόλυσης. Η υδρολυτική αυτή αποδόµηση 

ήταν σηµαντική µεν, όχι, όµως, τόσο ώστε να υπερβεί το ρυθµό βιοαποδόµησης του diazinon 

από τη δράση των δύο ζυµών. Σε παρόµοια παρατήρηση κατέληξε και ο Munnecke (1976) ο 

οποίος παρατήρησε πως η ενζυµατική υδρόλυση του diazinon όταν αυτό προστεθεί σε µικτή 

καλλιέργεια των βακτηρίων Pseudomonas fluorescent (5 είδη), Brevibacterium sp., 

Azotomonas sp., και Xanthomonas sp., παρουσιάζει ρυθµό ταχύτερο κατά 2,45 φορές από τη 

χηµική. Στη µελέτη αυτή δε γίνεται αναφορά στις αρχικές συγκεντρώσεις του εντοµοκτόνου, 

στο χρόνο της πειραµατικής διαδικασίας, αλλά ούτε και στην παραγωγή ή µη µεταβολιτών. 

Έντονη χηµική υδρόλυση του diazinon έχει διαπιστωθεί επίσης και από τον Cycon και τους 

συνεργάτες του (2009) κατά την αποδόµηση του από τα βακτήρια Pseudomonas sp., Serratia 

liquefaciens και Serratia marcescens. 

Οι δύο ζύµες της παρούσας µελέτης αποδείχτηκαν ικανοί αποδοµητές του diazinon. 

Συγκεκριµένα η Rhodotorula glutinis αποδόµησε πλήρως 25µg/mL diazinon σε 12 ηµέρες 

στο υλικό χωρίς γλυκόζη. Η Rhodotorula rubra  διέσπασε πλήρως τα 25µg/mL diazinon σε 



   

 195 

12 ηµέρες στο υλικό µε γλυκόζη και σε 14 ηµέρες στο υλικό χωρίς γλυκόζη. Όσον αφορά 

άλλους µικροοργανισµούς ως πιο δραστήριο εµφανίζεται το Alcaligenes faecalis DSP3 το 

οποίο αποδόµησε 100µg/mL diazinon κατά 90% σε 10 ηµέρες (Yang et al., 2005). Επίσης, το 

βακτήριο Enterobacter strain B-14 αποδόµησε 25µg/mL diazinon σε 2 ηµέρες (Singh et al., 

2004). Ο ίδιος ερευνητής (2005) αναφέρει αποδόµηση 25µg/mL diazinon σε 10 ηµέρες από 

µικροοργανισµούς εδάφους, χωρίς να συγκεκριµενοποιεί τα είδη τους. Οι Barik και 

Munnecke (1982) επίσης, παρατήρησαν την αποδόµηση υψηλής συγκέντρωσης diazinon σε 

24 ώρες. Τα βακτήρια Arthrobacter και Flavobacterium σηµείωσαν διάσπαση του diazinon 

σε ορυζώνες, 14ppm diazinon σε 5 ηµέρες στο νερό στα τηγάνια, 15ppm σε 10 ηµέρες στη 

ριζόσφαιρα και 15ppm σε 10 ηµέρες στο έδαφος εκτός της ριζόσφαιρας (Sethunathan και 

Pathak, 1972). Στην πλέον πρόσφατη βιβλιογραφική αναφορά έχει παρατηρηθεί η αποδόµηση 

50mg/mL diazinon κατά 80- 92% σε 14 ηµέρες από τα βακτήρια Pseudomonas sp. (το οποίο 

έχει µελετηθεί επανηληµένα), Serratia liquefaciens και Serratia marcescens (Cycon et al., 

2009). Στις υπόλοιπες µελέτες οι οποίες έχουν αναφερθεί στο εισαγωγικό τµήµα της 

παρούσας µελέτης δε δίνονται πληροφορίες σχετικά µε τη χορηγηθείσα συγκέντρωση του 

δρώντος συστατικού και το χρόνο εξέλιξης της βιοαποδόµησής του. Θα πρέπει να σηµειωθεί 

πως το σύνολο των µικροοργανισµών  οι οποίοι έχουν παρατηρηθεί να αποδοµούν το 

diazinon είναι βακτήρια που διαβιούν στο έδαφος. ∆εν έχει αναφερθεί βιοαποδόµηση του 

φυτοπροστατευτικού προϊόντος από επιφυτικούς µικροοργανισµούς και ειδικά από τις ζύµες 

Rhodotorula. 

Η µόνη ερευνητική εργασία που αναφέρεται στην αποδόµηση του lufenuron από 

µικροοργανισµούς είναι εκείνη του Pesaro και των συνεργατών του (2004), κατά την οποία 

διαπιστώθηκε η αποδόµηση του από µικροοργανισµούς από τα γένη Archaea και 

Pseudomonas, ενώ έως τώρα δεν έχει καταγραφεί η αποδόµηση του από τις δύο ζύµες της 

παρούσας µελέτης. 

Τέλος, όσον αφορά το teflubenzuron, έχει καταγραφεί αποδόµηση του µόνο από  

µικροοργανισµούς εδάφους. O  Finkelstein και οι συνεργάτες του (2001) µελέτησαν τη 

αποδόµηση του teflubenzuron από το Acinetobacter calcoaceticus 21, Bacillus brevis 625, 

Alcaligenes sp. 1431 και Pseudomonas sp. 10W. Με αρχικές συγκεντρώσεις του 

teflubenzuron στα 19-50µg/mL, παρατηρήθηκε αποδόµησή του κατά µέσο όρο 30% της 

αρχικής χορηγηθείσας συγκέντρωσης. Τα αντίστοιχα ποσοστά αποδόµησης του µητρικού 

µορίου από τις ζύµες Rhodotorula  glutinis  και Rhodotorula rubra είναι σαφώς υψηλότερα, 

ενώ δεν έχει καταγραφεί µέχρι τώρα η αποδόµηση του teflubenzuron από τις δύο ζύµες. 
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� Βιοχηµικά πειράµατα µελέτης των ενζυµικών συστηµάτων αποτοξικοποίησης  

Από τα πρώτα βιοχηµικά πειράµατα προέκυψε πως το chlorpyrifos παρεµποδίζει την 

ενεργότητα του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών των Rhodotorula glutinis και 

Rhodotorula rubra ενώ στη συνέχεια η προσθήκη του συνεργιστικού παράγοντα triphenyl 

phosphate στα πειράµατα βιοαποδόµησης οδήγησε σε παρεµπόδιση της αποδόµησης του 

εντοµοκτόνου από τις δύο ζύµες και κατά συνέπεια επιβεβαιώθηκε η βιοαποδόµηση του 

chlorpyrifos µέσω του ενζυµικού συστήµατος των εστερασών.  Σε µελέτες άλλων ερευνητών 

(Sedar et al., 1982; Mulbry et al., 1986, Havens και Rase, 1991, Horne et al., 2002) γίνεται 

κυρίως λόγος για το ένζυµο της parathion υδρολάσης ως υπεύθυνο για τη βιοαποδόµηση του 

chlorpyrifos από µικροοργανισµούς, κυρίως από βακτήρια εδάφους. Η πρώτη αναφορά 

σχετικά µε την ικανότητα του ενζύµου αυτού να υδρολύει τον εστέρα των 

οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων έγινε από το Munnecke και τους συνεργάτες του (1975). 

Όπως έχει διαπιστωθεί η ιδιότητα αυτή του ενζύµου αποδίδεται στο γονίδιο opd. 

Μεταγενέστερα (2004) ο Singh και οι συνεργάτες του απέδειξαν πως η δράση του 

Enterobacter strain Β14 στην αποδόµηση του chlorpyrifos γίνεται µε  το ενζυµικό µονοπάτι  

της φωσφοτριεστεράσης και πως το γονίδιο που κωδικοποιεί την έκφραση του ενζύµου 

αυτού, mpd, παρουσιάζει διαφορετική αλληλουχία από εκείνη του γονιδίου opd, κάτι που 

επιβεβαίωσαν και ο Yang µε τους συνεργάτες του (2005) στο Alcaligenes faecalis DSP3. 

Τέλος, αξίζει να αναφέρουµε και τη µελέτη των Mutch και Williams (2006), σύµφωνα µε την 

οποία το chlorpyrifos µεταβολίζεται στο ανθρώπινο ήπαρ σε TCP µέσω της δράσης 

ισοενζύµων των µονοξυγονασών που έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450.  

Όσον αφορά το diazinon, θεωρήθηκε παρεµποδιστής  του ενζυµικού συστήµατος των 

µεταφορασών της γλουταθειόνης (GSTs), µιας και η προσθήκη του στην ενζυµική δοκιµή 

των GSTs µείωσε θεαµατικά την ταχύτητα της αντίδρασης. Η παρεµπόδιση της 

βιοαποδόµησης του diazinon από τις δύο ζύµες έπειτα από την προσθήκη του συνεργιστή 

diethyl maleate στα πειράµατα βιοαποδόµησης σε συνδιασµό µε τη µη παρεµπόδιση της από 

το συνεργιστή piperonyl butoxide «ενοχοποιεί» το εν λόγω ενζυµικό σύστηµα ως 

εµπλεκόµενο στη βιοαποδόµηση του εντοµοκτόνου. Η διαπίστωση αυτή συµφωνεί µε τα 

λεγόµενα του Κλώνη (2007), ενώ έρχεται σε αντίθεση µε τις έως τώρα µελέτες οι οποίες 

απέδιδαν τη διάσπαση του diazinon στη δράση υδρολασών. Ο Munnecke (1976) απέδωσε την 

αποδόµηση του diazinon και άλλων οργανοσφωσφορικών εντοµοκτόνων από µια µικτή 

καλλιέργεια των βακτηρίων Pseudomonas fluorescent (5 είδη), Brevibacterium sp., 

Azotomonas sp., και Xanthomonas sp., τα οποία προηγουµένως είχαν επωαστεί µε parathion, 
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στην parathion υδρολάση. Το ίδιο ένζυµο θεωρούν  υπεύθυνο για την υδρόλυση του diazinon 

και οι Barik και Munnecke (1982), οι οποίοι διατύπωσαν επίσης πως ο ρυθµός αποδόµησης 

εξαρτάται από τη συγκέντρωση του ενζύµου και όχι τόσο από τις χηµικές και φυσικές 

παραµέτρους του συστήµατος φυτοπροστατευτικό προϊόν – έδαφος. Ο Sethunathan (1989) 

απέδειξε πως στη δράση του Pseudomonas sp. 29353 στην αποδόµηση του diazinon 

εµπλέκεται το ενζυµικό µονοπάτι  της φωσφοτριεστεράσης. Τέλος, ο Yasouri (2006) ανέφερε 

πως τα γονίδια τα οποία είναι υπεύθυνα για την αποδόµηση του diazinon βρίσκονται πάνω σε 

πλασµίδια, ενώ οι Mutch  και Williams (2006) µελετώντας το µεταβολισµό 

οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων στο ήπαρ του ανθρώπου, παρατήρησαν πως η µετατροπή 

του diazinon σε diazoxon και IMP βασίζεται στη δράση ισοενζύµων των µονοξυγονασών που 

έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450.  

Η µελέτη της κινητικής της παρεµπόδισης των ενζύµων GSTs για το diazinon και το 

συνεργιστικό παράγοντα diethyl maleate δηµιούργησε υποψίες πως και στις δύο ζύµες όταν 

στην ενζυµική δοκιµή προστίθεται diazinon προκύπτει συναγωνιστική παρεµπόδιση, ενώ 

στην περίπτωση που προστίθεται το diethyl maleate προκύπτει µη συναγωνιστική 

παρεµπόδιση. 

Θα πρέπει να αναφέρουµε ότι έως τώρα δεν έχει αναφερθεί η χρήση συνεργιστικών 

παραγόντων σε µελέτες αποδόµησης οργανοφωσφορικών εντοµοκτόνων 

Οι βενζοϋλουρίες lufenuron και teflubenzuron δεν παρεµπόδισαν την ενεργότητα κανενός 

από τα δύο παραπάνω ενζυµικά συστήµατα. Από τη χρησιµοποίηση των συνεργιστών 

παρατηρήθηκε πως το piperonyl butoxide παρεµπόδισε τη βιοαποδόµηση και των δύο 

εντοµοκτόνων από τις ζύµες Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra, γεγονός το οποίο 

υποδεικνύει το ενζυµικό σύστηµα των µονοοξυγονασών που έχουν ως προσθετική οµάδα 

το κυτόχρωµα P450 ως εµπλεκόµενο στην αποδόµηση τους. Μελέτες βιοαποδόµησης των 

βενζοϋλουριών lufenuron και teflubenzuron από µικροοργανισµούς δεν υπάρχουν πολλές στη 

διεθνή βιβλιογραφία. Επιπλέον, σε καµία από τις ερευνητικές αυτές εργασίες δεν έχει 

πραγµατοποιηθεί χρήση συνεργιστικών παραγόντων και ούτε γίνεται αναφορά στα υπεύθυνα 

ενζυµικά συστήµατα για την αποδόµηση των δρώντων συστατικών. Χρήση συνεργιστικών 

παραγόντων για τα εν λόγω εντοµοκτόνα έχει λάβει χώρα σε µελέτες ανθεκτικότητας 

εντόµων. Έτσι, κατά τη µελέτη των µηχανισµών αποτοξικοποίησης του teflubenzuron στην 

προνύµφη του Spodoptera littoralis χρησιµοποιήθηκαν οι συνεργιστές DEF (S,S,S- 

tributylphosphorotrithioate) και piperonyl butoxide και αποδείχτηκε πως η κύρια οδός 

αποτοξικοποίησης του δρώντος συστατικού ήταν µέσω υδρόλυσης- δράση εστερασών-  µε 

την οποία σχετίζεται το DEF, ενώ ο  συνεργισµός µε το piperonyl butoxide ήταν 
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περιορισµένος (Saidy et al., 1989). Παρόµοια αποτελέσµατα παρατηρήθηκαν και στην 

περίπτωση του Spodoptera exigua, όπου έπειτα από τη χρήση των profenofos, diethyl maleate 

και piperonyl butoxide αποδείχτηκε πως το teflubenzuron αποτοξικοποιήθηκε κυρίως µέσω 

υδρόλυσης (συνεργισµός µε profenofos)  ή σύζευξης (συνεργισµός µε diethyl maleate), ενώ η 

δράση των µονοοξυγενασών, που έχουν ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450 ήταν πολύ 

περιορισµένη (Van Laecke and Degheele, 1991). Στην περίπτωση του Chilo suppressalis, 

όµως, το οποίο προσβάλει τα στελέχη του ρυζιού, η αποτοξικοποίηση του teflubenzuron 

πραγµατοποιήθηκε έπειτα από τη χρήση του piperonyl butoxide (Nakagawa, 1991). Σύµφωνα 

µε τον Daborn και τους συνεργάτες του (2002) η ανθεκτικότητα της Drosophila 

melanogaster στο lufenuron οφείλεται στο γονίδιο Cyp6g1 των µονοοξυγενασών, που έχουν 

ως προσθετική οµάδα το κυτόχρωµα P450.  

 

� Μελέτη της βιοαποδόµησης σε φυτικές επιφάνειες  

Η διερεύνηση της ικανότητας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra να 

αποδοµούν τα τέσσερα εντοµοκτόνα της µελέτης όταν αυτά έχουν ψεκαστεί σε καρπούς 

τοµάτας είχε επιτυχή αποτελέσµατα. Στους χρόνους τελευταίας επέµβασης από τη συγκοµιδή 

όπως αυτός καθορίζεται από την ετικέτα των εµπορικών σκευασµάτων κάθε δρώντος 

συστατικού στο οποίο βασίστηκε η εφαρµογή, παρατηρήθηκε σαφής εντονότερη µείωση της 

συγκέντρωσης των φυτοπροστατευτικών προϊόντων στους καρπούς της επέµβασης σε σχέση 

µε την αντίστοιχη στο µάρτυρα, γεγονός το οποίο προσδίδει µια περαιτέρω επιβεβαίωση των 

αποτελεσµάτων των πειραµάτων βιοαποδόµησης. 

Επιπλέον, δεν ανιχνεύτηκαν υπολείµµατα τους σε επίπεδα υψηλότερα των ανώτατων 

αποδεκτών ορίων όπως αυτά έχουν θεσπιστεί από την Ευρωπαϊκή Ένωση µε τον Κανονισµό 

(ΕΚ) 396/2005 για κάθε ένα από τα εντοµοκτόνα στις τοµάτες. Μοναδική εξαίρεση η 

περίπτωση της Rhodotorula glutinis κατά τον ψεκασµό των καρπών µε diazinon, όπου τα 

υπολείµµατα ήταν υψηλότερα από το MRL, παρόλα αυτά, όµως, η µείωση των υπολειµµάτων 

ήταν πολύ σηµαντική σε σχέση µε το µάρτυρα. Τα πειράµατα αυτά πραγµατοποιήθηκαν σε 

µεµονωµένους καρπούς τοµάτας και όχι σε φυτά υπό συνθήκες αγρού ή θερµοκηπίου. 

Μελετήθηκε, δηλαδή, η αλληλεπίδραση ζύµης εντοµοκτόνου υπό ελεγχόµενες και σταθερές 

συνθήκες. Θεωρούνται συνεπώς ακραία περίπτωση (worst case scenario), δεδοµένου ότι δεν 

υπεισέρχονται σε αυτά άλλοι παράγοντες (βιολογικοί,  περιβαλλοντικοί) οι οποίοι συντελούν 

στην αποδόµηση ή αποµάκρυνση των φυτοπροστατευτικών προϊόντων από την επιφάνεια 

των καρπών.  

 Οι αναλυτικές µέθοδοι εκχύλισης και προσδιορισµού των φυτοπροστατευτικών προϊόντων 
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από τους καρπούς τοµάτας επικυρώθηκαν τηρώντας τα κριτήρια του εγγράφου 

SANCO/2007/3131 και αποδείχτηκαν αξιόπιστες.  

Θα µπορούσαµε να προτείνουµε, λοιπόν, τη χρησιµοποίηση των ζυµών Rhodotorula glutinis 

και Rhodotorula rubra για την αποτοξικοποίηση των chlorpyrifos, diazinon, lufenuron και 

teflubenzuron και τη µείωση των υπολειµµάτων τους από την επιφάνεια καρπών τοµάτας. 

Έπειτα από την εφαρµογή του µολύσµατος κάθε ζύµης, η προσρόφηση των κυττάρων στην 

επιφάνεια των καρπών παίζει σηµαντικό ρόλο στην αποδόµηση των φυτοπροστατευτικών 

προϊόντων. Θα πρέπει, συνεπώς, κατά τη διεξαγωγή πειραµάτων υπολειµµάτων µε στόχο τον 

ορισµό του χρόνου τελευταίας επέµβασης πριν τη συγκοµιδή (PreHarvest Interval- PHI), να 

λαµβάνεται σοβαρά υπόψη η πληθυσµιακή πυκνότητα των δύο ζυµών. Απαραίτητο κρίνεται, 

όµως, να σηµειωθεί πως η µικροβιακή ή ενζυµική δραστηριότητα επηρεάζεται από µια 

πληθώρα παραγόντων, όπως η θερµοκρασία, η υγρασία, η ηλιακή ακτινοβολία, το pH, η 

βροχόπτωση, η πληθυσµιακή πυκνότητα του µικροοργανισµού, η µορφή του σκευάσµατος 

του φυτοπροστατευτικού προϊόντος καθώς και το είδος – ποικιλία του φυτού. ∆εδοµένου ότι 

η τοµάτα είναι µια καλλιέργεια που αναπτύσσεται τόσο στο θερµοκήπιο όσο και υπό 

συνθήκες αγρού, όλοι οι παραπάνω παράγοντες θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη στην 

περίπτωση που χρησιµοποιηθεί κάποια από τις δύο ζύµες µε στόχο τη µείωση των 

υπολειµµάτων του φυτοπροστατευτικού προϊόντος στους καρπούς. 

 

Συνοψίζοντας, στην παρούσα εργασία διερεύνηθηκε για πρώτη φορά η ικανότητα των ζυµών 

Rhodotorula glutinis και  Rhodotorula rubra να αποδοµούν τα εντοµοκτόνα chlorpyrifos, 

diazinon, lufenuron και teflubenzuron. Η ποιοτική και ποσοτική απεικόνιση της 

βιοαποδόµησης πραγµατοποιήθηκε µε την ανάπτυξη και επικύρωση καινοτόµων αναλυτικών 

µεθόδων προσδιορισµού των µητρικών µορίων και των µεταβολιτών τους στο 

χρωµατογραφικό σύστηµα LC/MS/MS. Στη συνέχεια διερευνήθηκε σε βιοχηµικό επίπεδο η 

επίδραση των εντοµοκτόνων στα ενζυµικά συστήµατα αποτοξικοποίησης και προσδιορίστηκε 

το εµπλεκόµενο στη βιοαποδόµηση ενζυµικό σύστηµα µε την προσθήκη συνεργιστικών 

παραγόντων στα πειράµατα βιοαποδόµησης, διαδικασία η οποία δεν έχει εφαρµοστεί ξανά σε 

παρόµοιες µελέτες. Στο τελικό στάδιο της µελέτης διερευνήθηκε η εξέλιξη της δράσης των 

δύο ζυµών ως αποδοµητες των εντοµοκτόνων σε φυτικές επιφάνειες και συγκεκριµένα σε 

καρπούς τοµάτας.   

Κλείνοντας θα λέγαµε πως η κατανόηση και η χρήση της µικροβιακής αποδόµησης των 

φυτοπροστατευτικών προϊόντων θα µπορούσε να οδηγήσει σε χαµηλότερα επίπεδα 

αγροχηµικών στο περιβάλλον.  
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ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 

 

Πειράµατα ευαισθησίας των ζυµών Rhodotorula glutinis και Rhodotorula rubra σε 

φυτοπροστατευτικά προϊόντα 

Rhodotorula glutinis 

% επιβίωση του µάρτυρα ∆ραστική ουσία  Κατηγορία / 
Οµάδα 

Φόρτιση 
Ξηρό βάρος  Αριθµός αποικιών  

Lufenuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 84% (4 days ) 97% (4 days ) 

Triflumuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

78% (4 days) 80% (4 days) 

Teflubenzuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

91% (4 days ) 96% (4 days ) 

Flufenoxuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

82% (4 days ) 87% (4 days ) 

Diflubenzuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 89% (4 days ) 93% (4 days ) 

Diazinon Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

100ppm 40% (4 days) 35% (4 days) 

Chlorpyrifos ethyl Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

100ppm 68.5% (4 days) 45% (4 days) 

Chlorpyrifos 
methyl 

Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

200ppm 75% (4 days) 72% (4 days) όµως  

93% (10 days) 

Vinclozolin Μυκητοκτόνο / 

dicarboximide 

200ppm 87.2% (4 days) 100%  

(4 days) 

Procymidone (1
st
)  Μυκητοκτόνο / 

dicarboximide 

200ppm 85.5% (4 days ) - 

Procymidone   (2
nd

) Μυκητοκτόνο / 

dicarboximide 

200ppm 84%(4 days ) - 

Chlorothalonil Μυκητοκτόνο / 

chloronitrile 

100ppm 72% (4 days) 80% (4 days) 

Malathion Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

100ppm 86% (4 days) 90% (4 days) 

Iprovalicarb Μυκητοκτόνο / 

amino acid amide 

carbamate 

10-500ppm Σαφής παρεµόδιση σε µέγεθος και αριθµό 

αποικιών σε c>100ppm (4 days). 

∆εν υπάρχει παρεµπόδιση στα 200pm (7 

days). 

 

Cyprodinil Μυκητοκτόνο / 

anilinopyrimidine 

100ppm 

 250ppm 

60% 

25%, αποχρωµατισµός των αποικιών 

(κιτρινωπό χρώµα) 

Fenhexamid Μυκητοκτόνο / 

hydroxyanilide 

100ppm 

 250ppm 

40% 

35% 

Fludioxonil Μυκητοκτόνο / 

phenylpyrrole 

100 ppm 

 250ppm 

40% 

19% 
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Rhodotorula rubra 

% επιβίωση του µάρτυρα ∆ραστική ουσία  Κατηγορία / 
Οµάδα 

Φόρτιση 
Ξηρό βάρος  Αριθµός αποικιών  

Lufenuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 87% (4 days ) 98% (4 days ) 

Triflumuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

73% (4 days) 87% (4 days) 

Teflubenzuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

93% (4 days ) 96% (4 days ) 

Flufenoxuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 

 

80% (4 days ) 84% (4 days ) 

Diflubenzuron Εντοµοκτόνο /  

Βενζοϋλουρία 

200ppm 87% (4 days ) 94% (4 days ) 

Diazinon Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

100ppm 59% (4 days) 47% (4 days) 

Chlorpyrifos ethyl Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

100ppm 51.5% (4 days) 33% (4 days) 

Chlorpyrifos 
methyl 

Εντοµοκτόνο / 

Οργανοφωσφορικό 

200ppm 78% (4 days) 76% (4 days) όµως  

95% (10 days) 

Iprovalicarb Μυκητοκτόνο / 

amino acid amide 

carbamate 

10-500ppm Σαφής παρεµόδιση σε µέγεθος και 

αριθµό αποικιών σε c>100ppm (4 days). 

∆εν υπάρχει παρεµπόδιση στα 200pm (7 

days). 

 

Cyprodinil Μυκητοκτόνο / 

anilinopyrimidine 

100ppm 

 250ppm 

65% 

22%, αποχρωµατισµός των αποικιών 

(κιτρινωπό χρώµα) 

Fenhexamid Μυκητοκτόνο / 

hydroxyanilide 

100ppm 

 250ppm 

43% 

40% 

Fludioxonil Μυκητοκτόνο / 

phenylpyrrole 

100 ppm 

 250ppm 

40% 

23% 
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