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Περίληψη 
 

 Η κοµποστοποίηση είναι η διαδικασία της βιολογικής αποικοδόµησης 
και σταθεροποίησης οργανικών υλικών, υπό συνθήκες που οδηγούν στην 
ανάπτυξη θερµοκρασιών της θερµόφιλης περιοχής, ως αποτέλεσµα της 
παραγόµενης θερµότητας. Το τελικό προϊόν, το κόµποστ, είναι ένα σταθερό 
προϊόν που µπορεί να χρησιµοποιηθεί σε διάφορες γεωργικές πρακτικές. 

 Στόχος της παρούσας µεταπτυχιακής εργασίας είναι η µελέτη της 
µικροβιακής ποικιλότητας και των φυσικο-χηµικών παραγόντων κατά τη 
συγκοµποστοποίηση αγροτοβιοµηχανικών αποβλήτων. Τα Υγρά Απόβλητα 
Ελαιουργείας (ΥΑΕ) και τα Υπολείµµατα Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος (ΥΕΒ), τα 
οποία αποτελούν βασικά υποπροϊόντα της σύγχρονης ελληνικής γεωργικής 
παραγωγής, χρησιµοποιήθηκαν ως υπόστρωµα. Η κατανόηση της µικροβιακής 
ποικιλότητας στα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης είναι αναγκαία για να 
γίνει καλύτερη διαχείριση της διαδικασίας και να εκτιµηθεί η ποιότητα του 
τελικού προϊόντος. 

 Για τη µελέτη της διαδικασίας της συγκοµποστοποίησης εκτιµήθηκαν οι 
φυσικο-χηµικοί παράγοντες, όπως η θερµοκρασία, η υγρασία, το pH, η 
ηλεκτρική αγωγιµότητα, το ολικό άζωτο, το άζωτο των νιτρικών και αµµωνιακών 
ιόντων και η αναπνευστική δραστηριότητα. Η θερµόφιλη φάση διήρκεσε 
τέσσερις ηµέρες και η µέγιστη θερµοκρασία που σηµειώθηκε ήταν 59οC. Οι 
συνεχείς αλλαγές των φυσικο-χηµικών παραγόντων κατά τη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης υπαγορεύουν δυναµικές αλλαγές και διαδοχή συγκεκριµένων 
οµάδων µικροοργανισµών. Η µικροβιακή ποικιλότητα µελετήθηκε µε τη χρήση 
κλασσικών τεχνικών καλλιέργειας. Εκτιµήθηκε ο αριθµός βιώσιµων µονάδων 
των ολικών, σποριογόνων, κυτταρινολυτικών, αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων, 
µυκήτων και ακτινοµυκήτων και αποµονώθηκαν στελέχη απο αυτούς τους 
µικροοργανισµούς από δείγµατα κόµποστ. Μοριακές τεχνικές 
(υποκλωνοποίηση και φυλογενετική ανάλυση µε βάση τα γονίδια που 
κωδικοποιούν για το 18S rRNA και την ITS περιοχή του ριβοσώµατος) 
χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση τριών στελεχών µυκήτων που 
αποµονώθηκαν από το κόµποστ και ανήκαν στο γένος Aspergillus. Τα στελέχη 
αυτά βρέθηκε ότι έχουν υψηλή οµολογία µε τα είδη A. fumigatus, A. flavus και 
A. niger αντίστοιχα.  

 

Λέξεις κλειδιά: κοµποστοποίηση, Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείων, Υπολείµµατα 

Εκκοκκισµού Βάµβακος, µικροβιακή ποικιλότητα, Aspergillus 

 



 3 

Abstract 
 

Composting is a dynamic process of degradation and stabilization of 
organic substrates carried out by a complex microbial community under 
conditions that allow high temperatures in the thermophilic region, as a result of 
biologically produced heat. 

 The goal of this study is to investigate the microbial diversity and the 
physic-chemical parameters affecting it, during the co-composting process of 
agro-industrial residues. Olive Mill Wastewaters (OMW) and Cotton gin wastes, 
two residues of the contemporary greek agriculture, were used as substrate for 
the preparation of the compost pile. Characterizing and understanding of 
microbial community structure and diversity is essential to improve and evaluate 
the composting process and the quality of the end product. 

 The physico-chemical parameters examined were temperature, 
moisture, pH, electrical conductivity, total nitrogen, ammonium and nitrate 
nitrogen and respiratory rate. The thermophilic stage of the process lasted four 
days and the maximum temperature was 59οC. Changes in the physico-
chemical parameters during the process influence changes in microbial 
populations and its stage of the process is characterizes by the activity of 
different microbial groups. Microbial diversity was studied using classical culture 
dependent methods. It was estimated the Colony Forming Units (CFU) of total, 
endospore-forming, cellulolytic, nitrogen-fixing bacteria, fungi and 
actinomycetes and several strains of these microbes were isolated in pure 
cultures. Molecular tools (sub-cloning and phylogenetic analyses based on the 
18S rRNA gene and the ITS region of the fungal ribosome) were used to 
identify three fungal strains belonging to the genus Aspergillus. The strains 
showed high homology with A. fumigatus, A. flavus and A. niger species. 

 

Key words: composting, Olive Mill Wastewaters, Cotton Gins Wastes, microbial 

diversity, Aspergillus
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 

 Η ανάπτυξη της γεωργίας, που ήταν πάντοτε συνηφασµένη µε την ανθρώπινη 
ζωή, αποτελεί µια παραγωγική δραστηριότητα αλλά και έναν παράγοντα προόδου µιας 
χώρας. Η ραγδαία, όµως, αύξηση του πληθυσµού της Γης και οι πολλαπλασιασµένες 
ανάγκες του για τροφή, οδήγησαν στην εντατικοποίηση της γεωργίας. Η 
εντατικοποίηση αυτή προκάλεσε αλλαγές στη χρήση της γης και επιπτώσεις στο 
περιβάλλον µε τελικό αποδέκτη τον άνθρωπο. Έτσι, δηµιουργήθηκε ένας φαύλος 
κύκλος αυξηµένης γεωργικής παραγωγής και περιβαλλοντικών προβληµάτων. 

 Η γεωργική ανάπτυξη συνοδεύεται και από τη δηµιουργία βιοµηχανικών 
µονάδων, που ενασχολούνται µε την κατεργασία και επεξεργασία γεωργικών 
προϊόντων, µε αποτέλεσµα τη συσσώρευση τεράστιου όγκου οργανικών 
υπολειµµάτων, τα οποία, εξαιτίας του λανθασµένου τρόπου διάθεσής τους, 
υποβαθµίζουν το περιβάλλον και, παράλληλα, παραµένουν ανεκµετάλλευτα. Η 
επεξεργασία τους, κατ’ επέκταση, είναι αναγκαία για τον περιορισµό των 
περιβαλλοντικών προβληµάτων. Η Ευρωπαϊκή Ένωση έχει θεσπίσει µια σειρά νόµων 
που υπαγορεύουν τί πρέπει να γίνεται µε τα απόβλητα αυτά. Στην Οδηγία Πλαίσιο για 
τα Απόβλητα (2008/98/ΕΚ), αναφέρεται ότι όλα τα κράτη µέλη της Ε.Ε. οφείλουν να 
ανακυκλώνουν τουλάχιστον τα µισά από τα βιοαποικοδοµήσιµα αστικά και άλλα 
απόβλητα µέχρι το 2020. 

 Η κοµποστοποίηση των γεωργικών υπολειµµάτων προσέλκυε πάντοτε το 
ενδιαφέρον, αλλά τα τελευταία χρόνια, µε την αυξανόµενη ανάγκη για µειώση της 
ποσότητας των παραγόµενων αποβλήτων, την αλλαγή της νοµοθεσίας και γενικά, την 
πίεση της κοινής γνώµης για τα περιβαλλοντικά θέµατα, έχει κερδίσει το παγκόσµιο 
ενδιαφέρον των ανθρώπων, οι οποίοι στρέφονται σε εναλλακτικές και οικολογικές 
µεθόδους διαχείρισης των αποβλήτων. Η κοµποστοποίηση αποτελεί πλέον µια κύρια 
και σηµαντική διαδικασία για την επεξεργασία της ολοένα και αυξανόµενης ποσότητας 
των αγροτοβιοµηχανικών αποβλήτων. Με την κοµποστοποίηση µπορεί να µειωθεί 
σηµαντικά ο όγκος των αποβλήτων και να παραχθεί ένα προϊόν χρήσιµο και ωφέλιµο 
σε διάφορες γεωργικές πρακτικές. Υπάρχει, ήδη, νοµοθετική δέσµευση και στην 
Ελλάδα, για υποχρεωτική κοµποστοποίηση όλο και µεγαλύτερου µέρους των 
οργανικών απορριµµάτων, βάσει συγκεκριµένων ποσοστών. 

 Η κοµποστοποίηση έχει όµως, κερδίσει και το ενδιαφέρον των ερευνητών 
παγκοσµίως. Εκτός του ότι αποτελεί έναν αποτελεσµατικό τρόπο διαχείρισης των 
αποβλήτων, συµβάλλει στην αντιµετώπιση του προβλήµατος της υποβάθµισης της 
ποιότητας του εδάφους και στον αειφορικό κύκλο ανακύκλωσης της οργανικής ύλης. Η 
διάδοση του ενδιαφέροντος για κοµποστοποίηση και χρήση του τελικού προϊόντος έχει 
οδηγήσει στην ανάπτυξη εµπορικών πρακτικών για τη διάθεσή του. 

 Η συγκοµποστοποίηση αποτελεί µια αποτελεσµατική µέθοδο διαχείρισης των 
στερεών (π.χ. υπολείµµατα εκκοκκιστηρίου βάµβακος) και υγρών (π.χ. υγρά απόβλητα 
ελαιουργείας) αγροτοβιοµηχανικών υπολειµµάτων, βασικών υποπροϊόντων της 
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σύγχρονης ελληνικής γεωργικής παραγωγής. Στόχος της είναι η ουσιαστική µείωση της 
ποσότητάς τους και η µετατροπή τους σε ένα οργανικό κλάσµα (κόµποστ) που δεν 
επιβαρύνει το περιβάλλον.  

 Πολλές σύγχρονες µέθοδοι έχουν αναπτυχθεί για την παραγωγή κόµποστ σε 
µικρό χρονικό διάστηµα µε σκοπό τη χρήση του σε πολλές γεωργικές εφαρµογές. Η 
βελτιστοποίηση των παραγόντων που σχετίζονται µε την κοµποστοποίηση θα 
συµβάλλει στην ανάπτυξη καλύτερων βιοµηχανικών πρακτικών. Η µελέτη της 
διαδικασίας άπτεται του αντικειµένου πολλών διαφορετικών επιστηµονικών πεδίων, 
όπως της µικροβιολογίας, γεωπονίας, εδαφολογίας, φυτοπαθολογίας, και έχει ως 
στόχο τη µελέτη όλων των παραγόντων και των συνθηκών που αφορούν στη 
διαδικασία της κοµποστοποίησης, προκειµένου να επιτευχθεί η διαχείρισή της µε τον 
καλύτερο τρόπο.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



 11 

1.1 Κοµποστοποίηση 
 
 Με τον όρο κοµποστοποίηση εννοούµε τη διαδικασία της οξειδωτικής 
αποδόµησης και σταθεροποίησης οργανικών υλικών, φυτικής ή ζωϊκής προέλευσης, 
από µικροβιακούς πληθυσµούς, υπό συνθήκες που οδηγούν στην ανάπτυξη 
θερµοκρασιών της θερµόφιλης περιοχής. Το τελικό προϊόν της διαδικασίας είναι 
σταθερό, χωρίς παθογόνους παράγοντες και κατάλληλο για αποθήκευση και εφαρµογή 
στο έδαφος χωρίς δυσάρεστες περιβαλλοντικές επιπτώσεις. Κατά συνέπεια η 
κοµποστοποίηση αποτελεί µια εξειδικευµένη µορφή σταθεροποίησης αποβλήτων. Κάτω 
από αερόβιες συνθήκες, η διαλυτή οργανική ουσία οξειδώνεται σε CO2 και Η2Ο. Ως 
αποτέλεσµα αυτής της αντίδρασης παράγεται βιοµάζα. 
 
Η διαδικασία αυτή µπορεί να εκφραστεί µε τον ακόλουθο γενικευµένο τύπο:  
 
Sum + aO2 = CO2 + βH20 + γAm, (Haug, 1986) 
 
όπου Sum=οργανική ουσία και Am=βιοµάζα. 

 Η κοµποστοποίηση είναι µια µικρού κόστους φυσική µέθοδος ανακύκλωσης 
της οργανικής ύλης που συµβάλλει στην αποτελεσµατική διαχείριση των αποβλήτων 
και µετατρέπει ένα βιοαποικοδοµήσιµο, στερεό, οργανικό υλικό σε ένα σταθερό προϊόν 
χουµοποίησης που µπορεί να επεξεργαστεί, να αποθηκευτεί και να χρησιµοποιηθεί 
χωρίς να έχει αρνητική επίδραση στο περιβάλλον (βελτίωση της ποιότητας του 
εδάφους, θετική επίδραση στην ανάπτυξη των φυτών, την ανθοφορία, την καταστολή 
φυτικών ασθενειών κ.ά.) (Rynk et al., 1991). Επιπλέον, οι διάφορες κατηγορίες 
λυµάτων που χρησιµοποιούνται ως πρώτες ύλες στην κοµποστοποίηση, όπως τα 
αστικά λύµατα και η ιλύς βιολογικού καθαρισµού, περιέχουν πολλά παθογόνα είδη 
(ιούς, βακτήρια, µύκητες, πρωτόζωα, νηµατώδεις), τα οποία καταστρέφονται κατά τη 
διαδικασία (Dumontet et al., 1999).  

 Η πορεία της κοµποστοποίησης κατά τα αρχικά στάδια εξελίσσεται γρήγορα, 
καθώς υπάρχει άφθονη πρώτη ύλη για να αποικοδοµηθεί από τους µικροοργανισµούς, 
ενώ στη συνέχεια, όταν έχουν διασπαστεί οι εύκολα αποδοµήσιµες ενώσεις, ακολουθεί 
η φάση της αργής ανάπτυξης, καθώς οι µικροοργανισµοί πρέπει να εκκρίνουν 
εξειδικευµένα ένζυµα για να διασπάσουν τις πιο επίµονες ενώσεις. Σήµερα, όµως, στις 
οργανωµένες µονάδες κοµποστοποίησης, πραγµατοποιείται µια ελεγχόµενη διαδικασία 
αποσύνθεσης των οργανικών ουσιών για τη µετατροπή τους σε ένα σταθερό προϊόν 
χουµοποίησης. 

 Εφόσον αναφερόµαστε σε µια βιολογική διαδικασία, η µελέτη των 
µικροβιακών πληθυσµών που συνδέονται µε αυτή είναι αναγκαία. Από το 1947-1948, 
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οπότε έγιναν οι πρώτες µελέτες για τη µικροβιολογία του κόµποστ, ξεκινώντας από τα 
αερόβια µεσόφιλα και θερµόφιλα βακτήρια από τους Forshyth και Webley µέχρι 
σήµερα, έχει σηµειωθεί τεράστια πρόοδος στις γνώσεις για τη µικροβιακή οικολογία της 
κοµποστοποίησης και τους παράγοντες που την καθορίζουν και συµπληρώνονται 
συνεχώς µε τη χρήση των σύγχρονων µοριακών µεθόδων ανάλυσης. Oι γρήγορες και 
δραστικές αλλαγές στις περιβαλλοντικές συνθήκες και οι αλλαγές στην ποιότητα του 
υλικού δηµιουργούν συνθήκες επιλεκτικές για την ανάπτυξη ορισµένων οργανισµών και 
καθιστούν τη διαδικασία της κοµποστοποίησης ένα χρήσιµο σύστηµα δοκιµής των 
µικροβιακών και οικολογικών θεωριών και µελέτης της µικροβιακής ποικιλότητας 
(Peters et al., 2000).  

 Για την καλύτερη κατανόηση της διεργασίας παρατίθεται το παρακάτω 
σχηµατικό διάγραµµα (Εικόνα 1).  

 

Εικόνα 1: Σχηµατική απεικόνιση της διαδικασίας κοµποστοποίησης. 

 Η αρχική µη επεξεργασµένη πρώτη ύλη µετατρέπεται σε ένα σταθερό υλικό. Η 
διαδικασία απαιτεί την τροφοδότηση της µάζας µε οξυγόνο και υγρασία. Κατά την 
εξέλιξη της πορείας υπάρχει απώλεια θερµότητας και µάζας, επειδή αποµακρύνεται 
αµµωνία, διοξείδιο του άνθρακα, µονοξείδιο του αζώτου και νερό, λόγω εξάτµισης.  

 
1.2 Η µικροβιολογία της κοµποστοποίησης  
 
 Η πορεία της κοµποστοποίησης τυπικά χωρίζεται σε δύο φάσεις: την ενεργή - 
θερµόφιλη και τη φάση ωρίµανσης. Η πρώτη χαρακτηρίζεται από αυξηµένη µικροβιακή 
δραστηριότητα, η οποία οδηγεί σε αποσύνθεση των βιοαποικοδοµήσων υλικών, και η 
δεύτερη είναι η φάση χουµοποίησης, όπου τα εναποµείναντα οργανικά υλικά 
µετατρέπονται σε χουµικές ενώσεις. Καθώς η κοµποστοποίηση είναι µια βιολογική 
διεργασία, κυρίαρχος είναι ο ρόλος των µικροοργανισµών, οι οποίοι αποικοδοµούν την 
πρώτη ύλη και συµµετέχουν ενεργά στον κύκλο του άνθρακα και του αζώτου. Κατά την 
αποσύνθεση του υλικού, ο άνθρακας ενσωµατώνεται στους µικροοργανισµούς σε 
ανηγµένη µορφή. Στη συνέχεια, οξειδώνονται οι οργανικές ενώσεις και παράγεται 
διοξείδιο του άνθρακα. Πρώτα, αποσυντίθενται οι εύκολα αποδοµίσηµες ουσίες και 
έπειτα οι περισσότερο επίµονες, όπως η λιγνίνη, η κυτταρίνη, οι πολυφαινόλες κ.ά. 
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 Η διαδικασία της κοµποστοποίησης χαρακτηρίζεται από συνεχείς αλλαγές της 
θερµοκρασίας, του pH, των θρεπτικών, των επιπέδων οξυγόνου, αζώτου και των 
άλλων φυσικο-χηµικών παραγόντων. Οι παράγοντες αυτοί υπαγορεύουν δυναµική 
αλλαγή και διαδοχή συγκεκριµένων µικροβιακών κοινοτήτων, έτσι ώστε κάθε στάδιο να 
χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένους µικροοργανισµούς (Gray et al., 1971, De Bertoldi 
et al., 1983, Tiquia et al., 2005). Είδη που ανήκουν στα γένη Μυκήτων Aspergillus, 
Trichoderma, Mucor, Penicillium, Alternaria, Cladosporium, Monilia, Helminthosporium, 
Coccidioides, Scedosporium, Ακτινοµυκήτων Nocardia, και Βακτηρίων Bacillus, 
Lactobacilli, Micrococcus, Pseudomonas, Clostridium., έχουν αποµονωθεί και 
ταυτοποιηθεί σε δείγµατα κόµποστ (Ashraf et al., 2007).  

 Κατά την έναρξη της κοµποστοποίησης παρατηρούνται βακτήρια που 
παράγουν αµµωνία, τα οποία αυξάνονται ραγδαία τις δύο πρώτες εβδοµάδες και στη 
συνέχεια ο αριθµός τους µειώνεται. Τη θέση τους καταλαµβάνουν τα αυτότροφα 
νιτροποιητικά βακτήρια, που ανιχνεύονται στο σωρό µέχρι το τέλος της διαδικασίας. Tα 
κυτταρινολυτικά βακτήρια δραστηριοποιούνται κατά τη θερµόφιλη φάση και τη φάση 
που ακολουθεί αυτής, αλλά ο ρυθµός ανάπτυξής τους είναι µικρός, επειδή στο 
τελευταίο στάδιο επικρατούν οι κυτταρινολυτικοί µύκητες και ακτινοµύκητες (Riffaldi et 
al., 1986). 

 Παρόλο που οι µύκητες είναι οι κυριότεροι αποικοδοµητές του οργανικού 
υλικού σε όλα τα χερσαία οικοσυστήµατα, η συµβολή τους στη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης θεωρείται µικρή συγκρινόµενη µε αυτή των βακτηρίων (Miller, 
1996), καθώς στη θερµόφιλη φάση, η θερµοκρασία είναι πολύ υψηλή (>65οC) για την 
επιβίωσή τους, µερικές φορές τόσο υψηλή που µπορεί να προκληθεί αυτόµατη καύση 
(Peters et al., 2000, Ryckeboer et al., 2003). Οι µύκητες χρησιµοποιούν διάφορες 
πηγές άνθρακα, κυρίως λιγνινοκυτταρινούχα πολυµερή, αποικοδοµούν πολύπλοκα 
πολυµερή, όπως αρωµατικές ενώσεις και µπορούν να επιβιώσουν σε ακραίες 
συνθήκες (χαµηλά επίπεδα συγκέντρωσης οξυγόνου, ξηρικές συνθήκες). Επιπλέον, 
αυξάνουν τη γονιµότητα του εδάφους, όταν το κόµποστ χρησιµοποιείται ως λίπασµα, 
συµβάλλουν στην καταστολή των ασθενειών των φυτών και δηµιουργούν συνθήκες 
ευνοϊκές για την καρποφορία µανιταριών (Straatsma & Samson, 1993).  

 Mύκητες έχουν αποµονωθεί και από τις τέσσερις φάσεις της 
κοµποστοποίησης, αλλά φαίνεται να επικρατούν κυρίως στην αρχική και µέση 
µεσόφιλη φάση, δηλαδή, πριν και µετά τη θερµόφιλη (De Bertoldi et al., 1983, 
Ryckeboer et al., 2003). Τα κυριότερα γένη µυκήτων που έχουν βρεθεί στη µεσόφιλη 
φάση της κοµποστοποίησης είναι τα εξής: Acremonium, Alternaria, Aspergillus, 
Chaetomium, Cladosporium, Emericella, Fusarium, Geotrichum, Mortierella, Mucor, 
Penicillium, Pseudallescheria, Scopulariopsis και Trichoderma. Στελέχη µυκήτων που 
ανήκουν στα γένη Absidia, Aspergillus, Chaetomium, Coprinus, Mucor, Paecilomyces, 
Penicillium, Rhizomucor, Scytalidium και Thermomyces, έχουν αποµονωθεί από 
δείγµα κόµποστ σε υψηλότερες θερµοκρασίες (Ryckeboer et al., 2003, Anastasi et al., 
2005, Bonito et al., 2010). Στα παθογόνα είδη που έχουν βρεθεί συµπεριλαµβάνονται 
τα εξής: Aspergillus sp., Phialophora richardsii, Geotrichum candidum, Trichophyton 
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sp., Epidermophyton sp., Candida albicans, C. krusei, C. tropicalis, C. guillermondii, 
Cryptococcus neoformans, και Trichosporon sp., ωστόσο είναι περισσότερο 
συνδεδεµένα µε κόµποστ που περιέχει ως υπόστρωµα λυµατολάσπη (sewage sludge) 
(De Bertoldi et al., 1983). 

 Όσο µεγιστοποιείται ο ρυθµός της βιοαποικοδόµησης, λόγω της αυξανόµενης 
δράσης των µικροοργανισµών, αυξάνεται η θερµοκρασία, προκαλούνται αλλαγές στην 
τιµή του pH και υπάρχει διαδοχή µικροβιακών ειδών, δηλαδή άλλα είδη είναι κυρίαρχα 
και άλλα είδη εξαφανίζονται ανάλογα µε το στάδιο της διαδικασίας (Hultman et al., 
2009). Οι αλλαγές στην τιµή του pH κατά τα αρχικά στάδια συνοδεύονται από αλλαγές 
στη σύνθεση των βακτηριακών πληθυσµών (Schloss et al., 2003a) και κάθε στάδιο 
χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένους πληθυσµούς βακτηρίων (Miller, 1996).  

 Για την καλύτερη κατανόηση της πορείας της κοµποστοποίησης και της 
διαδοχής των µικροοργανισµών, παρατίθεται το παρακάτω σχηµατικό διάγραµµα 
(εικόνα 2).  

 

Εικόνα 2: Σχηµατική απεικόνιση της πορείας της κοµποστοποίησης και της διαδοχής των 

µικροοργανισµών (Προσαρµογή από Beffa, 2002). 

1. αποικοδόµηση διαλυτών ουσιών (σάκχαρα, αµινοξέα, λιπαρά οξέα) 

2. διάσπαση πολυµερών (κυτταρίνη, πηκτίνη, πρωτεΐνες, ηµικυτταρίνες) 

3. αποσύνθεση µικροβιακών κυττάρων, παραγωγή αντιβιοτικών 

4. σχηµατισµός χούµου. 

 
Ο κύκλος του αζώτου 
 
  Το ολικό περιεχόµενο σε άζωτο συνήθως µειώνεται κατά τη διάρκεια της 
κοµποστοποίησης, κυρίως λόγω της πτητικότητας της αµµωνίας. Αυτή η απώλεια 
αζώτου εκτιµάται σε απόλυτες τιµές. Σε επίπεδο ξηρού βάρους, αντίθετα, το ολικό 
άζωτο αυξάνεται, εξαιτίας της ανοργανοποίησης (mineralization) ή αµµωνιοποίησης, 
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δηλαδή της µετατροπής των οργανικών µορφών του Ν σε ανόργανες ή ορυκτές 
µορφές (ανόργανο Ν, αµµωνία, αµµώνιο) και την ταυτόχρονη απώλεα διοξειδίου του 
άνθρακα και νερού, µε αποτέλεσµα τη µείωση του λόγου C/N. Στη µετατροπή αυτή 
συµµετέχουν βακτήρια, µύκητες και ακτινοµύκητες. Επιπλέον, οι µικροοργανισµοί αυτοί 
χρησιµοποιούν κάποιο ποσοστό από το ορυκτό Ν που παράγεται και το 
ενσωµατώνουν, µια διαδικασία που λέγεται ακινητοποίηση (immobilization). Οι 
διαδικασίες της αµµωνιοποίησης και της ακινητοποίησης µπορεί να συµβαίνουν 
ταυτόγχρονα, ανάλογα µε την αναλογία C:N και άλλων συνθηκών. 
  Εκτός από την απώλεια αζώτου λόγω εξάτµισης της αµµωνίας, µερική 
επανάκτηση συµβαίνει λόγω της δράσης των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων (nitrogen-
fixing bacteria). Πολλά είδη αζωτεδεσµευτικών βακτηρίων έχουν βρεθεί σε δείγµατα 
κόµποστ της µεσόφιλης φάσης. Η βιολογική αζωτοδέσµευση εµποδίζεται από την 
παρουσία αµµωνίας και τις υψηλές θερµοκρασίες και η δράση του ενζυµικού 
συµπλόκου της νιτρογενάσης είναι εντονότερη, κυρίως στις τελευταίες φάσεις της 
κοµποστοποίησης (φάση πτώσης της θερµοκρασίας - 2η µεσόφιλη - και φάση 
ωρίµανσης).  
  Η νιτροποίηση (nitrification) είναι η διαδικασία της οξείδωσης της αµµωνίας 
σε νιτρικά, από τα αυτότροφα χηµειοσυνθετικά βακτήρια του γένους Nitrosomonas και 
Nitrobacter. Τα βακτήρια αυτά είναι αερόβια και παίρνουν την απαιτούµενη ενέργεια 
οξειδώνοντας την αµµωνία σε νιτρικά, δηλαδή η διαδικασία είναι µια αερόβια 
µικροβιακά ελεγχόµενη αντίδραση. Κατά την αντίδραση αυτή απελευθερώνονται δύο 
ιόντα υδρογόνου για κάθε µόριο νιτρικών που σχηµατίζεται. Η διαδικασία αυτή 
επηρεάζεται κυρίως από τη θερµοκρασία. Σε θερµοκρασία µεγαλύτερη των 40°C ο 
ρυθµός της νιτροποίησης είναι πολύ χαµηλός. Επίσης, τα υπερβολικά ποσά αµµωνίας 
εµποδίζουν τη διαδικασία, γιατί εµποδίζουν την ανάπτυξη των νιτροποιητικών 
βακτηρίων, κυρίως αυτών του γένους Nitrobacter. Η νιτροποίηση που 
πραγµατοποιείται από ετερότροφα βακτήρια ή µύκητες θεωρείται ότι επηρεάζεται 
λιγότερο από τους παράγοντες αυτούς και η παραγωγή νιτρικών στην αρχή γίνεται 
αποκλειστικά από τους ετερότροφους οργανισµούς. 
 ΝΗ4

+ + 1.5Ο2    2Η + Η2Ο + ΝΟ2
- + ενέργεια 

 
Τα νιτροζοποιητικά βακτήρια του γένους Nitrosomonas µετατρέπουν το αµµώνιο (η 
αµµωνία σε ουδέτερο pH έχει τη µορφή αµµωνιακού ιόντος) σε νιτρώδη. 
 ΝΟ2

- + 0.5Ο2   ΝΟ3
- + ενέργεια 

 
Τα νιτροποιητικά βακτήρια του γένους Nitrobacter µετατρέπουν τα νιτρώδη σε νιτρικά. 
  Το άζωτο των αµµωνιακών και νιτρικών απελευθερώνεται ως αέριο Ν µέσω 
εξάτµισης και απονιτροποίησης. H απονιτροποίηση (denitrification) είναι µια αερόβια 
αντίδραση που ελέγχεται από τους µικροοργανισµούς και περιλαµβάνει την αναγωγή 
των νιτρικών σε µοριακό άζωτο και Ν2Ο κατά την αναερόβια οξείδωση της οργανικής 
ύλης. Το Ν2Ο ανάγεται σε Ν2, το οποίο επιστρέφει στην ατµόσφαιρα. Τα παραπάνω 
αποτελούν το βιογεωχηµικό κύκλο του αζώτου, ο οποίος απεικονίζεται σχηµατικά 
παρακάτω (Εικόνα 3).  
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Εικόνα 3: O βιογεωχηµικός κύκλος του αζώτου. 

 
1.2.1 Τα στάδια της κοµποστοποίησης 
 

Συνοπτικά τα στάδια είναι τα εξής: 

1ο στάδιο  

 Κατά το στάδιο αυτό, παρατηρείται αύξηση της θερµοκρασίας σε τιµές που 
χαρακτηρίζουν τη µεσόφιλη φάση (Τ<40°C) και έχει µικρή διάρκεια. Αρχικά, 
βιοαποικοδοµούνται οι εύκολα αποικοδοµήσιµες ενώσεις και σηµειώνεται µείωση του 
pH. Επικρατούν µεσόφιλα βακτήρια (25<Τ<45°C) που παράγουν οργανικά οξέα, όπως 
Lactobacillus spp. και Acetobacter spp., λόγω του γρήγορου ρυθµού 
πολλαπλασιασµού τους και της υψηλής αρχικής υγρασίας του υλικού (Strom et al., 
1985). Έχουν αποµονωθεί µεσόφιλα είδη µυκήτων, αλλά και θερµόφιλα και 
θερµοανθεκτικά βακτήρια και µυκήτες, καθώς η θερµοκρασία πλησιάζει τα όρια της 
µεσόφιλης-θερµόφιλης φάσης. Οι ακτινοµύκητες αυξάνονται πολύ πιο αργά συγκριτικά 
µε τα βακτήρια και τους µύκητες και έτσι δεν είναι ανταγωνιστικοί στη διεκδίκηση 
θρεπτικών που βρίσκονται σε µεγάλη ποσότητα, όπως συµβαίνει στα αρχικά στάδια 
της αποικοδόµησης (Beffa et al., 1995).  

 Στο στάδιο αυτό, σηµειώνεται ραγδαία αλλαγή του pH, της θερµοκρασίας και 
των συγκεντρώσεων O2 και CO2. H τιµή του pH µειώνεται, ως αποτέλεσµα της 
παραγωγής οργανικών οξέων από την αποικοδόµηση των σακχάρων και των 
πρωτεϊνών. Ο σωρός στο στάδιο αυτό δεν έχει υποστεί ακόµα µείωση στο µέγεθός του 
και έτσι, στα εσωτερικά, αποµονωµένα από το εξωτερικό περιβάλλον, στρώµατα 
αρχίζει και αυξάνεται η θερµοκρασία, λόγω της αύξησης των µικροοργανισµών και της 
συνεχούς µεταβολικής δραστηριότητάς τους και τα όριά της τείνουν να ξεπεράσουν τα 
όρια αντοχής των µεσόφιλων µικροοργανισµών.  

2o στάδιο  

 Κατά το στάδιο αυτό, η θερµοκρασία κυµαίνεται µεταξύ 40-80°C (θερµόφιλη 
φάση). Στο στάδιο αυτό η θερµότητα που απελευθερώνεται από τη µεταβολική 
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δραστηριότητα των µικροοργανισµών, επειδή υπάρχει σηµαντική ποσότητα οργανικού 
υλικού, συσσωρεύεται και συγκρατείται λόγω χαµηλής θερµικής αγωγιµότητας. Ως 
αποτέλεσµα, αυξάνεται η θερµοκρασία. Η αύξηση αυτή επιταχύνει το ρυθµό του 
µεταβολισµού των µικροβιακών πληθυσµών, έως ότου η τιµή της φτάσει σε τόσο 
υψηλά επίπεδα που είναι ανασταλτικά για την περαιτέρω αύξηση ή και επιβίωσή τους. 
Οι θερµόφιλοι µικροοργανισµοί αναπτύσσονται και µε τη βιολογική τους δραστηριότητα 
παράγουν ακόµα µεγαλύτερες ποσότητες θερµότητας, έτσι ώστε η θερµοκρασία τείνει 
να ξεπεράσει τους 60°C. Η ανθεκτικότητα των µικροοργανισµών αυτών στις υψηλές 
θερµοκρασίες οφείλεται στην αντοχή των ενζυµικών τους συστηµάτων. Εκτός από τη 
θερµοκρασία, αυξάνεται και η τιµή του pH, λόγω της αποδόµησης των οργανικών 
οξέων και της συσσώρευσης αλάτων κατά την εξάτµιση του νερού. 

 Οι θερµόφιλοι και οι θερµοανθεκτικοί µύκητες επικρατούν επειδή είναι 
ικανοί να διασπούν πολυπλοκότερες ουσίες, όπως πολυσακχαρίτες, και έχουν άριστη 
θερµοκρασία ανάπτυξης στους 40-50°C. Absidia ramosa, Mucor pusillus, 
Chaetomium thermophilum, Talaromyces thermophilis, Aspergillus fumigatus, 
Humicola insolens, Thermoascus aurantiacus είναι ορισµένα θερµόφιλα είδη που 
έχουν αποµονωθεί από δείγµα κόµποστ (De Bertoldi et al., 1983). Οι ακτινοµύκητες 
είναι πιο ανθεκτικοί στην υψηλή θερµοκρασία, σε σχέση µε τους µύκητες και ο 
αριθµός και η ποικιλότητά τους αυξάνονται στους 50-60°C. Στις θερµοκρασίες αυτές 
αυξάνονται και τα θερµόφιλα βακτήρια (Beffa, 2002). Η ποικιλότητα γενικά µειώνεται 
όταν η θερµοκρασία υπερβεί τους 60°C, οπότε µειώνεται δραστικά η µικροβιακή 
δραστηριότητα (Strom, 1985, McKilney & Vestal, 1985). Αν η θερµοκρασία 
ξεπεράσει την τιµή αυτή, οι µικροβιακοί πληθυσµοί θα εξακολουθήσουν να 
υπάρχουν σε λανθάνουσα µορφή σπορίων, ανθεκτικών δοµών όπως τα 
σκληρώτια των µυκήτων κ.ά.  

 Θερµόφιλα σποριογόνα είδη, όπως τα είδη του γένους Bacillus (στελέχη B. 
stearothermophilus είναι τα µόνα που έχουν ανιχνευτεί σε θερµοκρασίες µέχρι 69°C) 
(Storm, 1985) και Clostridium (τα κυριότερα βακτήρια που διασπούν την κυτταρίνη, 
Tiquia et al., 2005), αλλά και µη σποριογόνα θερµόφιλα, όπως τα είδη του γένους 
Thermus (τα µόνα βακτήρια που έχουν ανιχνευτεί σε θερµοκρασία 70-80°C, T. 
aquaticus, T. thermophilus, Blanc et al., 1999), είναι οι µικροοργανισµοί που 
κυριαρχούν σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 60°C, ενώ έχουν βρεθεί και µεθανογόνα 
Αρχαία. Επιπλέον, στη φάση αυτή έχουν βρεθεί αυτότροφα βακτήρια, που δεν ήταν 
σποριογόνα και αναπτύσσονται σε θερµοκρασίες 60-80°C, µε άριστο 70-75°C και 
έχουν οµοιότητα µε στελέχη του γένους Hydrogenobacter, που είναι χηµειολιθότροφα 
και αυτότροφα υπερθερµόφιλα βακτήρια που έχουν βρεθεί µόνο σε θερµοπηγές (Beffa 
et al., 1996). Οι µύκητες επιβιώνουν σε λαθάνουσα κατάσταση, καθώς υπάρχουν µε τη 
µορφή σπορίων ή σκληρωτίων που αποτελούν θερµοανθεκτικές µορφές, ενώ µπορεί 
να υπάρχουν και ακτινοµύκητες αλλά σε πολύ χαµηλή συγκέντρωση, ώστε δε 
διαδραµατίζουν κάποιο ενεργό ρόλο στην αποικοδόµηση και ανοργανοποίηση. Τα 
θερµόφιλα (60-80°C) και µεσόφιλα (30-40°C) βακτήρια αποικοδοµούν τις 
ηµικυτταρίνες, και ποικίλες οργανικές ενώσεις, όπως υδατάνθρακες, οργανικά οξέα, 
πολυσακχαρίτες, πρωτεΐνες, λιπίδια, αλκοόλες, οξειδώνουν τα αέρια (CH4, H2, CO) και 
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ανάγουν το ανόργανο θείο (H2S, S2O3
-2,SO3

-2) (Beffa et al., 1995, Ichii et al., 2000, 
Peters et al., 2000, Dees & Ghiorse, 2001, Beffa, 2002, Schloss et al., 2003a, Cho et 
al., 2008).  

 H θερµοκρασία στο στάδιο αυτό πρέπει να φτάσει σε µία ορισµένη τιµή (να 
ξεπεράσει το κατώφλι των 60°C) για να εξασφαλιστεί η θανάτωση των παθογόνων 
µικροοργανισµών και η παραγωγή ασφαλούς τελικού προϊόντος. Η θερµοκρασία 
ορισµένες φορές, δεν µπορεί να φτάσει στα επίπεδα αυτά, κυρίως όταν η ποσότητα 
του υλικού που χρησιµοποιείται για την κοµποστοποίηση είναι µικρή και η επιρροή της 
εξωτερικής θερµοκρασίας δεν είναι ευνοϊκή για το ξεκίνηµα της διαδικασίας (Haug, 
1986). Όσο υπάρχουν διαθέσιµες πηγές θρεπτικών και ενέργειας οι µικροοργανισµοί 
συνεχίζουν τη δράση τους και όταν αρχίζουν να εξαντλούνται πεθαίνουν και η 
θερµοκρασία του σωρού αρχίζει να πέφτει, δίνοντας τη θέση τους και πάλι στους 
µεσόφιλους. 

3o στάδιο  

 Το στάδιο αυτό αποτελείται από δύο φάσεις, τη φάση πτώσης της 
θερµοκρασίας (cooling phase) και τη φάση ωρίµανσης (mature phase). Στο στάδιο 
αυτό, οι πηγές ενέργειας έχουν µειωθεί σηµαντικά, και αδυνατούν να καλύψουν τις 
ενεργειακές απαιτήσεις των µικροοργανισµών (Gray et al., 1971). Το µέγεθος του 
σωρού έχει µειωθεί σηµαντικά και σε συνδυασµό µε την χαµηλή παραγωγή ενέργειας, 
υπάρχουν απώλειες θερµότητας προς τον περιβάλλοντα χώρο. Εποµένως, η 
θερµοκρασία µειώνεται συνεχώς.  

 Οι δύο τελευταίες φάσεις χαρακτηρίζονται από την ύπαρξη µεσόφιλων και 
θερµοανθεκτικών ειδών βακτηρίων, συµπεριλαµβανοµένων των ειδών της τάξης 
Bacteroidetes και Gram θετικών βακτηρίων (HGCGPB), όπως είδη του γένους 
Arthrobacter (Cho et al., 2008). Τα βακτήρια επιτελούν µια σειρά µεταβολικών 
διεργασιών, στο στάδιο αυτό, που είναι σηµαντικές για την ωρίµανση και τη βελτίωση 
της ποιότητας του κόµποστ, όπως:  

- αποικοδόµηση των εναποµεινουσών απλών ή πολύπλοκων οργανικών ενώσεων,  

- οξείδωση και µετατροπή των ανηγµένων ανόργανων αζωτούχων και θειούχων 
ενώσεων για την παραγωγή νιτρικών και θειικών αντίστοιχα, 

- παραγωγή πολύπλοκων χουµικών ενώσεων (π.χ. εξω-πολυσακχαριδίων) από τον 
πολυµερισµό απλών οργανικών ενώσεων, 

- αζωτοδέσµευση και παραγωγή αµµωνίας και µετατροπή σε νιτρικά από τα 
νιτροποιητικά βακτήρια, 

- καταστολή των φυτοπαθογόνων µυκήτων µε την παραγωγή αντιµυκητιακών ουσιών, 

- δέσµευση µετάλλων (Mg+2, Cu+2, Ca+2 κ.ά.) και σχηµατισµό αδρανών υλικών, 

- αποτοξικοποίηση βαρέων µετάλλων µε σχηµατισµό ανόργανων αλάτων (Beffa, 
2002). 
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 Οι µεσόφιλοι οργανισµοί κυριαρχούν και πάλι έως ότου καταναλωθούν όλες οι 
διαθέσιµες πηγές ενέργειας. Στο τελευταίο αυτό στάδιο, υπάρχει µεγάλος αριθµός 
πολύπλοκων ενώσεων, που δεν έχουν διασπαστεί κατά τα προηγούµενα στάδια. Οι 
δύσκολα αποδοµήσιµες ενώσεις µεταβολίζονται κυρίως από τους µύκητες και 
ακτινοµύκητες, οι οποίοι αποικοδοµούν αποτελεσµατικά ενώσεις, όπως η κυτταρίνη, το 
άµυλο, η πηκτίνη, η λιγνίνη, εκκρίνοντας εξειδικευµένα εξωκυτταρικά ένζυµα Η 
αποικοδόµηση της κυτταρίνης είναι έντονη καθόλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης, 
κυρίως, όµως στο τελευταίο στάδιο µε τη δράση των µυκήτων. Στο τελευταίο στάδιο τα 
κυτταρινολυτικά βακτήρια µειώνονται και αυξάνεται ο αριθµός των κυτταρινολυτικών 
µυκήτων, οι οποίο επωφελούνται από τη µείωση της θερµοκρασίας, του pH και της 
υγρασίας. Αυτοί οι τρεις παράγοντες επηρεάζουν θετικά και τη δράση των 
ακτινοµυκήτων. Η λιγνίνη αποικοδοµείται µέσω µιας αερόβιας ενζυµικής µετατροπής 
και περιορίζεται στη δράση των ανώτερων µυκήτων και κυρίως των Βασιδιοµυκήτων. 
Κυτταρινολυτικά και λιγνινολυτικά είδη µυκήτων έχουν αποµονωθεί από κόµποστ: 
Alternaria tenuis, Aspergillus amstelodami, Geotrichum candidum, Cladosporium 
herbarum, Cephalosporium sp., Chaetomium sp., Trichoderma viridae, Coprinus 
cinereus, Pleurotus ostreatus, Polyporus versicolor. Είδη ακτινοµυκήτων των γενών 
Streptomyces, Thermomonospora καθώς και το είδος Thermoactinomyces vulgaris 
έχουν βρεθεί σε κόµποστ. Ο πληθυσµός τους είναι τόσο µεγάλος στο στάδιο αυτό που 
η ανάπτυξή τους µπορεί να γίνει αντιληπτή από το ωχροκίτρινο χρώµα που δίνουν 
στην επιφάνεια του σωρού. Η µεταβολική δραστηριότητά τους είναι βασική για τη 
χουµοποίηση του οργανικού υλικού και την παραγωγή αρωµατικών ενώσεων, όπως η 
γεωσµίνη (geosmin), ουσία που δίνει στο χώµα τη χαρακτηριστική του οσµή. Η 
µικροβιακή δραστηριότητα µειώνεται σταδιακά και πραγµατοποιείται µε πολύ αργούς 
ρυθµούς.  

 Συνολικά, πρέπει να αναφερθεί ότι η µικροβιακή δραστηριότητα επηρεάζεται 
από τους φυσικο-χηµικούς παράγοντες, όπως είναι τα επίπεδα του οξυγόνου, το pH, 
τα θρεπτικά υλικά, το λόγο C/N, την περιεχόµενη υγρασία, τη θερµοκρασία. Σε 
θερµοκρασίες 35 - 40°C µεγιστοποιείται η βιολογική δραστηριότητα, σε θερµοκρασίες 
45 - 55°C µεγιστοποιείται ο ρυθµός βιοαποικοδόµησης, ενώ θερµοκρασίες 
µεγαλύτερες των 55°C συµβάλλουν στην εξυγίανση του υποστρώµατος, καθώς 
θανατώνονται οι παθογόνοι µικροοργανισµοί (Stentiford, 1996). 

 Κατά το τελευταίο στάδιο της πορείας ενδείκνυται η εκ νέου διαβροχή του 
υλικού µε ταυτόχρονη αναµόχλευσή του (γύρισµα). Με αυτή την πρακτική 
εξασφαλίζεται η ανάµιξη και οµογενοποίηση του οργανικού υλικού, καθιστώντας 
περισσότερα θρεπτικά διαθέσιµα στους µικροοργανισµούς, αλλά και η διατήρηση των 
αερόβιων συνθηκών, επιτρέποντας την ανταλλαγή αερίων και αποµακρύνοντας τυχόν 
παγιδευµένα αέρια προϊόντα (CO2, NH3, NO). Επιπλέον, µε τη διαβροχή του υλικού 
αυξάνεται το περιεχόµενο σε υγρασία για τις απαιτήσεις των µικροοργανισµών. Κατά 
συνέπεια, ανανεώνονται οι πηγές θρεπτικών και αυξάνεται και πάλι η µικροβιακή 
δραστηριότητα. Η θερµοκρασία αρχίζει να αυξάνεται και ξεκινάει µία νέα θερµόφιλη 
φάση, Η διάρκεια της είναι µικρότερη, όµως, από την προηγούµενη, λόγω της 
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µικρότερης διαθεσιµότητας υλικών, όπως επίσης και η µέγιστη θερµοκρασία που 
επιτυγχάνεται είναι µικρότερη. Έπειτα, ακολουθεί µια νέα µεσόφιλη φάση. 

 Στον Πίνακα 1 καταγράφεται το µέγεθος του πληθυσµού – κατά προσέγγιση – 
των διαφορετικών οµάδων µικροοργανισµών που δραστηριοποιούνται κατά τη 
διαδικασία της κοµποστοποίησης και στον Πίνακα 2 παρουσιάζεται η κατανοµή τους 
στις τέσσερις διαφορετικές φάσεις της διαδικασίας. 

Πίνακας 1: Μέγεθος πληθυσµού - κατά προσέγγιση - των διαφορετικών µικροοργανισµών κατά την 

κοµποστοποίηση (Προσαρµογή από Miller, 1993). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Πίνακας 2: Κατανοµή των µικροοργανισµών στις 4 φάσεις της κοµποστοποίησης  

(Fogarty & Tuovinen, 1991). 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
-: καµία ανάπτυξη, +: αργή ή µικρή αλλαγή, ---: µείωση, +++: αύξηση στο µέγεθος του 
πληθυσµού. 
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1.3 Ο ρόλος των φυσικών και χηµικών παραµέτρων 
 
1.3.1 Οι πρώτες ύλες 
 
 Η φύση και τα χαρακτηριστικά της πρώτης ύλης είναι καθοριστικά για την 
πορεία της κοµποστοποίησης. Ως πρώτες ύλες χρησιµοποιούνται υπολείµµατα 
βιοµηχανιών ξύλου (φλοιοί δένδρων, ροκανίδια, πριονίδια κ.ά.), αστικά απορρίµµατα 
(λυµατολάσπες, οργανικό κλάσµα σκουπιδιών κ.ά.), γεωργικά υπολείµµατα 
(υπολείµµατα εκκοκκισµού βάµβακος, άχυρο, πυρηνόξυλο, υπολείµµατα καλλιέργειας 
µανιταριών, πράσινα απόβλητα κ.ά.), υλικά ζωοτεχνικών µονάδων (κοπριά 
ορνιθοτροφείων, χοιροστασίων, βουστασίων κ.ά). Οι πρώτες ύλες που 
χρησιµοποιούνται περισσότερο στην κοµποστοποίηση είναι υλικά µε υψηλό 
περιεχόµενο αζώτου, όπως τα αστικά και τα πράσινα απορρίµµατα. Όταν 
χρησιµοποιούνται γεωργικά απόβλητα ως πρώτη ύλη στην κοµποστοποίηση, το 
περιεχόµενο σε λιγνίνη και κυτταρίνη αποτελεί το σηµαντικότερο µέρος της βιοµάζας 
και εποµένως η διάσπασή τους είναι βασική για τη διαδικασία της κοµποστοποίησης 
(Yu et al., 2007).   

 O κατάλληλος συνδυασµός πρώτων υλών µπορεί να εξασφαλίσει την 
αποτελεσµατικότερη διαδικασία κοµποστοποίησης (συγκοµποστοποίηση). Υλικά που 
αποτελούν επιβλαβή απόβλητα, όπως για παράδειγµα τα υγρά απόβλητα 
ελαιουργείας, όταν συνδυαστούν µε κάποιο από τα παραπάνω, σε ένα σύστηµα 
συγκοµποστοποίησης, µπορούν να διαχειριστούν αποτελεσµατικά, εξαλείφοντας το 
πρόβληµα της διάθεσής τους. Άλλο παράδειγµα αποτελούν τα αστικά απόβλητα που 
µπορούν να συγκοµποστοποιηθούν µε βιολογική ιλύ. Σε αυτές τις περιπτώσεις, 
επιλέγεται κατάλληλος συνδυασµός, ανάλογα µε τα χαρακτηριστικά του κάθε 
ξεχωριστού υποστρώµατος, ώστε να εξασφαλίζεται η καλύτερη εκµετάλλευση των 
ιδιοτήτων τους, µε στόχο την αποτελεσµατικότερη διαδικασία αποδόµησης της 
οργανικής ουσίας. Τα ροκανίδια ξύλου (wood chip), για παράδειγµα, χρησιµοποιούνται 
στην κοµποστοποίηση µαζί µε κάποιο οργανικό υπόστρωµα, επειδή βελτιώνουν το 
λόγο C/N. Επιπλέον, λόγω της άκαµπτης δοµής τους χρησιµεύουν ως διογκωτικοί 
παράγοντες (Bulking agents), όπως και το πριονίδι (sawdust), το άχυρο (straw), τα 
υπολείµµατα εκκοκισµού βάµβακος κ.ά. Οι διογκωτικοί παράγοντες χρησιµοποιούνται 
προκειµένου να διασφαλιστεί µια δυναµική διαδικασία κοµποστοποίησης και να 
επιταχυνθεί η αποικοδόµηση των οργανικών αποβλήτων. Προσδίδουν τρισδιάστατη 
δοµή στο υλικό και αυξάνουν τον ελεύθερο χώρο για αερισµό. Αποτελούν σηµαντικά 
φυσικο-χηµικά συστατικά που εκτός του ότι προωθούν τον αερισµό, παίζουν σηµαντικό 
ρόλο στην αποικοδόµηση από τους µικροοργανισµούς, αυξάνοντας το πορώδες και τη 
δυνατότητα απορρόφησης νερού, παρέχοντας υπόστρωµα ανάπτυξης και ρυθµίζοντας 
την περιεκτικότητα του σωρού σε υγρασία (Nagao et al., 2008). 
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 1.3.2 Ο λόγος C/N 

 Ο λόγος C/N αποτελεί δείκτη χουµοποίησης και δείκτη δραστηριότητας των 
µικροοργανισµών. Αναφέρεται στην ικανότητα των µικροβιακών κοινοτήτων να 
αποικοδοµούν την οργανική ύλη. Όταν ο λόγος είναι χαµηλός (<20), επιταχύνεται η 
µικροβιακή αύξηση και η αποσύνθεση του υλικού, αλλά το άζωτο βρίσκεται σε 
περίσσεια και υπάρχει κίνδυνος ποσότητα αζώτου να χαθεί µε τη µορφή αµµωνίας, 
προκαλώντας, για παράδειγµα, προβλήµατα οσµών. Η συσσώρευση αµµωνίας 
συνδέεται µε αναερόβιες διεργασίες και προκαλεί γενικά υποβάθµιση του σωρού και 
προβλήµατα φυτοτοξικότητας. Όταν ο λόγος είναι υψηλός (>50) η διαθέσιµη ποσότητα 
αζώτου για τη µικροβιακή θρέψη είναι µικρή, οπότε επιβραδύνεται η διαδικασία έως 
ότου υπάρξει περισσότερο διαθέσιµο άζωτο. Η βέλτιστη αναλογία του λόγου C/N 
κυµαίνεται µεταξύ 25 - 40, αλλά η τιµή του εξαρτάται και από το είδος του 
υποστρώµατος κοµποστοποίσης. Κατά τη διαδικασία της κοµποστοποίησης µειώνεται 
ο λόγος, γιατί χάνεται άνθρακας ως διοξείδιο του άνθρακα και αυξάνεται το άζωτο, 
λόγω ανοργανοποίησης και δέσµευσης από τα αζωτοδεσµευτικά βακτήρια (Εικόνα 4). 

 

Εικόνα 4: Μεταβολές του λόγου C/N κατά την πορεία της κοµποστοποίησης. 

1.3.3 Το οξυγόνο και ο αερισµός 

 Η κοµποστοποιήση είναι εξ ορισµού µία αερόβια διαδικασία. Επαρκείς 
ποσότητες οξυγόνου πρέπει να παρέχονται στο σωρό για να αντισταθµίζονται οι 
ποσότητες που χρησιµοποιούν οι µικροοργανισµοί για την αποικοδόµηση. Η ύπαρξη 
επαρκούς ποσότητας οξυγόνου είναι απαραίτητη για την επιβίωση των αερόβιων 
µικροβιακών πληθυσµών (βακτήρια, ακτινοµύκητες, µύκητες). Τα επίπεδα του 
οξυγόνου καθορίζονται από το ρυθµό κατανάλωσής του, τη θερµοκρασία, το µέγεθος 
των πόρων, καθώς επίσης και το περιεχόµενο σε υγρασία (Miller,1993). Οι αναερόβιες 
συνθήκες πρέπει να αποφεύγονται, γιατί οδηγούν σε µειωµένο ρυθµό παραγωγής 
θερµότητας και στην παραγωγή ανεπιθυµήτων ενδιάµεσων µεταβολιτών που 
προκαλούν δυσάρεστες οσµές (π.χ. προπιονικό και βουτυρικό οξύ, θειούχες ενώσεις, 
αµµωνία), συσσώρευση τοξικών ουσιών (φυτοτοξικότητα) και παραγωγή µεθανίου και 
διοξειδίου του αζώτου.  
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 O αερισµός του σωρού, µπορεί να γίνει µε το γύρισµα - αναστροφή του 
σωρού και τη µεταφορά ροής αέρα παθητικά ή µε µηχανικό τρόπο. Με την πρακτική 
του αερισµού του σωρού, µειώνεται η υψηλή θερµοκρασία που αναπτύσσεται, καθώς 
απελευθερώνεται η συσσωρευµένη θερµότητα. Οι διογκωτικοί παράγοντες, που 
προαναφέρθηκαν, δηµιουργούν διάκενα αερισµού στο εσωτερικό και έτσι αυξάνεται ο 
αερισµός και διατηρείται η ροή του αέρα. Επίσης, αυξάνουν το πορώδες και την 
ικανότητα απορρόφησης νερού (Nagao et al., 2008).  

1.3.4 Η θερµοκρασία 

 Η θερµοκρασία αποτελεί ένα σηµαντικό παράγοντα για την εκτίµηση του 
ρυθµού της κοµποστοποίησης. Η θερµοκρασία επιδρά άµεσα στους µικροβιακούς 
πληθυσµούς, οι οποίοι καθορίζουν το ρυθµό της αποικοδόµησης των πρώτων υλών. 
Συγκεκριµένα, καθορίζει τη διατήρησή τους στη µάζα του σωρού και την ανάπτυξη 
συγκεκριµένων ειδών και επηρεάζει τη δραστηριότητά τους. Εποµένως, σχετίζεται 
άµεσα µε το ρυθµό αποδόµησης της οργανικής ύλης. H θερµογένεση είναι µία από τις 
σηµαντικότερες ιδιότητες της διαδικασίας της κοµποστοποίησης, ως αποτέλεσµα της 
δραστηριότητας των µικροοργανισµών. Ο µέγιστος ρυθµός απoδόµησης επιτυγχάνεται 
σε θερµοκρασία µεταξύ 45 και 55°C. Σε κάθε διαδικασία κοµποστοποίησης, η 
θερµοκρασία στη θερµόφιλη φάση πρέπει να ξεπεράσει τους 60°C για την παραγωγή 
ενός τελικού προϊόντος σταθερού, µη τοξικού και χωρίς παθογόνους οργανισµούς 
(Kane & Mullins, 1973). Με βάση την τιµή της η διαδικασία χωρίζεται σε τρία στάδια: 
στη µεσόφιλη, τη θερµόφιλη και τη φάση πτώσης της θερµοκρασίας και ωρίµανσης του 
κόµποστ. 

 Η τιµή της θερµοκρασίας καθορίζεται από δύο παράγοντες, τo περιβάλλον και 
την ένταση και διάρκεια της µικροβιακής δραστηριότητας. Στα ανοιχτά συστήµατα 
κοµποστοποίσης, πρέπει να εξασφαλίζεται η µόνωση του σωρού, για την αποφυγή 
των απωλειών θερµότητας προς το περιβάλλον, αλλά για τον ίδιο λόγο, θα πρέπει και 
η ελεύθερη επιφάνεια του σωρού να είναι µικρή. Η θερµοκρασία του περιβάλλοντος 
κατά την έναρξη της διαδικασίας είναι καθοριστική για τη µέγιστη τιµή που θα 
σηµειωθεί στη θερµόφιλη φάση. Από την άλλη πλευρά, κατά τη διάρκεια της 
κοµποστοποίησης, η θερµοκρασία που αναπτύσσεται, αυξάνεται ή µειώνεται ως 
αποτέλεσµα της µικροβιακής δραστηριότητας. Στα αρχικά στάδια, ο αυξηµένος αριθµός 
µικροοργανισµών και η έντονη µεταβολική τους δράση, που είναι επακόλουθο της 
µεγάλης ποσότητας οργανικού υλικού, παράγουν θερµότητα. Ένα µέρος της χάνεται 
και ένα µέρος προορίζεται για την αύξηση της θερµοκρασίας. Σταδιακά, µε τη µείωση 
του αριθµού των µικροοργανισµών και του µεταβολικού τους ρυθµού µειώνεται και η 
θερµοκρασία. Η κοµποστοποίηση ολοκληρώνεται αποτελεσµατικότερα και 
γρηγορότερα, όταν επικρατούν συνθήκες που ευνοούν τη θερµόφιλη αποδόµηση της 
οργανικής ύλης. 

1.3.5 Το pΗ 

 Το pΗ είναι δείκτης αποδόµησης της οργανικής ουσίας και προσδιορισµού της 
αποσάθρωσής της. Συνδέεται στενά µε την ύπαρξη των µικροβιακών πληθυσµών στο 
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κόµποστ, διότι η τιµή του καθορίζει τη µικροβιακή ποικιλότητα. Τα βακτήρια προτιµούν 
ουδέτερο pΗ, οι µύκητες τιµές µεταξύ 4 και 6 και οι ακτινοµύκητες περιορίζουν τη 
δράση τους σε ελαφρά αλκαλικά περιβάλλοντα. Οι οργανικές ενώσεις που µπορούν να 
κοµποστοποιηθούν έχουν pH που κυµαίνεται µεταξύ 3 και 11, ενώ οι βέλτιστη τιµή 
κυµαίνεται µεταξύ 5.5 και 8 (De Bertoldi et al., 1983). 

 Η τιµή του pH κατά το αρχικό στάδιο είναι χαµηλή (4.5 - 6.5), λόγω της 
συσσώρευσης οργανικών οξέων, οπότε αυτό το όξινο περιβάλλον επιτρέπει την 
επικράστηση των µυκήτων. Αργότερα, αρχίζουν και αυξάνονται οι µικροοργανισµοί 
που διασπούν τα οξέα, µε συνέπεια την αύξηση της τιµής του pH και την επακόλουθη 
αύξηση του αριθµού των βακτηρίων στο σωρό. Η αύξηση οφείλεται επίσης και στην 
αύξηση της αλατότητας, λόγω εξάτµισης του νερού, καθώς και στην απελευθέρωση της 
αµµωνίας, λόγω διάσπασης των αζωτούχων ενώσεων. Η παρατεταµένη υψηλή τιµή 
στο pH του σωρού υποδεικνύει ότι καθυστερεί η ωρίµανση του κόµποστ (Εικόνα 6). 

 

Εικόνα 5: Μεταβολές στη θερµοκρασία και το pH στις 4 φάσεις της κοµποστοποίησης. 

1.3.6 Η υγρασία 

 Η υγρασία είναι καθοριστικός παράγοντας για τη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης. Όπως και η θερµοκρασία, έτσι και η υγρασία επιδρά άµεσα στους 
µικροβιακούς πληθυσµούς άρα και στο ρυθµό της αποικοδόµησης των πρώτων υλών. 
Οι µικροοργανισµοί αναπτύσσονται σε ένα υδάτινο στρώµα που δηµιουργείται στην 
επιφάνεια των σωµατιδίων του υλικού (water film) και εποµένως, η πρόσληψη των 
θρεπτικών είναι δυνατή µόνο αν αυτά είναι υδατοδιαλυτά. Όµως, και η µεγάλη 
περιεκτικότητα σε υγρασία αποτελεί µειονέκτηµα, καθώς το οξυγόνο στο νερό διαχέεται 
πολύ πιο αργά σε σχέση µε τον αέρα, εποµένως πιθανόν να προκληθούν αναερόβιες 
συνθήκες.  

 Το νερό παράγεται στο κόµποστ από τη διάσπαση του οργανικού υλικού, 
όµως αυτό αντισταθµίζεται από τις απώλειες µέσω εξάτµισης, λόγω της αυτο-
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θέρµανσης του σωρού. Η µέγιστη περιεκτικότητα του σωρού σε υγρασία εξαρτάται από 
τις ιδιότητες των πρώτων υλών. Γενικά, πρέπει να κυµαίνεται σε ποσοστό 45 - 60%, 
ώστε να µην ευνοείται η επικράτηση αναερόβιων συνθηκών (ανοξία) ή µερικώς 
αναερόβιων συνθηκών (υποξία). Η διαβροχή και ανάµιξη του σωρού ενδείκνυται για 
την αποτελεσµατικότερη διαχείριση της διαδικασίας. Εντούτοις, ακόµα και υπό άριστες 
συνθήκες, είναι δυνατόν να δηµιουργηθούν αναερόβια µικροπεριβάλλοντα. 

 Στον παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3) αναφέρονται οι ιδανικές συνθήκες για την 
ταχεία αερόβια αποικοδόµηση του οργανικού υλικού κατά την κοµποστοποίηση. 

Πίνακας 3: Συγκεντρωτικός πίνακας ιδανικών συνθηκών για την κοµποστοποίηση. 

 
 
 
 
 
 
 
   

1.4 Πλεονεκτήµατα κοµποστοποίησης 
 
 Η παρασκευή του κόµποστ και η χρήση του στη γεωργία έχει πολλά 
πλεονεκτήµατα. Καταρχήν, µε τη φυσική αυτή µέθοδο, αξιοποιείται (µέσω 
ανακύκλωσης) πολύτιµη οργανική ύλη, µε στόχο τη µακροπρόθεσµη αύξηση της 
γονιµότητας των εδαφών. Με την εφαρµογή του κόµποστ στο έδαφος, επιστρέφουν σε 
αυτό σηµαντικές ποσότητες θρεπτικών συστατικών που χρησιµοποιήθηκαν σε 
προηγούµενη γεωργική διαδικασία, έτοιµα προς χρήση σε κάποια άλλη φυτική 
καλλιέργεια. Το έδαφος εµπλουτίζεται φυσικά, βελτιώνονται οι χηµικές του ιδιότητες και 
επάγεται µια αύξηση της µικροβιακής βιοµάζας και  ποικιλότητας (Chander et al., 
2002). Κατ’ επέκταση µειώνεται η χρήση χηµικών λιπασµάτων, που έχει ως 
επακόλουθο την πτώση των τιµών των αγροτικών προϊόντων. Επιπλέον, ανοίγει θέσεις 
εργασίας σε χώρες µε έντονη γεωργική δραστηριότητα, όπως η Ελλάδα. 
 

 Το κόµποστ αποτελεί φθηνό εδαφοβελτιωτικό µε µεγάλη απόδοση, σε 
αντίθεση µε τα βιοµηχανικά λιπάσµατα, τα οποία εκτός του υψηλού κόστους τους, δεν 
απορροφώνται πλήρως από το έδαφος στο οποίο εφαρµόζονται και ενέχουν πάντα τον 
κίνδυνο να καταλήξουν σε υδάτινους αποδέκτες και να προκαλέσουν φαινόµενα 
ευτροφισµού. Ακόµα, µε την κοµποστοποίηση καθίστανται χρήσιµα τα γεωργικά 
υπολείµµατα, τα οποία χωρίς επεξεργασία δεν είναι ωφέλιµα για τον άνθρωπο και το 
περιβάλλον. Συγκεκριµένα, λιγνινοκυτταρινούχα υπολείµµατα µπορούν να 
χρησιµοποιηθούν για την παραγωγή εδώδιµων µανιταριών, αφού υποστούν 
κοµποστοποίηση, ώστε να απελευθερωθούν µεγαλύτερες ποσότητες κυτταρίνης και 
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λιγνίνης. Επιπλέον, καθόλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης, µε τις συνεχείς 
µεταβολές της θερµοκρασίας, η οποία στα θερµόφιλα στάδια µπορεί να ξεπεράσει και 
τους 60°C, επιτυγχάνεται καταστροφή του παθογόνου φορτίου των υπολειµµάτων. 

 

1.5 Ωριµότητα κόµποστ 
 
 Για να µπορέσει να εφαρµοστεί µε επιτυχία το κόµποστ στο έδαφος ως 
βελτιωτικός παράγοντας, πρέπει να εξασφαλισθεί ότι το τελικό προϊόν είναι σταθερό, 
µη τοξικό και δεν περιέχει φυτοπαθογόνους παράγοντες. Ως µέτρο ωριµότητας του 
σωρού θεωρείται ο ρυθµός αναπνοής των µικροοργανισµών που βρίσκονται στο 
σωρό. Η µέτρηση της παραγωγής CO2 και κατανάλωσης Ο2 απαιτεί ιδιαίτερους 
χειρισµούς και πολύ χρόνο. Παρόλα αυτά είναι αξιόπιστος δείκτης σταθερότητας του 
τελικού προϊόντος. Ένας άλλος δείκτης είναι η οργανική σύσταση του σωρού και 
συγκεκριµένα τα χουµικά σωµατίδια (Hanimen et al., 1995; Saviozzi et al., 1998). 
Ακόµα, ως δείκτες έχουν χρησιµοποιηθεί ο λόγος C/N, η αλλαγή της θερµοκρασίας, η 
ηλεκτρική αγωγιµότητα, η ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων, η σύνθεση του 
µικορβιακού πληθυσµού και η µέτρηση των οργανικών οξέων. Επειδή το κάθε κόµποστ 
έχει διαφορετικά χαρακτηριστικά, τα οποία εξαρτώνται από την αρχική του σύσταση 
αλλά και τη µέθοδο κοµποστοποίησης, η χρήση πολλών δεικτών αντί ενός είναι 
προτιµότερη, σε ό,τι αφορά την ωρίµανση του προϊόντος.  

 Στο ώριµο κόµποστ επικρατούν µεσαίες θερµοκρασίες και δεν παρατηρείται 
αναθέρµανση. Οι µικροοργανισµοί έχουν αποικοδοµήσει τα περισσότερα οργανικά 
υλικά µε αποτέλεσµα να µειώνεται ο µεταβολικός τους ρυθµός. Η αναπνευστική 
δραστηριότητα, εποµένως, αναµένεται να είναι µικρότερη στο τέλος της διαδικασίας σε 
σχέση µε τα υπόλοιπα στάδιά της. Επιπλέον, η συγκέντρωση των αµµωνιακών στο 
τέλος της διαδικασίας είναι αρκετά µειωµένη σε σχέση µε την αρχική, εξαιτίας της 
αποικοδόµισης των πρωτεϊνών του κόµποστ. Οι οσµές που οφείλονται στις 
δυσδιάσπαστες ενώσεις των υπολειµµάτων και χαρακτηρίζουν το αρχικό προϊόν 
πρέπει να απουσιάζουν από το ώριµο κόµποστ. Η φυτοτοξικότητα θα πρέπει να 
βρίσκεται εντός των επιτρεπτών ορίων, όπως αυτά ορίζονται από τη σχετική νοµοθεσία 
της κάθε χώρας. Ο έλεγχός της γίνεται µε βιοδοκιµές (Morel et al., 1985), µέσω 
ελέγχου της βλαστητικής ικανότητας των σπόρων κάποιου φυτού, όπως για 
παράδειγµα η τοµάτα (Lycopersicon esculentum), το κάρδαµο (Lepidium sativum) και η 
κολοκυθιά (Cucurbita pepo). Επιπλέον, εκτιµώνται οι φυσικές και χηµικές ιδιότητες του 
κόµποστ. Το τελικό προϊόν πρέπει να είναι πορώδες και τα τεµάχιά του να είναι 
µικρότερα των 10 ή 20mm, το pH του πρέπει να είναι κοντά στην ουδέτερη ζώνη και η 
ηλεκτρική αγωγιµότητά του να είναι µικρότερη από 4mS/cm. Ο λόγος C/N, εµπειρικά, 
πρέπει να είναι µικρότερος του 20. Τέλος, για να θεωρείται το κόµποστ έτοιµο προς 
χρήση, θα πρέπει να είναι απαλλαγµένο από τις περισσότερες ξένες προσµίξεις όπως 
πέτρες, γυαλιά κ.ά., ενώ βαρέα µέταλλα και άλλες εν δυνάµει επιβλαβείς ουσίες να 
είναι κάτω των επιτρεπτών ορίων. 
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1.6 Συστήµατα κοµποστοποίησης 
 
 Η βασική διάκριση των συστηµάτων γίνεται µε κριτήριο τη χρήση 
αντιδραστήρα ή όχι για την προσθήκη του υλικού και εποµένως, διακρίνονται στα 
κλειστά (Reactor or enclosed systems or container κόµποστing) και τα ανοιχτά (Open 
systems) συστήµατα. Υπάρχουν, όµως και τα µικτά συστήµατα που αποτελούν 
συνδυασµό των δύο προηγούµενων. 

Τα συστήµατα ανοιχτού τύπου, ανάλογα µε το σύστηµα αερισµού που 
χρησιµοπιείται, χωρίζονται σε:  

• στατικά συστήµατα µε δυναµικές συνθήκες αερισµού (aerated static piles) 

• αναδευόµενα συστήµατα χωρίς δυναµικό αερισµό (windrows)                  

• µικτά συστήµατα 

 
Κοµποστοποίηση σε αναδευόµενα συστήµατα χωρίς δυναµικό αερισµό  
(windrows) 
 Το κόµποστ τοποθετείται σε σωρούς ή µακριές σειρές, µε ύψος δύο έως 5 
µέτρα και πλάτος στη βάση 4 εώς 8 µέτρα, ανάλογα µε το µηχανισµό ανάδευσης. Σε 
αυτό το σύστηµα, ο έλεγχος του αερισµού και της υγρασίας είναι πολύ µικρός και 
εξαρτάται, σε ό,τι έχει να κάνει µε τον αερισµό, από τα αρχικά χαρακτηριστικά των 
υλικών, τη γεωµετρία του χώρου εναπόθεσής τους, την απόσταση ανάµεσα στους 
διάφορους σωρούς, ενώ για την υγρασία, από την κατάλληλη προστασία των σωρών 
από τη βροχή µε τοποθέτηση των σωρών κάτω από τέτοιο υλικό που επιτρέπει 
ταυτόγχρονα και τη διαφυγή των υδρατµών. Για τον αερισµό τους εξαρτώνται 
αποκλειστικά από τυχαίες εσωτερικές ανακατατάξεις µάζας και διάχυσης αερίων. Από 
αρκετούς, πλέον, δε θεωρείται ως κανονικό σύστηµα κοµποστοποίησης, αφού σε 
µεγάλο µέρος του, οι διαδικασίες είναι αναερόβιες. 
 
Κοµποστοποίηση σε τάφρους και δεξαµενές, ανοιχτού και κλειστού τύπου 
 Σε αυτή την τεχνική ο αερισµός είναι τεχνητός, µιας και η φύση της 
εγκατάστασης δεν επιτρέπει το φυσικό αερισµό του κόµποστ. Έτσι, ο αέρας θα πρέπει 
να διοχετεύεται µε κάποιο τρόπο στο σωρό. Για το λόγο αυτό τοποθετούνται ειδικοί 
αναδευτήρες είτε στα πλαϊνά τοιχώµατα ή στην οροφή των συστηµάτων αυτών, οπότε 
επιτυγχάνεται αερισµός λόγω της αναµόχλευσης του υλικού. Το κόµποστ παραµένει 
για µικρό χρονικό διάστηµα στις δεξαµενές και τις τάφρους (6 ως 8 εβδοµάδες) και 
ακολουθεί περαιτέρω επεξεργασία σε εξωτερικές εγκαταστάσεις. Η θερµοκρασία 
µπορεί να ελέγχεται µέσω του αερισµού, και έτσι να επιτυγχάνονται τα διάφορα στάδια 
κοµποστοιποίησης. 
 
Κοµποστοποίηση σε βιοαντιδραστήρες 
 Οι βιοαντιδραστήρες είναι αποκλειστικά κλειστά συστήµατα µε πολύ καλό 
τεχνητό αερισµό. Για την επίτευξη οµοιογένειας στο τελικό προϊόν, ο σωρός αναδεύεται 
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ανά τακτά διαστήµατα εντός του βιοαντιδραστήρα, ή αποµακρύνεται από αυτόν, 
αναδεύεται εξωτερικά και επανατοποθετείται. Η δράση αναερόβιων µικροοργανισµών, 
κυρίως µεθανιογόνων βακτηρίων, κατά την κοµποστοποίηση στο βιοαντιδραστήρα, 
µπορεί να προκαλέσει πρόβληµα. Για αυτόν το λόγο, συνήθως, προηγείται µία 
περίοδος αναερόβιας ζύµωσης του υλικού, πριν την τοποθέτησή του στο 
βιοαντιδραστήρα. 

 

1.7 Ανάλυση µικροβιακών κοινοτήτων 

 Στο παρελθόν, η ανάλυση των µικροβιακών πληθυσµών σε δείγµατα εδάφους 
γινόταν µε µεθόδους που βασίζονταν στην καλλιέργεια των δειγµάτων (culture-based 
techniques) σε διάφορα εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα. Ωστόσο, λόγω της 
εκλεκτικότητας των θρεπτικών µέσων, δεν ήταν τόσο αποτελεσµατικές. Στελέχη που 
δεν ήταν κυρίαρχα στο έδαφος πιθανώς ευνοούνταν και αναπτύσσονταν υπό 
εργαστηριακές συνθήκες σε σχέση µε κυρίαρχα είδη που δεν ευνοούνταν. Πολλά είδη 
µικροοργανισµών που απαντώνται στο έδαφος, όπως και οι µεταξύ τους 
αλληλεπιδράσεις, δεν αναπτύσσονται στο εργαστήριο, όπως συµβαίνει για παράδειγµα 
µε είδη που αποτελούν µέρος µιας πολύπλοκης κοινωνίας, και δεν µπορούν να 
καλλιεργηθούν (DeLong, 2002). Mόνο ένα πολύ µικρό ποσοστό, µικρότερο του 0.1%, 
των µικροβιακών πληθυσµών που υπάρχουν στο έδαφος µπορεί να καλλιεργηθεί µε 
τις συνήθεις εργαστηριακές τεχνικές (Amann et al., 1995). Προκειµένου να ξεπεραστεί 
το εµπόδιο αυτό, νέες τεχνικές (culture independent), όπως η ανάλυση των 
φωσφολιπιδίων των λιπαρών οξέων (PLFA) και τεχνικές που βασίζονται σε 
φυσιολογικά χαρακτηριστικά, επινοήθηκαν. 

 Στις µέρες µας, µε την πρόοδο που έχει σηµειωθεί είναι δυνατόν να εξαχθούν 
συµπεράσµατα για την παρουσία ή όχι οργανισµών από τους οποίους κανένας δεν 
καλλιεργήθηκε ή ταυτοποιήθηκε µε κάποιον άλλον τρόπο. Το γεγονός αυτό αποτελεί 
ένα τεράστιο βήµα για τη σύγχρονη έρευνα στο πεδίο της Μικροβιακής Οικολογίας και 
µε τις τεχνικές που εφαρµόζονται έχουν αποκαλυφθεί πολλά χαρακτηριστικά 
γνωρίσµατα της δοµής και των αλληλεπιδράσεων των µικροβιακών πληθυσµών. Οι 
µοριακές τεχνικές ανάλυσης των µικροβιακών κοινοτήτων έχουν συνεισφέρει στην 
κατανόηση της ποικιλότητάς τους και προσφέρουν πολλά πλεονεκτήµατα, επειδή 
επιτρέπουν τη µελέτη ειδών που δεν µπορούν να καλλιεργηθούν, είναι ταχύτερες, πιο 
ευαίσθητες και ακριβείς στην ταυτοποίηση, και έχουν µεγαλύτερη διακριτική ικανότητα. 
Είναι γενικώς αποδεκτό ότι η ταυτοποίηση και ταξινόµηση των µικροοργανισµών 
πρέπει να προκύπτει από φυλογενετικές αναλύσεις που βασίζονται στην αλληλουχία 
του rDNA (Pace et al., 1986). 

 Οι µοριακές τεχνικές που βασίζονται στο DNA είναι αναγκαίες για την ανάλυση 
των µικροβιακών κοινοτήτων του κόµποστ, επειδή εκτός των άλλων δίνουν στοιχεία για 
τη διαδοχή και την δραστηριότητα των µικροοργανισµών κατά την πορεία της 
κοµποστοποίησης. Ειδικότερα, αυτές βασίζονται στη µικρή υποµονάδα του rRNA 
γονιδίου. Τα γονίδια που ελέγχουν τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του rRNA 
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µεταλλάσσονται αργά δια µέσου των εκατοµµυρίων ετών της εξελικτικής πορείας και 
έτσι, το rRNA λειτουργεί ως δείκτης της συγγένειας των οργανισµών. Είναι εξαιρετικά 
µόρια για την εξακρίβωση της ταυτότητας ενός στελέχους αλλά και για να γίνουν 
συγκρίσεις στις εξελικτικές σχέσεις µεταξύ διαφορετικών στελεχών, καθώς έχουν 
σταθερή λειτουργικότητα, είναι οικουµενικώς κατανεµηµένα και έχουν µετρίως 
διατηρηµένη αλληλουχία σε ένα ευρύ φάσµα φυλογενετικών αποστάσεων. 

 Στους προκαρυωτικούς οργανισµούς η µικρή υποµονάδα αποτελείται από ένα 
µόριο rRNA µε συντελεστή καθίζησης 16S, ενώ στους ευκαρυωτικούς από ένα µόριο 
rRNA µε συντελεστή καθίζησης 18S. Ως εκ τούτου, για τη µελέτη της ποικιλότητας και 
την ταυτοποίηση προκαρυωτικών οργανισµών µελετάµε τις αλληλουχίες των γονιδίων 
που κωδικοποιούν για το 16S rRNA, ενώ στους ευκαρυωτικούς τις αλληλουχίες των 
γονιδίων που κωδικοποιούν για το 18S rRNA και κυρίως τις ITS (Internal transcribed 
spacer regions) µεταξύ της µικρής και µεγάλης υποµονάδας του ριβοσώµατος, οι 
οποίες µεταβάλονται µε υψηλή συχνότητα, ακόµα και σε στενά συγγενικά είδη. Οι 
διαφορές στην αλληλουχία που κωδικοποιεί το rRNA αντανακλούν φυλογενετικές 
διαφορές.  

 Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας ενός στελέχους σε αµιγή καλλιέργεια 
γίνεται µε τη µέθοδο της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης. Η ίδια τεχνική, όµως, 
χρησιµοποιείται και για τη µοριακή ανίχνευση µικροοργανισµών σε ένα περιβαλλοντικό 
δείγµα, όπως το κόµποστ και τη φυλογενετική ανάλυση ενός φυσικού, ετερογενούς 
πληθυσµού. Η διαδικασία περιλαµβάνει λύση των κυττάρων του φυσικού δείγµατος ή 
της αµιγούς καλλιέργειας. Τα γονίδια αυτά αποµονώνονται, αναλύονται ως προς την 
αλληλουχία τους και σχηµατίζεται ένα φυλογενετικό δένδρο, το οποίο αποκαλύπτει τα 
διάφορα ριβοσωµατικά RNA που υπάρχουν στον πληθυσµό και, βάσει αυτού, 
εξάγονται συµπεράσµατα για την παρουσία ή όχι µικροοργανισµών από τους οποίους 
κανένας δεν καλλιεργήθηκε ή ταυτοποιήθηκε µε καµία από τις κλασικές 
µικροβιολογικές τεχνικές. Κατά την εκχύλιση το γενετικό υλικό καθαρίζεται για την 
αποµάκρυνση πρωτεϊνών, χουµικών οξέων και άλλων ενώσεων, που πιθανώς 
επηρεάζουν την ανάλυση του DNA, καθώς εκχυλίζονται µαζί µε αυτό. Στη συνέχεια, 
κατασκευάζονται βιβλιοθήκες κλώνων και οι αλληλουχίες των γονιδίων που 
αποµονώνονται αναλύονται µε τη βοήθεια αλγορίθµων ανάλυσης αλληλουχιών, όπως 
ο BLAST του NCBI και συγκρίνονται µε τις ήδη υπάρχουσες σε γενετικές βάσεις 
δεδοµένων, όπως το RDP (Ribosomal Database Project) και κατασκευάζονται 
φυλογενετικά δένδρα που απεικονίζουν τις εξελικτικές σχέσεις των διαφορετικών ειδών. 
Οι βιβλιοθήκες µε κλώνους του 16S rRNA γονιδίου, είναι χρήσιµο εργαλείο για την 
ποιοτική ανάλυση της µικροβιακής ποικιλότητας και για την ανάλυση των 
φυλογενετικών σχέσεων µικροοργανισµών από διαφορετικά περιβάλλοντα (Guo et al., 
2007).  

 Εντούτοις, ο συνδυασµός και των δύο µεθόδων ανάλυσης των µικροβιακών 
κοινοτήτων, δηλαδή των µοριακών τεχνικών και αυτών που βασίζονται στην 
καλλιέργεια των δειγµάτων - culture independent και culture based - είναι 
προτιµότερος. Η µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας που βασίζεται µόνο σε τεχνικές 
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καλλιέργειας, αποτυγχάνει να ανιχνεύσει και να ταυτοποιήσει πλήρως όλη τη 
µικροχλωρίδα και αυτό έχει αποδειχτεί και σε µελέτες σε δείγµατα κόµποστ (Palmisano 
et al., 1993). Tα αποτελέσµατα που προκύπτουν από την ανάλυση της rDNA 
ακολουθίας δείγµατος βακτηρίων που έχει καλλιεργηθεί και των κλωνοποιηµένων 
ακολουθιών δείγµατος DNA που έχει αποµονωθεί από δείγµα κόµποστ δείχνουν ότι 
δεν υπάρχουν επικαλύψεις µεταξύ τους (Dees & Ghiorse, 2001, Schloss et al., 2002).  

 

1.7.1 Μέθοδοι που έχουν εφαρµοστεί σε πειράµατα κοµποστοποίησης για 
τη µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας 

  Η ανάλυση των µικροβιακών πληθυσµών κατά η διαδικασία της 
κοµποστοποίησης την τελευταία δεκαετία έχει προσελκύσει το ενδιαφέρον πολλών 
ερευνητών, µε στόχο την ποσοτική και ποιοτική ανάλυσή τους. Η δοµή της µικροβιακής 
κοινότητας στις υπάρχουσες µελέτες βασίζεται τόσο σε µεθόδους καλλιέργειας (culture-
based), όσο και σε άλλες, όπως η λιπιδική ανάλυση (PLFA), αλλά και όσες βασίζονται 
στην τεχνική της αλυσιδωτής αντίδρασης πολυµεράσης, DGGE ανάλυση, 
πολυµορφισµός SSCP, quantitative PCR και µικροσυστοιχίες DNA, αν και δεν 
καταλήγουν όλες στον ακριβή προσδιορισµό σε επίπεδο γένους και είδους. Ενδεικτικά 
αναφέρονται ορισµένες από αυτές, καθώς και αποτελέσµατα ερευνητικών εργασιών σε 
κόµποστ από διάφορα υποστρώµατα. Παρακάτω, αναφέρονται ορισµένες από τις 
µεθόδους που έχουν εφαρµοστεί για τη µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας σε 
πειράµατα κοµποστοποίησης. 

 

1.7.1.1 Βιοχηµικές µέθοδοι 

Επιλεκτική ανάπτυξη σε θρεπτικά υποστρώµατα (Plate counts)  

  Καλλιέργεια δείγµατος σε εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα και µέτρηση 
ζωντανών κυττάρων. Η µέθοδος είναι γρήγορη και όχι ακριβή, όµως έχει πολλά 
µειονεκτήµατα. Σε δείγµα από κόµποστ που περιείχε πριονίδι, ροκανίδια, φύλλα και 
γρασίδι, χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων και εναιώρηµα 
επιστρώθηκε σε τρυβλία µε εκλεκτικό θρεπτικό υλικό µε σκοπό την ταυτοποίηση των 
µυκήτων που υπήρχαν στο κόµποστ. Τα είδη που αποµονώθηκαν και ταυτοποιήθηκαν 
ήταν: Aspergillus nidulans, A. tereus, Clostridium sp. και Trichoderma sp. (Ashraf et al., 
2007). 

Πρότυπο λιπαρών οξέων (Fatty acid methyl ester analysis, FAME - Phospholipid 
fatty acid analysis, PLFA)  

  Τα λιπαρά οξέα αντιπροσωπεύουν ένα σηµαντικό ποσοστό της βιοµάζας των 
κυττάρων και το πρότυπό τους χαρακτηρίζει µια ταξινοµική οµάδα. Είναι µια ποιοτική 
µέθοδος, καθώς, οι αλλαγές στον τύπο των λιπαρών οξέων σηµατοδοτούν µεταβολές 
στις οµάδες των µικροοργανισµών που συγκροτούν τη µικροβιακή κοινότητα, 
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επιτρέπει, όµως και την εκτίµηση της συνολικής βιοµάζας, µετρώντας το συνολικό 
PLFA (Klamer & Baath, 1998). Στους µύκητες, για παράδειγµα, υπάρχει το λινολεϊκό 
και ολεϊκό οξύ: το λινολεϊκό έχει αυξηµένη συγκέντρωση στους Ασκοµύκητες και 
Βασιδιοµύκητες, ενώ το ολεϊκό στους Ζυγοµύκητες (Harwood and Russel 1984, Klamer 
& Baath, 2004). 

Προφίλ κινόνης (quinone profile)  

  Οι κινόνες είναι µεταφορείς των ηλεκτρονίων της αναπνευστικής αλυσίδας. Ο 
κυρίαρχος τύπος κινόνης σε µια οµάδα µικροοργανισµών είναι διαφορετικός από αυτόν 
σε µια άλλη. Η µέθοδος χρησιµοποιείται για την ταυτοποίηση του µοριακού τύπου 
κινόνης και την εκτίµηση της συνολικής βιοµάζας στο δείγµα, µετρώντας τη συνολική 
κινόνη, και την ποικιλότητα της µικροβιακής κοινότητας (Yu et al., 2007). 

Εκτίµηση του αριθµού κυττάρων µπορεί να γίνει επίσης, µε χρώση των βακτηρίων µε 
χρωστικές που βάφουν το νουκλεϊκό οξύ, όπως DAPI, acridine orange, παρατήρηση 
των κυττάρων στο µικροσκόπιο φθορισµού και καταµέτρησή τους (Narihiro et al., 
2003). 

 

1.7.1.2 Μοριακές µέθοδοι 

Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης 

  Η τεχνική της PCR (Mullis et al., 1987, Mullis & Faloona, 1987) είναι η πλέον 
εξειδικευµένη και ευαίσθητη µέθοδος ενίσχυσης ακολουθιών DNA και RNA in vitro και 
in situ. Η αρχή της µεθόδου βασίζεται σε ορισµένα χαρακτηριστικά της αντιγραφής του 
DNA: το εκµαγείο του DNA αποδιατάσσεται στους 94°C σε δύο µονόκλωνες αλυσίδες. 
Δύο ειδικές αλληλουχίες ολιγονουκλεοτιδίων, οι εκκινητές (primers), καθορίζουν τα 
σηµεία έναρξης της αντιγραφής, καθώς υβριδοποιούνται σε συγκεκριµένες θέσεις 
πάνω στην κάθε αλυσίδα του εκµαγείου, λειτουργώντας σαν εναρκτήρια τµήµατα για τη 
σύνθεση του DNA, η οποία ξεκινά µε την προσθήκη δεοξυνουκλοετιδίων και µιας DNA 
πολυµεράσης, η οποία είναι ανθεκτική στις υψηλές θερµοκρασίες (Taq polymerase). Η 
πολυµεράση αυτή έχει αποµονωθεί από το θερµοανθεκτικό βακτήριο Thermus 
aquaticus, και έχει άριστη θερµοκρασία δράσης στους 72°C, δραστικότητα που 
παραµένει σε υψηλά επίπεδα µετά από επανειληµµένη αύξηση της θερµοκρασίας 
στους 94°C. Η πολυµεράση επιµηκύνει τα εναρκτήρια τµήµατα σε θερµοκρασία µέχρι 
72°C και όλο το µείγµα θερµαίνεται στους 94°C, ώστε να αποδιαταχθούν τα δίκλωνα 
τµήµατα που συντέθηκαν. Οι κύκλοι σύνθεσης και αποδιάταξης επαναλαµβάνονται, 
εφόσον υπάρχει περίσσεια ολιγονουκλεοτιδίων, και συσσωρεύονται τα προϊόντα της 
αντίδρασης. Σε κάθε κύκλο διπλασιάζεται ο αριθµός των αντιγράφων της αλληλουχίας - 
στόχου και έτσι µε τους επαναλαµβανόµενους κύκλους, η αλληλουχία – στόχος 
πολλαπλασιάζεται εκθετικά. Η εξειδίκευση της µεθόδου εξαρτάται από τη θερµοκρασία 
υβριδισµού και την εξειδίκευση των θέσεων υβριδισµού των εκκινητών στο εκµαγείο 
του DNA.  
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  Δείγµα από κόµποστ που περιείχε ροκανίδια και σκυλοτροφή αναλύθηκε για 
τη µελέτη της ποικιλότητας των βακτηρίων. Το 16S rRNA γονίδιο ενισχύθηκε µε PCR 
και καθολικούς εκκινητές. Από την ανάλυση των κλώνων βρέθηκαν τα εξής είδη: 
Cerasibacillus spp., Gracilibacillus spp., Bacillus spp., Bacillus thermocloacae, είδη των 
οικογενειών Paenibacillaceae, Clostridiaceae, Nocardiopsaceae, Flavobacteriaceae και 
άγνωστα είδη της οικογένειας Bacillaceae (Nagao et al., 2008). 

  Δείγµατα από τρία διαφορετικά κόµποστ αστικών, πράσινων και βιοµηχανικών 
αποβλήτων αναλύθηκαν για την ταυτοποίηση των µυκήτων σε επίπεδο είδους, τη 
µελέτη της διαδοχής των ειδών και της σύνθεσης της µικροβιακής κοινότητας. Με PCR 
ενισχύθηκε η ITS περιοχή του rDNA και από τον προσδιορισµό τον αλληλουχιών των 
προϊόντων της PCR προέκυψαν τα εξής είδη: Candida rugosa, Candida pararugosa, 
Issatchenkia orientalis, Pichia fermentans, Candida inconspicua, Candida ethanolica, 
Pichia manshurica, Pichia fermentans, Pichia membranifaciensis, Geotrichum 
candidum (Hultman et al., 2009). 

Μικροσυστοιχίες DNA (DNA microarrays)  

  Οι µικροσυστοιχίες χρησιµοποιούνται για την ανίχνευση και αναγνώριση των 
ειδών ή για να εκτιµηθεί η µικροβιακή ποικιλότητα. Κάθε συστοιχία περιέχει χιλίαδες 
αλληλουχίες DNA, που αναλόγως µε τον τύπο, µπορεί να είναι είτε ένα ειδικό γονίδιο 
στόχος (π.χ. nifH, λειτουργικές συστοιχίες, FGAs – Functional Gene Arrays) είτε 
γονιδιωµατικό DNA από περιβαλλοντικό δείγµα ή καθαρή καλλιέργεια (συστοιχίες 
ανάλυσης γονιδιωµάτων µικροβιακών κοινοτήτων, CGAs – Community Genome 
Arrays) είτε γονίδια rRNA (φυλογενετικές συστοιχίες, PGAs – Phylogenetic Arrays). Οι 
λειτουργικές συστοιχίες περιέχουν ιχνηλάτες για γονίδια που κωδικοποιούν ένζυµα και 
βοηθούν στην ποσοτικοποίηση της λειτουργίας µέσω ανίχνευσης του mRNA (Hultman 
et al., 2009). 

PCR-DGGE (Αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση µε πήκτωµα διαβάθµισης - 
Denaturing gradient gel electrophoresis) ανάλυση ή TGGE (thermal-GGE) 

 Tµήµατα DNA που έχουν ίδιο µήκος αλλά διαφορετική αλληλουχία αναλύονται 
µέσω ηλεκτροφόρησης. Ο διαχωρισµός τους βασίζεται στo ότι κάθε κοµµάτι έχει 
διαφορετικό σηµείο αποδιάταξης που εµφανίζεται σε πήκτωµα πολυακρυλαµίδης µε 
κλινές αυξανόµενης συγκέντρωσης αποδιατακτικού παράγοντα (π.χ. ουρία, 
φορµαµίδιο) (Muyzer, 1999). Η µέθοδος χρησιµοποιείται για την ανίχνευση και τον 
προσδιορισµό της ποικιλοµορφίας, αλλά και της αφθονίας των µικροοργανισµών.  

  Στελέχη βακτηρίων που ανήκουν στο Φύλο Bacteroidetes, που περιλαµβάνει 
ποικιλία ειδών που αποικοδοµούν µακροµόρια, όπως πρωτεΐνες, άµυλο, κυτταρίνη και 
χιτίνη, αποµονώθηκαν µε τη µέθοδο αυτή από κόµποστ που αποτελούταν από κοπριά 
βοοειδών και πριονίδι. Επίσης, αποµονώθηκε ένα στέλεχος Rhizobium sp. (a-
Proteobacteria), ένα στέλεχος που ανήκει στα Actinobacteria και ένα στέλεχος που 
ανήκει στα Fibrobacteres (Green et al., 2004).  
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  Μελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας κατά τη συγκοµποστοποίηση υγρών 
αποβλήτων ελαιουργείας και κοπριάς µε τη χρήση της RT-PCR για την ενίσχυση του 
16S rDNA και ανάλυση των προϊόντων µε αποδιατακτική ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα 
διαβάθµισης (DGGE) είχε τα εξής αποτελέσµατα: στο αρχικό στάδιο της διαδικασίας 
βακτήρια του φύλου Proteobacteria ήταν κυρίαρχα, αλλά βρέθηκαν και αλληλουχίες 
βακτηρίων που ανήκαν στα φύλα Actinobacteria, Firmicutes και Acidobacteria. Στην 
πορεία της διαδικασίας µειώθηκαν τα Betaproteobacteria, ενώ οι υπόλοιπες 
αλληλουχίες που ανιχνεύτηκαν ταξινοµήθηκαν στην κλάση Gammaproteobacteria, 
στην κλάση Alphaproteobacteria και στα φύλα Actinobacteria, Firmicutes και 
Bacteroidetes (Vivas at al., 2009). 

  Δείγµατα κόµποστ αναλύθηκαν για τη µελέτη των πληθυσµών βακτηρίων. Με 
PCR ενισχύθηκε η V3 περιοχή του 16S rRNA γονιδίου και τα προϊόντα PCR 
διαχωρίστηκαν µε DGGE. Τα επικρατέστερα είδη που προσδιορίστηκαν, ανήκαν στην 
τάξη Bacillales, που γενικότερα αφθονούν στο κόµποστ, σε αντίθεση µε είδη της τάξης 
Lactobacillales, που σε ελάχιστες αναφορές βρέθηκαν να είναι κυρίαρχα και η αφθονία 
τους εξαρτάται από τον τύπο του διογκωτικού παράγοντα που χρησιµοποιείται ως 
συστατικό στο κόµποστ, επειδή αυτός επηρεάζει τη συγκέντρωση οξυγόνου και τη 
διατήρηση της θερµότητας στον αντιδραστήρα. Βρέθηκαν τα εξής είδη: Cerasibacillus 
spp., Gracilibacillus spp., Bacillus sp., Bacillus fortis, Bacillus thermocloacae και 
συγγενικά είδη, Thermobifida fusca, Staphylococcus lentus, Oceanobacillus sp., 
Virgibacillus spp., Atopostipes suicloacalis, Atopococcus tabaci και άγνωστα είδη της 
οικογένειας Paenibacillaceae, Bacillaceae και Sphingobacteriaceae (Watanabe et al., 
2010). 

Ανάλυση διαγονιδιακής ριβοσωµικής περιοχής (Ribosomal intergenic spacer 
analysis, RISA και Automated ribosomal intergenic spacer analysis, ARISA)  

  H διαγονιδιακή περιοχή (Intergenic spacer - IGS) µεταξύ των 16S και 23S 
rDNA πολλαπλασιάζεται µε PCR, τα προϊόντα αποδιατάσσονται και διαχωρίζονται σε 
πήκτωµα πολυακρυλαµίδης. Στη RISA, η αλληλουχία πολυµορφισµού εντοπίζεται 
χρησιµοποιώντας χρώση αργύρου, ενώ στην ARISA ο εκκινητής φέρει φθορίζουσα 
σήµανση και εντοπίζεται αυτόµατα. Η ARISA για την ανάλυση µυκήτων (F-ARISA) 
βασίζεται στη χρήση εκκινητών που στοχεύουν στον πολυµορφισµό της ITS περιοχής 
του18S rRNA γονιδίου (Ranjard et al., 2001). Η µέθοδος εφαρµόστηκε σε δείγµα 
κόµποστ από ροκανίδια και σκυλοτροφή. Τα  πιο κοινά γένη που προσδιορίστηκαν, 
ήταν τα εξής: Pichia, Geotrichum, Backusella και Amylomyces ή Rhizopus. Έδειξαν 
επίσης ότι η δοµή της µικροβιακής κοινότητας τις πρώτες 48 ώρες ήταν διαφορετική σε 
σχέση µε το διάστηµα 60-96 ώρες. Επιπλέον, εφαρµόστηκε η τεχνική της PCR και 
RFLP ανάλυσης για το 18S rRNA γονίδιο και βρέθηκαν αλληλουχίες που παρουσίαζαν 
οµοιότητα µεγαλύτερη από 99% µε τα εξής γένη: Aspergillus, Penicillium, Candida, 
Galactomyces, Williopsis hamigera, Neurospora, Mucor και Backusella (Hansgate et 
al., 2005). 
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PCR-RFLP (Restriction fragment length polymorphism)  

 Αποτελεί µια µέθοδο γενετικής αποτύπωσης των διαφορετικών µικροβιακών 
κοινοτήτων που υπάρχουν σε ένα δείγµα. Το δείγµα ενισχύεται µέσω PCR µε 
φθορίζοντες εκκινητές και προϊόντα υπόκεινται σε πέψη µε επιλεγµένες περιοριστικές 
ενδονουκλεάσες και έτσι παράγονται τµήµατα DNA διαφορετικών µεγεθών τα οποία 
ανιχνεύονται µε ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης ή µη-αποδιατακτικής 
πολυακρυλαµίδης. Η χρήση του φθορίζοντος εκκινητή περιορίζει την ανάλυση µόνο 
στα θραύσµατα που φέρουν τον εκκινητή στο τελικό άκρο τους µετά την πέψη. 
Ανάλυση κοµποστ µε χρήση PCR RFLPs έδειξε ότι βρέθηκαν αλληλουχίες ταξινοµικών 
µονάδων (taxa) που δεν παρουσίαζαν συγγένεια µε ήδη γνωστά είδη, γεγονός που 
υποδεικνύει ότι η πλειονότητα των ειδών βακτηρίων που σχετίζονται µε το κόµποστ δεν 
έχει πλήρως µελετηθεί και ταυτοποιηθεί (Guo, 2007).  

 Επιλέγοντας την κατάλληλη µέθοδο, από το πλήθος των µεθόδων που έχουν 
εφαρµοστεί σε δείγµατα κόµποστ, και µε σωστό σχεδιασµό της πειραµατικής 
διαδιακασίας, είναι δυνατή η ανάλυση των µικροοργανισµών και άρα, η ταυτοποίηση 
των µικροβιακών κοινοτήτων που σχετίζονται µε την ωριµότητά του, µε στόχο τη 
µελέτη της σύστασης των µικροβιακών πληθυσµών στο ώριµο κόµποστ, αλλά και µε 
την προοπτική της αποµόνωσης µικροοργανισµών που θα καταστέλουν τις ασθένειες 
των φυτών ή βακτηρίων που θα προωθούν την ανάπτυξή τους. Επίσης, επιβεβαιώνει 
την αποµάκρυνση των παθογόνων κατά την πορεία της κοµποστοποίησης (Boehm et 
al., 1993). Επιπλέον, είναι δυνατή η εκτίµηση των χαρακτηριστικών µικροοργανισµών 
και της διαδοχής που παρουσιάζουν κατά την πορεία της κοµποστοποίησης. Η 
διαδοχή των µικροοργανισµών ενδεχοµένως να παρουσιάζει διαφορές υπό 
διαφορετικές συνθήκες κοµποστοποίησης. Η διαδικασία, όµως, χαρακτηρίζεται από 
συγκεκριµένες συνθήκες, όπως η αύξηση της θερµοκρασίας, η παραγωγή χουµικών 
ενώσεων, ο σχηµατισµός σταθερού υποστρώµατος, οι οποίες επιτρέπουν την 
ανάπτυξη συγκεκριµένων οµάδων και ειδών µικροοργανισµών, που γενικά απαντώνται 
κατά την πορεία της κοµποστοποίησης (Ishii et al., 2000). 

 
1.8 Τα Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείων 
 
 Στη βιοµηχανία επεξεργασίας του ελαιόκαρπου το κύριο προϊόν είναι το 
ελαιόλαδο. Τα υγρά παραπροϊόντα αποτελούν προϊόντα χωρίς εµπορική αξία, αλλά 
πλούσια σε πολύτιµα συστατικά όπως σάκχαρα, πρωτεΐνες, υπολείµµατα λαδιού, 
φαινολικές ουσίες, χρωστικές και χλωροφύλλες. Τα Υγρά Απόβλητα Ελαιοτριβείων 
(ΥΑΕ) αποτελούσαν και αποτελούν πάντα ένα από τα µεγαλύτερα οικολογικά 
προβλήµατα στην Ελλάδα, µε µεγαλύτερες ποσότητες να παράγονται από τα 
ελαιουργεία της Πελοποννήσου και της Κρήτης. Στη διεθνή βιβλιογραφία τα ΥΑΕ 
αναφέρονται ως olive mill waste-water (ΟMW), olive press waste-water, olive 
vegetation water, olive vegetable water (OVW) (Fiestas & Borjia 1992). Η εξαιρετικά 
υψηλή τοξικότητά τους, σε συνδυασµό µε το επίσης υψηλό ρυπαντικό φορτίο που 
περιέχουν, τα καθιστούν πολύ επικίνδυνα για το περιβάλλον και όταν καταλήγουν 
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στους αποδέκτες προκαλούν διαταραχές όπως, φυτοτοξικότητα, µεταβολή του 
χρώµατος των υδάτων, τοξική µόλυνση του υδροφόρου ορίζοντα και καταστροφή της 
υδρόβιας ζωής, εξαιρετικά δυσάρεστες οσµές κ.ά. Παράγονται κυρίως από 
φυγοκεντρικά ελαιοτριβεία τριών φάσεων και αποτελούν το υγρό κλάσµα του χυµού 
του ελαιοκάρπου, µαζί µε το νερό που χρησιµοποίειται στην έκπλυση του καρπού, στη 
µάλαξη και στη φυγοκέντρηση του τόσο στον οριζόντιο φυγοκεντρικό διαχωριστήρα 
όσο και στον ελαιοδιαχωριστήρα, από τον οποίον παραλαµβάνεται το ελαιόλαδο. 
Αντιθέτως, τα ελαιοτριβεία δύο φάσεων παράγουν πολύ µικρή ποσότητα υγρών 
αποβλήτων, καθώς το κύριο υποπροϊόν της διαδιακασίας είναι ηµι-στερεό.  
 

 Οι παραδοσιακές µέθοδοι επεξεργασίας του ελαιολάδου εκτιµάται ότι 
παράγουν 400-600 λίτρα λύµατα ανά τόνο επεξεργασµένων ελιών. Τα επίπεδα των 
λυµάτων είναι ακόµα υψηλότερα όταν προέρχονται από ελαιοτριβείο που ακολουθεί τη 
διαδικασία των τριών φάσεων. Από την άλλη πλευρά, στα ελαιοτριβεία των δύο 
φάσεων παράγονται ελάχιστα ΥΑΕ, όµως το ηµιστερεό υποπροϊόν έχει υψηλή 
περιεκτικότητα σε υγρά, µε αποτέλεσµα να έχει και υψηλό κόστος επεξεργασίας. 
Συνολικά, σε ευρωπαϊκό επίπεδο, εκτιµάται ότι παράγονται 4.6 εκατοµµύρια τόνοι ΥΑΕ 
το χρόνο, εκ των οποίων το 80-83% είναι νερό. Το οργανικό φορτίο αποτελεί το 15-
18%, ενώ τα ανόργανα στοιχεία αποτελούν το 2%. Τα ποσοστά αυτά 
διαφοροποιούνται ανάλογα µε το κλίµα, τις µεθόδους συγκοµιδής, τις διαδικασίες 
εξαγωγής ελαιόλαδου κ.ά. 
 

 Τα ΥΑΕ έχουν σκούρο κιτρινοπράσινο προς καφέ-µαύρο χρώµα, µε 
χαρακτηριστική έντονη οσµή, η οποία οφείλεται στην υψηλή συγκέντρωση πτητικών 
οξέων. Είναι όξινα, θολά, µε υψηλή επιφανειακή τάση και πλούσια σε οργανικό και 
ανόργανο υλικό (Μπαλατσούρας, 1997). Ο όγκος και η ποιότητά τους εξαρτάται από 
την ποικιλία του ελαιοκάρπου, το βαθµό ωριµότητάς του και το χρόνο αποθήκευσής 
του πριν την λιοτρίβηση. Εξαρτάται επίσης, από τη µέθοδο παραλαβής του ελαιολάδου 
και την ποσότητα νερού που χρησιµοποιείται κατά τις διάφορες φάσεις της διαδικασίας. 
Ενδεικτικά, από 100kg ελαιοκάρπου παράγονται περίπου, 20kg ελαιόλαδο, 4kg 
ελαιόφυλλα, 40kg ελαιοπυρήνα και περίπου 100kg υγρών αποβλήτων (Κουτσαυτάκης 
& άλ. 1999).  
  

 Τα οξέα, οι ανόργανες και οργανικές ουσίες που υπάρχουν στα ΥΑΕ 
επηρεάζουν αρνητικά την ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων των εδαφών, που είναι η 
ικανότητα του εδάφους να ανταλλάσσει κατιόντα και χρησιµοποιείται ως µέσο µέτρησης 
της γονιµότητας του εδάφους. Όµως, στα ΥΕΑ εντοπίζονται πολλά ιχνοστοιχεία τα 
οποία µπορούν να δράσουν θετικά για τον εµπλουτισµό του εδάφους. Οι οργανικές 
ουσίες που περιέχονται σε αυτά χωρίζονται σε τρεις µεγάλες κατηγορίες: α) τις άµεσα 
διασπούµενες, που είναι συνήθως απλές σε δοµή και σε αυτές περιλαµβάνονται απλά 
σάκχαρα, αµινοξέα και άλλα, β) τα βιοαποδοµήσιµα πολυµερή, ενώσεις µεγάλου 
µοριακού βάρους, οι οποίες όµως µπορούν να αποικοδοµηθούν από πληθώρα 
µικροοργανισµών και τέτοιες είναι οι πρωτεΐνες και οι ηµικυτταρίνες και, γ) δύσκολα 
βιοδιασπώµενα πολυµερή όπως λιπαρά και κυρίως φαινολικές ενώσεις (Οιχαλιώτης & 
Ζερβάκης, 1999). 
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 Τα ΥΕΑ έχουν πολύ υψηλό ρυπαντικό οργανικό φορτίο το οποίο για να 
αποδοµηθεί χρειάζεται µεγάλες ποσότητες οξυγόνου. Ενδεικτικά οι Tamburino et al., 
1999) αναφέρουν ότι η ρυπογόνος δύναµη των ΥΕΑ που παράγονται ετησίως στην 
Ιταλία εκτιµώνται σε 200.000 τόνους/χρόνο, εκφρασµένη σε χηµικά απαιτούµενο 

οξυγόνο (COD), (2.000.000 τόνους/χρόνο µε 100kg/m
3 

COD), αντιστοιχεί σε ρυπογόνο 
δύναµη βοθρολυµάτων που παράγονται επί τρεις µήνες από έναν αστικό πληθυσµό 
20.000.000 ανθρώπων (µε παραγωγή 40kg COD/yr/άνθρωπο).  

 

 Οι κύριες περιβαλλοντικές επιπτώσεις των ΥΕΑ είναι: α) η µείωση του 
αερισµού του εδάφους, αφού οι λιπαρές ουσίες που περιέχουν φράζουν τους 
εδαφικούς πόρους, δηµιουργώντας αναερόβιες συνθήκες β) ο περιορισµός της 
φωτοσύνθεσης στους υδάτινους αποδέκτες και η αισθητική υποβάθµιση, εξαιτίας του 
σκούρου χρώµατος και των πολλών αιωρούµενων σωµατιδίων, γ) η πρόκληση 
φαινοµένων ευτροφισµού λόγω δέσµευσης του οξυγόνου από τη χηµική αλλά και 
βιολογική οξείδωση των ΥΕΑ και, δ) η πρόκληση φυτοτοξικότητας µε αποτέλεσµα την 
καταστροφή πολλών φυτικών οργανισµών, εξαιτίας των φαινολικών ενώσεων, των 
πτητικών οργανικών οξέων και των πολυαλκοολών που περιέχουν. 
 

 Η ρύπανση από τα ΥΑΕ αποτελεί µείζων πρόβληµα. Τα τελευταία σαράντα 
χρόνια έχει απασχολήσει πλήθος ερευνητών, σε Πανεπιστήµια και Ερευνητικά Κέντρα 
των σηµαντικότερων ελαιοπαραγωγικών χωρών της Μεσογείου, στη κατεύθυνση 
εξεύρεσης βιώσιµων µεθόδων διαχείρισής τους. Η εναπόθεση των ΥΕΑ στο έδαφος 
είναι µια οικονοµική λύση διαχείρησης του τεράστιου όγκου τους, ιδιαίτερα στις 
Μεσογειακές χώρες, και ανάκτησης των ιχνοστοιχείων και οργανικών ενώσεών τους 
(Saviozzi, 1991), όµως υπάρχει περίπτωση να προκαλέσει ρύπανση του εδάφους 
εξαιτίας της υψηλής συγκέντρωσης οργανικών οξέων και φαινολών. Τα κυριότερα 
µειονεκτήµατα της µεθόδου διάθεσης των ΥΑΕ στο έδαφος σχετίζονται: µε τις υψηλές 
βροχοπτώσεις σε πολλές ελαιοπαραγωγικές περιοχές την ίδια περίοδο που 
παράγονται τα ΥΑΕ, της επακόλουθης δηµιουργίας ανεπιθύµητων συνθηκών 
αναεροβίωσης στους εδαφικούς αποδέκτες, στην ύπαρξη, σε πολλές περιπτώσεις, 
αγρών µε υπέδαφος αποτελούµενο από ασβεστολιθικά πετρώµατα, διαπερατό σε 
ρυπαντικά συστατικά, που µπορεί να οδηγηθούν στους υδροφόρους ορίζοντες, και 
τέλος στην εκτεταµένη ηµιορεινή µορφολογία του εδάφους στις κύριες 
ελαιοπαραγωγικές ζώνες πράγµα που επιδεινώνει την δυνατότητα µεταφοράς των 
YAE στους τελικούς αποδέκτες (Ehaliotis et al., 2003). Επιπλέον, προκαλούν 
φυτοτοξικότητα (Paredes et al., 2000), ενώ παρεµποδίζουν την αύξηση πολλών 
εδαφογενών ειδών βακτηρίων και µυκήτων, όπως Lactobacillus, Bacillus, Chaetomium, 
Geotrichum, Rhizopus, Rhizoctonia (Saiz-Jimenez & Gomez–Alacorn, 1986). Ωστόσο, 
παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον oι έρευνες για την επίδραση των ΥΑΕ στην 
επισχετικότητα του εδάφους (soil suppressiveness) έναντι εδαφογενών 
φυτοπαθογόνων. Τα ΥΑΕ εµφάνισαν παρεµποδιστική δράση στην ανάπτυξη 
φυτοπαθογόνων µυκήτων του γένους Phytophthora και Fusarium, in vitro και σε 
πειράµατα µε φυτά (Argeiti et al., 2000).  
 

 Οι πρακτικές για τη µείωση των περιβαλλοντικών επιπτώσεων των ΥΑΕ 
αφορούν στη µείωση του οργανικού τους φορτίου και στη µείωση της συνολικής µάζας 
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τους. Στην Ελλάδα έχει καταβληθεί µεγάλη προσπάθεια από επιστηµονικής και 
τεχνολογικής πλευράς για την εύρεση οικολογικών, περιβαλλοντικά φιλικών τρόπων 
για την επίλυση του προβλήµατος, ιδιαίτερα στην Κρήτη. Οι τεχνολογίες που έχουν 
αναπτυχθεί µπορούν να διαχωριστούν σε φυσικο-χηµικές (εξάτµιση, υδρόλυση, 
οξείδωση), σε µεθόδους βιολογικής επεξεργασίας (αερόβιες και αναερόβιες), αλλά και 
σε πιο σύγχρονες, που βασίζονται στο φιλτράρισµα των ΥΑΕ µε ειδικό φίλτρο 
καθαρισµού για την αποµάκρυνση των τοξικών φαινολών και την επεξεργασία τους µε 
σκοπό τη µετατροπή τους σε ένα βιολογικά καθαρό προϊόν, υψηλής αξίας, µε 
παράλληλη εκµετάλλευση των αντιοξειδωτικών τους ουσιών. Ενδεικτικά, αναφέρονται 
ορισµένες µέθοδοι, όπως η επεξεργασία που βασίζεται στο φαινόµενο της αντίστροφης 
ώσµωσης και στη χρήση ειδικών µεµβρανών για την αποτοξικοποίηση, απόσµηση και 
µείωση του ρυπαντικού φορτίου τους, η χρήση βασιδιοµυκήτων λευκής σήψης, όπως 
είδη του γένους Pleurotus, για τον αποχρωµατισµό των ΥΑΕ, τη µείωση της 
φυτοτοξικής τους δράσης, µε ταυτόχρονη παραγωγή βιοµάζας ή εδώδιµων µανιταρίων 
(Zervakis et al., 1996), η αναέροβια ζύµωση για την παραγωγή βιοαερίου κ.ά 
(Μπαλατσούρας, 1997), η αερόβια επεξεργασία για την παραγωγή υγρού 
βιολιπάσµατος (Balis et al., 1996, Chatzipavlidis et al., 1996). 
 

 Στον Πίνακα 4 αναφέρονται τα κύρια φυσικο-χηµικά χαρακτηριστικά των ΥΑΕ. 
 

Πίνακας 4: Κύρια φυσικο-χηµικά χαρακτηριστικά των ΥΑΕ, ανάλογα µε τον τρόπο παραγωγής 

(Προσαρµογή από Aktas et al., 2001, Azbar et al., 2004, και Niaounakis & Halvadakis, 2006). 
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1.8.1 Τα ΥΑΕ ως υπόστρωµα κοµποστοποίησης 
 
  Η κοµποστοποίηση αποτελεί µια δυναµική µέθοδο αερόβιας βιολογικής 
επεξεργασίας για την αποτελεσµατική διαχείριση των ΥΑΕ. Στα µειονεκτήµατα της 
µεθόδου συγκαταλέγεται η ανάγκη πλήρους και αυτοµατοποιηµένου ελέγχου των 
συνθηκών που επηρεάζουν την διαδικασία όπως θερµοκρασία, υγρασία, O2/CO2 που 

ανεβάζουν σηµαντικά το κόστος εφαρµογής (Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 1999). Πολλές 
µελέτες και πειράµατα κοµποστοποίησης έχουν διεξαχθεί από διάφορες επιστηµονικές 
οµάδες, χρησιµοποιώντας ΥΑΕ µαζί µε άλλα υλικά, όπως στερεά παραπροϊόντα 
ελαιουργείας, αστικά λύµατα, απόβλητα καλλιέργειας βάµβακος, άχυρο σιτηρών, 
κοπριά πουλερικών και διάφορα αγροτοβιοµηχανικά υποπροϊόντα, και έδειξαν ότι 
τυπικά, σε µερικές εβδοµάδες, το κόµποστ έχει πλήρως απαλλαχτεί από τις 
φυτοτοξικές ιδιότητες (Tomati et al., 1996, Monteoliva-Sanchez et al., 1996, Paredes et 
al., 1996, Papadimitriou et al., 1997, Vlyssides et al., 1999, Paredes et al., 2001, Roig 
et al., 2001, Filippi et al., 2002, Paredes et al., 2002, Γεωργακάκης και Χριστοπούλου, 
2003, Montemurro et al., 2004, Paredes et al., 2004, Alburquerque et al., 2005, 
Paredes et al., 2005, Hachicha et al., 2008, Altieri & Esposito, 2010, Rigane & 
Medhioub, 2011). Υποδεικνύεται ότι η χρήση ΥΑΕ απαιτεί κάποιο απόβλητο 
λιγνοκυτταρινικής σύστασης, ως διογκωτικό υλικό και ενδεχοµένως άλλα υλικά ως 
πηγή αζώτου για την επίτευξη ιδανικών συνθηκών (επαρκής λόγος C/N και φυσική 
δοµή) για τη διαδικασία της κοµποστοποίησης και για την παραγωγή ασφαλούς τελικού 
προϊόντος (Tomati et al., 1996, Vlyssides et al., 1996, Paredes et al., 2000, Paredes et 
al., 2005, Plaza et al., 2005). Έχουν γίνει διάφορα πειράµατα µελέτης των επιπτώσεων 
της εφαρµογής κόµποστ από ΥΑΕ σε καλλιέργειες φυτών, αλλά τα αποτελέσµατα είναι 
αντιφατικά, σε σύγκριση µε την προσθήκη ανόργανου λιπάσµατος (Cabrera, 1990, 
Galli, 1994 - Paredes, 2005, Papafotiou et al., 2004). 
 

 Έχει ενδιαφέρον να αναφερθεί ότι κατά τη συγκριτική µελέτη 
κοµποστοποίησης δύο σωρών, εκ των οποίων ο ένας περιείχε ΥΕΒ και λυµατολάσπη 
(sewage sludge) και ο δεύτερος είχε επιπλέον ΥΑΕ εξήχθησαν τα εξής αποτελέσµατα: 
α) και στους δύο σωρούς η θερµοκρασία διατηρήθηκε στους 55οC ή λίγο µεγαλύτερη 
για 15 ηµέρες, γεγονός που συνέβαλε στην εξυγίανση του τελικού προϊόντος, λόγω της 
καταστροφής των παθογόνων σπορίων, β) η βιοαποικοδόµηση του οργανικού υλικού 
ήταν µεγαλύτερη στο δεύτερο σωρό, λόγω πιθανώς της παρατεταµένης θερµόφιλης 
φάσης, αλλά και της µεγαλύτερης ποσότητας εύκολα αποδοµήσιµων οργανικών 
ενώσεων στο αρχικό υλικό (ΥΑΕ), γ) αυξήθηκε η τιµή του pH και της ηλεκτρικής 
αγωγιµότητας (EC), λόγω της διάσπασης όξινων ενώσεων, όπως καρβοξυλικές και 
φαινολικές, της ανοργανοποίησης ενώσεων, όπως πρωτεΐνες, αµινοξέα και πεπτίδια, 
σε αµµωνία και της σχετικής αύξησης της συγκέντρωσης των ιόντων, λόγω των 
απωλειών µάζας του σωρού - ακολούθως η τιµή του pH µειώθηκε, επειδή άρχισε η 
διαδικασία της νιτροποίησης, δηλαδή της οξείδωσης της αµµωνίας σε νιτρικό, δ) στο 
δεύτερο σωρό η ηλεκτρική αγωγιµότητα ήταν αυξηµένη ακόµα και κατά την αρχή της 
διαδικασίας, λόγω των διαλυτών αλάτων που περιέχουν τα ΥΑΕ. Το τελικό προϊόν 
εφαρµόστηκε στο έδαφος και µελετήθηκαν οι επιπτώσεις του στις ιδιότητες του 
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εδάφους, καθώς και σε καλλιέργειες του φυτού Beta vulgaris, µετά από προσθήκη 
αυξανόµενης συγκέντρωσης κόµποστ και συγκριτικά µε την προσθήκη ορισµένης 
συγκέντρωσης ανόργανων λιπασµάτων (Ν2, P2O3, K2O). Το τελικό προϊόν από το 
σωρό µε τα ΥΑΕ χαρακτηριζόταν από µικρότερη συγκέντρωση σε οργανικό υλικό και 
νιτρικά, υψηλότερες τιµές ηλεκτρικής αγωγιµότητας. Επιπλέον, ήταν σταθερό, είχε 
µικρότερη σύσταση σε τοξικά βαρέα µέταλλα και δεν προκάλεσε προβλήµατα 
φυτοτοξικότητας, ενώ η προσθήκη αυξανόµενης συγκέντρωσης στο έδαφος είχε 
αυξανόµενη θετική επίδραση στη γονιµότητά του. Το σοβαρό µειονέκτηµα, ωστόσο, 
ήταν ότι παράλληλα αύξησε την αλατότητα του εδάφους, γεγονός που πιθανόν 
δηµιουργεί προβλήµατα, όταν προστεθεί σε αυξηµένες συγκεντρώσεις στο έδαφος 
(Paredes et al., 2005). 
   
1.9 Tα Υπολείµµατα Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος 
 
 Στην Ελλάδα, η καλλιέργεια βάµβακος αποτελεί µία από τις σηµαντικότερες 
αγροτικές δραστηριότητες µε πολύ µεγάλη ετήσια παραγωγή της τάξεως των 500.000 
τόνων και εξαγωγές παγκοσµίως. Καλλιεργούµενες εκτάσεις βάµβακος υπάρχουν σε 
όλο τον κύριο κορµό της χώρας µας, δηλαδή τη Μακεδονία, τη Θεσσαλία και τη Στερέα 
Ελλάδα. Λόγω της εκτεταµένης καλλιέργειάς του, δηµιουργείται το πρόβληµα 
διαχείρισης των υπολειµµάτων εκκοκκισµού βάµβακος (ΥΕΒ), τα οποία 
συσσωρεύονται σε µεγάλες ποσότητες έξω από τα εργοστάσια εκκοκκισµού. Σε αυτά 
περιλαµβάνονται φλοιοί, φύλλα, τεµάχια του φυτού, µικρού µήκους ίνες βαµβακιού, 
που αποτελούν το 15% περίπου της συνολικής συγκοµιδής.  

 H απόθεση ακατέργαστων ΥΕΒ στο έδαφος θεωρείται ακατάλληλη, επειδή 
µπορεί να προκαλέσει την ακινητοποίηση του αζώτου, λόγω των φυτοτοξικών 
ενώσεων που έχει το φρέσκο οργανικό υλικό (Grasser, 1985) και επειδή έχουν βρεθεί 
σε αυτό σπόρια παθογόνων ασθενειών (Gordon et al., 2001). Οι κυριότερες χρήσεις 
τους µέχρι τώρα ήταν η καύση τους στα εργοστάσια παραγωγής ενέργειας της Δ.Ε.Η. 
µαζί µε λιγνίτη και πιο πρόσφατα σε εγκαταστάσης καλλιέργειας εδώδιµων µανιταριών 
µε λιγνινολυτικά ένζυµα, όπως το Pleurotus ostreatus.  

 
1.9.1 Τα ΥΕΒ ως υπόστρωµα κοµποστοποίησης 
 
 Οι φυσικές ιδιότητες των ΥΕΒ τα καθιστούν κατάλληλη πρώτη ύλη για 
κοµποστοποίηση, η οποία µπορεί να αποτελέσει µια ορθολογική µέθοδο διαχείρισης µε 
στόχο την παραγωγή ενός προϊόντος µε υψηλή προστιθέµενη και ευεργετικές ιδιότητες 
για το έδαφος (Tejada et al., 2001). Το ινώδες κλάσµα των υπολειµµάτων περιέχει 
σηµαντικές ποσότητες αζώτου, φωσφόρου και καλίου, καθώς και από άλλα 
ιχνοστοιχεία. Επιπλέον η αναλογία C/N είναι 22:1 και είναι ικανοποιητική για τη χρήση 
του ως υπόστρωµα κοµποστοποίησης, χωρίς να απαιτείται η προσθήκη πηγής 
αζώτου. Τα ΥΕΒ συνεισφέρουν, επίσης, στη διόγκωση και συµπιεστικότητα του 
σωρού, ενώ παράλληλα τα υπόλοιπα υπολείµµατα δηµιουργούν ένα πλέγµα µε 
πολλούς θαλάµους αερισµού, συµβάλλοντας έτσι στην ύπαρξη αερόβιων συνθηκών 
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στο σύνολο του κόµποστ. Το τελικό προϊόν της κοµποστοποίησης των ΥΕΒ µπορεί να 
χρησιµοποιηθεί ως εδαφο-βελτιωτικό ή υπόστρωµα για την ανάπτυξη φυτών, χωρίς να 
προκαλεί προβλήµατα τροφοπενίας αζώτου σε αυτά (Thomasson, 1990). Τα ΥΕΒ 
έχουν χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία, ως πρώτη ύλη, σε αρκετά πειράµατα 
συγκοµποστοποίησης µε άλλα οργανικά υλικά, όπως ζαχαρότευτλα (Diaz et al., 2002), 
φλοιούς ρυζιού (Papafotiou et al., 2001) και YAE (Monteoliva et al., 1996, Paredes et 
al., 2002, 2005). 
 Στον Πίνακα 5 αναφέρονται τα κύρια φυσικο-χηµικά χαρακτηριστικά των ΥΑΕ. 
 

Πίνακας 5: Κύρια φυσικο-χηµικά χαρακτηριστικά των ΥΕΒ (Προσαρµογή από Μπαλή, 1994). 

 
 
 
 

 
 
 
 

 1.10 Μύκητες 
 
 Σύµφωνα µε τη θεωρία του Whittaker (1969), που αποτελεί τη βάση στην 
οποία στηρίχτηκαν µεταγενέστερες απόψεις, οι ζωντανοί οργανισµοί, µε βάση το 
επίπεδο οργάνωσης και τον τρόπο διατροφής τους, διακρίνονται σε 5 Βασίλεια. Οι 
µύκητες (fungi) ανήκουν σε ένα ξεχωριστό Βασίλειο, στο Βασίλειο Fungi, αν και 
σύµφωνα µε τα πιο σύγχρονα δεδοµένα που βασίζονται σε µελέτες σε µοριακό 
επίπεδο, οι µύκητες έχουν πολυφυλετική καταγωγή και ορισµένες κατώτερες οµάδες 
τοποθετούνται στα Βασίλεια Chromista και Protozoa (Kirk et al., 2008). Οι µύκητες είναι 
ευκαρυωτικοί οργανισµοί µε ευρεία κατανοµή στη φύση (αέρας, νερό, χώµα, οργανική 
ύλη σε αποσύνθεση) και είναι ετερότροφοι οργανισµοί, δηλαδή, δεν είναι σε θέση να 
συνθέσουν µόνοι τους τις οργανικές ουσίες που χρειάζονται. Οι τύποι µυκήτων που 
απαντώνται συνήθως είναι νηµατοειδείς, κοινοκυτικοί ή πολυκύτταροι, αλλά υπάρχουν 
και µονοκύτταροι τύποι. Στους τελευταίους ανήκουν οι ζύµες (π.χ. Saccharomyces 
cerevisiae), που αποτελούνται από κύτταρα σφαιρικά ή ελαφρώς επιµηκυσµένα που 
πολλαπλασιάζονται µε εκβλάστηση ή σχάση.  

 Οι µύκητες είναι αερόβιοι οργανισµοί και το οξυγόνο είναι απαραίτητο για τη 
βλάστηση των σπορίων τους και την ανάπτυξη του µυκηλίου τους, µπορούν, ωστόσο, 
να ανεχτούν χαµηλές συγκεντρώσεις ή απουσία οξυγόνου για περιορισµένο διάστηµα. 
Οι περισσότεροι είναι σαπροτροφικοί, δηλαδή προσλαµβάνουν θρεπτικά συστατικά 
από τη νεκρή ύλη. Εκκρίνουν υδρολυτικά ένζυµα µε τα οποία διασπούν τα 
υποστρώµατα και απορροφούν τα θρεπτικά συστατικά µε τη µορφή διαλύµατος. 
Χρησιµοποιούν οργανικά υλικά ως πηγή άνθρακα, ηλεκτρονίων και ενέργειας και το 
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γλυκογόνο είναι το πρωταρχικό αποταµιευτικό υλικό. Οι περισσότεροι είναι µεσόφιλοι, 
εντούτοις υπάρχουν και είδη που δεν αναπτύσσονται σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες 
των 20οC και χαρακτηρίζονται ως ψυχρόφιλοι και άλλοι που αναπτύσσονται σε 
θερµοκρασίες από 40οC έως και πάνω από 50οC και χαρακτηρίζονται ως θερµόφιλοι. 
Ορισµένα σπόρια µυκήτων, όπως τα χλαµυδοσπόρια και ορισµένες εξειδικευµένες 
διαφοροποιήσεις του θαλλού, του σώµατος, δηλαδή, των µυκήτων, όπως τα 
σκληρώτια, αντέχουν σε θερµοκρασίες υψηλότερες από ότι ο θαλλός. Οι µύκητες 
χρησιµοποιούν υδατάνθρακες και αζωτούχες ενώσεις για να συνθέσουν αµινοξέα και 
πρωτεΐνες. Αναπτύσσονται συνήθως οπουδήποτε υπάρχει υψηλή υγρασία, επειδή 
είναι ουσιώδης για τη βλάστηση των σπορίων τους, αλλά απαντώνται και σε 
περιβαλλόντα µε πολύ χαµηλή υγρασία. Το pH του υποστρώµατος και το φως 
επηρεάζουν, επίσης, την ανάπτυξή τους. Ελάχιστοι µύκητες αναπτύσσονται σε pH 
µικρότερο του 3 ή µεγαλύτερο του 9, ενώ το άριστο κυµαίνεται µεταξύ 5 - 6.5. Σχεδόν 
100.000 είδη µυκήτων (Kirk et al., 2008) είναι γνωστά µέχρι σήµερα, αλλά εκτιµάται ότι 
ο αριθµός των ειδών που υπάρχουν στη φύση ξεπερνά το 1.5 εκατοµµύριο είδη 
(Hawksworth 1991, 2001).  

 Σήµερα το Βασίλειο περιλαµβάνει επτά Φύλα: α) Blastocladiomycota, β) 
Chytridiomycota, γ) Glomeromycota, δ) Microsporidia, ε) Neocalli-mastigomycota, στ) 
Ascomycota, η) Basidiomycota. Το κυτταρικό τοίχωµα των µυκήτων αποτελείται από 
ένα πλέγµα µικροινιδίων χιτίνης βυθισµένων σε ένα άµορφο υπόστρωµα από 
υδατανθρακούχα πολυµερή, πρωτεΐνες και γλυκοπρωτεΐνες, λιπίδια ή και άλλα πιο 
σπάνια υλικά, που µπορεί να καλύπτουν εξωτερικά το τοίχωµα. Το µυκήλιο είναι το 
βλαστητικό σώµα του µύκητα και στους κατώτερους µύκητες είναι κοινοκυτικό, δηλαδή 
αποτελείται από υφές που δε φέρουν εγκάρσια τοιχώµατα, ενώ στους ανώτερους, το 
µυκήλιο αποτελείται από υφές που χωρίζονται µεταξύ τους µε εγκάρσια τοιχώµατα, 
που ονοµάζονται διαφράγµατα ή σέπτα. Τα σέπτα παρουσιάζουν διαφορές ανάµεσα 
στις οµάδες των ανώτερων µυκήτων, αυξάνουν την ανθεκτικότητα των υφών και 
αποτελούν ένα µηχανισµό άµυνας του κυττάρου κατά των µηχανικών βλαβών. Οι υφές, 
επίσης, εκκρίνουν εξωκυτταρικά ένζυµα µε τα οποία οι µύκητες διασπούν τις οργανικές 
ύλες του υποστρώµατος σε απλούστερα συστατικά τα οποία προσλαµβάνουν µε 
απορρόφηση. Η αναπαραγωγή των µυκήτων είναι είτε αγενής, η οποία δεν 
περιλαµβάνει καρυογαµία (ένωση πυρήνων) και γίνεται µε µιτωτικές διαιρέσεις που 
οδηγούν στην παραγωγή µιτοσπορίων είτε εγγενής, η οποία περιλαµβάνει καρυογαµία 
και µείωση και οδηγεί στην παραγωγή µειοσπορίων. Η αγενής αναπαραγωγή γίνεται µε 
σπόρια που παράγονται σε κλειστά αναπαραγωγικά όργανα, τα σποριάγγεια ή µε 
κονίδια, δηλαδή, σπόρια που παράγονται στις κορυφές ή στις πλευρές 
διαφοροποιηµένων υφών που ονοµάζονται κονιδιοφόροι. Τα κονίδια ποικίλουν στο 
χρώµα, το µέγεθος, το σχήµα, τον αριθµό, τη διάταξη των κυττάρων τους, καθώς και 
τον τρόπο παραγωγής τους (π.χ. φιαλιδοσπόρια, αρθροσπόρια). Η εγγενής 
αναπαραγωγή περιλαµβάνει τη συγχώνευση των δύο πυρήνων σε ένα διπλοειδή 
ζυγώτη (καρυογαµία) και τη µειωτική διαίρεση.  

 Oι µύκητες επηρεάζουν όλες τις µορφές ζωής, θετικά ή αρνητικά. Ο βασικός 
οικολογικός ρόλος των µυκήτων είναι η συµµετοχή τους, ως ετερότροφοι οργανισµοί, 
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στην αποσύνθεση της οργανικής ύλης και άρα στην ανακύκλωση του αζώτου, του CO2 
κ.ά. Αποικοδοµούν πολύπλοκα οργανικά υλικά του περιβάλλοντος και τα καθιστούν 
κατάλληλα, ώστε να χρησιµοποιηθούν από άλλους οργανισµούς και είναι οι κύριοι 
αποικοδοµητές σε όλα τα χερσαία οικοσυστήµατα. Επιπλέον, ως συµβιωτικοί 
οργανισµοί συµβάλλουν στην ανάπτυξη άλλων οργανισµών, λόγω των βιοτικών 
αλληλεπιδράσεων µε τα φύκη (λειχήνες), τα ανώτερα φυτά και τα έντοµα (ενδο /εξω - 
συµβιωτικοί). Μύκητες για παράδειγµα συµβιώνουν µε τις ρίζες ανώτερων φυτών 
(µυκόρριζες) και συγκεντρώνοντας ιόντα, ρυθµίζουν την µεταφορά τους στις ρίζες των 
φυτών, διευκολύνοντας έτσι την ανάπτυξή τους.  

 Από την άλλη πλευρά, οι µύκητες επηρεάζουν τον άνθρωπο µε διάφορους 
τρόπους, θετικά και αρνητικά. Αξιοποιούνται για την παραγωγή φαρµάκων, όπως η 
κορτιζόνη και η εργοµετρίνη, αντιβιοτικών, όπως η πενικιλίνη, πρωτεΐνών και εδώδιµων 
µανιταριών (καρποσώµατα ορισµένων Βασιδιοµυκήτων και Ασκοµυκήτων). Επιπλέον, 
αξιοποιούνται για τη βιοεξυγίανση του εδάφους, την επεξεργασία βιοµηχανικών 
αποβλήτων, τη βιολογική καταπολέµηση επιβλαβών για τις καλλιέργιειες οργανισµών 
(π.χ. έντοµα, νηµατώδεις σκώληκες), καθώς και ως βιολογικοί δείκτες ρύπανσης. 
Χρησιµοποιούνται ακόµα, για την παρασκευή προϊόντων ζύµωσης, όπως ψωµί, κρασί, 
µπύρα, τυρί κ.ά. (π.χ. είδη των γενών Saccharomyces, Penicillium) και για την 
εµπορική παραγωγή πολλών οργανικών οξέων, όπως το κιτρικό οξύ. Ορισµένα είδη 
µυκήτων χρησιµοποιούνται ως επιστηµονικά εργαλεία σε έρευνες που 
πραγµατοποιούνται από τους κλάδους της Βιοχηµείας, της Μικροβιολογίας, της 
Μοριακής Βιολογίας και της Γενετικής, λόγω της ικανότητάς τους να αναπτύσσονται και 
να αναπαράγονται γρήγορα στο εργαστήριο (όπως τα είδη Neurospora crassa, 
Aspergillus nidulans, Saccharomyces cerevisiae). Είναι υπεύθυνοι, εντούτοις, και για 
την πρόκληση πολλών ασθενειών στον άνθρωπο, τα φυτά και τα ζώα. Ένα σηµαντικό 
ποσοστό της συνολικής παραγωγής αγροτικών προϊόντων χάνεται ετησίως εξαιτίας 
των παθογόνων µυκήτων, που προσβάλλουν τα καλλιεργούµενα φυτά (π.χ. οι 
σκωριοµύκητες προσβάλουν τα σιτηρά), καθώς αποτελούν τη συντριπτική πλειονότητα 
φυτοπαθογόνων οργανισµών. Επίσης, υπάρχουν είδη που είναι παθογόνα για τον 
άνθρωπο και προκαλούν αλλεργίες, δερµατοπάθειες, πνευµονοπάθειες (π.χ. 
σύνδροµο άρρωστου κτιρίου) κ.ά.  

 Σύµφωνα µε τα πιο σύγχρονα δεδοµένα, πριν από 1 δισεκατοµµύριο χρόνια 
ένας πληθυσµός υδρόβιων, µονοκύτταρων ευκαρυωτών που σχηµάτιζαν σποριάγγεια 
µε ζωοσπόρια που έφεραν εµπρόσθιο µαστίγιο, χωρίστηκε σε δύο εξελικτικές γραµµές, 
αυτή των ζώων και αυτή των µυκήτων (Staijch et al., 2009). Στα 900 εκατοµµύρια 
χρόνια της εξελικτικής τους ιστορίας οι Μύκητες παρουσιάζουν τεράστια βιολογική 
ποικιλότητα (Εικόνα 6). Η κυτταρική φυσιολογία και γενετική τους µοιράζεται κοινά 
χαρακτηριστικά µε τα ζώα και τα φυτά, συµπεριλαµβανοµένων των πολυκύτταρων 
κυτταρικών δοµών, της ανάπτυξης και διαφοροποίησης, του κυτταρικού κύκλου, του 
κιρκαδικού ρυθµού, των ενδοκυτταρικών σηµάτων, της µεθυλίωσης του DNA και της 
τροποιποίησης της χρωµατίνης. Οι κοινές ρίζες των γονιδίων που είναι υπεύθυνα για 
τις λειτουργίες αυτές, καθιστούν τη µελέτη των γονιδίων αυτών στους µύκητες πολύ 
σηµαντική για την βιολογία του ανθρώπου (Galagan et al., 2005).  



 43 

 Παρά τη µεγάλη σηµασία και τη χρησιµότητά τους, λίγες είναι γνώσεις για τις 
εξελικτικές τους σχέσεις (Schmidt et al., 2009) συγκριτικά µε άλλους οργανισµούς, 
κυρίως επειδή έχουν απλή εµφάνιση, που είναι κοινή για πολλά διαφορετικά είδη και 
γένη και δύσκολα αναγνωρίζεται στη φύση, δεν µπορούν να σχηµατίσουν 
απολιθώµατα, παρά µόνo σε σπάνιες περιπτώσεις και παρουσιάζουν τεράστια γενετική 
απόκλιση. Οι γνώσεις για το γονιδίωµά τους, προέρχονταν από την αλληλούχιση της 
ζύµης Saccharomyces cerevisiae (1996), και µόλις την περασµένη δεκαετία ξεκίνησε η 
ουσιαστική έρευνα στο πεδίο της γονιδιωµατικής των υφοµυκήτων. Μέχρι σήµερα ο 
αριθµός των τρέχοντων προγραµµάτων αλληλούχισης υφοµυκήτων (filamentous 
fungi) (λιγότερα από 260 στελέχη και είδη) είναι σηµαντικά µικρότερος από των 
βακτηρίων ή αρχαίων (περισσότερα από 1800 στελέχη και είδη) (Liolios et al., 2008). 
Παρά τις οµοιότητες στη µορφολογία και φυσιολογία, συγγενικά είδη διαφέρουν πολύ 
σε επίπεδο γονιδιώµατος.  

	  

Εικόνα 6: Φυλογένεση στο Βασίλειο των Μυκήτων (Galagan et al., 2011). 

 

1.10.1 Ανάλυση ριβοσωµικού DNA 

 Οι µοριακοί τόποι που χρησιµοποιούνται στην ταξινόµηση και τις 
φυλογενετικές αναλύσεις περιλαµβάνουν το πυρηνικό και µιτοχονδριακό ριβοσωµικό 
DNA - rDNA (18S, 28S, ITS-Internal transcribed spacer regions, mtSSU, mtLSU), 
όπως επίσης και γονίδια που κωδικοποιούν για πρωτεΐνες, όπως οι RNA πολυµεράσες 
(RPB1, RPB2), η β-τουµπουλίνη, η η-ακτίνη, η ATPάση, που είναι ένα προσδεδεµένο 
στη µεµβράνη ενζυµικό σύµπλοκο που συνθέτει και υδρολύει ATP (ATP6) και ο 
παράγοντας επιµήκυνσης EF (TEF1a). Γενετικοί τόποι που εξελίσσονται αργά είναι 
περισσότερο κατάλληλοι για µοριακές και φυλογενετικές αναλύσεις, σε σχέση µε 
τόπους µε υψηλούς ρυθµούς εξέλιξης. Στους τελευταίους ανήκουν οι ITS περιοχές τους 
ριβοσωµικού rDNA, οι οποίες χρησιµοποιούνται για τη διάκριση των ταξινοµικών 
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µονάδων σε επίπεδο γένους και είδους. Οι µη κωδικές περιοχές των γενετικών τόπων 
που σχετίζονται µε το ριβόσωµα, χαρακτήριζονται από µεγάλη µεταβλητότητα, γεγονός 
που δυσκολεύει τη στοίχιση των ταξινοµικών µονάδων µε µακρινή συγγένεια. Κατ’ 
επέκταση, είναι αναγκαίο να βρεθούν γενετικοί τόποι που θα είναι συντηρηµένοι, ώστε 
να δίνουν αξιόπιστα αποτελέσµατα στοίχισης των διαφορετικών στελεχών, αλλά 
παράλληλα, να µεταβάλλονται µε ρυθµό κατάλληλο για να µετρηθεί η εξελικτική 
απόσταση και να βρεθούν οι φυλογενετικές σχέσεις. Σύγκριση των γονιδιώµατων τριών 
ειδών του γένους Aspergillus (A. fumigatus, A. nidulans, A. oryzae) ανά ζεύγη, έδειξε 
ότι παρουσιάζουν µόνο 68% οµοιότητα στην αµινοξική αλληλουχία (Galagan et al., 
2005), γεγονός που υποδηλώνει µια εξελικτική απόσταση συγκρίσιµη µε αυτήν µεταξύ 
ανθρώπων και ψαριών (Dujon et al., 2004). Ένα από τα περιοριστικά προβλήµατα στις 
µελέτες είναι ότι πολλά από τα είδη δεν αποµονώνονται σε καθαρή καλλιέργεια υπό 
εργαστηριακές συνθήκες (Schmidt et al., 2009). 

 Tο ριβωσοµικό DNA χρησιµοποιείται, συχνότερα, στην ταξινόµηση και τις 
φυλογενετικές αναλύσεις. Τα γονίδια που ελέγχουν τη νουκλεοτιδική αλληλουχία του 
rDNA µεταλλάσσονται αργά δια µέσου των εκατοµµυρίων ετών της εξελικτικής πορείας 
και έτσι, το rDNA λειτουργεί ως δείκτης της συγγένειας των οργανισµών. Τα γονίδια 
αυτά, των οποίων ο αριθµός ποικίλει, απαντώνται οµαδοποιηµένα και συγκροτούν µια 
γονιδιακή συστοιχία (gene cluster, Εικόνα 7). Η απουσία ποικιλότητας µεταξύ των 
αλληλουχιών των µορίων rRNA υποδεικνύει ότι είτε όλα τα αντίγραφα είναι 
πανοµοιότυπα είτε ότι οι διαφορές τους δεν ανιχνεύονται, επειδή βρίσκονται κάτω από 
το όριο της ευαιασθησίας της µεθόδου που τις προσδιορίζει. Στο γονιδίωµα των 
µυκήτων, τα γονίδια του rDNA περιέχονται σε σειρά σε µία ή περισσότερες συστοιχίες. 
Eπειδή αυτή η νουκλεοτιδική περιοχή υπάρχει σε όλα τα ζωντανά κύτταρα, 
επιτελώντας µια ζωτικής σηµασίας λειτουργία στο κύτταρο, και τα γονίδια 
µεταλλάσσονται αργά, λειτουργεί ως δείκτης της συγγένειας των οργανισµών. Η 
περιοχή αυτή περιλαµβάνει ακολουθίες DNA πολύ συντηρηµένες, αλλά και άλλες που 
χαρακτηρίζονται από µεγάλη µεταβλητότητα. Γενικά, σε αυτή τη γονιδιακή συστοιχία, οι 
κωδικές περιοχές είναι υψηλά συντηρηµένες µεταξύ των διαφορετικών οργανισµών, 
επιτρέποντας τη σύγκριση οργανισµών που είναι περισσότερο αποµακρυσµένοι, ενώ 
οι µη-κωδικές περιοχές, που εξελίσσονται γρήγορα, έχουν µεγαλύτερη µεταβλητότητα, 
επιτρέποντας τη διάκριση των πιο συγγενικών οργανισµών (π.χ. εντός του γένους). 

	  

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Γονιδιακή συστοιχία rDNA. 
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 Μεταξύ των γονιδίων που κωδικοποιούν για το rRNA, το µικρότερο από αυτά 
(5S) χρησιµοποιήθηκε αρχικά στις ταξινοµικές µελέτες. Συγκεκριµένα, επειδή είναι 
µικρό σε µέγεθος και πολύ συντηρηµένο, είναι πιο χρήσιµο για το διαχωρισµό λιγότερο 
συγγενικών (αποµακρυσµένων) οργανισµών.  

 Το γονίδιο για το 18S που κωδικοποιεί για τη µικρή υποµονάδα του 
ριβοσώµατος είναι χρήσιµο για την ταξινόµηση και φυλογένεση σε επίπεδο τάξεων ή 
υψηλότερο από αυτό. Χρησιµοποιείται για παράδειγµα, για το καθορισµό των 
φυλογενετικών σχέσεων µεταξύ των Βασιδιοµυκήτων, Ασκοµυκήτων, 
Χυτριδιοµυκήτων, ή για την ταυτοποίηση µυκήτων από περιβαλλοντικό δείγµα στο 
οποίο υπάρχουν Βακτήρια, Ακτινοµύκητες ή Αρχαία. 

 Η µεγάλη υποµονάδα του ριβοσώµατος περιλαµβάνει περιοχές που 
εξελίσσονται αργά και περιοχές που εξελίσσονται γρήγορα. Στις τελευταίες ανήκουν οι 
D1, D2 (26S rDNA), οι οποίες παρουσιάζουν µεγάλη µεταβλητότητα σε επίπεδο γένους 
(δηλαδή βοηθάει στο διαχωρισµών των ειδών ενός γένους) (Hrabovsky & Siegfried, 
2009).  

 Οι ITS περιοχές του ριβοσωµικού DNA των µυκήτων είναι µη-κωδικές 
περιοχές αλληλουχίες µε µεγάλη µεταβλητότητα και έχουν µεγάλη σηµασία για τη 
διάκριση των ειδών µε την PCR. Είναι αυτές που χρησιµοποιούνται περισσότερο στην 
ταξινόµηση και φυλογένεση. Στη βάση δεδοµένων International Nucleotide Sequence 
Database (ISND) έχουν καταχωρηθεί περισσότερες από 100.000 αλληλουχίες της ΙTS 
περιοχής (Nilsson et al., 2009). Είναι µια περιοχή µήκους 650 ζευγών βάσεων και 
περιλαµβάνει τις ITS1 και ITS2 υποπεριοχές που περιβάλλουν την κωδική αλληλουχία 
5.8S και παρεµβάλλονται µεταξύ των αλληλουχιών που κωδικοποιούν για το rRNA της 
µικρής (Small SubUnit-coding sequence, SSU) και της µεγάλης υποµονάδας (Large 
SubUnit-coding sequence, LSU) του ριβοσώµατος (White et al., 1990). Ο µεγάλος 
αριθµός αντιγράφων ΙTS ανά κύτταρο (περισσότερα από 250) καθιστά την περιοχή 
αυτή ιδανική για τη χρήση της ως στόχο για την κατασκευή εκκινητών και την 
αλληλούχιση δειγµάτων µε χαµηλή συγκέτρωση DNA (όπως π.χ. περιβαλλοντικά 
δείγµατα από το χώµα) (Nilsson et al., 2009). Οι πρώτοι εκκινητές που σχεδιάστηκαν 
για την ανίχνευση µυκήτων στόχευαν στην ITS περιοχή του rRNA γονιδίου και κυρίως 
στις περιοχές ITS1 και ITS4, που είναι τµήµα της ITS2, και ενισχύουν τις ITS1 και ITS2 
ακολουθίες. Οι εκκινητές αυτοί ενισχύουν πολλούς στόχους στο γονιδίωµα και είναι 
αποτελεσµατικοί στην ενίσχυση DNA από καθαρή καλλιέργεια, όχι, όµως, τόσο σε 
περιβαλλοντικό δείγµα, καθώς, σε αυτή την περίπτωση δεν µπορεί να ξεχωρίσει το 
DNA φυτικής προέλευσης.  

 

1.10.2 Μύκητες και Γονιδιωµατική 
 
 Ο όρος “Γονιδιωµατική” (genomics) εισήχθηκε τη δεκαετία του 1980 
παράλληλα µε την επινόηση τεχνικών αλληλούχισης µεγάλης κλίµακας και 
περιλαµβάνει την πειραµατική και υπολογιστική ανάλυση µεγάλης κλίµακας, σε 
επίπεδο ολόκληρου γονιδιώµατος και µε µεθόδους υψηλής παραγωγικότητας (high-
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throughput). Χρησιµοποιώντας ισχυρούς υπολογιστές, αναλύονται αλληλουχίες 
εκατοντάδων εκατοµµυρίων νουκλεοτιδίων µε σκοπό την άντληση πληροφοριών µε 
βιολογική σηµασία. Η κατανόηση της γενετικής πληροφορίας που είναι αποθηκευµένη 
στις αλληλουχίες του DNA γίνεται µε τη χρήση αλγορίθµων (Βιοπληροφορική). Η 
ανάλυση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών είναι ένα ισχυρό εργαλείο για την ταυτοποίηση 
γονιδίων και την κατανόηση της λειτουργίας τους. Όταν αναπτύχθηκε ο κλάδος της 
Βιοπληροφορικής η οποία εστιάζεται στο χαρακτηρισµό των γονιδιωµάτων 
χρησιµοποιώντας υπολογιστικά µοντέλα και ερµηνεύει τα δεδοµένα των πρωτογενών 
αναλύσεων, αποτέλεσε ένα χρήσιµο εργαλείο παροχής δεδοµένων και ανάλυσης για 
τους ερευνητές. Με τη χρήση υπολογιστικών µοντέλων χαρακτηρίζονται τα λειτουργικά 
γνωρίσµατα των γονιδίων και τα δεδοµένα αποθηκεύονται σε βάσεις δεδοµέων (π.χ. 
βάσεις µε πληροφορίες για το πρότυπο έκφρασης του γονιδιώµατος κ.ά.). 
 
 

 Μέχρι σήµερα, έχουν αναπτυχθεί πολλές βάσεις δεδοµένων για 
συγκεκριµένους τοµείς, εξειδικευµένες για συγκεκριµένους οργανισµούς που είναι 
αδιαλείπτως προσβάσιµες µέσω του διαδικτύου. Το Βασικό Υπολογιστικό Εργαλείο 
Αναζήτησης Τοπικών Στοιχίσεων ή αλγόριθµος ΒLAST (Basic Local Alignment Search 
Tool), που χρησιµοποιείται από το 1990, είναι ένα αποτελεσµατικό εργαλείο για τη 
γρήγορη σύγκριση και στοίχιση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών. Η βασική αρχή είναι ότι 
αναλύει “λέξεις”, δηλαδή σύντοµα τµήµατα νουκλεοτιδικής αλληλουχίας µήκους 4 ή 11 
νουκλεοτιδίων, περιορίζοντας την πολυπλοκότητα των στοιχίσεων αλληλουχίας και το 
χρόνο. Αυτές οι αντιστοιχίσεις είναι το πρώτο βήµα για να υπολογιστούν στοιχίσεις 
µεγαλύτερου µήκους. Το Εθνικό Κέντρο Βιοτεχνολογικών Πληροφοριών (National 
Centre for Biotechnology Information) παρέχει διάφορα προγράµµατα BLAST για 
διαφορετικούς τύπους συγκρίσεων µεταξύ αλληλουχιών. Το πρόγραµµα blastn 
χρησιµοποιείται για την αναζήτηση οµολόγων µιας νουκλεοτιδικής αλληλουχίας σε µια 
βάση νουκλεοτιδικών αλληλουχιών. 
 

 Η Γονιδιωµατική και η συγκριτική γονιδιωµατική (δηλαδή η σύγκριση 
αλληλουχιών από διαφορετικούς οργανισµούς για την εξαγωγή συµπερασµάτων σε 
εξελικτικό και λειτουργικό επίπεδο) επικεντρώνεται τις στατικές πτυχές της 
πληροφορίας που είναι κωδικοποιηµένη στο DNA και µπορούν να προβλέψουν µόνο 
τις πιθανές δυνατότητες του κυττάρου. Αντιθέτως, η Λειτουργική Γονιδιωµατική που 
περιλαµβάνει και τη µεταγραφοµική και πρωτεοµική, επικεντρώνεται στις δυναµικές 
πτυχές της πληροφορίας, τη µεταγραφή, τη µετάφραση, τις αλληλεπιδράσεις 
πρωτεϊνών-DNA και των πρωτεϊνών µεταξύ τους, και αποκαλύπτει τις λειτουργικές 
αλλαγές που συµβαίνουν στο κύτταρο ως απόκριση στις αλλαγές του περιβάλλοντος. 
Έτσι, διασαφηνίζεται η σχέση γονιδιώµατος και φαινοτύπου και η λειτουργία του DNA 
σε επίπεδο γονιδιώµατος, RNA µεταγράφων και πρωτεϊνών. Καθορίζεται, λοιπόν, ποια 
γονίδια εκφράζονται ή ποιες πρωτεΐνες είναι λειτουργικές κάτω από συγκεκριµένες 
συνθήκες. 
 

 Η ανάπτυξη της Λειτουργικής Γονιδιωµατικής άρχισε το 1990 µε την 
ανακάλυψη της τεχνολογίας των µικροσυστοιχιών. Από τότε, οι µικροσυστοιχίες 
χρησιµοποιούνται για τη διερεύνηση της διαφορικής έκφρασης των γονιδίων, σε 
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διαφορετικές κυτταρικές διαδικασίες και σε απόκριση στις αλλαγές του περιβάλλοντος. 
Επιτρέπουν την ανάλυση των επιπέδων των µεταγράφων και του αριθµού των 
αντιγράφων χιλιάδων γονιδίων ταυτόχρονα και την έκφρασή τους κάτω από 
διαφορετικές συνθήκες σε πολλές διαφορετικές χρονικές στιγµές. Οι µικροσυστοιχίες 
έχουν χρησιµοποιηθεί για περισσότερα από 20 είδη µυκήτων για να ερευνηθεί ο 
µεταβολισµός, η ανάπτυξη, η παθογένεια, η συµβίωση, οι βιοµηχανικές εφαρµογές κ.ά. 
(Breakspear & Momany, 2007). Η συγκριτική µεταγραφοµική ανάλυση συγγενικών 
ειδών αποκαλύπτει ότι υπάρχουν σηµαντικές, αλλά εκπληκτικά µικρές επικαλύψεις 
ανάµεσα σε γονίδια µε συντηρηµένους µηχανισµούς ρύθµισης της έκφρασής τους. 
Έχει δειχθεί ότι τα βιολογικά συστήµατα είναι εξελικτικά συντηρηµένα σε επίπεδο 
γονιδιώµατος, όπως αποδεικνύεται από την παρουσία ορθόλογων δοµικών πρωτεϊνών 
και µεταγραφικών παραγόντων στους διάφορους οργανισµούς. Παρόλα αυτά, η 
µεταγραφική ρύθµιση δεν µπορεί να εξηγηθεί µέσω συγκριτικής γονιδιωµατικής. Η 
συγκέντρωση δεδοµένων από ολόκληρο το γονιδίωµα, µεταγράφωµα και πρωτέωµα 
κάποιου είδους µύκητα, επιτρέπει την πλήρη περιγραφή του είδους. Ως εκ τούτου, η 
ικανότητα σύγκρισης πολλαπλών, σχετικών γονιδιωµάτων αυξάνει την πιθανότητα 
κατανόησης της εξέλιξης, των εξειδικευµένων µονοπατιών αποικοδόµησης και των 
δυνατοτήτων του µεταβολισµού τους, την κατανόηση της δυναµικής των ενζυµικών 
αντιδράσεων για την παραγωγή πιθανών ενζύµων και βιοενεργών ενώσεων, τον 
καθορισµό της πρωτεϊνικής λειτουργίας και γενικά στην αποσαφήνιση ολόκληρου του 
µεταβολικού και ρυθµιστικού δικτύου. Δεδοµένης της µεγάλης σηµασίας και 
οικονοµικής τους αξίας, θα πρέπει να εξελιχθεί η τρέχουσα έρευνα στο πεδίο της 
γονιδιωµατικής των µυκήτων (Baker et al., 2008). 
 
1.10.3 Το γένος Aspergillus 
 
  Το γένος Aspergillus απαντάται σε όλα τα ενδιαιτήµατα. Περιγράφτηκε για 
πρώτη φορά το 1729 από ένα καθολικό παπά και µυκητολόγο (F. Micheli), ο οποίος το 
ονόµασε έτσι επειδή θυµίζει το aspergillum, το θρησκευτικό σκεύος που 
χρησιµοποιούσαν στους αγιασµούς (Bennett & Klich, 1992). Eίναι ένα από τα 
σηµαντικότερα από οικονοµικής απόψεως γένη και πολλές βιοµηχανικές διεργασίες 
βασίζονται στα είδη του, τα οποία χρησιµοποιούνται για τη βιοµηχανική παραγωγή 
οινοπνευµατωδών, τροφίµων, φαρµάκων και ενζύµων. Από την άλλη πλευρά, τα είδη 
του γένους µπορεί να µολύνουν τα τρόφιµα ή να προκαλέσουν ποικίλες ασθένειες στα 
φυτά, τα ζώα και τον άνθρωπο. Επίσης είναι ικανά να παράγουν µυκοτοξίνες, µε 
κυριότερη την αφλατοξίνη, που έχει ισχυρά καρκινογόνες ιδιότητες. Όταν στα είδη του 
γένους, που απαντώνται συνήθως, είναι παρόντα και το εγγενές και το αγενές στάδιο, 
δηλαδή όταν υπάρχουν επιπλέον κλειστοθήκια και ασκοσπόρια τότε, ανήκουν στα γένη 
Ασκοµυκήτων Emericella, Eurotium ή Neosartorya. 

  Η πρώτη αναφορά ασθένειας σε ζώο έγινε το 1815, ενώ σε άνθρωπο το 1842. 
Οι κύριες ασθένειες που προκαλεί στον άνθρωπο σχετίζονται µε το άνω και κάτω 
µέρος του αναπευστικού συστήµατος. Σε ασθενείς µε εξασθενισµένο ανοσοποιητικό 
σύστηµα, σπόρια στελεχών του γένους Aspergillus που εισπνέονται, µπορούν να 
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προκαλέσουν αλλεργικές αντιδράσεις και σαπροτροφικό αποίκισµό σε προϋπάρχουσες 
κοιλότητες των πνευµόνων που έχουν προκληθεί από άλλες ασθένειες, όπως 
φυµατίωση. Οξεία πνευµονική ασπεργίλλωση µπορεί να εµφανιστεί σε ασθενείς µε 
ανοσοκαταστολή και είναι η δεύτερη πιο συχνή µορφή ευκαιριακής λοίµωξης από 
µύκητες. Στις περιπτώσεις αυτές, στο 90% των ασθενών είχαν χορηγηθεί 
κορτικοστεροειδή ή είχαν υποβληθεί σε κυτταροτοξικές χηµειοθεραπείες.  

 Από τα 185 είδη Aspergillus, µόνο 16 είδη έχουν καταγραφεί ως παθογόνα για 
τον άνθρωπο. Από αυτά, ο Aspergillus fumigatus είναι υπεύθυνος για τις περισσότερες 
περιπτώσεις ασπεργίλλωσης παγκοσµίως. Ο Aspergillus fumigatus φαίνεται να 
σχετίζεται µε τον Ασκοµύκητα Neosartorya fischeri. Χαρακτηρίστηκε για πρώτη φορά 
το 1863 από τον Fresenius. Είναι από τα πλέον θερµόφιλα είδη και το φυσικό του 
ενδιαίτηµα είναι η αποικοδοµούµενη νεκρή οργανική ύλη, γι αυτό και απαντάται πολύ 
συχνά σε διάφορους τύπους κοµποστοποιηµένων υλικών. Η αλληλούχιση του 
γονιδιώµατός του ξεκίνησε το 2001 και περιελάµβανε τη δουλειά πολλών φορέων 
έρευνας, όπως το Wellcome Trust Sanger Institute (Ηνωµένο Βασίλειο), το 
πανεπιστήµιο της Salamanca (Ισπανία) και το Institute of Genomic Research (Η.Π.Α.). 
Το 2005, ο Nierman και οι συνεργάτες του δηµοσίευσαν στο περιοδικό Nature, την 
αλληλούχιση ολόκληρου του γονιδιώµατος του Aspergillus fumigatus. Σε µονάδες 
κοµποστοποίησης παρατηρήθηκε ιδιαίτερα µεγάλη συγκέντρωση σπορίων Aspergillus 
fumigatus σε δείγµατα αέρα που έφτανε τα 104 - 105 CFU/m3 (Fischer et al., 1998, 
Fischer et al. 1999, Browne et al., 2001, Epstein et al., 2001), χωρίς όµως να 
εντοπιστούν οι ισχυρές µυκοτοξίνες. Αυτές, φαίνεται, ότι δεν παράγονται φυσικά στο 
κόµποστ, αφού αποµονώθηκαν µόνο από καθαρές καλλιέργειες (Fischer et al., 1999). 
Πάντως εντοπίστηκαν αρκετοί άλλοι δευτερογενείς µεταβολίτες, οι οποίοι µπορεί να 
σχετίζονται µε καταστάσεις αλλεργικής αντίδρασης. 
 

 Τα είδη του γένους Aspergillus section Nigri ή µαύροι ασπέργιλλοι, έχουν 
ευρεία εξάπλωση και µεγάλη ικανότητα ανάπτυξης σε ποικίλα υποστρώµατα. 
Αποτελούν µια σηµαντική οµάδα µυκήτων στη βιοµηχανία τροφίµων, την ιατρική 
µυκητολογία και τη βιοτεχνολογία. Από τη µία, προκαλούν σηµαντικές αλλοιώσεις στα 
τρόφιµα, ενώ από την άλλη είναι χρήσιµοι σε διαδικασίες ζύµωσης για την παραγωγή 
υδρολυτικών ενζύµων (όπως αµυλάσες και λιπάσες), και οργανικών οξέων (Varga et 
al. 2000). Εκτεταµένη είναι η χρήση πολλών ειδών σε βιοτεχνολογικές µελέτες, ως 
οργανισµοί πρότυπα και τους έχει δοθεί ο χαρακτηρισµός GRAS (Generally Regarded 
As Safe). Τα είδη του γένους έχουν την ικανότητα να χρησιµοποιούν πολλά 
διαφορετικά υποστρώµατα για την ανάπτυξή τους, εξαιτίας του ευέλικτου µεταβολικού 
δικτύου τους, που τους επιτρέπει την παραγωγή και έκκριση µεγάλης ποικιλίας 
ενζύµων. Στα σηµαντικότερα ένζυµα περιλαµβάνονται όξινες- και γλυκο- αµυλάσες, 
ασπαραγινάσες, β-γαλακτοσιδάσες, γλυκοσιδάσες, λιπάσες, φωσφολιπάσες, 
πρωτεάσες, ηµικυτταρινάσες και ξυλανάσες. Τα ένζυµα αυτά δρουν εξωκυτταρικά και 
είναι εξειδικευµένα στην αποικοδόµηση σύνθετων δοµικών (π.χ. κυτταρίνη, 
ηµικυτταρίνες, πηκτίνες) και αποταµιευτικών (π.χ. άµυλο) φυτικών πολυσακχαριτών. 
Παρά την εκτεταµένη χρήση τους σε ποικίλες εφαρµογές, πολλά είδη εκκρίνουν 
ωχρατοξίνες που προκαλούν σηµαντικές απώλειες στη γεωργική παραγωγή.  
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 Η ταξινόµηση των ειδών του γένους Aspergillus section Nigri παρουσιάζει 
ιδιαίτερα  προβλήµατα, επειδή τα είδη εµφανίζουν πολύ λεπτές διαφορές µεταξύ τους 
(Silva et al., 2011). Η χρήση µοριακών τεχνικών αποκάλυψε πολλά κρυπτικά είδη που 
µέχρι τώρα θεωρούνταν ότι ανήκουν σε ήδη χαρακτηρισµένα είδη. Η σύγκριση της ITS 
περιοχής του ριβοσώµατος µπορεί να διακρίνει µόνο τα είδη µε µία ή δύο σειρές 
φιαλιδίων στην κεφαλή. Αντιθέτως, συγκρίνοντας τις αλληλουχίες των γονιδίων που 
κωδικοποιούν για τη β-τουµπουλίνη διαχωρίζονται όλα πλην ενός, ενώ µε σύγκριση 
του γονιδίου που κωδικοποιεί για την καλµοδουλίνη επιτυγχάνεται πλήρης 
διαχωρισµός των ειδών της οµάδας αυτής. Ο Aspergillus tubinngensis ανήκει στην 
οµάδα αυτή και για τον πλήρη χαρακτηρισµό του απαιτείται ανάπτυξη του στελέχους σε 
διαφορετικά υποστρώµατα, µικροσκοπική παρατήρηση, βιοχηµικές αναλύσεις των 
δευτερογενών µεταβολιτών του και µοριακή ανάλυση. Είναι είδος αρκετά συγγενικό  µε 
τα A. piperis, A. costaricanensis, A. foetidus, ενώ βρίσκεται πολύ κοντά µε το πλέον 
µελετηµένο είδος της οµάδας αυτής, το Aspergillus niger (Samson et al., 2007). 
 

 Ο Aspergillus flavus είναι από τα πλέον άφθονα και ευρέως διασπαρµένα είδη 
µυκήτων στο έδαφος. Οι αφλατοξίνες που παράγει είναι από τις πιο καρκινογόνες 
ουσίες που παράγονται στη φύση (Jelinek et al., 1989). Μέχρι στιγµής έχουν 
χαρακτηριστεί 29 γονίδια που εµπλέκονται στην παραγωγή αφλατοξινών. Είναι 
σαπροτροφικό είδος, ικανό να αναπτυχθεί σε ετερογενή οργανικά υποστρώµατα, όπως 
φυτικά υπολείµµατα, φύλλα δένδρων, σηπόµενο ξύλο, βαµβάκι, σωρούς κόµποστ, 
νεκρά έντοµα και ζώα, αποθηκευµένους καρπούς, ακόµα και σε ανθρώπους και ζώα µε 
εξασθενισµένο ανοσοποιητικό σύστηµα (Klich, 1998). Γενικά είναι µεσόφιλο είδος, που 
όµως µπορεί να αναπτυχθεί εξίσου καλά και σε υψηλότερες θερµοκρασίες, γεγονός 
που συµβάλει στην παθογένειά του σε θερµόαιµους οργανισµούς. Σε φυσιολογικές 
συνθήκες απαντάται υπό τη µορφή µυκηλίου που σχηµατίζει αγενή σπόρια. Αν όµως 
υπάρξει κάποια περιβαλλοντική καταπόνηση, µπορεί και σχηµατίζει ανθεκτικές δοµές, 
τα σκληρώτια. Είναι το δεύτερο σε σειρά υπεύθυνο είδος για τα κρούσµατα 
ασπεργίλλωσης, µετά τον Aspergillus fumigatus (Denning et al., 1991, Denning, 1998). 
Επίσης ευκαιριακά µολύνει και τα φυτά, µε αποτέλεσµα να προκαλεί σηµαντικές 
απώλειες στη γεωργική παραγωγή. Οι αφλατοξίνες που παράγει µπορούν να 
αλλοιώσουν την αποθηκευµένη σοδειά, αυξάνοντας τις επιπτώσεις του στον αγροτικό 
τοµέα (St. Leger et al., 2000). Είναι είδος συγγενικό µε τον Aspergillus parasiticus, που 
επίσης παράγει αφλατοξίνες. Η αφλατοξίνη Β1 είναι η πιο τοξική και περισσότερο 
καρκινογόνος. Το 1960, στην Αγγλία, 100.000 γαλοπούλες πέθαναν σε εκτροφεία 
επειδή οι ζωοτροφή που τους δόθηκε ήταν µολυσµένη µε Aspergillus flavus (Allcroft et 
al., 1961, Lancaster et al., 1961). O Aspergillus flavus είναι επίσης συγγενικό είδος µε 
το µη παθογόνο Aspergillus oryzae στο οποίο έχει δοθεί ο χαρακτηρισµός GRAS και 
χρησιµοποιείται σε πολλές διαδικασίες ζύµωσεις στη  βιοµηχανία τροφίµων (Amaike & 
Keller, 2011, Yu et al., 2011). Το µέγεθος των γονιδιωµάτων τους είναι 36,8 και 36,7Mb 
αντίστοιχα, και είναι κατά 98% όµοια. Συγκεκριµένα, περισσότερο από το 95% των 
χαρακτηρισµένων γονιδίων είναι όµοια στα δύο είδη, µε µόνο 319 µοναδικά γονίδια για 
το Aspergillus flavus και 420 για το Aspergillus oryzae (Payne et al., 2006). 
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 H ταυτοποίηση των ειδών του γένους Aspergillus παροδιασιακά βασιζόταν 
στα µακροσκοπικά χαρακτηριστικά της αποικίας που έχει καλλιεργηθεί σε ένα θρεπτικό 
υπόστρωµα, καθώς και στη µελέτη των χαρακτηριστικών στο µικροσκόπιο. Εντούτοις, 
µπορεί να απαιτείται πολύς χρόνος ή καλλιέργεια σε ειδικά υποστρώµατα για το 
σχηµατισµό των ειδικών χαρακτηριστικών (π.χ. αναπαραγωγικές δοµές, έκκριση 
χρωστικών) στα οποία βασίζεται η ταυτοποίηση, και ενδεχοµένως, εξαιτίας διαφόρων 
παραγόντων από τους οποίους επηρεάζονται, να µην υπάρξουν και ποτέ αυτά. 
Εποµένως, η ύπαρξη γρήγορων µεθόδων που βασίζονται στην αλληλούχιση του DNA 
είναι πολύτιµη για την αναγνώριση των ειδών του γένους (Hinrikson et al., 2005). Ο 
ρόλος της γονιδιωµατικής προς αυτή την κατεύθυνση είναι πολύ σηµαντικός. Η 
διαθεσιµότητα αλληλουχιών από διάφορα είδη του γένους επιτρέπει την ανάλυση των 
ειδών σε επίπεδο ολόκληρου γονιδιώµατος και τις συγκρίσεις σε δια- και ενδο- ειδικό 
επίπεδο για την αποκάλυψη της ποικιλοµορφίας των ειδών. Οι συγκρίσεις µεταξύ των 
ειδών Aspergillus flavus και Aspergillus oryzae είναι αξιοσηµείωτες και όµοιες µε αυτές 
από τη σύγκριση µεταξύ στελεχών του Aspergillus fumigatus, γεγονός που οδηγεί στο 
συµπέρασµα ότι ο Aspergillus oryzae αποτελεί ένα διακριτό οικότυπο του Aspergillus 
flavus και όχι ένα ξεχωριστό είδος. Αυτό αποτελεί ένα χαρακτηριστικό παράδειγµα που 
δείχνει ότι η γονιδιωµατική µπορεί να επιλύσει τα ταξινοµικά προβλήµατα του γένους, 
λειτουργόντας ως πηγή νέων συγκριτικών δεδοµένων, αλλά και ως ένα µέσο για την 
ανάπτυξη επιπρόσθετων διαγνωστικών εργαλείων.  
 

 Το 1965 που περιγράφτηκε το γένος Aspergillus στη µονογραφία των Raper 
και Fennell, περιελάµβανε 165 είδη, κατανεµηµένα σε 18 διαφορετικές οµάδες 
(sections), τα οποία έχουν περιγραφεί µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά. Η 
αναγνώριση, όµως, των πιο κοινών και σηµαντικών ειδών είναι συχνά προβληµατική, 
εξαιτίας της µεγάλης διακύµανσης των µορφολογικών χαρακτήρων. Ως εκ τούτου, από 
τότε έχουν γίνει πολλές αναθεωρήσεις και τα τελευταία χρόνια έχουν περιγραφεί 
περισσότερα είδη - περισσότερα από 260 είδη (Samson et al., 2009) - και έχουν 
αναπτυχθεί νέες µέθοδοι για την ταξινόµηση και ταυτοποίηση των στελεχών. Πολλά 
είδη µπορούν να διαχωριστούν µεταξύ τους µε βάση τα µορφολογικά τους 
χαρακτηριστικά, άλλα είδη, όµως, όπως τα είδη που µοιάζουν µε το είδος A. niger, όχι. 
Παρόλα αυτά οι πληροφορίες από τα µορφολογικά χαρακτηριστικά είναι ακόµα 
χρήσιµες και ο συνδυασµός τους µε τις σύγχρονες µοριακές και αναλυτικές µεθόδους 
έχουν εισάγει την έννοια της πολυφασικής ταξινόµησης που συνδυάζει τους 
µορφολογικούς χαρακτήρες και την αλληλούχιση του DNA και βασίζεται στην αρχή ότι 
τα χαρακτηριστικά της µορφολογίας και φυσιολογίας είναι εξίσου σηµαντικά µε τα 
µοριακά δεδοµένα (Samson et al., 2006) και συµβάλλει στην επίλυση των ταξινοµικών 
προβληµάτων.  
 

 
 
 
 
 



 51 

1.11 Σκοπός της µεταπτυχιακής εργασίας 
 
 Η παρούσα µελέτη είχε ως σκοπό τη µελέτη των φυσικο-χηµικών παραµέτρων 
και της µικροβιακής ποικιλότητας και διαδοχής κατά τη διαδικασία της 
συγκοµποστοποίησης αγροτοβιοµηχανικών προϊόντων. Παρασκευάστηκε, λοιπόν, 
ένας σωρός από ΥΑΕ και ΥΕΒ. Πραγµατοποιήθηκαν φυσικο-χηµικές αναλύσεις, ενώ 
για τη µελέτη των πληθυσµών των µικροοργανισµών, χρησιµοποιήθηκαν κλασικές 
µικροβιολογικές τεχνικές. Τέλος, χρησιµοποιήθηκαν µοριακές τεχνικές για την 
ταυτοποίηση ορισµένων στελεχών µυκήτων που αποµονώθηκαν από διαφορετικές 
φάσεις της διαδικασίας της κοµποστοποίησης. Η µελέτη διεξήχθη στο εργαστήριο 
Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας του Τµήµατος Γεωπονικής Βιοτεχνολογίας του 
Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών. 
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

 
2.1 Υποστρώµατα Κοµποστοποίησης 

  Στην παρούσα εργασία για τη µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας και των 
φυσικο-χηµικών παραµέτρων κατά συγκοµποστοποίηση αγροτοβιοµηχανικών 
προϊόντων, δηµιουργήθηκε ένας σωρός που περιείχε ως υπόστρωµα Υπολείµµατα 
Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος (ΥΕΒ) και Υγρά Απόβλητα Ελαιουργείας (ΥΑΕ). Τα ΥΕΒ 
προέρχονταν από Εκκοκκιστήριο Βάµβακος που βρίσκεται στη Θήβα και τα ΥΑΕ από 
το ελαιοτριβείο «Μεσογειακοί Ελαιώνες» που βρίσκεται στην Παιανία, Αττικής και 
παράγει ελαιόλαδο από ελιές ποικιλίας «Κορωνέικη». 

 

2.2 Διαδικασία Παρασκευής Κοµποστοσωρού 

  Για την παρασκευή του σωρού χρησιµοποιήθηκαν 70kg ΥΒΕ, τα οποία 
διαβρέχτηκαν µε 210l ΥΑΕ, τα οποία προηγουµένως διηθήθηκαν για την αποµάκρυνση 
των στερεών υπολειµµάτων. Παράλληλα µε τη διαβροχή του υποστρώµατος, έγινε 
ανάµιξη µε τη χρήση κατάλληλων εργαλείων.  

  Ο σωρός τοποθετήθηκε σε κάδο κοµποστοποίησης, διαστάσεων 
80x80x90cm, στη διάτρητη βάση του οποίου τοποθετήθηκε πλέγµα, ενώ στα 
τοιχώµατά του τοποθετήθηκε µονωτικό υλικό. Ο αερισµός του σωρού γινόταν µέσω 
παθητικής διάχυσης από τη βάση του κάδου και από ένα διάτρητο δικτυωτό πλέγµα σε 
µορφή σωλήνα που τοποθετήθηκε κάθετα στο κέντρο του, ώστε να διευκολύνεται η 
διάχυση του οξυγόνου σε όλη τη µάζα του σωρού.  

  Οι χειρισµοί που πραγµατοποιήθηκαν καθόλη τη διάρκεια του πειράµατος 
περιλαµβάνουν τα εξής: 

- οµοιόµορφη διαβροχή των ΥΕΒ µε τα ΥΑΕ για την παρασκευή σωρού (Εικόνα 8), 

- γύρισµα, ανάµιξη και διαβροχή του υλικού του σωρού µε νερό (200l) σε 
προκαθορισµένη χρονική στιγµή, για τον αερισµό του στο εσωτερικό (Εικόνα 9), 

- δειγµατοληψίες σε τέσσερις φάσεις της διαδικασίας, 

- µέτρηση της θερµοκρασίας σε καθηµερινή βάση. 

 Η παρασκευή του σωρού έλαβε χώρα στο θερµοκήπιο του Εργαστηρίου 
Γενικής και Γεωργικής Μικροβιολογίας, του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών.  
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Εικόνα 8: ΥΕΒ πριν και µετά τη διαβροχή µε τα ΥΑΕ. 

	  

Εικόνα 9: Σωρός µετά το γύρισµα-διαβροχή. 

 

2.3 Δειγµατοληψίες 

  Κατά τη διάρκεια του πειράµατος, πραγµατοποιήθηκαν συνολικά τέσσερις 
δειγµατοληψίες, σε τέσσερις διαφορετικές φάσεις της διαδικασίας 
κοµποστοποίησης, ως εξής: 

1) στην αρχή της διαδικασίας, αµέσως µετά τη διαβροχή και ανάµιξη του στερεού 
υποστρώµατος µε τα ΥΑΕ. 

2) στην πρώτη θερµόφιλη φάση. 

3) µετά την πτώση της θερµοκρασίας (πριν την αναµόχλευση και τη δεύτερη διαβροχή 
του σωρού µε νερό). 

4) στη δεύτερη θερµόφιλη φάση. 

 Αναλυτικά, οι ηµεροµηνίες των δειγµατοληψιών παρουσιάζονται στον Πίνακα 
6.                                              
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Πίνακας 6: Ηµερολόγιο δειγµατοληψιών. 

α/α 
Ηµεροµηνία 

δειγµατοληψίας 
Χρόνος κοµποστοποίησης 

(ηµέρες) 
Παρατηρήσεις 

1 20/01/2011 0 Παρασκευή σωρού 

2 26/01/2011 6 1η θερµόφιλη φάση 

3 23/03/2011 62 
Αναµόχλευση και 

διαβροχή 

4 29/03/2011 68 2η θερµόφιλη φάση 
 

 Αµέσως µετά τη δειγµατοληψία, πραγµατοποιούνταν οι εργαστηριακές 
µετρήσεις και αναλύσεις που θα περιγραφούν παρακάτω. Ιδιαίτερα κατά τις 
δειγµατοληψίες στη θερµόφιλη φάση, τα δείγµατα διατηρούνταν στις αντίστοιχες 
θερµοκρασίες που είχε ο σωρός. 

 

2.4 Αναλύσεις φυσικών και χηµικών παραµέτρων 

2.4.1 Θερµοκρασία 

  Η µέτρηση της θερµοκρασίας του σωρού έγινε µε τη χρήση συµβατικού 
θερµοµέτρου. Το θερµόµετρο τοποθετούταν κάθετα µέχρι τη µέση του σωρού και 
καταγραφόταν η τιµή της θερµοκρασίας µετά από 15 λεπτά. Ταυτόχρονα, 
καταγραφόταν η τιµή της θερµοκρασίας του περιβάλλοντα χώρου (θερµοκρασία εντός 
του θερµοκηπίου). Οι µετρήσεις γίνονταν τακτικά, σχεδόν σε καθηµερινή βάση.  

 

2.4.2 Υγρασία 

  Η υγρασία κάθε δείγµατος προσδιορίστηκε ως επί τοις εκατό περιεκτικότητα 
(%), µε βάση τη διαφορά βάρους µεταξύ νωπού και ξηρού δείγµατος. Μετρήθηκε η 
απώλεια βάρους 30g νωπού δείγµατος ύστερα από επώαση στους 60°C για 48 ώρες. 

 

2.4.3 pH και Ηλεκτρική Αγωγιµότητα (Electrical Conductivity, EC) 

  Η ηλεκτρική αγωγιµότητα εκφράζει την ευκολία µε την οποία το ηλεκτρικό 
ρεύµα διέρχεται από κάποιο αντικείµενο και αποτελεί το δυαδικό µέγεθος της 
ηλεκτρικής αντίστασης. Η ικανότητα αυτή εξαρτάται από την παρουσία ιόντων, το 
σθένος τους, την κινητικότητα τους, τη συγκέντρωση τους, τη θερµοκρασία, το ιξώδες 
του διαλύµατος και το µέγεθος της διαφοράς δυναµικού µε την οποία γίνεται η µέτρηση. 
Τα διαλύµατα των περισσότερων ανόργανων οξέων και βάσεων και όλων των αλάτων 
είναι σχετικά καλοί αγωγοί του ρεύµατος. Αντίθετα, τα µόρια των οργανικών ενώσεων, 
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που δεν διίστανται όταν διαλυθούν στο νερό, άγουν ελάχιστα ή καθόλου το ηλεκτρικό 
ρεύµα. Η µονάδα µέτρησής της είναι το Siemens ανά µέτρο.  

  Το pH και η ηλεκτρική αγωγιµότητα προσδιορίστηκαν σε υδατικό διάλυµα µε 
αναλογία 1:5. Σε γυάλινη φιάλη προστέθηκαν 40gr δείγµατος και 200ml απεσταγµένο 
νερό. Το διάλυµα τοποθετήθηκε σε ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο για 90 λεπτά, 
στους 20°C και στις 150rev/min. Στη συνέχεια, 50ml διαλύµατος φυγοκεντρήθηκαν στις 
1500rpm / 5min και το υγρό κλάσµα διηθήθηκε υπό κενό. Στο διήθηµα µετρήθηκε το 
pH µε τη χρήση ηλεκτρονικού πεχαµέτρου και η ηλεκτρική αγωγιµότητα µε τη χρήση 
ψηφιακού αγωγιµόµετρου. 

 

2.4.4 Νιτρικό Άζωτο (Ν-ΝΟ3
-) 

  Ο προσδιορισµός του νιτρικού αζώτου έγινε µε τη µέθοδο του καδµίου. Η 
µέθοδος βασίζεται στην αναγωγή των νιτρικών στο εκχύλισµα δείγµατος σε νιτρώδη 
µετά τη διέλευση του εκχυλίσµατος από στήλη επιχαλκωµένου καδµίου παρουσία 
NH4Cl και pH 5-10. Τα νιτρώδη προσδιορίζονται χρωµατογραφικά, µετρώντας την 
ένταση του αζω-χρωµοφόρου, που είναι ανάλογη της ποσότητας των νιτρικών που 
υπήρχαν στο δείγµα και η οποία προέκυψε από την προσθήκη σουλφανιλαµίνης, που 
αντιδρά µε τα νιτρώδη και Ν-1-ναφθυλαιθυλενοδιαµίνης (Ν-(1-naphtyl)-
ethylendiamine). 

Εκχύλιση δείγµατος: Ποσότητα δείγµατος κόµποστ που αντιστοιχεί σε 10gr ξηρού 
δείγµατος προστίθεται σε 100ml διαλύµατος KCl 2M. Το διάλυµα αναδεύεται για 60min 
σε ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο και στη συνέχεια, µια ποσότητα από το υγρό 
κλάσµα του διαλύµατος, φυγοκεντρείται έως ότου το υπερκείµενο γίνει διαυγές. Έπειτα 
το υπερκείµενο διηθείται και φυλάσσεται στο ψυγείο. 

Προετοιµασία αναγωγικής στήλης: Χρησιµοποιούνται προχοΐδες που φέρουν 
επιχαλκωµένο κάδµιο ως 20cm και έχουν πληρωθεί µε αραιό διάλυµα NH4Cl ως 1cm 
πάνω από τη στήλη του καδµίου. Πριν τη χρήση, προστίθεται 1ml πυκνού NH4Cl και η 
στάθµη του υγρού στην προχοΐδα χαµηλώνεται έως το ύψος του καδµίου και 
προστίθεται αραιό NH4Cl µέχρι το στόµιο της προχοΐδας.  

Ανάλυση εκχυλίσµατος: Η στάθµη του αραιού NH4Cl αφήνεται να χαµηλώσει, µέχρι 
να καλύψει την κορυφή της στήλης του καδµίου. Προστίθενται 1ml πυκνού NH4Cl και 2-
5ml από το εκχύλισµα. Το εκχύλισµα διέρχεται από τη στήλη και συλλέγεται σε 
ογκοµετρική φιάλη. Προστίθεται συνεχώς αραιό διάλυµα NH4Cl, µέχρι να συλλεχθούν 
90ml εκχυλίσµατος. Στην ογκοµετρική φιάλη προστίθενται 2ml αντιδραστηρίου 
διαζωτικού και µετά από 5min 2ml αντιδραστηρίου σύζευξης. Μετά από 20min µετράται 
η ένταση του χρώµατος (mg N-ΝΟ3

-/ml διαλύµατος) σε φασµατοφωτόµετρο UV στα 
540nm.  

Υπολογισµός:  

C καµπ = (bl – R) / 583,2 (µg / ml),  
όπου bl = η ένδειξη του µάρτυρα (χρήση µόνο των αντιδραστηρίων) και  
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 R = η ένδειξη των δειγµάτων  
 

 

όπου V1 = όγκος του εκχυλιστικού (ml KCl) 

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

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

 a = αραίωση (αν απαιτείται) 

 Β = το βάρος του ξηρού δείγµατος (g) που χρησιµοποιήθηκε (προσδιορίζεται από 
την υγρασία του νωπού δείγµατος). 

 

2.4.5 Αµµωνιακό Άζωτο (ΝΗ4
+-Ν) 

  Ο προσδιορισµός του αµµωνιακού αζώτου έγινε µε τη µέθοδο της 
ινδοφαινόλης. Εκχύλιση δείγµατος µε τον τρόπο που περιγράφτηκε παραπάνω, και 
προσθήκη 5ml εκχυλίσµατος σε ογκοµετρική φιάλη. Στη συνέχεια, προστίθενται 2ml 
διαλύµατος EDTA και το διάλυµα αναδεύεται. Μετά από 1min προστίθενται 4ml 
διαλύµατος phenol-nitroprusside και 8ml διαλύµατος υποχλωριώδους νατρίου. 
Προσθήκη απεσταγµένου νερού µέχρι τη χαραγή και ανάµιξη. Μετά από µία ώρα το 
διάλυµα αποκτά µπλε χρώµα. Η οπτική πυκνότητα του δείγµατος φωτοµετράται στα 
636nm µε τη χρήση φασµατοφωτοµέτρου.  

Υπολογισµός:  

C καµπ = (bl – R) / 145,3 (µg / ml),  
όπου bl = η ένδειξη του µάρτυρα (χρήση µόνο των αντιδραστηρίων) και  

 R = η ένδειξη των δειγµάτων  
C ΝΗ4

+-Ν [ppm (µg / g ξηρού βάρους]  = Cκαµπ*V1(ml)*V3(ml)*a/V2(ml)*B (g) 
όπου V1 = = όγκος του εκχυλιστικού (ml KCl) 

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

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

 a = αραίωση (αν απαιτείται) 

 Β = το βάρος του ξηρού δείγµατος (g) που χρησιµοποιήθηκε (προσδιορίζεται από 
την υγρασία του νωπού δείγµατος). 

 

2.4.6 Ολικό Άζωτο 

  Ο προσδιορισµός του ολικού αζώτου έγινε µε τη µέθοδο Kjeldahl. Ως ολικό 
άζωτο θεωρείται το άθροισµα του ολικού οργανικού αζώτου κατά Kjeldahl (οργανικό 
άζωτο και αµµωνία), καθώς και οι ανόργανες µορφές αζώτου που περιέχονται στο 
δείγµα (άζωτο νιτρικών ιόντων και άζωτο νιτρωδών ιόντων). 

  Η µέθοδος περιλαµβάνει δύο στάδια: α) στάδιο καύσης ή πέψης: πέψη της 
οργανικής ουσίας µε πυκνό και θερµό H2SO4, παρουσία καταλύτη CuSO4/TiO2, µε 



 57 

σκοπό τη µετατροπή του οργανικού αζώτου σε ανόργανο, υπό µορφή (NH4)2SO4 και β) 
στάδιο απόσταξης: προσδιορισµός της NH3 που παράγεται, από την αναγωγή των 
αµµωνιακών ιόντων παρουσία πυκνού διαλύµατος αλκάλεως. Η παραγόµενη αµµωνία 
αποστάζεται και επαναδευσµεύεται ως αµµωνιακά ιόντα σε διάλυµα οξέως γνωστού 
όγκου και τίτλου. Η περίσσεια του θειϊκού οξέος τιτλοδοτείται µε διάλυµα βάσεως και 
από την τιτλοδότηση υπολογίζεται η ποσότητα της NH3 που έχει δεσµευθεί από το 
διάλυµα του θειϊκού οξέος, και άρα η ποσότητα του αζώτου στο δείγµα. 

  Για το πρώτο στάδιο, προστίθενται 0.5gr ξηρού δείγµατος σε ειδικές φιάλες 
καύσης Kjeldahl και 20ml διαλύµατος H2SO4 και σαλικυλικού. Έπειτα, προστίθενται 1gr 
Na2S2O3 και µία ταµπλέτα σεληνίου. Οι φιάλες τοποθετούνται στη συσκευή χώνευσης 
Buchi και η χώνευση προχωράει έως ότου το διάλυµα καταστεί διαυγές (ελαφρώς 
πράσινο χρώµα). 

  Για το δεύτερο στάδιο, προστίθενται 30ml νερού και 130ml NaOH 8N στο 
διάλυµα που παραλαµβάνεται από την καύση και αφού έχει κρυώσει. Παράλληλα, σε 
κωνική φιάλη προστίθενται 100ml βορικού οξέος 20% για την παραλαβή της αµµωνίας. 
Οι φιάλες τοποθετούνται στη συσκευή απόσταξης Buchi για 3min. Σε κάθε φιάλη 
προστίθεται ο δείκτης και η αµµωνία τιτλοδοτείται µε 0,5N NaOH. 

Υπολογισµός:  

Ν% = [(ml HCl για κάθε δείγµα – 0.2)*0.05*14*100]/(βάρος δείγµατος*1000).  

 

2.5 Μικροβιολογικές αναλύσεις 
 

2.5.1 Παρασκευή θρεπτικών υλικών και προετοιµασία τρυβλίων 

  H σύσταση των θρεπτικών υλικών που χρησιµοποιήθηκαν σε όλες τις 
µικροβιολογικές αναλύσεις περιγράφεται παρακάτω. 

  Η παρασκευή τους γίνεται ως εξής: τα υλικά προστίθενται διαδοχικά σε 
κωνική φιάλη, τοποθετηµένη πάνω σε ανακινούµενη θερµαινόµενη ή µη (ανάλογα µε 
το θρεπτικό υλικό) πλάκα (stir plate) και αναδεύεται µέχρις ότου επιτευχθεί πλήρης 
διάλυση όλων των υλικών. Έπειτα, το µίγµα µεταφέρεται σε φιάλες, δοκιµαστικούς 
σωλήνες, σωλήνες universal κλπ. κατά περίπτωση, και αποστειρώνεται στο 
αυτόκαυστο. Το αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό αδειάζεται σε πλαστικά τρυβλία Petri 
εντός του θαλάµου νηµατικής ροής (laminar flow hood). Αφού πήξει το υλικό, τα 
τρυβλία αποθηκεύονται.  

 

2.5.2 Εκτίµηση του µεγέθους των µικροβιακών πληθυσµών  

  Για την αξιολόγηση του µικροβιακού πληθυσµού κατά την κοµποστοποίηση 
εκτιµήθηκε το µέγεθος του πληθυσµού των: ολικών βακτηρίων, σποριογόνων 
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βακτηρίων, κυτταρινολυτικών βακτηρίων, ακτινοµυκήτων και µυκήτων, µε τη µέθοδο 
των διαδοχικών αραιώσεων. 

  Η µέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων περιλαµβάνει τη δηµιουργία 
εναιωρήµατος µε άγνωστο πληθυσµό µικροοργανισµών, συγκεκριµένης ποσότητας του 
προς ανάλυση δείγµατος σε συγκεκριµένο όγκο αποστειρωµένου νερού ή θρεπτικού 
διαλύµατος. Κατά τις διαδοχικές αραιώσεις το αρχικό εµβόλιο αραιώνεται σε µια σειρά 
δοκιµαστικών σωλήνων. Πραγµατοποιούνται δεκαδικές αραιώσεις 1:10, 1:100, 1:1000 
κ.ο.κ., όπως ακριβώς φαίνεται στην παρακάτω εικόνα (Εικόνα 10). Σε κάθε δοκιµαστικό 
σωλήνα, ύστερα από µια επιτυχή αραίωση θα περιέχεται µόνο το ένα δέκατο των 
µικροβιακών κυττάρων σε σχέση µε το σωλήνα της αµέσως προηγούµενης αραίωσης. 
Στη συνέχεια, δείγµατα από κάθε αραίωση εµβολιάζονται σε τρυβλία Petri µε 
κατάλληλο θρεπτικό υλικό, όπου σχηµατίζονται αποικίες, οι οποίες καταµετρούνται και 
έτσι υπολογίζεται ο πληθυσµός των µικροοργανισµών στο αρχικό δείγµα. Όλοι οι 
χειρισµοί γίνονται υπό ασηπτικές συνθήκες. 

 

2.5.2.1 Διαδοχικές αραιώσεις 

  Σε κάθε δειγµατοληψία, 10g νωπού δείγµατος προστέθηκαν σε 
αποστειρωµένη φιάλη µε 90ml διαλύµατος Ringer. To εναιώρηµα ανακινήθηκε για 
30min στις 300rev/min σε θάλαµο ανακίνησης (shaker). Μετά την καθίζηση των 
στερεών σωµατιδίων του δείγµατος, 1ml εναιωρήµατος µεταφέρεται σε αποστειρωµένο 
φιαλίδιο τύπου universal που περιέχει 9ml διαλύµατος Ringer. Η αραίωση αυτή 
λαµβάνεται ως 10-1. Αφού γίνει καλή ανάδευση, 1ml εναιωρήµατος από το πρώτο 
φιαλίδιο προστίθεται στο δεύτερο (αραίωση 10-2) κ.ο.κ. Η διαδικασία αυτή 
επαναλαµβάνεται έως την αραίωση 10 -7. 

  Η σύσταση του διαλύµατος Ringer είναι η εξής: NaCl 9g/l, KCl 0.42g/l, CaCl2 
0.48g/l, NaHCO3 0.2g/l, dH2O 1l. 

 

2.5.2.2 Εµβολιασµός σε εκλεκτικά θρεπτικά υποστρώµατα 

  Ο εµβολιασµός έγινε µε τη µέθοδο της διασποράς (plating) του εµβολίου σε 
τρυβλία µε στερεοποιηµένο θρεπτικό υπόστρωµα. Από κάθε αραίωση, λήφθηκαν 100µl 
εναιωρήµατος. Η διασπορά έγινε οµοιογενώς πάνω στο υλικό µε τη χρήση 
αποστειρωµένης κεκαµένης γυάλινης ράβδου κατάλληλου σχήµατος (διανοµέας). Με 
αυτόν τον τρόπο διαχωρίζονται και αποµακρύνονται τα κύτταρα µεταξύ τους, ώστε να 
αναπτυχθούν µεµονωµένες αποικίες. Τα τρυβλία επωάστηκαν σε κατάλληλο 
επωαστικό κλίβανο για 4 ηµέρες στους 30°C, για  την  ανάπτυξη  µεµονωµένων  
αποικιών .  Εφόσον  κάθε  αποικία  προέρχεται από  ένα  µοναδικό  κύτταρο  
είναι δυνατόν  καταµετρώντας  τις  αποικίες  να  υπολογισθεί το  µέγεθος  του  
µ ικροβιακού  πληθυσµού .  Επιπλέον ,  µε  αυτή  τη  µέθοδο  είναι δυνατή  η  
επιλογή  µεµονωµένων  αποικιών  για  την  αποµόνωσή  τους  σε  καθαρή  
καλλιέργεια . Για την εκτίµηση του µεγέθους του πληθυσµού των διαφορετικών 
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οµάδων µικροοργανισµών, έγινε εµβολιασµός από 5 διαφορετικές διαδοχικές 
αραιώσεις. Aπό κάθε αραίωση εµβολιάσθηκαν 5 τρυβλία (επαναλήψεις) (Εικόνα 10). 

α) Ολικά αερόβια βακτήρια 

  Για την καταµέτρηση και αποµόνωση των ολικών βακτηρίων, έγινε 
εµβολιασµός σε θρεπτικό υπόστρωµα Nutrient Agar (ΝΑ) από τις αραιώσεις  10-4-10-8.  

 Η σύσταση του NA είναι η εξής: Nutrient broth 8g/l, Agar 10g/l,  dH2O 1l.  

	  

Εικόνα 10: Η µέθοδος των διαδοχικών αραιώσεων.  

β) Σποριογόνα βακτήρια 

  Αφού έγινε η αρχική αραίωση (10-1) η φιάλη επωάστηκε για 24 ώρες σε 
υδατόλουτρο στους 70°C. Για την καταµέτρηση και αποµόνωση των σποριογόνων 
βακτηρίων, έγινε εµβολιασµός σε θρεπτικό υπόστρωµα Nutrient Agar (ΝΑ) από τις 
αραιώσεις 10-3-10-7. 

γ) Κυτταρινολυτικά βακτήρια 

  Για την καταµέτρηση και αποµόνωση των κυτταρινολυτικών βακτηρίων, έγινε 
εµβολιασµός στο εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα CMC Agar (Carboxy-Methyl Cellulose 
Agar), µε κυτταρίνη ως µοναδική πηγή άνθρακα, από τις αραιώσεις 10-4-10-8. Η 
παρασκευή του υλικού γίνεται µε ανάδευση των υλικών υπό θέρµανση. 

 Η σύσταση του CMC Agar είναι η εξής: 

Carboxymethyl cellulose sodium salt 10g/l, l-asparagine 0.5g/l, yeast extract 0.5g/l, 
(NH4)2SO4 0.5g/l, K3PO4 1g/l, KCl 0.5g/l, MgSO4.7H2O 0.2g/l, CaCl2 0.1g/l, Agar 18g/l, 
dH2O 1l.  

  Μετά την επώαση των τρυβλίων και την ανάπτυξη αποικιών, προστίθεται σε 
αυτά διάλυµα ιωδίου, έτσι ώστε να καλυφθεί όλη η επιφάνεια του υποστρώµατος. Μετά 
από 2-3 min παρατηρείται και µετράται η διαυγής ζώνη που έχει δηµιουργηθεί γύρω 
από την αποικία των κυτταρινολυτικών ειδών. Οι αποικίες αυτές υδρολύουν την 
κυτταρίνη που υπάρχει στο υπόστρωµα και έτσι αυτό αποχρωµατίζεται, 
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δηµιουργώντας µια ζώνη, ενώ το υπόστρωµα που δεν έχει υδρολυθεί αποκτά 
διαφορετικό χρώµα. 

δ) Αζωτοδεσµευτικά βακτήρια 

  Η εκτίµηση του πληθυσµού των ελεύθερα διαβιούντων αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων έγινε µε τη µέθοδο του πλέον πιθανού αριθµού (Most Probable Number) 
(Alexander, 1965). H µέθοδος αυτή αποτελεί µαθηµατική προέκταση της βασικής 
µικροβιολογικής τεχνικής των διαδοχικών αραιώσεων και επιτρέπει τη στατιστική 
εκτίµηση της πυκνότητας ενός µικροβιακού πληθυσµού, µε έµµεσο τρόπο, χωρίς να 
χρειάζεται δηλαδή άµεση καταµέτρηση κυττάρων ή αποικιών. 

  Το θρεπτικό υλικό που χρησιµοποιήθηκε για τους εµβολιασµούς ήταν το 
εκλεκτικό θρεπτικό διάλυµα Rennie (Rennie, 1980), το οποίο δεν περιέχει πηγή αζώτου 
και οι αραιώσεις 10-2-10-6. Από κάθε αραίωση λήφθηκε 1ml εναιωρήµατος και 
εµβολιάστηκε σε δοκιµαστικούς σωλήνες που περιείχαν 9ml διαλύµατος Rennie.  

  Η σύσταση του Rennie είναι η εξής: Κ2ΗΡΟ4 0,8g/ l ,  ΚΗ2ΡΟ4 0,2g/l, NaCl 
0,1g/l,  Na2Fe EDTA 28mg/l, Na2MoO4· 2 Η2Ο 25mg/l, Yeast extract 100mg/l, 
MgSO4.7H2O 0,2g/l, CaCl2 0,06g/l, Μαννιτόλη 5g/l, Σακχαρόζη 5g/l, Γαλακτικό νάτριο 
0,5ml (60% κ.ο.), βιοτίνη 5µg/l, PABA 5µg/l, dH2O 1l, pH 7.0 (προσαρµογή µε HCl). 

  Για κάθε αραίωση έγιναν εµβολιασµοί σε 5 δοκιµαστικούς σωλήνες και 
πραγµατοποιήθηκαν δύο επαναλήψεις. Οι σωλήνες επωάστηκαν για 7 ηµέρες στους 
30°C ή και στους 50°C όταν το δείγµα προερχόταν από τη θερµόφιλη φάση. Μετά την 
επώαση των 7 ηµερών οι σωλήνες κλείστηκαν αεροστεγώς µε αποστειρωµένα πώµατα 
σιλικόνης και προστέθηκε σε αυτούς 1ml ακετυλένιο. Την επόµενη µέρα έγινε η δοκιµή 
ακετυλενίου (Hardy et al., 1973). Η µέθοδος βασίζεται στην αναγωγή του ακετυλενίου 
σε αιθυλένιο, που καταλύεται από το ενζυµικό σύστηµα της νιτρογενάσης που 
διαθέτουν οι αζωτοδεσµευτικοί µικροοργανισµοί. 1ml δείγµατος από την αέρια φάση 
κάθε σωλήνα αναλύθηκε σε αέριο χρωµατογράφο για να διαπιστωθεί η ύπαρξη 
αιθυλενίου. Ο αέριος χρωµατογράφος ήταν τύπου Perkin – Elmer 8500 (GC) µε 
ανιχνευτή φλόγας ιονισµού (FID), κολώνα χρωµατογραφίας Poropak- R 2m και 
συνθήκες ανάλυσης: θερµοκρασία εισόδου 200°C, θερµοκρασία ανιχνευτή 200°C, 
θερµοκρασία φούρνου 60°C, φέρον αέριο He µε ροή 20ml/min. Ως θετικοί λαµβάνονται 
οι σωλήνες στους οποίους ανιχνεύτηκε αιθυλένιο. Ο υπολογισµός του πληθυσµού των 
αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων ανά g ξηρού βάρους κόµποστ σύµφωνα µε τη µέθοδο 
του πλέον πιθανού αριθµού, βασίζεται στον Πίνακα 7. 
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Πίνακας 7: Σχηµατική απεικόνιση του πίνακα των πλέον πιθανών αριθµών για δεκαδικές αραιώσεις και πέντε 
σωλήνες ανά αραίωση. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Η γενική εξίσωση για τον υπολογισµό του πλέον πιθανού αριθµού 
(ΜΡΝ) των Halvorson & Ziegler βάση των θετικών και των αρνητικών σωλήνων 
σε τρεις διαδοχικές αραιώσεις είναι : 

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

όπου: οι δείκτες 1,2,3 αντιστοιχούν στην πρώτη, δεύτερη και τρίτη αραίωση, τα a1, a2, 
a3 είναι οι ποσότητες του αρχικού δείγµατος στην ποσότητα του εµβολίου που 
χρησιµοποιήθηκε, τα n1, n2, n3 οι αριθµοί των σωλήνων που εµβολιάστηκαν, τα p1, p2, 
p3 οι σωλήνες µε θετική ένδειξη και το x εκφράζει τον πλέον πιθανό αριθµό 
µικροοργανισµών που υπήρχε στην ποσότητα του εµβολίου που προστέθηκε στη 
µεσαία αραίωση. Πολλαπλασιάζοντας το x µε τον συντελεστή αραίωσης έχουµε τον 
πλέον πιθανό αριθµό µικροοργανισµών στο αρχικό δείγµα. 

ε) Ακτινοµύκητες 

  Για την καταµέτρηση και αποµόνωση των ακτινοµυκήτων, έγινε εµβολιασµός 
στο εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωµα Glycerol – Casein Agar (GCA) από τις αραιώσεις 
10-3-10-7. 

  Η σύσταση του GCA είναι η εξής: 
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Glycerol 10g/l, Casein Vitamin Free 0.3g/l, KNO3 2g/l, NaCl 2g/l, K2HPO4 2g/l, 
MgSO4.7H2Ο 0.05g/l, CaCO3 0.02g/l, FeSO4.7H20 0.01g/l, Agar 18g/l, Cycloheximide 
heat stable 50mg/l, dH2O 1 , pH 7.0 (προσαρµογή µε HCl). 

στ) Μύκητες 

 Για την καταµέτρηση και αποµόνωση των µυκήτων, έγινε εµβολιασµός σε 
θρεπτικό υπόστρωµα Potato Dextrose Agar (PDA) από τις αραιώσεις 10-2-10-6. Στο 
θρεπτικό υλικό προστέθηκε η χρωστική Rose Bengal πριν την αποστείρωση. Επίσης, 
µετά την αποστείρωση και αφού το υλικό είχε κρυώσει επαρκώς, προστέθηκε σε αυτό 
το αντιβιοτικό στρεπτοµυκίνη (1ml/l από αρχικό διάλυµα 0.03g/l). 

 Η σύσταση του PDA είναι η εξής: 

Potato Dextrose Broth 24g/l, Rose bengal 33mg/l, Agar 18g/l, dH2O 1l. 

Αποµόνωση σε καθαρή καλλιέργεια 

  Από τις αποικίες των µικροοργανισµών που αναπτύχθηκαν στα τρυβλία 
επιλέχτηκαν ορισµένες και αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια σε τρυβλία µε 
κατάλληλο θρεπτικό υπόστρωµα, ανάλογα µε το είδος του µικροοργανισµού. Καθαρές 
καλλιέργειες επιτεύχθηκαν µε τη µέθοδο της γραµµικής διασποράς (streaking) σε 
στερεό θρεπτικό υπόστρωµα. Η µέθοδος αυτή χρησιµοποείται για την αποµόνωση 
αερόβιων µικροοργανισµών (όχι όµως για νηµατοειδείς, όπως οι µύκητες) και επιτρέπει 
την προοδευτική αραίωση του εµβολίου, ώστε τελικά να διαχωριστούν τα κύτταρα 
µεταξύ τους και καθένα να δώσει µια αποικία. Η µέθοδος αυτή εφαρµόστηκε για την 
αποµόνωση των ολικών, σποριογόνων, κυτταρινολυτικών και αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων και ακτινοµυκήτων. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε επωαστικό θάλαµο 
στους 30°C. Για την αποµόνωση των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων, από τους θετικούς 
σωλήνες της δοκιµής του ακετυλενίου, εµβολιάσθηκαν τρυβλία µε στερεό θρεπτικό 
υπόστρωµα Rennie (µε τη µέθοδο streaking). Οι µεµονωµένες αποικίες που 
προέκυψαν, ελέχθηκαν για την καθαρότητά τους και επαληθεύτηκε η 
αζωτοδευσµευτική τους ικανότητα (δοκιµή ακετυλενίου). 

  Στις αποικίες των βακτηρίων (ολικών, σπροιογόνων, κυτταρινολυτικών, 
αζωτοδεσµευτικών) που αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια έγινε καταγραφή της 
µορφολογίας της αποικίας στο στερεό υπόστρωµα και χρώση κατά Gram. Τα 
σποριογόνα βακτήρια υποβλήθηκαν σε χρώση του ενδοσπορίου (Schaeffer-Fulton 
spore stain method). Όλες οι καθαρές αποικίες διατηρήθηκαν σε διάλυµα γλυκερόλης 
25% στους -80°C. 

  Για την αποµόνωση καθαρών καλλιεργειών µυκήτων ένα τµήµα της αρχικής 
αποικίας (από το τρυβλίο για την καταµέτρηση του ολικού αριθµού) µεταφέρθηκε σε 
τρυβλίο µε το αντίστοιχο θρεπτικό. Οι καλλιέργειες επωάστηκαν σε θερµοκρασία 
δωµατίου. Τα στελέχη που αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια µεταφέρθηκαν σε 
γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες, που περιείχαν θρεπτικό υπόστρωµα PDA υπό 
κλίση, για τη συντήρησή τους. 
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2.6 Αναλύσεις βιολογικών - βιοχηµικών παραµέτρων 
 

2.6.1 Έλεγχος δυνατότητας αζωτοδέσµευσης του κόµποστ 

  Η δυνατότητα αζωτοδέσµευσης ελέχθηκε σε δείγµατα κόµποστ αµέσως µετά 
τη δειγµατοληψία. Συγκεκριµένα 10g δείγµατος τοποθετήθηκαν σε σωλήνες τύπου 
universal, οι σωλήνες πωµατίστηκαν και προστέθηκε σε αυτούς ακετυλένιο 
(συγκέντρωση 10%). Οι σωλήνες επωάστηκαν για 24 ώρες σε επωαστικό θάλαµο 
στους 30°C και στους 50°C (αν το δείγµα προερχόταν από τη θερµόφιλη φάση) και 
αµέσως µετά λήφθηκε 1ml από την αέρια φάση του σωλήνα για το τεστ του 
ακετυλενίου. 

 

2.6.2 Εκτίµηση αναπνευστικής δραστηριότητας 

  Η αναπνευστική δραστηριότητα προσδιορίστηκε χρησιµοποιώντας µια 
παραλλαγή του ηλεκτρολυτικού αναπνευσίµετρου των Birch & Friend (Manios & Balis, 
1983, Eικόνα 11). H µέθοδος βασίζεται στην ποσοτική αναπλήρωση του οξυγόνου που 
καταναλώνεται από το κόµποστ, µε οξυγόνο που παράγεται ηλεκτρολυτικά. Η 
ποσότητα του καταναλισκόµενου οξυγόνου εκτιµάται από τον όγκο του υδρογόνου που 
παράγεται κατά την ηλεκτρόλυση, το οποίο µπορεί να συλλεχθεί και να ογκοµετρηθεί. 

  50g δείγµατος κόµποστ τοποθετείται σε σφαιρικές φιάλες και επωάζεται σε 
υδατόλουτρο σταθερής θερµοκρασίας 30°C και 50°C (αν το δείγµα προερχόταν από τη 
θερµόφιλη φάση). H διάταξη του ηλεκτρολυτικού αναπνευσίµετρου φαίνεται στην 
εικόνα. 

  Στο εσωτερικό της φιάλης τοποθετείται σωλινίσκος µε 2ml διαλύµατος KOH 
4N και εντός αυτού, ένα κοµµάτι διηθητικού χαρτιού, για αύξηση της επιφάνειας 
δέσµευσης του διαλύµατος ΚΟΗ και άρα η ικανότητα δέσµευσης CO2. Η φιάλη 
σφραγίζεται µε ειδικό πώµα που φέρει στρόφιγγα και σωλήνα που είναι συνδεδεµένος 
µε το ηλεκτρόδιο έκλυσης οξυγόνου στο ποτήρι. Μέσα στο ποτήρι είναι τοποθετηµένη 
µια ανεστραµµένη προχοΐδα συλλογής υδρογόνου, ενώ και τα δύο έχουν πληρωθεί µε 
διάλυµα H2SO4 0.2N. Στο άνοιγµα της προχοΐδας που βρίσκεται µέσα στο ποτήρι, 
υπάρχει προσαρµοσµένο το ηλεκτρόδιο παραγωγής υδρογόνου. Οι ακίδες Pt των 
ηλεκτροδίων συνδέονται µε ηλεκτρική πηγή συνεχούς ρεύµατος µέσω γεφυρών Hg. To 
ηλεκτρόδιο του οξυγόνου, µε τη στρόφιγγα της φιάλης ανοιχτή, κατεβάζεται µέχρι η 
ακίδα Pt να βυθιστεί στο διάλυµα του H2SO4 και τότε ξεκινά η ηλεκτρόλυση. Η 
στρόφιγγα κλείνει. Το ηλεκτρόδιο ανεβάζεται µέχρι να διακοπεί το ηλεκτρικό κύκλωµα. 
Η στιγµή αυτή θεωρείται ως χρονική στιγµή 0. Ανά τακτά χρονικά διαστήµατα 
καταγράφεται ο όγκος του υδρογόνου που συλλέγεται στην προχοΐδα. Οι όγκοι του 
υδρογόνου στην προχοΐδα επηρεάζονται από τη βαροµετρική πίεση Β (mmHg), τη 
θερµοκρασία δωµατίου (°C) και το ύψος του διαλύµατος H2SO4 (cm). Εποµένως, 
πρέπει να γίνουν οι απαραίτητες διορθώσεις, για την αναγωγή τους σε όγκους 
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κανονικών συνθηκών πίεσης και θερµοκρασίας (760 mmHg και 0°C). Οι διορθώσεις 
αυτές γίνονται εφαρµόζοντας τον παρακάτω τύπο: 

V0 = [(Β - δ - 10 hq/d)*V] / P0 (1 + αθ) 
όπου V0 = διορθωµένος όγκος Η2 (760mmHg, 0°C) 

 V = όγκος Η2 στην προχοΐδα (ml) στο χρόνο t 

 Β = βαροµετρική πίεση την στιγµή της ανάγνωσης του V 

 δ = τάση ατµών του διαλύµατος 0.2 Ν Η2SΟ4 (17mmΗg) 

 h = ύψος της στήλης του Η2SΟ4 στην προχοΐδα τη στιγµή της ανάγνωσης 
του V 

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

 d = πυκνότητα Ηg (13.596g/cm3) 

 Ρ0 = κανονική ατµοσφαιρική πίεση (760mm Ηg ) 

 α  = 1/273 = 0.00367 

 Θ = θερµοκρασία του χώρου τη στιγµή της ανάγνωσης του V 

Εποµένως, ο τύπος αναπροσαρµόζεται ως εξής: 
V0 = [(Β-17-0,7815x)(50-x)] / [760*(1+0.00367Θ)] 
όπου x είναι η ανάγνωση της στήλης στο ύψος του µηνίσκου στην προχοΐδα.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Εικόνα 11: Ηλεκτρολυτικό αναπνευσίµετρο. 

   

2.7 Ταξινοµική µελέτη στελεχών µυκήτων 
 

  Τα στελέχη µυκήτων που αποµονώθηκαν, αναγνωρίστηκαν σε επίπεδο 
γένους µε µακροσκοπική παρατήρηση της αποικίας στο στερεοσκόπιο και µε 
παρατήρηση σε διοφθάλµιο φωτονικό µικροσκόπιο (µεγέθυνση µέχρι 1000x), 
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φτιάχνοντας παρασκεύασµα µε τη χρήση της φλοξίνης, που χρωµατίζει το 
κυτταρόπλασµα και διευκολύνει την παρατήρηση των κυττάρων στο µικροσκόπιο. Τα 
χαρακτηριστικά που µελετήθηκαν ήταν: 

  α) τα µακροσκοπικά χαρακτηριστικά της αποικίας όπως το χρώµα της άνω και 
κάτω επιφάνειας της αποικίας, η παραγωγή µεταβολιτών και η διάχυση ή µη στο 
θρεπτικό υπόστρωµα, η επιφάνεια, η µορφολογία, η υφή, το χρώµα και το τάχος 
ανάπτυξης της αποικίας και  

  β) τα µικροσκοπικά χαρακτηριστικά της αποικίας, όπως το σχήµα, το χρώµα, 
η διάταξη των αναπαραγωγικών δοµών, όπως π.χ. των σπορίων, των κλειστοθηκίων, 
τα κονιδιογόνα κύτταρα, η µορφολογία των υφών κ.ά.  

 

2.8 Ταυτοποίηση στελεχών µε τη χρήση µοριακών τεχνικών 
 

2.8.1 Επιλογή στελεχών µυκήτων για ταυτοποίηση 

  Από τα στελέχη µυκήτων που αποµονώθηκαν από τις 4 φάσεις της 
κοµποστοποίησης, επιλέχτηκαν 3 στελέχη που ανήκαν στο γένος Aspergillus και 
παρουσίαζαν ορισµένες διαφορές µεταξύ τους, ως προς τα ταξινοµικά χαρακτηριστικά 
που µελετήθηκαν (Πίνακας 8).  

Πίνακας 8: Στελέχη µυκήτων που ταυτοποιήθηκαν. 

 

 

 

 

 

 

2.8.2 Αποµόνωση ολικού γενετικού υλικού (DNA) 
 

2.8.2.1 Συλλογή καλλιέργειας 

  Τα στελέχη καλλιεργήθηκαν σε θρεπτικό υλικό PDA. Ένα τµήµα της αποικίας 
αφαιρέθηκε µε αποστειρωµένη ανατοµική βελόνα και προστέθηκε σε φιάλη που 
περιείχε υγρό θρεπτικό υλικό Potato Dextrose Broth. Οι φιάλες επωάστηκαν σε 
ανακινούµενο επωαστικό θάλαµο για 3 ηµέρες στους 30°C στις 100rev/min. Το µυκήλιο 
αναπτύσσεται µε τη µορφή pellet στην υγρή καλλιέργεια, η οποία συλλέχθηκε µε τη 
χρήση αντλίας κενού και φίλτρων µικροπορώδους, αφού πρώτα ξεπλύθηκε µε ddH2O. 
Έπειτα, τα δείγµατα  τοποθετήθηκαν στους -80°C, οπότε το περιεχόµενο σε αυτά νερό 

α/α Κωδικός 
στελέχους Περιγραφή 

1 Κ1As1 1η δειγµατοληψία - Παρασκευή σωρού 
Αραίωση: 10-6(γ) 

2 K3As4 
3η δειγµατοληψία - Γύρισµα και 

διαβροχή 
Αραίωση: 10-5(β) 

3 K4As8 
4η δειγµατοληψία - 2η θερµόφιλη 

φάση 
Αραίωση: 10-2(α) 
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παγώνει και ξηράνθηκαν µε τη διαδικασία της κρυοξήρανσης ή λυοφιλίωσης (freeze-
drying). Τα δείγµατα διατηρήθηκαν στους -20°C µέχρι να χρησιµοποιηθούν για την 
αποµόνωση DNA. 

2.8.2.2 Αποµόνωση DNA (genomic extraction) 

 Για την αποµόνωση του γενετικού υλικού χρησιµοποιήθηκε το kit Genomic 
DNA from plant tissue και η αποµόνωση έγινε σύµφωνα µε το πρωτόκολλο (µε 
ορισµένες διαφορές) (NucleoSpin Plant II, Macherey Nagel). 

- Δείγµα πριν τη λύση των κυττάρων 

  Σε eppendorf προστέθηκαν 50mg δείγµατος και αιθανόλη (πλήρωση). 
Ακολούθησε καλή ανάδευση στο vortex και το δείγµα επωάστηκε στους -20°C 
(overnight). Την επόµενη µέρα το δείγµα αναδεύεται καλά στο vortex και 
φυγοκεντρείται στις 13.000rpm για 1min, για την καθίζηση του DNA και την αιώρηση 
της αιθανόλης. Ακολούθως αφαιρείται η υπερκείµενη αιθανόλη.  

- Λύση 

  Προσθήκη 140-160mg sea sand, 200µl διαλύµατος Pl1, καλή ανάδευση και 
οµογενοποίηση µε τη χρήση εµβόλου. Προσθήκη 100µl διαλύµατος Pl1, 
οµογενοποίηση µε το έµβολο και καλή ανάδευση. Επώαση στους 65°C για 30min. 
Προσθήκη 100µl χλωροφορµίου, ανάδευση για 10sec και φυγοκέντρηση στις 
13.000rpm για 20min. 

- Φιλτράρισµα  

  Τοποθέτηση στήλης στο σωλήνα συλλογής και µεταφορά του υπερκείµενου 
στη στήλη. Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 2min. 

- Ρύθµιση συνθηκών δέσµευσης DNA 

  Προσθήκη 450µl διαλύµατος PC, ανάδευση µε πιπέτα και µεταφορά σε 
eppendorf.  

- Δέσµευση DNA 

 Τοποθέτηση στήλης στο σωλήνα συλλογής και µεταφορά 700µl δείγµατος. 
Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 1min. Απόρριψη του διηθήµατος και τοποθέτηση 
της στήλης σε νέο eppendorf.  

- Ξέπλυµα και στέγνωµα της µεµβράνης 

  1η πλύση: Προσθήκη 700µl διαλύµατος ΡW2. Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm 
για 1min. Απόρριψη του διηθήµατος και επανατοποθέτηση της στήλης στο eppendorf. 

  2η πλύση: Προσθήκη 200µl διαλύµατος ΡW2. Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm 
για 2min. Απόρριψη του διηθήµατος και επανατοποθέτηση της στήλης στο eppendorf. 
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- Εκχύλιση DNA  

  Τοποθέτηση της στήλης σε νέο eppendorf και προσθήκη 50µl 
προθερµασµένου διαλύµατος ΒΕ (65°C). Επώαση στο υδατόλουτρο 65°C για 5min. 
Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 1min. Προσθήκη 50µl προθερµασµένου διαλύµατος 
ΒΕ (65°C). Επώαση στο υδατόλουτρο 65°C για 5min. Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm 
για 1min. Διατήρηση του δείγµατος στους -20°C. 

2.8.2.3 Προσδιορισµός συγκέντρωσης και καθαρότητας νουκλεϊκών 
οξέων 

  Η συγκέντρωση των νουκλεϊκών οξέων (ng/µl) στο διάλυµα έκλουσης (Elution 
Buffer) προσδιορίστηκε φωτοµετρώντας στα 260nm µε τη χρήση σπεκτροφωτοµέτρου 
(Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer). Ο λόγος της οπτικής πυκνότητας στα 260nm 
προς την οπτική πυκνότητα στα 280nm (OD260/OD280) προσδιορίζει την καθαρότητα 
του δείγµατος. OD260/OD280 ≥ 1.8 σηµαίνει ότι το δείγµα είναι καθαρό. 

2.8.2.4 Αλυσιδωτή Αντίδραση Πολυµεράσης (PCR) 

  Με τη µέθοδο της PCR ενισχύθηκαν δύο περιοχές του γενετικού υλικού των 
στελεχών µε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών (primers). Ενισχύθηκε µια περιοχή του 
γονιδίου που κωδικοποιεί για το 18S rRNA, µήκους 746 ζεύγη βάσεων. Επίσης, 
ενισχύθηκε η ITS περιοχή του ριβοσωµικού DNA (rDNA) των µυκήτων, που το µήκος 
της κυµαίνεται από 565 έως 613 ζέυγη βάσεων. Οι αλληλουχίες των εκκινητών που 
χρησιµοποιήθηκαν είναι καταγραµµένες στον Πίνακα 9. Για την πραγµατοποίηση της 
αντίδρασης PCR χρησιµοποιήθηκε το kit DyNAzyme EXT DNA Polymerase 
(FINNZYMES). 

Πίνακας 9: Αλληλουχίες εκκινητών που χρησιµοποιήθηκαν για την ενίσχυση του  
18S rRNA και ITS. 

 

Γονίδιο  Ονοµασία Νουκλεοτιδική Αλληλουχία (5’ - 3’) 

18S 
rRNA 

Forward nu-SSU-0817 TTAGCATGGAATAATRRAATAGGA 

Reverse nu-SSU-1563 ATTGCAATGCRCTATCCCCA 

ITS 
Forward FungITS_F TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

Reverse FungITS_R TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

  Οι συνθήκες που εφαρµόστηκαν για την πραγµατοποίηση της αντίδρασης 
PCR παρουσιάζονται στον Πίνακα 10. 
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Πίνακας 10: Συνθήκες πραγµατοποίησης PCR (ίδιες και για τα δύο γονίδια). 

Στάδιο  

Αρχική αποδιάταξη (initial 
denaturation) 

94°C για 3min 

Αποδιάταξη (denaturation) 94°C για 1min 

Υβριδισµός εκκινητών* (annealing) 45°C για 1min 

Επιµήκυνση (extention) 72°C για 1.30min 

Τελική επιµήκυνση (final extention) 72°C για 10 min 

Διατήρηση (hold) 4°C 
 

  Για την αντίδραση PCR χρησιµοποιήθηκαν τα αντιδραστήρια που 
παρουσιάζονται στον Πίνακα 11. Η συγκέντρωση του γενωµικού DNA που 
χρησιµοποιείται στην PCR πρέπει να είναι 50-60ng. Αναλόγως µε την τιµή της 
συγκέντρωσης DNA που µετρήθηκε στο σπεκτροφωτόµετρο µετά την εκχύλιση του 
DNA, προσαρµόζεται η ποσότητα DNA που θα χρησιµοποιηθεί στην αντίδραση καθώς 
και ο όγκος του ddH2O. 

Πίνακας 11: Αντιδραστήρια PCR και ποσότητες ανά αντίδραση. 

 

 

 

 

	  

	  

	  

	  

	  

2.8.2.5 Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης  

  Μετά την ενίσχυση των γονιδίων, τα προϊόντα της PCR ηλεκτροφορήθηκαν σε 
πήκτωµα αγαρόζης, µε σκοπό την αποµόνωση της ζώνης DNA που προέκυψε από την 
αντίδραση. Για την ηλεκτροφόρηση χρησιµοποιήθηκε πήκτωµα αγαρόζης 1%. Η 
παρασκευή του έγινε ως εξής: 0.5g αγαρόζης προστέθηκαν σε 50ml διαλύµατος ΤΑΕ 
(1%). Το διάλυµα θερµάνθηκε σε φούρνο µικροκυµάτων µέχρι να είναι οµοιογενές. Στο 
διάλυµα, αφού κρυώσει, προστέθηκαν 5µl διαλύµατος βρωµιούχου αιθιδίου (10mg/ml). 

Αντιδραστήρια 
Όγκος ανά 

αντίδραση (µl) 

10x PCR ρυθµιστικό διάλυµα (+MgCl2) 5 

dNTPs (10 mM το καθένα) 1 

Εκκινητής ευθείας κατεύθυνσης (forward) (10 
µM) 

1 

Εκκινητής αντίστροφης κατεύθυνσης (reverse) 
(10 µM) 

1 

DMSO 2 

Taq πολυµεράση (2U/µl) 0.5 

ddH20 (ανάλογα µε τον τελικό όγκο) 38.5 

Genomic DNA (50-60 ng) 1 

Τελικός όγκος 50 
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Το διάλυµα αναδεύτηκε και προστέθηκε στη συσκευή ηλεκτροφόρησης για να 
στεροποιηθεί. Έπειτα φορτώθηκαν 2µl χρωστικής  φόρτωσης (loading dye), µικρή 
ποσότητα µοριακού µάρτυρα για να βρεθεί το µέγεθος που αντιστοιχεί σε κάθε ζώνη 
και µετά τα δείγµατα. Με την παροχή τάσης (80V) από έναν προµηθευτή τάσεως, 
συσκευή τίθεται σε λειτουργία.  

2.8.2.6 Αποµόνωση και καθαρισµός ζώνης  

  Σε µηχάνηµα UV κόβονται οι ζώνες και προστίθενται σε eppendorf. 
Καταγράφεται το καθαρό βάρος κάθε ζώνης και έπειτα µε τη χρήση του PCR clean-up 
Gel Extraction kit (Nucleospin Extract II- Macherey Nagel), γίνεται καθαρισµός του 
DNA από την αγαρόζη, όπως ακριβώς περιγράφεται στο πρωτόκολλο.  

2.8.2.7 Τεχνητή σύνδεση σε πλασµιδιακό φορέα (ligation) 

  Τα προϊόντα της PCR ενσωµατώθηκαν στον πλασµιδιακό φορεά pGEM-T 
Easy (Promega) µε την αντίδραση τεχνητής σύνδεσης (ligation). O φορέας αυτός είναι 
ευθυγραµµισµένος και φέρει µονόκλωνα 3’ άκρα µε 2 βάσεις θυµίνης, που εµποδίζουν 
το πλασµίδιο να κυκλοποιηθεί, κάνοντας εύκολη την ενσωµάτωση του DNA που 
ενισχύθηκε µε την PCR. Το πλασµίδιο διαθέτει τον υποκινητή lac και το γονίδιο lacZ’ 
που κωδικοποιεί ένα λειτουργικό τµήµα της β-γαλακτοσιδάσης (Εικόνα 12). Αν η 
ένθεση του DNA γίνει µέσα στο γονίδιο αυτό, και µετασχηµατισµένα κύτταρα E. coli µε 
το πλασµίδιο αυτό αναπτυχθούν σε τρυβλίο µε θρεπτικό υπόστρωµα που περιέχει τη 
χηµική ένωση Χ-gal, τότε θα είναι δυνατή η επιλογή των ανασυνδυασµένων κλώνων 
βάσει χρώµατος, αφού οι µη-ανασυνδυασµένοι κλώνοι θα υδρολύουν την Χ-gal, 
απελευθερώνοντας µια σχετικά αδιάλυτη κυανή χρωστική. Αυτές οι αποικίες είναι µπλε. 
Επίσης, ο φορέας φέρει γονίδιο ανθεκτικότητας στην αµπικιλίνη. Οι ανασυνδυασµένοι 
κλώνοι µόνο αναπτύσσονται σε θρεπτικό υπόστρωµα µε αµπικιλίνη. Τα αντιδραστήρια 
που χρησιµοποιήθηκαν στην αντίδραση ligation έχουν καταγραφεί στον Πίνακα 13. 
Στην αντίδραση η αναλογία των µορίων του φορέα προς των µορίων του DNA ένθεσης 
(insert) ήταν 1:3, ώστε κάθε φορέα να αντιστοιχούν 3 µόρια DNA και να εξασφαλιστεί η 
επιτυχής ενσωµάτωση. Εποµένως, υπολογίστηκε η συγκέντρωση του DNA από τον 
εξής τύπο: 

 

Η αντίδραση πραγµατοποιήθηκε µε επώαση στους 4°C (overnight). 
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Εικόνα 12: Ο χάρτης του πλασµιδιακού φορέα κλωνοποίησης Pgem-T Easy (Promega). 

Πίνακας 12: Αντιδραστήρια και ποσότητες ανά αντίδραση. 

Αντιδραστήρια 
Όγκος ανά  

αντίδραση (µl) 
για το Κ3Αs4 

Όγκος ανά    
αντίδραση (µl) για 
τα K1As1, K4As8 

Πλασµιδιακός φορέας 0.5 0.5 

Ένζυµο Τ4 λιγάση (1U/µl) 0.5 0.5 

2x ρυθµιστικό διάλυµα 
λιγάσης  

5 - 

10x ρυθµιστικό διάλυµα 
λιγάσης  

- 2 

PEG  - 1.2 

ddH20 (έως τελικό όγκο 
10µl) 

3 8.8 

Ένθετο τµήµα DNA 
(Insert) 

1 7 

Total  10 20 
 

 2.8.2.8 Μετασχηµατισµός δεκτικών κυττάρων E. coli (Transformation) 

  Τα ανασυνδυασµένα πλασµίδια χρησιµοποιήθηκαν για το µετασχηµατισµό 
κυττάρων του στελέχους E. coli Xl Blue. Τα κύτταρα αυτά ονοµάζονται δεκτικά 
(competent cells).  

Παρασκευή δεκτικών κυττάρων: 

  Εµβολιασµός 5ml lB µε δείγµα κυττάρων E. coli Xl-Blue από στοκ γλυκερόλης 
και επώαση των κυττάρων στους 37°C (overnight). 
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  Εµβολιασµός 1ml από την καλλιέργεια σε 50ml υγρού θρεπτικού υλικού LB 
(Lysogeny Broth) και επώαση στους 37°C για 2h (OD600=0.7). Τοποθέτηση στον πάγο 
για 5 min και φυγοκέντρηση στις 4.500rpm για 15min στους 4°C. 

  Τοποθέτηση στον πάγο και επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 50ml CaCl2 80mM. 

  Τοποθέτηση στον πάγο για 45min και φυγοκέντρηση στις 4.500rpm για 15min.  

  Επαναδιάλυση του ιζήµατος σε 5ml CaCl2 80mM και τοποθέτηση στον πάγο 
για 45min. Προσθήκη 15% γλυκερόλης (900µl glycerol στα 5ml κυττάρων). 

  Μεταφορά σε eppendorf (100µl) και επώαση στον πάγο µέχρι να γίνουν 
λευκά. Φύλαξη στους -80°C.  

α) Μετασχηµατισµός 

  Προσθήκη 100µl δεκτικών κυττάρων στο eppendorf που έγινε η αντίδραση 
ligation, ανάδευση και επώαση στον πάγο για 5min. 

  Τοποθέτηση στο υδατόλουτρο στους 42°C για 1min και 30sec ακριβώς, για να 
σπάσουν οι βακτηριακές µεµβράνες και να εισέλθουν τα πλασµίδια µέσα στα κύτταρα. 
Επώαση στον πάγο για 30sec. 

  Προσθήκη 200µl θρεπτικού υλικού LB και επώαση στο υδατόλουτρο στους 
37°C για 1h. 

  Προσθήκη 50µl X-gal, η οποία υδρολύεται από τη β-γαλακτοσιδάση, 
παράγοντας µια ουσία µπλε χρώµατος και 2µl IPTG (0.5M), που είναι επαγωγέας για 
την έκφραση της X-gal.  

  Διασπορά (plating) των κυττάρων σε τρυβλίο µε στερεό θρεπτικό υπόστρωµα 
LB µε αµπικιλίνη και επώασή τους σε επωαστικό θάλαµο στους 37°C για 18 ώρες. 

  Η σύσταση του LB είναι η εξής: 

Tryptone ή Peptone from casein 10g, NaCl 10g, yeast exctract 5g, dΗ2O 1l. 

  Οι αποικίες που θα αναπτυχθούν θα έχουν είτε λευκό χρώµα, αν ήταν 
επιτυχής ο ανασυνδυασµός των πλασµιδίων µε το insert και η ενσωµάτωσή τους στα 
κύτταρα, επειδή η ένθεση του DNA έγινε µέσα στο γονίδιο που κωδικοποιεί για τη β-
γαλακτοσιδάση είτε έχουν µπλε χρώµα, αν δεν έγινε επιτυχώς ο ανασυνδυασµός και ο 
µετασχηµατισµός, οπότε η β-γαλακτοσιδάση παράγεται και υδρολύει την X-gal. 

β) Επιλογή µοναδικής αποικίας 

 3 αποικίες επιλέγονται και καθεµία εµβολιάζεται σε universal που περιείχαν 5ml 
υγρό θρεπτικό υλικό LB και 5µl αµπικιλίνη και επωάζονται σε ανακινούµενο επωαστικό 
θάλαµο (shaker) στους 37°C για 18 ώρες για την επιλογή των µετασχηµατισµένων 
κυττάρων.  
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2.8.2.9 Αποµόνωση πλασµιδιακού DNA από τα µετασχηµατισµένα 
κύτταρα 

   Η αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA που φέρει την ένθεση γίνεται σε 2 
βήµατα: α) γίνεται κατάτµηση µε ένζυµο περιορισµού για επαλήθευση της 
ενσωµάτωσης του insert στο πλασµίδιο, µε κατάτµηση µε τη µέθοδο του βρασµού 
(Boiling preparation) και β) γίνεται αποµόνωση και καθαρισµός του πλασµιδιακού DNA 
µε τη χρήση kit (Qia Prep) για να είναι έτοιµο για αλληλούχιση.  

α) Mέθοδος Bρασµού (Boiling Preparation) 

   Φυγοκέντρηση 1.5ml των µετασχηµατισµένων κυττάρων που καλλιεργήθηκαν 
στο lB + αµπικιλίνη, στις 13.000rpm για 3min (3 φορές για κάθε δείγµα - 1 φορά για 
κάθε αποικία µετασχηµατισµένων κυττάρων που επιλέχτηκε). Απόρριψη του 
υπερκείµενου. 

   Επαναδιάλυση της pellet των κυττάρων σε 150µl διαλύµατος STET, παρουσία 
2µl του ενζύµου λυσοζύµη (25mg/ml) και καλή ανακίνηση για την πλήρη διάλυση της 
pellet. Το δείγµα βράζεται για 45sec. 

   Φυγοκέντρηση για 20min στις 13.000rpm. To ίζηµα αποµακρύνεται µε 
αποστειρωµένη οδοντογλυφίδα. Το πλασµιδιακό DNA έχει µείνει στο υπερκείµενο, 
καθώς η λυσοζύµη προκάλεσε τη λύση των κυτταρικών µεµβρανών, οι πρωτεΐνες 
έχουν κατακρηµνιστεί µε το STET, µε το βρασµό έχουν κροκκιδωθεί και µε τη 
φυγοκέντρηση κατακρηµνίζονται, µαζί µε τις αποδιαταγµένες µεµβράνες και το DNA 
πάνω σε αυτές. 

   Προσθήκη 180µl ισοπροπανόλης και ήπια ανάδευση. Φυγοκέντρηση στις 
13.000rpm για 5min, για την κατακρήµνιση του πλασµιδιακού DNA. Το υπερκείµενο 
αποµακρύνεται και το eppendorf αφήνεται να στεγνώσει. Το ίζηµα επαναδιαλύεται µε 
την προσθήκη 20µl διαλύµατος TE και µε ανάδευση µε την πιπέτα.  

 Πέψη του πλασµιδιακού DNA µε την περιοριστική ενδονουκλεάση (EcoRI) και 
επώαση στους 37°C για 90min. Μετά την αντίδραση το προϊόν της πέψης 
ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης (1%) και επιλέγονται οι αρχικές καλλιέργειες 
που έδωσαν την καλύτερη εικόνα στην ηλεκτροφόρηση.  

 Τα αντιδραστήρια και οι ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν για τη διαδικασία 
πέψης περιγράφονται στον Πίνακα 13. 

Πίνακας 13: Αντιδραστήρια και ποσότητες ανά αντίδραση. 

Αντιδραστήρια 
Όγκος ανά αντίδραση 

(µl) 

Πλασµιδιακός DNA 4 

EcoRI enzyme 0,5 

10x buffer EcoRI 2 
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Αντιδραστήρια 
Όγκος ανά αντίδραση 

(µl) 

RNase  0,2 

ddH20 (έως τελικό όγκο 20 µl) 13.3 

Total  20 
 

β) QIA Prep 

 Η διαδικασία έγινε µε τη χρήση Plasmid DNA Purification kit (Qiagen), 
σύµφωνα µε το πρωτόκολλο (Εικόνα 13). 

 Φυγοκέντρηση 1.5ml των κυττάρων από τις καλλιέργειες που επιλέχτηκαν στις 
13.000rpm για 3min, απόρριψη υπερκείµενου και προσθήκη στο eppendrof 1.5ml των 
κυττάρων της καλλιέργειας, επανάληψη της φυγοκέντρησης και απόρριψη του 
υπερκείµενου. 

 Προσθήκη 250µl διαλύµατος Α1 και διάλυση του ιζήµατος στο vortex. 

 Προσθήκη 240µl διαλύµατος Α2 και ανακίνηση µε το χέρι. 

 Προσθήκη 290µl διαλύµατος Α3 και ανακίνηση µε το χέρι. 

 Φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 5min. Το υπερκείµενο µεταφέρεται στην 
στήλη και το σωλήνα συλλογής της µεθόδου και φυγοκεντρείται στις 13.000rpm για 
1min. Ο σωλήνας συλλογής αδειάζεται. 

 Προσθήκη 600µl διαλύµατος Α4 και επανάληψη της φυγοκέντρησης στις 
13.000rpm για 1min. Ο σωλήνας συλλογής αδειάζεται και φυγοκεντρείται ξανά στις 
13.000rpm για 2min. Η στήλη µεταφέρεται σε ένα eppendorf και προστίθενται 50µl 
διαλύµατος ΑΕ. Επώαση για 1-7min και φυγοκέντρηση στις 13.000rpm για 1min. 

 Πέψη του πλασµιδιακού DNA µε την περιοριστική ενδονουκλεάση (EcoRI) και 
επώαση στους 37°C για 90min. Μετά την αντίδραση το προϊόν της πέψης 
ηλεκτροφορείται σε πήκτωµα αγαρόζης (1%) για να επαληθευτεί ότι έγινε σωστά η 
πέψη. Προσδιορισµός της συγκέντρωσης του πλασµιδιακού DNA µε φωτοµέτρηση στο 
σπεκτροφωτόµετρο. Στέγνωµα 1200ng πλασµιδιακού DNA για την αλληλούχιση.   

 Τα αντιδραστήρια και οι ποσότητες που χρησιµοποιήθηκαν για τη διαδικασία 
πέψης περιγράφονται στον Πίνακα 14. 

Πίνακας 14: Αντιδραστήρια και ποσότητες ανά αντίδραση. 

Αντιδραστήρια Όγκος ανά αντίδραση (µl) 

Πλασµιδιακό DNA 2-4 

EcoRI enzyme 0.5 

10x buffer EcoRI 2 
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Αντιδραστήρια Όγκος ανά αντίδραση (µl) 

ddH20 (έως τελικό όγκο 20 
µl) 

15.5-13.5 

Total  20 
 

* H συγκέντρωση του πλασµιδιακού DNA και άρα και του νερού (για την συµπλήρωση του 
τελικού όγκου) εξαρτάται από την τιµή της συγκέντρωσης που έδωσε στη φωτοµέτρηση µετά 
την πρώτη πέψη. 

2.8.2.10 Προσδιορισµός της αλληλουχίας των δειγµάτων και φυλογενετική 
ανάλυση 

 Τα δείγµατα στάλθηκαν σε αναλυτικό εργαστήριο για τον προσδιορισµό της 
αλληλουχίας τους (sequencing). Τα αποτελέσµατα που λήφθηκαν συγκρίθηκαν και 
αναλύθηκαν µε αλληλουχίες που έχουν καταχωρηθεί στη βάση δεδοµένων GenBank, 
µε τη χρήση του αλγορίθµου BLAST του NCBI. Οι ακολουθίες ευθυγραµµίστηκαν µε 
χρήση του αλγορίθµου ClustalW, που είναι ένα πρόγραµµα ευρείας χρήσης για την 
ευθυγράµµιση πολλαπλών αµινοξικώνή νουκλεοτιδικών αλληλουχιών DNA και του 
προγράµµατος Mega 5.0. Η µέθοδος Neighbor Joining (Saitou & Nei, 1987) 
εφαρµόστηκε για την κατασκευή φυλογενετικών δενδρογραµµάτων χρησιµοποιώντας 
τις αλληλουχίες των στελεχών και κάποιες αλληλουχίες αναφοράς.  

 

Eικόνα 13: Συνοπτική περιγραφή της διαδικασίας αλληλούχισης µε τη µέθοδο της PCR.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Φυσικο-χηµικές και µικροβιολογικές αναλύσεις 

3.1.1 Φυσικο-χηµικές Παράµετροι 

 
1. Θερµοκρασία 
 Η µέτρηση της θερµοκρασίας γινόταν καθηµερινά. Η αρχική µεσόφιλη φάση 
διήρκησε µόνο µία ηµέρα, λόγω του έντονου ρυθµού αποσύνθεσης και της έκλυσης 
θερµότητας κατά τη µεταβολική δραστηριότητα των  µικροοργανισµών. Η πρώτη 
θερµόφιλη φάση διήρκεσε από τη 2η µέχρι την 5η ηµέρα κοµποστοποίησης. Η µέγιστη 
θερµοκρασία καθόλη τη διάρκεια της διαδικασίας µετρήθηκε την 4η ηµέρα 
κοµποστοποίησης, και ήταν 59°C. Ακολούθησε η δεύτερη µεσόφιλη φάση που 
διήρκεσε από την 6η ως την 64η ηµέρα. Η δεύτερη θερµόφιλη φάση παρατηρήθηκε τις 
ηµέρες 65 ως 72, ενώ µετά την 72η ηµέρα ξεκίνησε η τρίτη µεσόφιλη φάση, ή φάση 
ωρίµανσης. Η διακύµανση της θερµοκρασίας κατά τη διάρκεια της κοµποστοποίησης 
φαίνεται στο Διάγραµµα 1. 

	  

Πίνακας 15: Διάρκεια φάσεων κοµποστοποιήσης στο σωρό. 

 

 

 

 

 

 

 Κατά τη δεύτερη µεσόφιλη φάση παρατηρήθηκε µεγάλη διακύµανση της 
θερµοκρασίας του σωρού. Καθώς οι οργανικές ουσίες αποικοδοµούνται από µία οµάδα 
µικροοργανισµών, η θερµοκρασία µειώνεται, µέχρι να δραστηριοποιηθεί η επόµενη 
οµάδα µικροοργανισµών που είναι ικανή να µεταβολίσει το υπάρχον οργανικό υλικό, 
οπότε αυξάνεται ξανά. Η µεταβολή της θερµοκρασίας δείχνει, δηλαδή, και τη διαδοχή 
των µικροοργανισµών στο κόµποστ. Επιπλέον, παρατηρήθηκε ότι η 2η θερµόφιλη 
φάση διήρκησε επτά ηµέρες (3 ηµέρες επιπλέον από την πρώτη). Η παρατεταµένη 
αυτή διάρκεια µπορεί να αποδοθεί στο οργανικό φορτίο των ΥΑΕ, το οποίο χρειάζεται 
περισσότερο χρόνο για να αποικοδοµηθεί από τους µικροοργανισµούς του κόµποστ, 
αλλά και στο γεγονός ότι κατά τα τελευταία στάδια της διαδικασίας συσωρεύονται οι 
δύσκολα αποδοµήσιµες ουσίες που αποσυντίθενται µε πιο αργό ρυθµό. 

  

Φάσεις 
κοµποστοποίησης Διάρκεια φάσεων Διακύµανση 

θερµοκρασίας (°C) 

1η µεσόφιλη 0 - 1η ηµέρα 25 

1η θερµόφιλη 2η - 5η ηµέρα 51 - 46 (µέγιστη: 59) 

2η µεσόφιλη 6η - 64η ηµέρα 32 - 38 

2η θερµόφιλη 65η - 72η ηµέρα 45 - 42 (µέγιστη: 54.4) 

Φάση ωρίµανσης Μετά την 72η ηµέρα 23 - 27 
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Διάγραµµα 1: Η διακύµανση της θερµοκρασίας κατά την κοµποστοποίηση. 

 

2. Οξύτητα (pH) 

 Ο σωρός είχε όξινο pH (pH=6.45) κατά την έναρξη της κοµποστοποίησης 
(Διάγραµµα 2), γεγονός που οφείλεται στην ύπαρξη µεγάλων ποσοτήτων οργανικών 
οξέων και φαινολικών ενώσεων των ΥΑΕ (pH ΥΑΕ περίπου 5.5). Μετά τη θερµόφιλη 
φάση, το pH αυξήθηκε και έφτασε την τιµή 7.65. Η αύξηση αυτή αποδίδεται στη δράση 
των µικροοργανισµών, οι οποίοι αποικοδοµούν τις οργανικές ενώσεις του σωρού και 
στην παραγωγή αµµωνίας, κατά την αµµωνιοποίηση και ανοργανοποίηση των 
αζωτούχων οργανικών ενώσεων. Στη συνέχεια, το pH µειώθηκε ελάχιστα, λόγω 
αποµάκρυνσης της αµµωνίας, και µετά το γύρισµα και τη διαβροχή, η έναρξη της 
δεύτερης θερµόφιλης φάσης οδήγησε σε περαιτέρω αποικοδόµηση οργανικού υλικού 
και µικρή πάλι αύξηση του pH. 

 

	  

Διάγραµµα 2: Η διακύµανση του pH κατά την κοµποστοποίηση. 
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3. Υγρασία 

 Η αρχική υγρασία του σωρού ήταν 75% (Διάγραµµα 3). Κατά την πρώτη 
µεσόφιλη και θερµόφιλη φάση το ποσοστό υγρασίας µειώθηκε στο 52%, γεγονός που 
αποδίδεται στην εξάτµιση λόγω της έντονης µικροβιακής δραστηριότητας και των 
υψηλών θερµοκρασιών που αναπτύχθηκαν. Μετά την 6η ηµέρα της κοµποστοποίησης 
η υγρασία µειώθηκε ελάχιστα µέχρι την ηµέρα, που έγινε το γύρισµα και η διαβροχή, 
οπότε από 48.53% έφτασε στο 76.34%. 

	  

 

 

 

 

 

 

Διάγραµµα 3: Η διακύµανση της υγρασίας κατά την κοµποστοποίηση. 

4. Ηλεκτρική αγωγιµότητα (EC) 

Η ηλεκτρική αγωγιµότητα του σωρού παρουσίασε έντονη πτωτική τάση κατά τη 
διάρκεια της θερµόφιλη φάσης, ενώ αυξήθηκε κατά τη δεύτερη µεσόφιλη φάση µέχρι 
την ηµέρα του γυρίσµατος – διαβροχής (Διάγραµµα 4). Μετά τη δεύτερη θερµόφιλη 
φάση η ηλεκτρική αγωγιµότητα µειώθηκε κατακόρυφα. Η µείωση αυτή οφείλεται 
πιθανόν στην αποµάκρυνση των υδατοδιαλυτών αλάτων, κυρίως αµέσως µετά το 
γύρισµα και τη διαβορχή του σωρού. Το εύρος της ηλεκτρικής αγωγιµότητας στο σωρό 
κυµάνθηκε µεταξύ 3.74 και 5.87 mS/cm.	  	  

 

	  

 

 

 

 

 

Διάγραµµα 4: Η διακύµανση της ηλεκτρικής αγωγιµότητας κατά την κοµποστοποίηση. 
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5. Το νιτρικό άζωτο (ΝΟ3
- - Ν) 

 Η συγκέντρωση νιτρικού αζώτου µειώθηκε σηµαντικά κατά την πρώτη 
θερµόφιλη φάση και παρέµεινε σε χαµηλά επίπεδα µέχρι τη µέρα του γυρίσµατος και 
της διαβροχής. Μικρή αύξηση παρατηρήθηκε προς το τέλος της δεύτερης θερµόφιλης 
φάσης, ενώ παρέµεινε σχεδόν σταθερή µέχρι την έναρξη της φάσης ωρίµανσης 
(Διάγραµµα 5). 

	  

Διάγραµµα 5: Η συγκέντρωση του νιτρικού αζώτου κατά την κοµποστοποίηση. 

 

6. Το αµµωνιακό άζωτο (ΝΗ4+ -Ν) 

 Η πορεία που ακολούθησε η συγκέντρωση του αµµωνιακού αζώτου είναι 
παρόµοια µε αυτή του νιτρικού αζώτου. Η συγκέντρωση ήταν υψηλή, αρχικά, και 
µειώθηκε πολύ στην πρώτη θερµόφιλη φάση. Η περαιτέρω µείωση που παρατηρήθηκε 
είναι µικρή, ενώ µετά το γύρισµα και τη διαβροχή, η συγκέντρωση του αµµωνιακού 
αζώτου αυξήθηκε ελάχιστα (Διάγραµµα 6).  

	  

Διάγραµµα 6: Η συγκέντρωση του αµµωνιακού αζώτου κατά την κοµποστοποίηση. 
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7. Ολικό άζωτο 

 Η συγκέντρωση του ολικού αζώτου κατά τη διάρκεια της κοµποστοποίησης 
αυξήθηκε από 1.88% σε 3.07% την 68η ηµέρα, όπως φαίνεται στο Διάγραµµα 7. 

 H αυξηµένη συγκέντρωση αζώτου σε όλη τη διαδικασία οφείλεται στη µείωση του 
βάρους του σωρού. 

	  

Διάγραµµα 7: Η συγκέντρωση του ολικού αζώτου κατά την κοµποστοποίηση. 

 

3.1.2 Μικροβιολογικές αναλύσεις 

1. Ολικά βακτήρια 

 Η αρχική συγκέντρωση του πληθυσµού των ολικών βακτηρίων στο σωρό κατά 
την πρώτη θερµόφιλη φάση µειώθηκε, γεγονός που πιθανώς οφείλεται στην απότοµη 
αύξηση της θερµοκρασίας. Πολλά βακτήρια δεν δύνανται να επιβιώσουν σε τόσο 
υψηλές θερµοκρασίες. Κατά τη δεύτερη µεσόφιλη φάση ο αριθµός των βακτηρίων 
άρχισε σταδιακά να αυξάνεται, καθώς η θερµοκρασία µειώθηκε. Η µέγιστη τιµή της 
συγκέντρωσης του πληθυσµού των βακτηρίων παρατηρήθηκε την 62η ηµέρα (γύρισµα 
και διαβροχή). Η δεύτερη θερµόφιλη φάση που ακολούθησε µείωσε εκ νέου τον αριθµό 
των βακτηρίων, λόγω των υψηλών θερµοκρασιών που αναπτύχθηκαν (Διάγραµµα 8). 
Το εύρος του πληθυσµού των βακτηρίων στο σωρό κυµάνθηκε από 2.67 x 108 έως 
1.91 x 1011 CFU ανά γραµµάριο ξηρού βάρους. 

Ηµέρες Κοµποστοποίησης 
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Διάγραµµα 8: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των ολικών βακτηρίων κατά την κοµποστοποίηση. 

2. Μύκητες 

 Η αρχική συγκέντρωση του πληθυσµού των µυκήτων µειώθηκε κατά την 
πρώτη θερµόφιλη φάση της κοµποστοποίησης. Η µείωση αυτή είναι αναµενόµενη, 
αφού οι µύκητες είναι κυρίως µεσόφιλοι µικροοργανισµοί. Στη συνέχεια, κατά τη 
δεύτερη µεσόφιλη φάση, η συγκέντρωσή τους αυξήθηκε, ενώ κατά τη δεύτερη 
θερµόφιλη φάση παρατηρήθηκε εκ νέου µείωση (Διάγραµµα 9). Το εύρος του 
πληθυσµού των µυκήτων στο σωρό κυµαίνεται από 6.93 x 105 έως 1.84 x 107 CFU ανά 
γραµµάριο ξηρού βάρους. 

	  

Διάγραµµα 9: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των µυκήτων κατά την κοµποστοποίηση. 

3. Ακτινοµύκητες 

 Η αρχική συγκέντρωση των ακτινοµυκήτων ήταν µεγαλύτερη από αυτή των 
µυκήτων. Κατά την πρώτη µεσόφιλη και θερµόφιλη φάση παρατηρήθηκε µείωση της 
συγκέντρωσής τους. Κατά τη δεύτερη µεσόφιλη ο αριθµός τους αυξήθηκε, έως και τη 
δεύτερη θερµόφιλη φάση. Κατά τη διάρκεια της δεύτερης θερµόφιλης φάσης ο αριθµός 
τους µειώθηκε σηµαντικά (Διάγραµµα 10). Το εύρος του πληθυσµού των 
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ακτινοµυκήτων στο σωρό κυµαίνεται από 1.97 x 106 έως 4.53 x 109 CFU ανά 
γραµµάριο ξηρού βάρους. 

	  

Διάγραµµα 10: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των ακτινοµυκήτων κατά την κοµποστοποίηση. 

4. Σποριογόνα Βακτήρια 

 Τις πρώτες έξι ηµέρες της κοµποστοποίησης παρατηρήθηκε µείωση του 
αριθµού των σποριογόνων βακτηρίων (8.39 x 107 CFU ανά γραµµάριο ξηρού βάρους). 
Από τη δεύτερη µεσόφιλη φάση, όµως, µέχρι το τέλος της διαδιακασίας, ο αριθµός τους 
παρουσίασε µια µικρή αύξηση µέχρι να φτάσει τα 2.62 x 109 CFU ανά γραµµάριο 
ξηρού βάρους (Διάγραµµα 11). 

 

Διάγραµµα 11: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των σποριογόνων βακτηρίων κατά την 
κοµποστοποίηση. 
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5. Κυτταρινολυτικά Βακτήρια 

 Στις δύο πρώτες δειγµατοληψίες, που αντιστοιχούσαν στις δύο πρώτες φάσεις 
κοµποστοποίησης, δεν βρέθηκαν κυτταρινολυτικά βακτήρια. Βρέθηκαν για πρώτη 
φορά στη 2η µεσόφιλη φάση, ενώ ο αριθµός τους αυξήθηκε ελάχιστα στη δεύτερη 
θερµόφιλη φάση (Διάγραµµα 12). Οι αποικίες µετρήθηκαν βάσει της ζώνης διαύγειας 
που δηµιουργήθηκε σε τρυβλία µε χρήση ιωδιούχου καλίου. Το εύρος του πληθυσµού 
τους κυµάνθηκε από 4.61 x 109 έως 1.73 x 1010 CFU ανά γραµµάριο ξηρού βάρους. 

	  

Διάγραµµα 12: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των κυτταρινολυτικών βακτηρίων κατά την 
κοµποστοποίηση. 

6. Αζωτοδεσµευτικά Βακτήρια 

 Στο τέλος της πρώτης θερµόφιλης φάσης, ο αριθµός των αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων µειώθηκε δραστικά. Κατά τη δεύτερη µεσόφιλη φάση η συγκέντρωσή τους 
στο σωρό παρουσίασε µια αυξητική τάση, ενώ µετά τη διαβροχή η συγκέντρωσή τους 
παρέµεινε σχεδόν σταθερή. Το εύρος του πληθυσµού τους κυµάνθηκε από 1.40 x 104 
µέχρι 1.43 x 106 CFU ανά γραµµάριο ξηρού βάρους (Διάγραµµα 13).  

 

 

 

 

Διάγραµµα 13: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων κατά την 
κοµποστοποίηση, µετά από επώαση στους 30°C. 

Διακύµανση του πληθυσµού των αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων στις µεσόφιλες φάσεις, µετά από επώαση 

στους 30οC 
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 Όταν οι σωλήνες για την εκτίµηση του πληθυσµού των αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων επωάσθηκαν στους  50°C (δειγµατοληψία στις θερµόφιλες φάσεις), 
παρατηρήθηκε ότι ενώ στην πρώτη θερµόφιλη σε κανένα σωλήνα δεν αναπτύχθηκαν 
αζωτοδεσµευτικά βακτήρια, στη δεύτερη θερµόφιλη υπήρχε αύξηση του πληθυσµού 
των θερµόφιλων/θερµοανθεκτικών αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων (Διάγραµµα 14). Ο 
πληθυσµός που µετρήθηκε ήταν 0.07 x 104 CFU ανά γραµµάριο ξηρού βάρους.  

 

Διάγραµµα 14: Η διακύµανση της συγκέντρωσης των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων κατά την 
κοµποστοποίηση, µετά από επώαση στους 50°C. 

7. Αζωτοδεσµευτική ικανότητα δειγµάτων κόµποστ 

 Η ικανότητα αζωτοδέσµευσης ελέχθηκε και απευθείας σε δείγµα από το σωρό, 
αλλά δεν υπήρξε κάποιο θετικό αποτέλεσµα στη δοκιµή του ακετυλενίου. 

 

8. Αναπνευστική δραστηριότητα 

 Η αναπνευστική δρατηριότητα του σωρού αποτελεί ένδειξη της συνολικής 
µικροβιακής µεταβολικής δραστηριότητας στα επιµέρους στάδια της κοµποστοποίησης. 
Καθόλη τη διάρκεια της διαδικασίας, η αναπνευστική δραστηριότητα µετρήθηκε στους 
30°C, εκτός από τις δύο θερµόφιλες φάσεις, που µετρήθηκε και στους 50°C.  

 Στο Διάγραµµα 15 φαίνεται η διακύµανση της αναπνευστικής δραστηριότητας 
στις µεσόφιλες φάσεις κοµποστοποίησης, ύστερα από επώαση των δειγµάτων στους 
30°C. 

 

 

 

 

Ηµέρες Κοµποστοποίησης 
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Διάγραµµα 15: Η διακύµανση της αναπνευστικής δραστηριότητας στις µεσόφιλες φάσεις της 
κοµποστοποίησης. 

 H αρχική υψηλή αναπνευστική δραστηριότητα που παρατηρήθηκε, οφείλεται 
πιθανώς στην ύπαρξη ενδογενούς µικροχλωρίδας στα επιµέρους υποστρώµατα. Κατά 
την πρώτη θερµόφιλη φάση, η αναπνευστική δραστηριότητα µειώθηκε. Αυτό 
αποδίδεται τόσο στις αντιµικροβιακές ουσίες των ΥΑΕ, όσο και στις υψηλές 
θερµοκρασίες που αναπτύχθηκαν στο σωρό, οι οποίες έχουν ως αποτέλεσµα την 
αναστολή του µεταβολισµού πολλών µικροοργανισµών ή και τον θάνατό τους. 
Κατόπιν, στη δεύτερη θερµόφιλη φάση παραµένει σταθερή, ενώ αυξάνεται σχεδόν στο 
διπλάσιο στο τέλος της δεύτερης θερµόφιλης φάσης. 

 Στο Διάγραµµα 16 φαίνεται η διακύµανση της αναπνευστικής δραστηριότητας 
στις δύο θερµόφιλες φάσεις κοµποστοποίησης, ύστερα από την επώαση των 
δειγµάτων στους 50οC. 

	  

Διάγραµµα 16: Η διακύµανση της αναπνευστικής δραστηριότητας στις θερµόφιλες φάσεις της 
κοµποστοποίησης. 
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3.2 Ταξινοµικό Μέρος 

 

 Στην παρούσα διπλωµατική εργασία µεγαλύτερη έµφαση δόθηκε στους 
µύκητες που αποµονώθηκαν από τον σωρό. Τα κυριότερα γένη µυκήτων που 
καταγράφτηκαν ήταν: 

Mucor, Rhizopus, Emericella, Alternaria, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, 
Geotrichum, Penicillium, Trichoderma. 

 Από τα στελέχη που αναπτύχθηκαν, 27 στελέχη επιλέχτηκαν από όλες τις 
φάσεις της διαδικασίας της κοµποστοποίησης και αποµονώθηκαν σε καθαρή 
καλλιέργεια. Τα στελέχη αυτά µεταφέρθηκαν σε γυάλινους δοκιµαστικούς σωλήνες µε 
στερεό θρεπτικό υλικό για τη συντήρησή τους. Τα στελέχη αυτά ανήκαν ως επι το 
πλείστον στο γένος Aspergillus και αυτά µελετήθηκαν ταξινοµικά. Aπό τα 27 αυτά 
στελέχη, 3 στελέχη που ταυτοποιήθηκαν µε µοριακές τεχνικές. Παρακάτω, 
περιγράφονται ενδεικτικά ορισµένα από τα κυριότερα γένη µυκήτων που 
καταγράφηκαν και αναφέρονται τα µικροσκοπικά και µακροσκοπικά χαρκτηριστικά των 
3 στελεχών που ταυτοποιήθηκαν µε τις µοριακές τεχνικές. 

 

3.2.1 Περιγραφή των κυριότερων γενών µυκήτων (Barnett & Hunter, 1998) 
 

Γένος Mucor Mich.  

Υφές λευκές ή χρωµατισµένες, µε ύψος που ποικίλει. Σποριαγγειοφόροι συχνά 
διακλαδισµένοι, χωρίς απόφυση, καταλήγουν σε σποριάγγεια σφαιρικά, ποικίλου 
µεγέθους, µε καλά αναπτυγµένο στυλίσκο (κολουµέλλα), δηµιουργούµενα µεταξύ 
αντίθετα κατευθυνόµενων αναρτήρων. Ζυγοσποριάγγεια διαφόρων σχηµάτων, λεία ή 
ελαφρώς διακοσµηµένα. Χλαµυδοσπόρια παράγονται σε ορισµένα είδη. Απαντάται 
κυρίως, στο χώµα, σε φυτικό υλικό σε αποσύνθεση και σε αποθηκευµένα δηµητριακά. 
Κάποια είδη του γένους χρησιµοποιούνται για την παραγωγή διατροφικών προϊόντων, 
ενώ άλλα προκαλούν ζυγοµύκωση στον άνθρωπο.  

 

Γένος Rhizopus Ehrenb.  

Σποριαγγειοφόροι απλοί, µε απόφυση, καταλήγουν σε σποριάγγεια που 
δηµιουργούνται µεταξύ αντίθετα κατευθυνόµενων αναρτήρων, µεγάλου µεγέθους, 
λευκά όταν είναι νεαρά, τα οποία γίνονται καφέ-µαύρα όσο ωριµάζουν µε πολλά 
ελλειψοειδή σπόρια. Στόλον υαλώδες µε ριζοειδή. Χλαµυδοσπόρια παράγονται σε 
ορισµένα είδη. Προκαλεί σάπισµα στα φρούτα, ζυγοµύκωση στον άνθρωπο και τα ζώα, 
ενώ χρησιµοποιείται επίσης, για τη βιοµηχανική παραγωγή αλκοόλης, φουµαρικού και 
γαλακτικού οξέος. 
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Γένος Emericella Berk. 

Κλειστοθήκια περιβαλλόµενα από παχύτοιχα κύτταρα Hülle. Ασκοσπόρια µε 
χαρακτηριστικό σχήµα και κόκκινο-µωβ χρώµα. Κονιδιοφόροι συνήθως κοντοί, καφέ 
χρώµατος. Κύστεις µε στηρίγµατα και φιαλίδια, από όπου σχηµατίζονται πράσινα 
κονίδια σε σειρές. 

 

Γένος Alternaria Nees 

Κονιδιοφόροι σκουρόχρωµοι, κυρίως απλοί, περιορισµένης ή συµποδιακής ανάπτυξης, 
σχετικά κοντοί ή επιµήκεις. Κονίδια (ποροσπόρια) σκουρόχρωµα, τυπικά µε εγκάρσια 
και επιµήκη σέπτα, ποικίλου σχήµατος, ελλειψοειδή ή ωοειδή, συνήθως σχηµατίζονται 
ακροπεταλικά σε ακραίο απλό ή διακλαδιζόµενο εξάρτηµα. Τα είδη του γένους είναι 
παρασιτικά ή σαπροφυτικά στα φυτά και είναι ικανά να παράγουν µυκοτοξίνες.  

 

Γένος Aspergillus Link.  

Κονιδιοφόροι απλοί καταλήγουν σε µια σφαιρική κεφαλή (κύστη), µε φυαλίδια είτε στην 
κορυφή είτε σε όλη την επιφάνειά της, που δίνουν γένεση σε κονίδια (φιαλιδοσπόρια), 
µονοκύτταρα, σφαιρικά, συνήθως χρωµατισµένα, που δηµιουργούνται σε 
βασιπεταλικές αλυσίδες. Από τα σηµαντικότερα από οικονοµικής απόψεως γένη. 

 

Γένος Cladosporium Link.  

Κονιδιοφόροι επιµήκεις, ψηλοί, διακλαδιζόµενοι µε ποικίλους τρόπους κοντά στην 
κορυφή (δεντρόµορφοι). Κονίδια (βλαστοσπόρια) µονοκύτταρα ή δικύτταρα, τυπικά 
λεµονοειδή ή ωοειδή έως κυλινδρικά και ακανόνιστα, ποικίλου µεγέθους, σε απλές ή 
διακλαδισµένες ακροπεταλικές αλυσίδες. Γένος παρασιτικό ή σαπροφυτικό στα φυτά.  

 

Γένος Fusarium Link. 

Μυκήλιο εκτεταµένο και βαµβακώδες στην καλλιέργεια, συχνά µε αποχρώσεις του ρόζ, 
µωβ ή κίτρινου στο θρεπτικό µέσο. Κονιδιοφόροι ποικιλόµορφοι, λεπτοί και απλοί, ή 
παχύτεροι και κοντοί, ακανόνιστα διακλαδιζόµενοι ή φέρουν ένα σπονδύλωµα από 
φιαλίδια. Φιαλίδια µεµονωµένα ή συγκεντρώνονται σε σποροδοχεία. Κονίδια 
(φιαλιδοσπόρια) υαλώδη, ποικιλόµορφα, κυρίως σε δύο είδη, συχνά βρίσκονται σε 
µικρές υγρές κεφαλές. Μακροκονίδια πολυκύτταρα, ελαφρώς καµπυλωτά ή κεκαµένα 
στις άκρες, συνήθως µε σχήµα κανό. Μικροκονίδια µονοκύτταρα ωοειδή ή επιµήκη, 
µεµονωµένα ή σε αλυσίδες. Κάποια ενδιάµεσα κονίδια δικύτταρα ή τρικύτταρα, επιµήκη 
ή ελαφρώς καµπυλωτά. Γένος παρασιτικό σε ανώτερα φυτά ή σαπροτροφικό σε 
αποσυντιθέµενο υλικό φυτικής προέλευσης, προκαλεί ποικίλες φυτικές ασθένειες. 
Παχύτοιχα χλαµυδοσπόρια πολύ συχνά σε κάποια είδη. Τα είδη του γένους είναι ικανά 
να παράγουν µυκοτοξίνες, µε κυριότερες τις τριχοθισίνες και τις φουµονισίνες. 
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Γένος Geotrichum Link.  

Μυκήλιο λευκό µε σέπτα (septa). Κονιδιοφόροι απόντες. Κονίδια (αρθροσπόρια) 
µονοκύτταρα, υαλώδη, κυλινδρικά µε τετραγωνισµένα άκρα που στρογγυλοποιούνται 
µε την ωρίµανση, σχηµατιζόµενα από τεµαχισµό των υφών. Γένος σαπροφυτικό, 
απαντάται κυρίως στο χώµα. Οι τελειοµορφές των ειδών ανήκουν στα γένη Dipodascus 
και Galactomyces. 

 

Γένος Penicillium Link.  

Κονιδιοφόροι µεµονωµένοι ή σε συννήµατα, που διακλαδίζονται κοντά στην κορυφή και 
καταλήγουν σε οµάδες φιαλιδίων, αποκτώντας µορφή που θυµίζει σκούπα. Κονίδια 
(φιαλιδοσπόρια) µονοκύτταρα, υαλώδη ή ελαφρώς χρωµατισµένα, σφαιρικά ή ωοειδή 
σε µάζες σε βασιπεταλικές αλυσίδες.  

 

Γένος Trichoderma Pers.  

Κονιδιοφόροι διακλαδισµένοι που φέρουν φιαλίδια µεµονωµένα ή σε οµάδες, από 
όπου παράγονται κονίδια (φιαλιδοσπόρια) µονοκύτταρα, ωοειδή, σε ακραίες συστάδες. 
Οι αποικίες είναι χαµηλές αλλά χαρακτηρίζονται από πολύ γρήγορη ανάπτυξη και από 
το γεγονός ότι συχνά εµφανίζονται σαν πράσινες κηλίδες και µάζες κονιδίων που 
δίνουν την εικόνα αποµονωµένων αποικιών σαν µπαλώµατα. Τα είδη του γένους 
απαντώνται κυρίως στο έδαφος, αλλά συχνά αναφέρονται και ως παρασιτικά και 
παθογόνα στα φυτά και είναι ικανά να παράγουν τις µυκοτοξίνες, τριχοθισίνες. 

 

3.2.2 Περιγραφή των στελεχών µυκήτων που ταυτοποιήθηκαν µε τη 
χρήση µοριακών τεχνικών 
 

❖Φύλο: Ascomycetes 

 Κλάση: Eurotiomycetes 

Τάξη: Eurotiales 

Οικογένεια: Trichocomaceae 

Γένος: Aspergillus (Link) 

Section Fumigati 

Στέλεχος: Κ1As1. 1η δειγµατοληψία. 

Χαρακτηριστικά καλλιέργειας: 

Αποικία σε PDA στους 25°C σε αποχρώσεις του πράσινου, χακί και µπλε χρώµατος, 
χαµηλή, επίπεδη, πυκνή, βελούδινη, λευκή στην περιφέρεια. Κάτω επιφάνεια αποικίας 
µπεζ χρώµατος, απουσία χρωστικής διαχεόµενης στο υπόστρωµα. 
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Μικροσκοπικά χαρακτηριστικά: 

Ακανόνιστος κονιδιοφόρος, παχύς που λεπταίνει προς τη βάση και διευρύνεται προς 
την κύστη. Κύστη ροπαλοειδής, σχεδόν σφαιρική και διογκωµένη. Φιαλίδια παχειά και 
κοντά, πυκνά τοποθετηµένα πάνω στην κύστη, σε 1 σειρά στο άνω µισό τµήµα της. 
Σπόρια σφαιρικά προς ελλειψοειδή και τραχειά. 

 

Γένος: Aspergillus (Link) 

Section Flavi 

Στέλεχος: Κ3As4. 3η δειγµατοληψία. 

Χαρακτηριστικά καλλιέργειας: 

Αποικία σε PDA στους 25°C σε αποχρώσεις του πράσινου σκούρου και κίτρινου 
χρώµατος, χαµηλή, επίπεδη, πυκνή, χνουδωτή, λευκή στην περιφέρεια. Κάτω 
επιφάνεια αποικίας µπεζ προς κιτρινωπή, απουσία χρωστικής διαχεόµενης στο 
υπόστρωµα. 

Μικροσκοπικά χαρακτηριστικά: 

Οµοιόµορφος κονιδιοφόρος, παχύς. Κύστη σφαιρική. Φιαλίδια σε 2 σειρές. Σπόρια 
σφαιρικά έως ωοειδή και λεία. 

 

Γένος: Aspergillus (Link) 

Section Nigri 

Στέλεχος: Κ4As8. 4η δειγµατοληψία. 

Χαρακτηριστικά καλλιέργειας: 

Αποικία σε PDA στους 25°C σε αποχρώσεις του καφέ και µαύρου χρώµατος, χαµηλή, 
επίπεδη, πυκνή, χνουδωτή, λευκή στην περιφέρεια. Κάτω επιφάνεια αποικίας µπεζ 
προς κιτρινωπή, απουσία χρωστικής διαχεόµενης στο υπόστρωµα. 

Μικροσκοπικά χαρακτηριστικά: 

Οµοιόµορφος κονιδιοφόρος, παχύς. Κύστη σφαιρική. Φιαλίδια µακρυά και παχειά, σε 2 
σειρές γύρω από όλη την κύστη. Σπόρια σφαιρικά, µε διακόσµηση, καφέ χρώµατος. 
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3.3 Μοριακές αναλύσεις 
 

3.3.1 Ενίσχυση τµήµατος 18S rDNA γονιδίου και της ITS περιοχής  

 Τρία από τα στελέχη µυκήτων που αποµονώθηκαν από το σωρό σε καθαρές 
καλλιέργειες ταυτοποιήθηκαν µε τη χρήση µοριακών τεχνικών (K1As1, K3As4, K4As8). 
Τα στελέχη αυτά αποµονώθηκαν από διαφορετικές αραιώσεις κατά την 1η, 3η και 4η 
δειγµατοληψία αντίστοιχα και εποµένως, από 3 διαφορετικές φάσεις της διαδικασίας 
της κοµποστοποίησης. 

 Και στα τρία στελέχη αναλύθηκαν τµήµα του συντηρηµένου γονιδίου 18S 
rDNA, που κωδικοποιεί για το 18S rRNA της µικρής υποµονάδας (Small SubUnit-
coding sequence) του ευκαρυωτικού ριβοσώµατος και τµήµα της εξαιρετικά 
µεταβαλλόµενης ITS περιοχής που περιβάλλει την 5.8S κωδική περιοχή και 
παρεµβάλλεται µεταξύ των ακολουθιών που κωδικοποιούν για τη µικρή (SSU) και τη 
µεγάλη (LSU) υποµονάδα του ριβοσώµατος και βρίσκονται σε σειρά και συγκροτούν 
µια γονιδιακή συστοιχία (gene cluster). 

 Mε τη χρήση κατάλληλων εκκινητών και της PCR οι περιοχές αυτές 
ενισχύθηκαν στα τρια στελέχη. Τα προϊόντα της PCR υποκλωνοποιήθηκαν σε 
πλασµιδιακό φορέα pGEM-T Easy (Promega), µετασχηµάτισαν κύτταρα E. coli και 
µετά την αποµόνωση του πλασµιδιακού DNA, πραγµατοποιήθηκε ανάλυση της 
νουκλεοτιδικής τους αλληλουχίας. 

 
Εικόνα 14: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων της PCR για την ενίσχυση του 18S 

rDNA γονιδίου (~746 bp). Με Μ σηµειώνεται ο µάρτυρας των µοριακών µεγεθών (λ DNA HindIII και φΧ174 

HaeIII). 

  
Εικόνα 15: Ηλεκτροφόρηση σε πήκτωµα αγαρόζης των προϊόντων της πέψη των πλασµιδίων µε την 

περιοριστική ενδονουκλεάση EcoRI για την αποµόνωση του  ένθετου DNA (insert) (κλώνοι 18S). 

Μ	  

Μ	  
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3.3.2 Ανάλυση νουκλεοτιδικής αλληλουχίας 18S rDNA και ITS  
 

 Ο προσδιορισµός της αλληλουχίας των γονιδίων στα 3 στελέχη έγινε από 
αναλυτικό εργαστήριο. Μόλις ολοκληρώθηκε, τα δεδοµένα επεξεργάστηκαν σε 
υπολογιστή. Συγκεκριµένα, οι αλληλουχίες συγκρίθηκαν µε αλληλουχίες 
καταχωρηµένες στη βάση δεδοµένων GenBank του NCBI (Νational Centre for 
Biotechnology Information). Ο αλγόριθµος που χρησιµοποιήθηκε για την ανάλυση των 
αλληλουχιών ήταν ο BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). To αποτέλεσµα της 
ανάλυσης ήταν ο εντοπισµός γονιδίων που κωδικοποιούν για το 18S rRNA και την ΙΤS 
περιοχή του ριβοσώµατος και παρουσιάζουν υψηλή οµολογία µε αντίστοιχα γονίδια 
οργανισµών που έχουν αποµονωθεί και χαρακτηριστεί και έχουν καταχωρηθεί στις 
βάσεις δεδοµένων. Τα τρία στελέχη βρέθηκε ότι έχουν υψηλή οµολογία µε τα είδη που 
ανήκουν του γένους ου γένους Aspergillus που ανήκουν σε τρεις διαφορετικές οµάδες 
(sections): Aspergillus section fumigati, A. section flavi και A. section nigri, αντίστοιχα.  

 To στέλεχος K1As1 έχει υψηλή οµολογία µε το είδος Aspergillus fumigatus. To 
στέλεχος K3As4 έχει υψηλή οµολογία µε το είδος Aspergillus flavus και τo στέλεχος 
K4As8 ανήκει στο section nigri και έχει υψηλή οµολογία µε το είδος Aspergillus 
tubingensis. 

 Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των τριών στελεχών για κάθε γονίδιο, 
ευθυγραµµίστηκαν χρησιµοποιώντας τον αλγόριθµο ClustalW και του προγράµµατος 
Mega 5.0, µε αντίστοιχα γονίδια συγγενικών ειδών, των οποίων οι αλληλουχίες είναι 
διαθέσιµες στο διαδίκτυο και προέκυψαν µε τη χρήση του BLAST.  

	  

Eικόνα 16:  Φυλογενετική ανάλυση του γονιδίου 18S rRNA σύµφωνα µε το πρόγραµµα Mega 5.0. 
Χρησιµοποιήθηκαν αντίστοιχες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες συγγενών ειδών µυκήτων. 
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G A T T T T A G C A T G G A A T A A T G G A A T A G G A C G T G C G G T T C T A T T T T G T T G G T T T C T A G G A C C G C C G T A A T G A Ma j or i t y

10 20 30 40 50 60 70

G A T T T T A G C A T G G A A T A A T G G A A T A G G A C G T G C G G T T C T A T T T T G T T G G T T T C T A G G A C C G C C G T A A T G A 	  1 K4AS 8	   18S
G A T T T T A G C A T G G A A T A A T G G A A T A G G A C G T G C G G T T C T A T T T T G T T G G T T T C T A G G A C C G C C G T A A T G A 	  1 M1AS 1	   18S
-‐ -‐ -‐ T T T A G C A T G G A A T A A T A G A A T A G G A C G T G C G G T T C T A T T T T G T T G G T T T C T A G G A C C G C C G T A A T G A 	  1 ι 3κ S 4	   18S

T T A A T A G G G A T A G T C G G G G G C G T C A G T A T T C A G C T G T C A G A G G T G A A A T T C T T G G A T T T G C T G A A G A C T A Ma j or i t y

80 90 100 110 120 130 140

T T A A T A G G G A T A G T C G G G G G C G T C A G T A T T C A G C T G T C A G A G G T G A A A T T C T T G G A T T T G C T G A A G A C T A 	  71 K4AS 8	   18S
T T A A T A G G G A T A G T C G G G G G C G T C A G T A T T C A G C T G T C A G A G G T G A A A T T C T T G G A T T T G C T G A A G A C T A 	  71 M1AS 1	   18S
T T A A T A G G G A T A G T C G G G G G C G T C A G T A T T C A G C T G T C A G A G G T G A A A T T C T T G G A T T T G C T G A A G A C T A 	  68 ι 3κ S 4	   18S

A C T A C T G C G A A A G C A T T C G C C A A G G A T G T T T T C A T T A A T C A G G G A A C G A A A G T T A G G G G A T C G A A G A C G A Ma j or i t y

150 160 170 180 190 200 210

A C T A C T G C G A A A G C A T T C G C C A A G G A T G T T T T C A T T A A T C A G G G A A C G A A A G T T A G G G G A T C G A A G A C G A 	  141 K4AS 8	   18S
A C T A C T G C G A A A G C A T T C G C C A A G G A T G T T T T C A T T A A T C A G G G A A C G A A A G T T A G G G G A T C G A A G A C G A 	  141 M1AS 1	   18S
A C T A C T G C G A A A G C A T T C G C C A A G G A T G T T T T C A T T A A T C A G G G A A C G A A A G T T A G G G G A T C G A A G A C G A 	  138 ι 3κ S 4	   18S

T C A G A T A C C G T C G T A G T C T T A A C C A T A A A C T A T G C C G A C T A G G G A T C G G G C G G T G T T T C T A T G A T G A C C C Ma j or i t y

220 230 240 250 260 270 280

T C A G A T A C C G T C G T A G T C T T A A C C A T A A A C T A T G C C G A C T A G G G A T C G G G C G G T G T T T C T A T G A T G A C C C 	  211 K4AS 8	   18S
T C A G A T A C C G T C G T A G T C T T A A C C A T A A A C T A T G C C G A C T A G G G A T C G G G C G G T G T T T C T A T G A T G A C C C 	  211 M1AS 1	   18S
T C A G A T A C C G T C G T A G T C T T A A C C A T A A A C T A T G C C G A C T A G G G A T C G G G C G G T G T T T C T A T G G T G A C C C 	  208 ι 3κ S 4	   18S

G C T C G G C A C C T T A C G A G A A A T C A A A G T T T T T G G G T T C T G G G G G G A G T A T G G T C G C A A G G C T G A A A C T T A A Ma j or i t y

290 300 310 320 330 340 350

G C T C G G C A C C T T A C G A G A A A T C A A A G T T T T T G G G T T C T G G G G G G A G T A T G G T C G C A A G G C T G A A A C T T A A 	  281 K4AS 8	   18S
G C T C G G C A C C T T A C G A G A A A T C A A A G T T T T T G G G T T C T G G G G G G A G T A T G G T C G C A A G G C T G A A A C T T A A 	  281 M1AS 1	   18S
G C T C G G C A C C T T A C G A G A A A T C A A A G T T T T T G G G T T C T G G G G G G A G T A T G G T C G C A A G G C T G A A A C T T A A 	  278 ι 3κ S 4	   18S

A G A A A T T G A C G G A A G G G C A C C A C A A G G C G T G G A G C C T G C G G C T T A A T T T G A C T C A A C A C G G G G A A A C T C A Ma j or i t y

360 370 380 390 400 410 420

A G A A A T T G A C G G A A G G G C A C C A C A A G G C G T G G A G C C T G C G G C T T A A T T T G A C T C A A C A C G G G G A A A C T C A 	  351 K4AS 8	   18S
A G A A A T T G A C G G A A G G G C A C C A C A A G G C G T G G A G C C T G C G G C T T A A T T T G A C T C A A C A C G G G G A A A C T C A 	  351 M1AS 1	   18S
A G A A A T T G A C G G A A G G G C A C C A C A A G G C G T G G A G C C T G C G G C T T A A T T T G A C T C A A C A C G G G G A A A C T C A 	  348 ι 3κ S 4	   18S

C C A G G T C C A G A C A A A A T A A G G A T T G A C A G A T T G A G A G C T C T T T C T T G A T C T T T T G G A T G G T G G T G C A T G G Ma j or i t y

430 440 450 460 470 480 490

C C A G G T C C A G A C A A A A T A A G G A T T G A C A G A T T G A G A G C T C T T T C T T G A T C T T T T G G A T G G T G G T G C A T G G 	  421 K4AS 8	   18S
C C A G G T C C A G A C A A A A T A A G G A T T G A C A G A T T G A G A G C T C T T T C T T G A T C T T T T G G A T G G T G G T G C A T G G 	  421 M1AS 1	   18S
C C A G G T C C A G A C A A A A T A A G G A T T G A C A G A T T G A G A G C T C T T T C T T G A T C T T T T G G A T G G T G G T G C A T G G 	  418 ι 3κ S 4	   18S

C C G T T C T T A G T T G G T G G A G T G A T T T G T C T G C T T A A T T G C G A T A A C G A A C G A G A C C T C G G C C C T T A A A T A G Ma j or i t y

500 510 520 530 540 550 560

C C G T T C T T A G T T G G T G G A G T G A T T T G T C T G C T T A A T T G C G A T A A C G A A C G A G A C C T C G G C C C T T A A A T A G 	  491 K4AS 8	   18S
C C G T T C T T A G T T G G T G G A G T G A T T T G T C T G C T T A A T T G C G A T A A C G A A C G A G A C C T C G G C C C T T A A A T A G 	  491 M1AS 1	   18S
C C G T T C T T A G T T G G T G G A G T G A T T T G T C T G C T T A A T T G C G A T A A C G A A C G A G A C C T C G G C C C T T A A A T A G 	  488 ι 3κ S 4	   18S

C C C G G T C C G C G T T T G C G G G C C G C T G G C T T C T T A G G G G G A C T A T C G G C T C A A G C C G A T G G A A G T G C G C G G C Ma j or i t y

570 580 590 600 610 620 630

C C C G G T C C G C G T T T G C G G G C C G C T G G C T T C T T A G G G G G A C T A T C G G C T C A A G C C G A T G G A A G T G C G C G G C 	  561 K4AS 8	   18S
C C C G G T C C G C A T T T G C G G G C C G C T G G C T T C T T A G G G G G A C T A T C G G C T C A A G C C G A T G G A A G T G C G C G G C 	  561 M1AS 1	   18S
C C C G G T C C G C G T T T G C G G G C C G C T G G C T T C T T A G G G G G A C T A T C G G C T C A A G C C G A T G G A A G T G C G C G G C 	  558 ι 3κ S 4	   18S

A A T A A C A G G T C T G T G A T G C C C T T A G A T G T T C T G G G C C G C A C G C G C G C T A C A C T G A C A G G G C C A G C G A G T A Ma j or i t y

640 650 660 670 680 690 700

A A T A A C A G G T C T G T G A T G C C C T T A G A T G T T C T G G G C C G C A C G C G C G C T A C A C T G A C A G G G C C A G C G A G T A 	  631 K4AS 8	   18S
A A T A A C A G G T C T G T G A T G C C C T T A G A T G T T C T G G G C C G C A C G C G C G C T A C A C T G A C A G G G C C A G C G A G T A 	  631 M1AS 1	   18S
A A T A A C A G G T C T G T G A T G C C C T T A G A T G T T C T G G G C C G C A C G C G C G C T A C A C T G A C A G G G C C A G C G A G T A 	  628 ι 3κ S 4	   18S

C A T C A C C T T G G C C G A G A G G T C C G G G T A A T C T T G T T A A -‐ C C C T G T C G T G C T G G G G A T A G T G C A T T G C A A X Ma j or i t y

710 720 730 740 750 760

C A T C A C C T T G G C C G A G A G G T C C G G G T A A T C T T G T T A A -‐ C C C T G T C G T G C T G G G G A T A G T G C A T T G C A A 	   	   	  701 K4AS 8	   18S
C A T C A C C T T G G C C G A G A G G T C T G G G T A A T C T T G T T A A -‐ C C C T G T C G T G C T G G G G A T A G T G C A T T G C A T 	   	   	  701 M1AS 1	   18S
C A T C A C C T T G G C C G A G A G G T C C G G G T A A T C T T G T T A A A C C C T G T C G T G C T G G G G A T A G C G C A T T G C A A T 	   	  698 ι 3κ S 4	   18S 

Eικόνα 17:  Ευθυγράµµιση αλληλουχιών των γονιδίων 18S rRNA των στελεχών K1As1, K3As4,  K4As8, 
σύµφωνα µε τον αλγόριθµο Clustal W για το πρόγραµµα LaserGene 7.0. 

 

Percent Identity

1 2 3

1 99.6 99.6 1 K4AS8 18S

2 0.4 99.2 2 M1AS1 18S

3 0.4 0.8 3 K3AS4 18S

1 2 3  

 

Eικόνα 18:  Νουκλεοτιδικές αποστάσεις αλληλουχιών µεταξύ των στελεχών K1As1, K3As4,  K4As8, για το 
γονίδιο 18S rRNA. 
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Eικόνα 19:  Φυλογενετική ανάλυση της ITS1 περιοχής σύµφωνα µε το πρόγραµµα Mega 5.0. 
Χρησιµοποιήθηκαν αντίστοιχες νουκλεοτιδικές αλληλουχίες συγγενών ειδών µυκήτων. 

 

T T T C C T C C G C T T A T T G A T A T G C T T A A G T T C A G C G G G T A T C C C T A C C T G A T C C G A G G T C A A C C T G G A A A A A Ma j or i t y

10 20 30 40 50 60 70

T T T C C T C C G C T T A T T G A T A T G C T T A A G T T C A G C G G G T A T C C C T A C C T G A T C C G A G G T C A A C C T G G A A A A A 	  1 K4AS 8	   I TS 1
T T T C C T C C G C T T A T T G A T A T G C T T A A G T T C A G C G G G T A T C C C T A C C T G A T C C G A G G T C A A C C T T A G A A A A 	  1 M1AS 1	   I TS 1
-‐ T T C C T C C G C T T A T T G A T A T G C T T A A G T T C A G C G G G T A T C C C T A C C T G A T C C G A G G T C A A C C T G G A A A A A 	  1 K3AS 4	   I TS 1

A T G A T T G X T X X G C G T -‐ C G G C A G G C G C C G G C C G G G C C T A C A G A G C A G G T G A C A A A G C C C C A T A C G C T C G A G Ma j or i t y

80 90 100 110 120 130 140

A T G G T T G G A A A A C G T -‐ C G G C A G G C G C C G G C C A A T C C T A C A G A G C A T G T G A C A A A G C C C C A T A C G C T C G A G 	  71 K4AS 8	   I TS 1
A T A A A -‐ G T T G G G T G T -‐ C G G C T G G C G C C G G C C G G G C C T A C A G A G C A G G T G A C A A A G C C C C A T A C G C T C G A G 	  71 M1AS 1	   I TS 1
-‐ -‐ G A T T G A T T T G C G T T C G G C A A G C G C C G G C C G G G C C T A C A G A G C G G G T G A C A A A G C C C C A T A C G C T C G A G 	  70 K3AS 4	   I TS 1

G A T C G G A C G C G G T G C C G C C G C T G C C T T T C G G G C C C G T C C C C C C G G A G A G G G G G A C G G C G A C C C A A C A C A C Ma j or i t y

150 160 170 180 190 200 210

G A T C G G A C G C G G T G C C G C C G C T G C C T T T C G G G C C C G T C C C C C C G G A G A G G G G G A C G G C G A C C C A A C A C A C 	  140 K4AS 8	   I TS 1
G A C C G G A C G C G G T G C C G C C G C T G C C T T T C G G G C C C G T C C C C C G G G A G A G G G G G A C G G G G G C C C A A C A C A C 	  139 M1AS 1	   I TS 1
G A T C G G A C G C G G T G C C G C C G C T G C C T T T G G G G C C C G T C C C C C C C G G A G A G G G G A C G A C G A C C C A A C A C A C 	  138 K3AS 4	   I TS 1

A A G C C G T G C T T G A -‐ G G G C A G C A A T G A C G C T C G G A C A G G C A T G C C C C C C G G A A T A C C A G G G G G C G C A A T G T Ma j or i t y

220 230 240 250 260 270 280

A A G C C G G G C T T G A -‐ G G G C A G C A A T G A C G C T C G G A C A G G C A T G C C C C C C G G A A T A C C A G G G G G C G C G A T G T 	  210 K4AS 8	   I TS 1
A A G C C G T G C T T G A -‐ G G G C A G C A A T G A C G C T C G G A C A G G C A T G C C C C C C G G A A T A C C A G G G G G C G C A A T G T 	  209 M1AS 1	   I TS 1
A A G C C G T G C T T G A T G G G C A G C A A T G A C G C T C G G A C A G G C A T G C C C C C C A G A A T A C C A G G G G G C G C A A T G T 	  208 K3AS 4	   I TS 1

G C G T T C A A A G A C T C G A T G A T T C A C T G A A T T C T G C A A T T C A C A T T A G T T A T C G C A T T T C G C T G C G T T C T T C Ma j or i t y

290 300 310 320 330 340 350

G C G T T C A A A G A C T C G A T G A T T C A C T G A A T T C T G C A A T T C A C A T T A G T T A T C G C A T T T C G C T G C G T T C T T C 	  279 K4AS 8	   I TS 1
G C G T T C A A A G A C T C G A T G A T T C A C T G A A T T C T G C A A T T C A C A T T A C T T A T C G C A T T T C G C T G C G T T C T T C 	  278 M1AS 1	   I TS 1
G C G T T C A A A G A C T C G A T G A T T C A C G G A A T T C T G C A A T T C A C A C T A G T T A T C G C A T T T C G C T G C G T T C T T C 	  278 K3AS 4	   I TS 1

A T C G A T G C C G G A A C C A A G A G A T C C A T T G T T G A A A G T T T T A A C T G A T T G C G A T X -‐ A A T C A A C T C A G A C T G C Ma j or i t y

360 370 380 390 400 410 420

A T C G A T G C C G G A A C C A A G A G A T C C A T T G T T G A A A G T T T T A A C T G A T T G C A T T C -‐ A A T C A A C T C A G A C T G C 	  349 K4AS 8	   I TS 1
A T C G A T G C C G G A A C C A A G A G A T C C G T T G T T G A A A G T T T T A A C T G A T T A C G A T -‐ -‐ A A T C A A C T C A G A C T G C 	  348 M1AS 1	   I TS 1
A T C G A T G C C G G A A C C A A G A G A T C C A T T G T T G A A A G T T T T A A C T G A T T G C G A T A C A A T C A A C T C A G A C T T C 	  348 K3AS 4	   I TS 1

A C X C T T T C A G A -‐ C A G X G T T C G T G T T G G G G T C T C C G G C G G G C G C G G G C C C G G G G G X G A A A G G -‐ -‐ C C C C C C C Ma j or i t y

430 440 450 460 470 480 490

A C G C T T T C A G A -‐ C A G T G T T C G T G T T G G G G T C T C C G G C G G G C A C G G G C C C G G G G G G C A A A G G C G C C C C C C C 	  418 K4AS 8	   I TS 1
A T A C T T T C A G A A C A G C G T T C A T G T T G G G G T C T T C G G C G G G C G C G G G C C C G G G G G C G C A A G G -‐ -‐ C C T C C C C 	  416 M1AS 1	   I TS 1
A C T A G A T C A G A -‐ C A G A G T T C G T G G T G -‐ -‐ -‐ T C T C C G G C G G G C G C G G G C C C G G G G C T G A G A G -‐ -‐ -‐ -‐ -‐ C C C C C 	  418 K3AS 4	   I TS 1

G G C G G C C G X C -‐ A A A C G G C G G G C C C G C C G A A G C A A C -‐ A A G G T A C A A T A G A C A C G G G T G G G A G G T T G G G C C C Ma j or i t y

500 510 520 530 540 550 560

G G C G G C C G A C -‐ A A G C G G C G G G C C C G C C G A A G C A A C -‐ A G G G T A T A A T A G A C A C G G A T G G G A G G T T G G G C C C 	  487 K4AS 8	   I TS 1
G G C G G C C G T C G A A A C G G C G G G C C C G C C G A A G C A A C -‐ A A G G T A C G A T A G A C A C G G G T G G G A G G T T G G A C C C 	  484 M1AS 1	   I TS 1
G G C G G C C A C G -‐ -‐ A A T G G C G G G C C C G C C G A A G C A A C T A A G G T A C A G T A A A C A C G G G T G G G A G G T T G G G C T C 	  479 K3AS 4	   I TS 1

-‐ -‐ -‐ A G A G G X C C C X C A C T C G G T A A T G A T C C T T C C G C A G G T T C A C C T A C G G A A X Ma j or i t y

570 580 590 600 610

-‐ -‐ -‐ A A A G G A C C C G C A C T C G G T A A T G A T C C T T C C G C A G G T T C A C C T A C G G A A A 	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  555 K4AS 8	   I TS 1
-‐ -‐ -‐ A G A G G G C C C T C A C T C G G T A A T G A T C C T T C C G C A G G T T C A C C T A C G G A A 	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  553 M1AS 1	   I TS 1
G C T A G G A A C C C T A C A C T C G G T A A T G A T C C T T C C G C A G G T T C A C C T A C G G A A 	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	   	  547 K3AS 4	   I TS 1 

Eικόνα 20:  Ευθυγράµµιση αλληλουχιών της ITS1 περιοχής των στελεχών K1As1, K3As4,  K4As8, 
σύµφωνα µε τον αλγόριθµο Clustal W για το πρόγραµµα LaserGene 7.0. 

K 
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Percent Identity

1 2 3
1 92.0 90.3 1 K4AS8 ITS1
2 8.5 90.0 2 M1AS1 ITS1
3 10.4 10.8 3 K3AS4 ITS1

1 2 3  

Eικόνα 21:  Νουκλεοτιδικές αποστάσεις αλληλουχιών µεταξύ των στελεχών K1As1, K3As4,  K4As8, για 
την ITS1 περιοχή. 
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4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ - ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

 

 Η κοµποστοποίηση είναι η διαδικασία της βιοαποικοδόµησης στερεών 
αποβλήτων, από τη δράση των µικροοργανισµών, και της µετατροπής τους σε ένα 
τελικό προϊόν (κόµποστ) που µπορεί να χρησιµοποιηθεί ως λίπασµα, υπόστρωµα για 
την καλλιέργεια µανιταριών, βιοκαύσιµο κ.ά (Peters et al., 2000). Η διαδικασία αυτή 
γίνεται σε 4 φάσεις: µεσόφιλη, θερµόφιλη, φάση πτώσης της θερµοκρασίας (cooling 
phase) και φάση ωρίµανσης, και επηρεάζεται από ποικίλους φυσικο-χηµικούς 
παράγοντες. Η θερµοκρασία είναι ο κυριότερος παράγοντας που καθορίζει την 
ανάπτυξη των µικροοργανισµών, που είναι υπεύθυνοι για την αποικοδόµηση της 
οργανικής ύλης. Οι διακυµάνσεις της θερµοκρασίας καθορίζουν τη διαδοχή 
συγκεκριµένων ειδών µικροοργανισµών. Η κατανόηση της µικροβιακής ποικιλότητας 
στα διάφορα στάδια της κοµποστοποίησης είναι αναγκαία για να καταστεί δυνατή η 
πρόβλεψη του βέλτιστου σταδίου εφαρµογής του τελικού προϊόντος και η καλύτερη 
διαχείριση της διαδικασίας της κοµποστοποίησης.  

 Στην παρούσα εργασία µελετήθηκαν οι φυσικο-χηµικοί παράγοντες και η 
µικροβιακή ποικιλότητα κατά τη συγκοµποστοποίηση αγροτοβιοµηχανικών 
αποβλήτων. Τα Υγρά Απόβλητα Ελαιουργείας (ΥΑΕ) και τα Υπολείµµατα 
Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος (ΥΕΒ) χρησιµοποιήθηκαν ως υποστρώµατα. Για τη µελέτη 
της διαδικασίας εκτιµήθηκαν οι φυσικο-χηµικοί παράγοντες, καθώς και η µικροβιακή 
ποικιλότητα.  

 Τα ΥΑΕ παράγονται κατά την επεξεργασία του ελαιοκάρπου των 
ελαιοποιήσιµων ποικιλιών ελιάς, σε ελαιοτριβεία κλασσικού ή φυγοκεντρικού τύπου 
τριών φάσεων (three phase decanter). Στην Ελλάδα, όπου καλλιεργούνται περίπου 
130 εκατοµµύρια ελαιόδενδρα, παράγονται ετησίως περίπου 1,5 εκατοµµύρια τόνοι 
υγρών αποβλήτων και 400.000 τόνοι στερεών υπολειµµάτων-παραπροϊόντων. 
Δυστυχώς το σύνολο σχεδόν των υγρών αποβλήτων οδηγείται χωρίς επεξεργασία σε 
χερσαίους και υδάτινους αποδέκτες. Τα κυριότερα προβλήµατα που συνδέονται µε τα 
απόβλητα αυτά είναι: το πολύ υψηλό οργανικό φορτίο που διαθέτουν, το οποίο δεν 
βιοαποδοµείται εύκολα, η πολύ µεγάλη περιεκτικότητά τους σε φαινολικές ενώσεις 
καθώς και σε µικρού µοριακού βάρους λιπαρά και πτητικά οξέα, στα οποία 
αποδίδονται φυτοτοξικές και αντιµικροβιακές ιδιότητες, η εποχικότητα παραγωγής τους 
µέσα σε 3-4 µήνες από τον Νοέµβριο έως το Φεβρουάριο καθώς και οι τεράστιες σε 
όγκο ποσότητες. 

 Η κοµποστοποίηση είναι µια χρήσιµη µέθοδος για την αποτελεσµατική 
αντιµετώπιση του προβλήµατος των ΥΑΕ. Διάφορες ερευνητικές µελέτες σχετικά µε την 
κοµποστοποίηση των ΥΑΕ, καταλήγουν στο συµπέρασµα ότι η διαδικασία είναι 
αποδοτικότερη αν χρησιµοποιηθούν ως διογκωτικά υλικά άλλα απόβλητα που 
συνίστανται σε µεγάλο ποσοστό από λιγνίνη και κυτταρίνη και ίσως και άλλα υλικά που 
θα χρησιµεύσουν ως πηγή αζώτου, µε σκοπό τη µείωση - εξάλειψη της 
φυτοτοξικότητας και την παραγωγή ενός τελικού προϊόντος σταθερού και 
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χουµοποιηµένου, κατάλληλου για χρήση σε ποικίλες γεωργικές πρακτικές (Paredes et 
al., 2005, Plaza et al., 2005). Tα YEB έχουν χρησιµοποιηθεί µε επιτυχία σε αρκετά 
πειράµατα συκοµποστοποίησης µε άλλα οργανικά υλικά, συµπεριλαµβανοµένων των 
ΥΑΕ (Monteoliva et al., 1996, Papafotiou et al., 2001, Diaz et al., 2002, Paredes et al., 
2002, 2005). Λειτουργούν πολύ καλά ως διογκωτικά υλικά, επειδή έχουν υψηλή 
απορροφητική ικανότητα και αποδίδουν καλή δοµή και πορώδες στο µείγµα. Στην 
παρούσα εργασία έγινε διαβροχή των ΥΕΒ µε τα ΥΑΕ για τη µελέτη της διαδικασίας της 
συγκοµποστοποίησης δύο αγροτοβιοµηχανικών υπολειµµάτων, που αποτελούν 
βασικά υποπροϊόντα της σύγχρονης ελληνικής γεωργικής παραγωγής. Στόχος της 
διαδικασίας είναι η ουσιαστική µείωση της ποσότητάς τους και η µετατροπή τους σε 
ένα οργανικό κλάσµα (κόµποστ) που δεν επιβαρύνει το περιβάλλον.  

 Οι φυσικο-χηµικοί παράγοντες που µελετήθηκαν είναι δείκτες της πορείας της 
διαδικασίας, καθώς και της ποιότητας του παραγόµενου κόµποστ. 

 H θερµοκρασία αποτελεί ένα σηµαντικό παράγοντα για την εκτίµηση του 
ρυθµού της κοµποστοποίησης. Επιδρά άµεσα στους µικροβιακούς πληθυσµούς και 
άρα στο ρυθµό αποδόµησης της οργανικής ύλης, που επιτελείται από αυτούς. 
Συγκεκριµένα, καθορίζει τη διατήρησή τους στη µάζα του σωρού, την ανάπτυξη 
συγκεκριµένων ειδών και επηρεάζει τη δραστηριότητά τους. Η τιµή της θερµοκρασίας 
καθορίζεται από δύο παράγοντες, τo περιβάλλον και την ένταση και διάρκεια της 
µικροβιακής δραστηριότητας. Η θερµοκρασία του περιβάλλοντος κατά την έναρξη της 
διαδικασίας είναι καθοριστική για τη µέγιστη τιµή που θα σηµειωθεί στη θερµόφιλη 
φάση. Κατά την πορεία της εξέλιξης της διαδικασίας οι διακυµάνσεις της θερµοκρασίας 
είναι αποτέλεσµα της µικροβιακής δραστηριότητας. Στο σωρό που παρασκευάστηκε, η 
διακύµανση της θερµοκρασίας συµφωνεί µε τα πρότυπα που έχουν περιγραφεί σε 
κάθε διαδικασία. Στα αρχικά στάδια, ο αυξηµένος αριθµός µικροοργανισµών και η 
έντονη µεταβολική τους δράση, που είναι επακόλουθο της µεγάλης ποσότητας 
οργανικού υλικού, παράγουν θερµότητα, ως αποτέλεσµα των ζυµώσεων. Σταδιακά, µε 
τη µείωση του αριθµού των µικροοργανισµών και του µεταβολικού τους ρυθµού 
µειώνεται και η θερµοκρασία. Εντός δύο ηµερών, λόγω αφθονίας  του προς 
αποικοδόµηση υποστρώµατος και της έντονης µικροβιακής δραστηριότητας για την 
αποσύνθεσή του, αυξήθηκε η θερµοκρασία σε επίπεδα της θερµόφιλης φάσης (40-
50°C). Η θερµόφιλη φάση διήρκησε 4 ηµέρες και η µέγιστη θερµοκρασία που 
σηµειώθηκε ήταν 59οC, και έτσι, έφτασε τα επίπεδα που απαιτούνται για την εξυγίανση 
του κόµποστ, καθώς θανατώνονται οι παθογόνοι µικροοργανισµοί (Stentiford, 1996). 
Μετά το γύρισµα, ξεκίνησε µια δεύτερη θερµόφιλη φάση, η οποία ήταν 
παρατεταµένη. H θερµογένεση είναι µία από τις σηµαντικότερες ιδιότητες της 
διαδικασίας της κοµποστοποίησης, ως αποτέλεσµα της δραστηριότητας των 
µικροοργανισµών (Kane & Mullins, 1973) και έχει παρατηρηθεί, όπως και η 
παρατεταµένη θερµόφιλη φάση, και κατά την κοµποστοποίηση των ΥΑΕ (Mari et al., 
2005, Altieri et al., 2010), µετά από κάθε προσθήκη YAE στο σωρό. Η θερµοκρασία 
επηρεάζει όχι µόνο το µεταβολισµό των µικροοργανισµών, αλλά και τη σύνθεση της 
µικροχλωρίδας. Η θερµοκρασία του σωρού θεωρείται ένας από το κυριότερους 
παράγοντες που καθορίζουν τον αριθµό των βακτηρίων (Cahyani et al., 2003). 
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 Το pΗ είναι δείκτης αποδόµησης της οργανικής ουσίας και προσδιορισµού της 
αποσάθρωσής της. Συνδέεται στενά µε την ύπαρξη των µικροβιακών πληθυσµών στο 
κόµποστ, διότι η τιµή του καθορίζει τη µικροβιακή ποικιλότητα. Τα βακτήρια προτιµούν 
ουδέτερο pΗ, οι µύκητες τιµές µεταξύ 4 και 6 και οι ακτινοµύκητες περιορίζουν τη 
δράση τους σε ελαφρά αλκαλικά περιβάλλοντα. Το pH στο αρχικό στάδιο ήταν όξινο 
(6.5), λόγω της συσσώρευσης των οργανικών οξέων που περιέχουν τα ΥΑΕ. Μετά τη 
θερµόφιλη φάση, αρχίζουν και αυξάνονται οι µικροοργανισµοί που διασπούν τα 
οργανικά οξέα, µε συνέπεια την αύξηση της τιµής του pH και την επακόλουθη αύξηση 
του αριθµού των βακτηρίων στο σωρό. Η αύξηση οφείλεται επίσης και στην αύξηση της 
αλατότητας, λόγω εξάτµισης του νερού, καθώς και στην απελευθέρωση της αµµωνίας, 
κατά την αµµωνιοποίηση και ανοργανοποίηση των αζωτούχων οργανικών ενώσεων. 
Στη συνέχεια, το pH µειώθηκε ελάχιστα, λόγω απωλειών αµµωνιακού αζώτου, και 
απελευθέρωσης ατόµων υδρογόνου από τη διαδικασία της νιτροποίησης, µέχρι τη 
µέρα που πραγµατοποιήθηκε το γύρισµα, οπότε ξεκίνησε η δεύτερη θερµόφιλη φάση 
που οδηγεί σε περαιτέρω αποικοδόµηση οργανικού υλικού και µεγαλύτερη αύξηση του 
pH. Oι τιµές του pH κατά τη διάρκεια της κοµποστοποίησης δεν παρουσίασαν µεγάλες 
διακυµάνσεις, αλλά κυµάνθηκαν στα επίπεδα που έχουν αναφερθεί στη βιβλιογραφία 
(Guardia et al., 2002, Paredes et al., 2002, Zhang et al., 2011). 

 Η υγρασία είναι καθοριστικός παράγοντας για τη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης. Όπως και η θερµοκρασία, έτσι και η υγρασία επιδρά άµεσα στους 
µικροβιακούς πληθυσµούς άρα και στο ρυθµό της αποικοδόµησης των πρώτων υλών. 
Η αρχική υγρασία του σωρού ήταν 75%. Κατά την πρώτη µεσόφιλη και θερµόφιλη 
φάση το ποσοστό υγρασίας µειώθηκε στο 52%, γεγονός που αποδίδεται στην έντονη 
µικροβιακή δραστηριότητα και τις υψηλές θερµοκρασίες που αναπτύχθηκαν. Η 
ελάχιστη τιµή του ήταν 48.53%, εποµένως ήταν εντός των επιτρεπτών ορίων (45-60%), 
ώστε να µην ευνοείται η επικράτηση αναερόβιων συνθηκών (ανοξία) ή µερικώς 
αναερόβιων συνθηκών (υποξία). Μετά το γύρισµα και τη διαβροχή του σωρού 
αυξήθηκε σε ποσοστό 76.34%. Κατά τη δεύτερη θερµόφιλη φάση παρατηρήθηκε εκ 
νέου απότοµη µείωση της υγρασίας, αλλά µε χαµηλότερο ρυθµό σε σχέση µε την 
πρώτη θερµόφιλη φάση, επειδή η αύξηση της θερµοκρασίας ήταν µικρότερη από ότι 
στην πρώτη θερµόφιλη φάση (µικρότερες µέγιστες θερµοκρασίες), αλλά και επειδή η 
µικροβιακή δραστηριότητα ήταν λιγότερο έντονη, λόγω της µικρότερης ποσότητας 
διαθέσιµου υλικού προς αποικοδόµηση και, κυρίως,της ύπαρξης ενώσεων που 
αποικοδοµούνται µε αργό ρυθµό. 

 Η ηλεκτρική αγωγιµότητα (EC) εκφράζει τη συγκέντρωση των αλάτων. Αρχικά, 
είχε υψηλή τιµή, λόγω των διαλυτών αλάτων που περιέχουν τα ΥΑΕ (Paredes et al., 
2002, Plaza et al., 2005, Rigane et al., 2011). Παρουσίασε, όµως, πτωτική τάση κατά 
τη διάρκεια της θερµόφιλη φάσης, ενώ αυξήθηκε κατά τη δεύτερη µεσόφιλη φάση µέχρι 
την ηµέρα του γυρίσµατος. Η αύξηση οφείλεται στην αποσύνθεση του οργανικού 
υλικού (αποικοδόµηση των όξινων οργανικών ενώσεων, π.χ. καρβοξυλικές, 
φαινολικές), την αµµωνιοποίηση - ανοργανοποίηση αζωτούχων οργανικών ενώσεων 
και τη σχετική αύξηση της συγκέντρωσης των ιόντων, λόγω της απώλειας µάζας του 
σωρού (Paredes et al., 2005). Μετά τη δεύτερη θερµόφιλη φάση η ηλεκτρική 
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αγωγιµότητα µειώθηκε κατακόρυφα. Η µείωση αυτή αποδίδεται στην αποικοδόµηση 
των υδατοδιαλυτών ενώσεων των ΥΑΕ από τη δράση των µικροοργανισµών κατά τις 
δύο θερµόφιλες φάσεις της κοµποστοποιήσης. Μετά το γύρισµα και τη διαβροχή του 
σωρού, όπως ήταν αναµενόµενο, αυξήθηκε και έφτασε την υψηλότερη τιµή της (5.87 
mS/cm). Στο τέλος της διαδικασίας η τιµή της (4.87 mS/cm) είναι εντός των 
επιτρεπόµενων ορίων που καθορίζουν τις ποιοτικές προδιαγραφές για τη χρήση του 
τελικού προϊόντος σε γεωργικές πρακτικές (Μανίος και Μανιαδάκης, 2001). 

 Κατά την πορεία της κοµποστοποίησης η συγκέντρωση του αζώτου (ολικό, 
αµµωνιακό, νιτρικό άζωτο) παρουσίασε διακυµάνσεις. To ολικό άζωτο αυξήθηκε 
καθόλη τη διάρκεια της κοµποστοποίησης, κυρίως λόγω της αύξησης της 
συγκέντρωσής του, η οποία προέρχεται από τη µείωση της µάζας του σωρού 
(Papadimitriou et al., 1997, Paredes et al., 2000, Anastasi et al., 2005, Paredes et al., 
2005), αλλά και λόγω της δράσης των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων. Το αµµωνιακό 
άζωτο ήταν αρχικά αυξηµένο, λόγω της ανοργανοποίησης του οργανικού αζώτου και 
την παραγωγή αµµωνίου. Στη συνέχεια, όµως, µειώθηκε σηµαντικά, λόγω της 
οξείδωσής του σε νιτρικά (νιτροποίηση) από τη δράση των χηµειολιθότροφων 
βακτηρίων του γένους Nitrosomonas και Nitrobacter στελέχη των οποίων έχουν 
αποµονωθεί από δείγµατα κόµποστ (Kowalchuk et al., 1999, Yamamoto et al., 2010) 
και της απώλειας του αζώτου των αµµωνιακών και νιτρικών λόγω εξάτµισης και 
απονιτροποίησης, αλλά και ακινητοποίησής του στους µικροοργανισµούς. Αυτή η 
πτωτική τάση του αµµωνιακού αζώτου έχει παρατηρηθεί και σε άλλες µελέτες (Balis et 
al., 1994, Paredes et al., 2005, Zhang et al., 2011). Το νιτρικό άζωτο ήταν αρχικά 
αυξηµένο, αλλά η συγκέντρωσή του ήταν µικρότερη από τη συγκέντρωση του 
αµµωνιακού αζώτου. Έπειτα, µειώθηκε λόγω της αύξησης της θερµοκρασίας και της 
παραγόµενης αµµωνίας που παρεµποδίζουν την ανάπτυξη και τη δράση των 
νιτροποιητικών µικροοργανισµών. Σε αυτό το γεγονός συνέβαλε και η αντιµικροβιακή 
δράση που χαρακτηρίζει τα ΥΑΕ. Eπιπλέον, η µείωση αυτή µπορεί να εξηγηθεί και από 
την απουσία υποστρώµατος για νιτροποίηση, λόγω της πτητικότητας της αµµωνίας. 
Γενικά, πρέπει να ελέγχεται ο λόγος του αµµωνιακού αζώτου προς το νιτρικό άζωτου, 
ώστε στο τελικό στάδιο να κυµαίνεται σε χαµηλά επίπεδα για την εξασφάλιση ενός 
σταθερού τελικού προϊόντος, κατάλληλου για χρήση στο έδαφος, καθώς υψηλή τιµή 
του λόγου προσδίδει χαµηλή σταθερότητα (Vuorinen et al., 1997). 

 H αναπνευστική δραστηριότητα που αντανακλά τη συνολική µεταβολική 
δραστηριότητα των µικροοργανισµών, ήταν αυξηµένη στην αρχή, επειδή, παρόλο που 
υπάρχει µικρή συγκέντρωση µικροοργανισµών, λόγω των αντιµικροβιακών ιδιοτήτων 
των ΥΑΕ, στην αρχή υπάρχουν µεγάλες ποσότητες εύκολα αποδοµήσιµων ενώσεων, 
οι οποίες αποσυντίθενται µε γρήγορο ρυθµό. Όσο αυξάνεται η θερµοκρασία µειώνεται 
η αναπνευστική δραστηριότητα, γιατί αναστέλεται ο µεταβολισµός των περισσότερων 
µικροοργανισµών που είναι ευαίσθητοι στις υψηλές θερµοκρασίες. To γεγονός ότι και 
προς το τέλος της κοµποστοποίησης µετρήθηκε έντονη αναπνευστική δραστηριότητα, 
στα ίδια επίπεδα µε την αρχική, υποδεικνύει ότι υπάρχουν ακόµα οργανικά υλικά για 
αποικοδόµηση και ως εκ τούτου η διαδικασία δεν έχει ολοκληρωθεί. 
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 Η κοµποστοποίηση είναι µια βιολογική διεργασία και ο ρόλος των 
µικροοργανισµών, οι οποίοι αποικοδοµούν την πρώτη ύλη και συµµετέχουν ενεργά 
στον κύκλο του άνθρακα και του αζώτου, είναι κυρίαρχος. Και στην περίπτωση των 
ΥΑΕ, που περιέχουν οργανικές ενώσεις και κυρίως οργανικά οξέα και φαινόλες, ο 
ρόλος των µικροοργανισµών στην αποικοδόµησή τους είναι πολύ σηµαντικός. Η 
διαδικασία της κοµποστοποίησης χαρακτηρίζεται από συνεχείς αλλαγές στη 
θερµοκρασία, το pH, των θρεπτικών, των επιπέδων οξυγόνου, αζώτου και των άλλων 
φυσικο-χηµικών παραγόντων. Οι παράγοντες αυτοί υπαγορεύουν δυναµική αλλαγή και 
διαδοχή συγκεκριµένων µικροβιακών οµάδων, έτσι ώστε κάθε στάδιο να 
χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένους µικροοργανισµούς (Gray et al., 1971, De Bertoldi 
et al., 1983, Tiquia et al., 2005). Όσο µεγιστοποιείται ο ρυθµός της βιοαποικοδόµησης, 
λόγω της αυξανόµενης δράσης των µικροοργανισµών, αυξάνεται η θερµοκρασία, 
προκαλούνται αλλαγές στην τιµή του pH και υπάρχει διαδοχή µικροβιακών ειδών: άλλα 
είδη είναι κυρίαρχα και άλλα είδη εξαφανίζονται ανάλογα µε το στάδιο της διαδικασίας 
(Hultman et al., 2009). Η ποικιλότητα των µεσόφιλων, θερµόφιλων και 
θερµοανθεκτικών αερόβιων µικροοργανισµών, συµπεριλαµβανοµένων των βακτηρίων, 
ακτινοµυκήτων, ζυµών και άλλων µυκήτων, έχει µελετηθεί κατά την κοµποστοποίηση 
διαφόρων υποστρωµάτων και θεωρείται ότι είναι πολύ µεγάλη (Strom, 1985, Beffa et 
al., 1996, Hassein et al., 2002). 

 Ο πληθυσµός των βακτηρίων είναι αυξηµένος στις πρώτες φάσεις, όπως 
αναφέρεται και στη διεθνή βιβλιογραφία. Οι αλλαγές στην τιµή του pH κατά τα αρχικά 
στάδια συνοδεύονται από αλλαγές στη σύνθεση των βακτηριακών πληθυσµών 
(Schloss et al., 2003a) και κάθε στάδιο χαρακτηρίζεται από συγκεκριµένους 
πληθυσµούς βακτηρίων (Miller, 1996). Κατά την έναρξη της κοµποστοποίησης 
παρατηρούνται βακτήρια που παράγουν αµµωνία, τα οποία αυξάνονται ραγδαία τις 
δύο πρώτες εβδοµάδες και µετά ο πληθυσµός τους µειώνεται. Τη θέση τους 
καταλαµβάνουν τα αυτότροφα νιτροποιητικά βακτήρια, που ανιχνεύονται στο σωρό 
µέχρι το τέλος της διαδικασίας. Tα κυτταρινολυτικά βακτήρια δραστηριοποιούνται κατά 
τη θερµόφιλη φάση και τη φάση που ακολουθεί αυτής, αλλά ο ρυθµός ανάπτυξής τους 
είναι µικρός, επειδή στο τελευταίο στάδιο επικρατούν οι κυτταρινολυτικοί µύκητες και 
ακτινοµύκητες (Riffaldi et al., 1986). Παρατηρήθηκε ότι η αρχική συγκέντρωση των 
βακτηρίων στο σωρό είναι µικρή, πιθανώς λόγω των αντιµικροβιακών παραγόντων 
των ΥΑΕ. Στο αρχικό στάδιο επικρατούν τα µεσόφιλα βακτήρια (ο πληθυσµός τους 
είναι µεγαλύτερος από των υπόλοιπων µικροοργανισµών) που είναι οι κύριοι 
αποικοδοµητές του φρέσκου οργανικού υλικού. Tα βακτήρια είναι γνωστό ότι 
αυξάνονται πολύ γρήγορα όταν υπάρχουν εύκολα αποικοδοµήσιµα υποστρώµατα 
(Golueke, 1992, Epstein 1997). Ακολούθως, ο αριθµός τους µειώθηκε, όπως ήταν 
αναµενόµενο, λόγω της απότοµης αύξησης της θερµοκρασίας, οπότε πολλά είδη δεν 
µπορούν να επιβιώσουν στη θερµόφιλη φάση ή αδρανοποιούνται, ωστόσο η µείωσή 
τους δεν ήταν ιδιαίτερα σηµαντική. Στη θερµόφιλη φάση τα βακτήρια αυξάνονται 
αποικοδοµώντας τις πιο πολύπλοκες ενώσεις ή εκµεταλλευόµενα τις ουσίες που 
απελευθερώνονται από την αποσύνθεση ενώσεων, οι οποίες έχουν διασπαστεί από 
εξωκυτταρικά ένζυµα που εκκρίνουν άλλοι οργανισµοί (Epstein, 1997). Μετά την 
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επακόλουθη πτώση της θερµοκρασίας ο αριθµός τους αυξήθηκε, επειδή 
ενεργοποιήθηκαν τα µεσόφιλα είδη και συγχρόνως υπήρχε διαθέσιµη σηµαντική 
ποσότητα οργανικών υλικών προς αποικοδόµηση. Το µέγιστο του αριθµού των 
βακτηρίων (1.91x1011 CFU/g ξ.β.) σηµειώθηκε µετά το γύρισµα, επειδή η ανάµιξη και η 
οµογενοποίηση του οργανικού υλικού κατέστησε περισσότερα θρεπτικά διαθέσιµα, ενώ 
η διατήρηση των αερόβιων συνθηκών επέτρεψε την ανταλλαγή αερίων και 
αποµάκρυνε τυχόν παγιδευµένα αέρια προϊόντα, ενώ παράλληλα αυξήθηκε και η 
υγρασία του υποστρώµατος.  

 Παρόλο που οι µύκητες είναι οι κυριότεροι αποικοδοµητές του οργανικού 
υλικού σε όλα τα χερσαία οικοσυστήµατα, η συµβολή τους στη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης θεωρείται µικρή συγκρινόµενη µε αυτή των βακτηρίων (Miller, 1996 
- Bonito et al., 2010) ή ίσως δεν είναι τόσο καλά µελετηµένη (Peters et al., 2000). Οι 
µύκητες χρησιµοποιούν διάφορες πηγές άνθρακα, κυρίως λιγνινοκυτταρινούχα 
πολυµερή, αποικοδοµούν πολύπλοκα πολυµερή, όπως αρωµατικές ενώσεις και 
µπορούν να επιβιώσουν σε ακραίες συνθήκες (χαµηλά επίπεδα συγκέντρωσης 
οξυγόνου, ξηρές συνθήκες). Επιπλέον, αυξάνουν τη γονιµότητα του εδάφους, όταν το 
κόµποστ χρησιµοποιείται ως λίπασµα, συµβάλλουν στην καταστολή των ασθενειών 
των φυτών και ευνοούν την καρποφορία µανιταριών (Straatsma & Samson, 1994). 
Παρατηρήθηκε ότι ο αριθµός τους στην αρχή είναι µεγάλος, επειδή είναι µεσόφιλοι 
µικροοργανισµοί και µειώθηκε αρκετά κατά τη θερµόφιλη φάση, στην οποία επικρατούν 
κυρίως οι θερµοανθεκτικοί και θερµόφιλοι µύκητες, ενώ πολλά είδη µπορεί να 
υπάρχουν σε ανενεργή µορφή (σκληρώτια, σπόρια). Οι µύκητες είναι περισσότερο 
ευαίσθητοι στη θερµοκρασία από ότι τα βακτήρια, όπως επίσης και στην υγρασία. 
Γενικά, ο πληθυσµός τους είναι µικρός κατά τη θερµόφιλη φάση, αλλά 
δραστηριοποιούνται πιο έντονα στις µεσόφιλες και ειδικότερα στη δεύτερη µεσόφιλη και 
στο τελικό στάδιο της διαδικασίας (στάδιο ωρίµανσης), επειδή αποικοδοµούν τα 
εναποµείναντα δύσκολα αποδοµήσιµα υποστρώµατα, που είναι κυρίως κυτταρίνη και 
λιγνίνη (de Bertoldi et al., 1983). Στο στάδιο αυτό, οι συνθήκες θερµοκρασίας, υγρασίας 
και pH δεν είναι πλέον απαγορευτικές και ο αριθµός τους αυξάνεται εκ νέου. Μετά το 
γύρισµα, ο πληθυσµός των µυκήτων έφτασε στη µέγιστη τιµή του (1.9x107 CFU/g ξ.β.).  

 Oι ακτινοµύκητες αυξάνονται πολύ πιο αργά συγκριτικά µε τα βακτήρια και 
τους µύκητες και έτσι δεν είναι ανταγωνιστικοί στη διεκδίκηση θρεπτικών που 
βρίσκονται σε µεγάλη ποσότητα, όπως συµβαίνει στα αρχικά στάδια της 
αποικοδόµησης (Beffa et al., 1995). Ο πληθυσµός τους µειώθηκε στη θερµόφιλη φάση 
και αυξήθηκε σηµαντικά µετά από γύρισµα, οπότε και έφτασε στη µέγιστη τιµή του 
(4.5x109 CFU/g ξ.β.). Στο στάδιο της ωρίµανσης, ο πληθυσµός τους αυξάνεται, όπως 
και των µυκήτων, επειδή αποικοδοµούν τις δύσκολα αποικοδοµήσιµες ενώσεις 
(κυτταρίνη). 

 Τα σποριογόνα βακτήρια αυξήθηκαν κατά τις δύο θερµόφιλες φάσεις, καθώς 
είναι ανθεκτικά στις υψηλές θερµοκρασίες. Η αφθονία τους σχετίζεται µε το σχηµατισµό 
ενδοσπορίων και την αντοχή τους σε µεγάλο εύρος θερµοκρασιών που χαρακτηρίζουν 
τη θερµόφιλη φάση (Peters et al., 2000). Eίδη όπως B. licheniformis, B. subtilis, B. 
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cereus, B. sphaericus, B. coagulans και B. stearothermophilus έχουν βρεθεί σε 
διάφορα είδη κόµποστ (Strom, 1985, Ryckeboer et al., 2003, Anastazi et al., 2005, 
Asraf et al., 2007). Θερµόφιλα σποριογόνα είδη, όπως τα είδη του γένους Bacillus 
(στελέχη B. stearothermophilus είναι τα µόνα που έχουν ανιχνευτεί σε θερµοκρασίες 
µέχρι 69°C) (Storm, 1985) και Clostridium (τα κυριότερα βακτήρια που διασπούν την 
κυτταρίνη, Tiquia et al., 2005), είναι οι µικροοργανισµοί που κυριαρχούν σε 
θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 60°C. 

 Κατά τις δύο πρώτες δειγµατοληψίες δεν εντοπίστηκαν στο σωρό 
κυτταρινολυτικά βακτήρια, αλλά εµφανίστηκαν κατά τη δεύτερη µεσόφιλη και τη 
δεύτερη θερµόφιλη φάση. Το γεγονός αυτό ήταν αναµενόµενο, γιατί, όπως 
προαναφέρθηκε, στην αρχή της κοµποστοποίησης υπάρχουν εύκολα αφοµοιώσιµες 
οργανικές ενώσεις, ενώ προς το τέλος της διαδικασίας, που οι ουσίες αυτές έχουν 
αποικοδοµηθεί, δραστηριοποιούνται οι κυτταρινολυτικοί µικροοργανισµοί που 
διασπούν τις πιο δύσκολα αποδοµήσιµες ενώσεις που έχουν παραµείνει στο σωρό, 
όπως η κυτταρίνη και η λιγνίνη. 

 H µελέτη της αζωτοδέσµευσης καθώς και η εκτίµηση των αζωτοδεσµευτικών 
µικροοργανισµών, έδειξε ότι ο πληθυσµός των αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων ήταν 
υψηλός σε όλες τις φάσεις της κοµποστοποίησης. Έχει αναφερθεί στο παρελθόν η 
ανάπτυξη αζωτοδεσµευτικών βακτηρίων σε ΥΑΕ και έχει υπογραµµιστεί η σηµασία της 
ύπαρξης τους επειδή, αν τα ΥΑΕ προστεθούν στο έδαφος, η δράση τους θα το 
εµπλουτίσει µε πολυσακχαρίτες, που συµβάλουν στη σταθερότητα της δοµής του, θα 
καταστείλει την ανάπτυξη ορισµένων φυτοπαθογόνων µυκήτων και θα αυξήσει τη 
γονιµότητα (Balis et al.,, 1987, Tomati et al., 1990, Balis et al., 1996). Ενδιαφέρον ήταν 
το γεγονός ότι εντοπίστηκε δραστηριότητα κατά τη δεύτερη θερµόφιλη φάση, 
αποτέλεσµα της ύπαρξης θερµοανθεκτικής µικροχλωρίδας, η οποία παρέµεινε ενεργή 
µέχρι τότε. Δεν ήταν δυνατή, παρόλα αυτά, η αποµόνωση βακτηρίων από τη 
θερµόφιλη φάση σε καθαρή καλλιέργεια. Δυστυχώς, η µελέτη της αζωτοδεσµευτικής 
δραστηριότητας απευθείας σε δείγµατα κόµποστ δεν έδωσε θετικά αποτελέσµατα στη 
δοκιµή του ακετυλενίου. Θεωρείται ιδιαίτερα σηµαντική η ύπαρξη ενδογενών 
αζωτοδεσµευτικών πληθυσµών βακτηρίων και η συµβολή τους στον εµπλουτισµό του 
τελικού προϊόντος µε άζωτο, αφού η εφαρµογή του στο έδαφος θα αποτρέψει τη χρήση 
χηµικών αζωτούχων λιπασµάτων, που επιβαρύνουν το περιβάλλον. 

 Στην παρούσα εργασία αποµονώθηκαν σε καθαρή καλλιέργεια 27 στελέχη 
µυκήτων, τα οποία µελετήθηκαν ως προς τα ταξινοµικά χαρακτηριστικά τους (µελέτη 
µακροσκοπικών και µικροσκοπικών χαρακτήρων) και έγινε προσπάθεια ταυτοποίησης 
τριών στελεχών µυκήτων που αποµονώθηκαν από τρία διαφορετικά στάδια της 
διαδικασίας της κοµποστοποίησης µε τη χρήση µοριακών τεχνικών. Συγκεκριµένα, 
χρησιµοποιήθηκε η µέθοδος της Αλυσιδωτής Αντίδρασης Πολυµεράσης και 
χρησιµοποιήθηκαν ειδικοί εκκινητές που στόχευαν στο γονίδιο 18S rDNA και την ITS 
περιοχή του ριβοσώµατος. Το γονίδιο 18S rDNA κωδικοποιεί για το 18S rRNA της 
µικρής υποµονάδας (Small SubUnit-coding sequence) του ευκαρυωτικού ριβοσώµατος 
και η ITS (Internal Transcribed Spacer), που είναι µια εξαιρετικά µεταβαλλόµενη µη-
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κωδική περιοχή που περιβάλλει την 5.8S κωδική περιοχή και παρεµβάλλεται µεταξύ 
των ακολουθιών που κωδικοποιούν για τη µικρή (SSU) και τη µεγάλη (LSU) 
υποµονάδα του ριβοσώµατος και βρίσκονται σε σειρά και συγκροτούν µια γονιδιακή 
συστοιχία (gene cluster). Οι ITS περιοχές του ριβοσωµικού DNA των µυκήτων έχουν 
µεγάλη σηµασία για τη διάκριση των ειδών µε την PCR και είναι αυτές που 
χρησιµοποιούνται περισσότερο στην ταξινόµηση και φυλογένεση. 

 Οι αλληλουχίες των τριών στελεχών (K1As1, K3As4, K4As8) συγκρίθηκαν µε 
αλληλουχίες ήδη ταυτοποιηµένων ειδών που έχουν καταχωρηθεί σε διεθνείς βάσεις 
δεδοµένων. To αποτέλεσµα της ανάλυσης ήταν ο εντοπισµός γονιδίων που 
κωδικοποιούν για το 18S rRNA και την ΙΤS περιοχή του ριβοσώµατος και 
παρουσιάζουν υψηλή οµολογία µε αντίστοιχα γονίδια οργανισµών που έχουν 
αποµονωθεί και χαρακτηριστεί και έχουν καταχωρηθεί στις βάσεις δεδοµένων. Τα τρία 
στελέχη βρέθηκε ότι έχουν υψηλή οµολογία µε τα είδη του γένους Aspergillus που 
ανήκουν σε τρεις διαφορετικές οµάδες (sections): Aspergillus section fumigati, A. 
section flavi και A. section nigri, αντίστοιχα. To στέλεχος K1As1 έχει υψηλή οµολογία 
µε το είδος Aspergillus fumigatus. To στέλεχος K3As4 έχει υψηλή οµολογία µε το είδος 
Aspergillus flavus και τo στέλεχος K4As8 έχει υψηλή οµολογία µε το είδος Aspergillus 
niger και Aspergillus tubingensis.  

 Το γένος Aspergillus είναι το πιο κοινό γένος µυκήτων που έχει βρεθεί σε 
διάφορα είδη κόµποστ (Strom, 1985, Ryckeboer et al., 2003, Anastazi et al., 2005, 
Asraf et al., 2007). H κυριαρχία του οφείλεται στην ευρεία εξάπλωσή του, ως 
σαπροτροφικός οργανισµός. Τα σπόρια του βρίσκονται παντού διασκορπισµένα, και 
σχετίζονται µε τα οργανικά υλικά και το έδαφος. Το γένος Aspergillus περιγράφτηκε για 
πρώτη φορά το 1729 και είναι ένα από τα σηµαντικότερα από οικονοµικής απόψεως 
γένη, αφού πολλές βιοµηχανικές διεργασίες βασίζονται σε είδη του, τα οποία 
χρησιµοποιούνται για τη βιοµηχανική παραγωγή οινοπνευµατωδών, τροφίµων, 
φαρµάκων και ενζύµων. Από την άλλη πλευρά, τα είδη του γένους µπορεί να µολύνουν 
τα τρόφιµα ή να προκαλέσουν ποικίλες ασθένειες σε φυτά και ζώα. Επίσης είναι ικανά 
να παράγουν µυκοτοξίνες, µε κυριότερη την αφλατοξίνη, που έχει ισχυρά καρκινογόνες 
ιδιότητες.  

 Τα είδη του γένους Aspergillus section Nigri ή των µαύρων Aspergillus έχουν 
ευρεία εξάπλωση και µεγάλη ικανότητα ανάπτυξης σε ποικίλα υποστρώµατα. Τα 
στελέχη που ανήκουν στην οµάδα αυτή χαρακτηρίζονται από το σχηµατισµό κονιδίων 
χρώµατος σκούρου καφέ προς µαύρου, µε σφαιρικές κύστες που φέρουν µία ή δύο 
σειρές φιαλιδίων και υαλώδεις ή ελαφρά χρωµατισµένες στο τοίχωµα υφές (Klich, 
2002). Η οµάδα αυτή παρουσιάζει µεγάλα ταξινοµικά προβλήµατα, επειδή τα είδη 
εµφανίζουν πολύ µικρές διαφορές µεταξύ τους (Silva et al., 2011). Πολλά είδη µπορούν 
να διαχωριστούν µεταξύ τους µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά, ενώ άλλα, 
όπως τα είδη που µοιάζουν µε τον A. niger, δεν µπορούν. Η χρήση µοριακών τεχνικών 
αποκάλυψε πολλά κρυπτικά είδη που µέχρι τότε θεωρούνταν ότι ανήκαν σε ήδη 
χαρακτηρισµένα είδη. Η σύγκριση της ITS περιοχής του ριβοσώµατος µπορεί να 
διακρίνει µόνο τα είδη µε µία ή δύο σειρές φιαλιδίων στην κεφαλή του κονιδιοφόρου. 
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Συγκρίνοντας τις αλληλουχίες των γονιδίων που κωδικοποιούν για τη β-τουµπουλίνη 
διαχωρίζονται όλα πλην ενός (A. lacticoffeatus) (Samson et al., 2004), ενώ µε 
σύγκριση του γονιδίου που κωδικοποιεί για την καλµοδουλίνη επιτυγχάνεται πλήρης 
διαχωρισµός των ειδών της οµάδας αυτής (Samson et al., 2007). Ο Aspergillus 
tubingensis ανήκει στην οµάδα αυτή και για τον πλήρη χαρακτηρισµό του απαιτείται 
ανάπτυξη του στελέχους σε διαφορετικά υποστρώµατα, µικροσκοπική παρατήρηση, 
βιοχηµικές αναλύσεις των δευτερογενών µεταβολιτών του και µοριακή ανάλυση H 
χρήση της πολυφασικής ταξινόµησης συµβάλλει στην επίλυση των ταξινοµικών 
προβληµάτων. Το είδος A. tubingensis παρουσιάζει µεγάλη µορφολογική οµοιότητα µε 
το A. niger. Το A. tubingensis παράγει σκληρώτια, τα οποία παρατηρούνται στο A. 
niger σε σπάνιες περιπτώσεις (Samson et al., 2004). Οι διαφορές µεταξύ τους 
αποσαφηνίζονται αν γίνει η αλληλούχιση του γονιδίου της β - τουµπουλίνης (Valero et 
al., 2007).  

 To είδος A. fumigatus αναπτύσσεται, σχηµατίζοντας αποικία µε βελούδινη 
υφή, και παράγει σπόρια πολύ γρήγορα, ενώ χαρακτηρίζεται από παχείς 
κονιδιοφόρους, ακανόνιστους, µεγάλες, διογκωµένες, ροπαλοειδείς κύστεις. Απαντάται 
κυρίως στο έδαφος και στον άνθρωπο (παθογόνο). Είναι υπεύθυνο για την παραγωγή 
των φουµιτοξινών και άλλων δευτερογενών µεταβολιτών (Samson et al., 2007). O 
Aspergillus fumigatus είναι υπεύθυνος για τις περισσότερες περιπτώσεις 
ασπεργίλλωσης παγκοσµίως. Είναι από τα πλέον θερµόφιλα είδη που αναπτύσσονται 
στην αποικοδοµούµενη νεκρή οργανική ύλη και απαντάται πολύ συχνά σε διάφορα 
είδη κόµποστ. Έχει παρατηρηθεί, σε µονάδες κοµποστοποίησης, ιδιαίτερα µεγάλη 
συγκέντρωση σπορίων Aspergillus fumigatus σε δείγµατα αέρα που έφτανε τα 104 - 
105 CFU/m3 (Fischer et al., 1998, Fischer et al. 1999, Browne et al., 2001, Epstein et 
al., 2001), χωρίς όµως να εντοπιστούν ισχυρές µυκοτοξίνες. Αυτές, φαίνεται, ότι δεν 
παράγονται φυσικά στο κόµποστ (Fischer et al., 1999), αλλά έχουν εντοπιστεί αρκετοί 
άλλοι δευτερογενείς µεταβολίτες, οι οποίοι µπορεί να σχετίζονται µε καταστάσεις 
αλλεργικής αντίδρασης. 

 Ο Aspergillus flavus είναι από τα πλέον άφθονα και ευρέως διαδεδοµένα είδη 
µυκήτων του εδάφους. Είναι σαπροτροφικό είδος, ικανό να αναπτυχθεί σε ετερογενή 
οργανικά υποστρώµατα όπως φυτικά υπολείµµατα, φύλλα δένδρων, σηπόµενο ξύλο, 
βαµβάκι, σωρούς κόµποστ, νεκρά έντοµα και ζώα, κ.α. (Klich, 1998). Σε φυσιολογικές 
συνθήκες απαντάται υπό τη µορφή µυκηλίου που σχηµατίζει αγενή σπόρια. Αν όµως 
υπάρξει κάποια περιβαλλοντική καταπόνηση, µπορεί και σχηµατίζει ανθεκτικές δοµές, 
τα σκληρώτια. Είναι το δεύτερο κατά σειρά υπεύθυνο είδος για τα κρούσµατα 
ασπεργίλλωσης, µετά τον Aspergillus fumigatus (Denning et al., 1991, Denning, 1998). 

  H ταυτοποίηση των ειδών του γένους Aspergillus παραδοσιακά βασιζόταν στα 
µακροσκοπικά χαρακτηριστικά της αποικίας που έχει καλλιεργηθεί σε ένα θρεπτικό 
υπόστρωµα, καθώς και στη µελέτη των χαρακτηριστικών στο µικροσκόπιο. Η 
αναγνώριση, όµως, των πιο κοινών και σηµαντικών ειδών είναι συχνά προβληµατική, 
εξαιτίας της µεγάλης διακύµανσης των µορφολογικών χαρακτήρων. Ως εκ τούτου, η 
ύπαρξη γρήγορων µεθόδων που βασίζονται στην αλληλούχιση του DNA είναι πολύτιµη 
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για την αναγνώριση των ειδών του γένους (Hinrikson et al., 2005). Ο ρόλος της 
γονιδιωµατικής προς αυτή την κατεύθυνση είναι πολύ σηµαντικός. Η διαθεσιµότητα 
αλληλουχιών από διάφορα είδη του γένους επιτρέπει την ανάλυση των ειδών σε 
επίπεδο ολόκληρου γονιδιώµατος και τις συγκρίσεις σε δια- και ενδο- ειδικό επίπεδο 
για την αποκάλυψη της ποικιλοµορφίας των ειδών και έχουν αναπτυχθεί νέες µέθοδοι 
για την ταξινόµηση και ταυτοποίηση. Παρόλα αυτά οι πληροφορίες που µας δίνουν τα 
µορφολογικά χαρακτηριστικά παραµένουν χρήσιµες και ο συνδυασµός τους µε τις 
σύγχρονες µοριακές και αναλυτικές µεθόδους έχουν εισάγει την έννοια της 
πολυφασικής ταξινόµησης, η οποία συνδυάζει τους µορφολογικούς χαρακτήρες και την 
αλληλούχιση του DNA και βασίζεται στην αρχή ότι τα µορφολογικά και φυσιολογικά 
χαρακτηριστικά της καλλιέργειας και οι παραγόµενοι µεταβολίτες είναι εξίσου 
σηµαντικά µε τα µοριακά δεδοµένα (Samson et al., 2006). 

  Τα δεδοµένα από τη ταξινοµική µελέτη των τριών στελεχών µε βάση τα 
χαρακτηριστικά της µορφολογίας τους συνεκτιµήθηκαν για την ανάλυση των 
δεδοµένων που προέκυψαν από την αλληλούχιση του DNA και την εξαγωγή ασφαλών 
συµπερασµάτων για την ταξινόµηση των ειδών. Βασιζόµενοι στα µορφολογικά 
χαρακτηριστικά το στέλεχος K4As8 θεωρήθηκε ότι είναι το είδος Α.tubingensis. Το 
είδος αυτό, όµως, όπως προαναφέρθηκε, παρουσιάζει µεγάλη µορφολογική οµοιότητα 
µε το A. niger. Βασιζόµενοι στην αλληλούχιση του DNA ως προς το γονίδιο 18SrRNA 
το είδος έχει υψηλή οµολογία µε το A. niger. Οι διαφορές µεταξύ τους αποσαφηνίζονται 
αν γίνει η αλληλούχιση του γονιδίου της β - τουµπουλίνης (Valero et al., 2007). 
Επιπλέον, πρέπει να συνεκτιµηθεί το γεγονός ότι το γονίδιο για το 18S είναι χρήσιµο 
για την ταξινόµηση και φυλογένεση σε επίπεδο τάξεων ή υψηλότερο από αυτό. 

 Οι νουκλεοτιδικές αλληλουχίες των τριών στελεχών για κάθε γονίδιο, 
ευθυγραµµίστηκαν χρησιµοποιώντας τον αλγόριθµο ClustalW και του προγράµµατος 
Mega 5.0, µε αντίστοιχα γονίδια συγγενικών ειδών, των οποίων οι αλληλουχίες είναι 
διαθέσιµες στο διαδίκτυο και προέκυψαν µε τη χρήση του BLAST. Βάσει των 
αποτελεσµάτων των µοριακών τεχνικών που εφαρµόστηκαν για την παρούσα µελέτη 
και της επεξεργασίας τους στο NCBI και της φυλογενετικής ανάλυσης µε το πρόγραµµα 
Mega 5.0 αποδεικνύεται ότι τα στελέχη, όσον αφορά στην περιοχή ΙΤS1, απέχουν 
µεταξύ τους φυλογενετικά, απόσταση της τάξεως του 90% περίπου για τα K1AS1 (A. 
fumigatus) και K3AS4 (A. flavus ή A. oryzae) και ότι υπάρχει επίσης 90% οµολογία 
µεταξύ των K3AS4 και K4As8 (Α. niger, Α. tubingensis). 

 Όσον αφορά στο γονίδιο 18S rRNA παρατηρούµε ότι στην ευθυγράµµιση 
εµφανίζονται µε υψηλή οµοιότητα (99.2-99.6%), γεγονός που ήταν αναµενόµενο αν 
λάβουµε υπόψη ότι πρόκειται για µια πολύ συντηρηµένη νουκλεοτιδική περιοχή µεταξύ 
των µυκήτων. Άλλωστε για το λόγο αυτό η ταυτοποίηση των στελεχών βασίζεται 
περισσότερο στην ανάλυση της περιοχής ITS1 σε συνδυασµό πάντα µε τα 
αποτελέσµατα της ανάλυσης του 18S rRNA γονιδίου. Στην περίπτωσή µας τα 
αποτελέσµατα της ανάλυσης των δύο γονιδίων που µελετήθηκαν συνάδουν. Για 
περαιτέρω ανάλυση και ενίσχυση των αποτελεσµάτων θα πρέπει να αναλυθούν 
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περισσότερα γονίδια και στα τρία στελέχη, ώστε να επιβεβαιωθούν οι ενδείξεις για την 
ταυτότητά τους. 

  Συµπεραίνουµε, λοιπόν, ότι οι µικροοργανισµοί στο κόµποστ ποικίλουν. 
Διάφορες µέθοδοι έχουν χρησιµοποιηθεί για τη διερεύνηση της µικροβιακής 
ποικιλότητας και της µικροβιακής διαδοχής στο κόµποστ. Αυτές περιλαµβάνουν τις 
παραδοσιακές τεχνικές καλλιέργειας (culture based), βιοχηµικές αναλύσεις (π.χ. 
ανάλυση λιπιδίων PLFA, προφίλ κινονών) και τις µοριακές τεχνικές (culture 
independent). Οι συµβατικές τεχνικές για τη µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας 
συµπληρώνονται από τις µοριακές. Ο συνδυασµός και των δύο είναι προτιµότερος, 
καθώς η µελέτη της µικροβιακής ποικιλότητας που βασίζεται µόνο σε τεχνικές 
καλλιέργειας, αποτυγχάνει να ανιχνεύσει και να ταυτοποιήσει πλήρως όλη τη 
µικροχλωρίδα (Parmisano et al., 1993), γεγονός που έχει αποδειχτεί και σε δείγµατα 
κόµποστ, ενώ από την άλλη πλευρά τα αποτελέσµατα από την ανάλυση της rDNA 
ακολουθίας, δείγµατος βακτηρίων που έχει καλλιεργηθεί και των κλωνοποιηµένων 
ακολουθιών δείγµατος DNA που έχει αποµονωθεί από δείγµα κόµποστ,  δείχνουν ότι 
δεν υπάρχουν επικαλύψεις µεταξύ τους (Dees & Ghiorse, 2001, Schloss et al., 2002).  

 Και στην περίπτωση των µυκήτων, οι συµβατικές τεχνικές εξακολουθούν να 
είναι απαραίτητες για την πλήρη µελέτη και ταυτοποίηση των ειδών που υπάρχουν στο 
δείγµα (Anastazi et al., 2005). Οι κλασσικές µικροβιολογικές τεχνικές επιτρέπουν την 
αποµόνωση στελεχών σε καθαρές καλλιέργειες, οι οποίες χρησιµοποιούνται για τη 
διεξαγωγή ταξινοµικής µελέτης µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά, τη 
φυσιολογία τους, την ικανότητα να παράγουν µεταβολίτες κ.ά. Οι πληροφορίες αυτές 
είναι απαραίτητες για το χαρακτηρισµό των αποµονωµένων στελεχών. Από την άλλη 
πλευρά, η µοριακή ανάλυση συµβάλλει και επιβεβαιώνει ή ανατρέπει τις πληροφορίες 
για τη συστηµατική των στελεχών, ενώ προσφέρει µια λειτουργική ανάλυση. Τα 
δεδοµένα αυτά είναι απαραίτητα για τον πλήρη καθορισµό της µικροβιακής 
ποικιλότητας, η οποία διαδραµατίζει κυρίαρχο ρόλο σε όλη τη διαδικασία της 
κοµποστοποίησης. Κατά συνέπεια, είναι δυνατή η εκτίµηση της αφθονίας, της 
ποικιλότητας και της διαδοχής των ειδών. Καθώς η σύνθεση της µικροχλωρίδας 
σχετίζεται µε τους φυσικο-χηµικούς παράγοντες και την ωρίµανση του κόµποστ, η 
καλύτερη κατανόηση της, συµβάλλει στην καλύτερη διαχείριση της διαδικασίας. 
Επιπλέον, µε τις τεχνικές αυτές επισηµαίνονται οι δυνατότητες των ειδών που 
αποµονώνονται, δίνοντας την προοπτική νέων βιοτεχνολογικών εφαρµογών. 

 Δεδοµένου ότι οι περιβαλλοντικές συνθήκες κατά την κοµποστοποίηση 
παρουσιάζουν ριζικές διαφορές µε αυτές που επικρατούν στα περισσότερα φυσικά 
περιβάλλοντα, είναι πιθανό µικροοργανισµοί από τον κόµποστ να µη βρεθούν σε άλλα 
οικοσυστήµατα. Εποµένως, οι έρευνες σχετικά µε τη µικροβιακή ποικιλότητα του 
κόµποστ µπορεί να έχουν ευεργετικά αποτελέσµατα, όχι µόνο για τη βιοµηχανική 
κοµποστοποίηση, αλλά και για τις χρήσεις του τελικού προϊόντος (Asraf et al., 2007), 
αλλά και µε την προοπτική  άλλων βιοτεχνολογικών εφαρµογών, όπως η δηµιουργία 
µικροοργανισµών που θα καταστέλουν τις ασθένειες των φυτών ή βακτηρίων που θα 
προωθούν την ανάπτυξή τους και επιβεβαιώνει την αποµάκρυνση των παθογόνων 
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κατά την πορεία της κοµποστοποίησης (Boehm et al., 1993). H µεγάλη ποικιλία 
µικροοργανισµών που υπάρχει στο κόµποστ, παραµένει ανεκµετάλλευτη και χρειάζεται 
περαιτέρω έρευνα. Πολλά είδη µυκήτων, βακτηρίων και ακτινοµυκήτων που έχουν 
βρεθεί σε δείγµατα κόµποστ ερευνώνται για να εκτιµηθεί η ικανότητά τους να 
αποικοδοµούν πετρελαϊκούς υδρογονάνθρακες, αλλά και για τον αποχρωµατισµό 
πολλών συνθετικών χρωστικών, προκειµένου να αποσαφηνιστεί η πιθανή δυνατότητα 
εφαρµογή τους για βιοεξυγίανση (Anastazi et al., 2005). 

 Συµπερασµατικά, στην παρούσα εργασία η πορεία της κοµποστοποίησης 
προχώρησε σε ικανοποιητικά επίπεδα µέχρι την 68η ηµέρα που πραγµατοποιήθηκε η 
τελευταία δειγµατοληψία. Η συγκοµποστοποίηση των δύο αγροτοβιοµηχανικών 
προϊόντων που χρησιµοποιήθηκαν, τα οποία αποτελούν δύο βασικά γεωργικά 
υποπροϊόντα για την Ελλάδα, είναι µια ορθή πρακτική για τη διαχείριση του µεγάλου 
όγκου των αποβλήτων αυτών και την ανακύκλωση των οργανικών τους υλικών. Η 
ανίχνευση κάποιων µικροοργανισµών στο κόµποστ αντανακλά την ποιότητά του 
(Strom, 1985). Η µελέτη των φυσικο-χηµικών παραγόντων και της µικροβιακής 
ποικιλότητας κατά την πορεία της κοµποστοποίησης είναι αναγκαία για την καλύτερη 
διαχείριση της διαδικασίας και την εξασφάλιση ενός τελικού προϊόντος, σταθερού, 
χωρίς παθογόνους παράγοντες, κατάλληλο για αποθήκευση και εφαρµογή στο έδαφος 
χωρίς δυσάρεστες περιβαλλοντικές επιπτώσεις και για χρήση σε ποικίλες γεωργικές 
εφαρµογές µε ευεργετικά αποτελέσµατα. Η βελτιστοποίηση των παραγόντων που 
σχετίζονται µε την κοµποστοποίηση θα συµβάλλει στην ανάπτυξη καλύτερων 
βιοµηχανικών πρακτικών. Κρίνεται αναγκαία λοιπόν, η περαιτέρω µελέτη της 
διαδικασίας της συγκοµποστοποίησης και των φυσικο-χηµικών και µικροβιολογικών 
παραγόντων που σχετίζονται µε αυτή, καθώς επίσης και η διερεύνηση των ποσοτήτων 
των Υγρών Αποβλήτων Ελαιουργείας που είναι δυνατόν να απορροφηθούν κατά τη 
συγκοµποστοποίησή τους µε άλλα στερεά αγροτοβιοµηχανικά υποπροϊόντα, πέρα από 
τα Υπολείµµατα Εκκοκκιστηρίου Βάµβακος. 
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6. ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ 
6.1 Παράρτηµα Α: Σύνθεση διαλυµάτων - Χρώσεις 

 

Προσδιορισµός του νιτρικού αζώτου (Ν-NO3
-)  

Διάλυµα KCl 2Μ: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H2Ο διαλύονται 149.1026g 

χλωριούχου καλίου (KCl). 

Πυκνό διάλυµα χλωριούχου αµµωνίου (NH4Cl): 100g NH4Cl διαλύονται σε 

500ml απιονισµένου νερού και διατηρείται σε γυάλινο ή πλαστικό δοχείο.   

Αραιό διάλυµα χλωριούχου αµµωνίου (NH4Cl): 50g NH4Cl διαλύονται σε 2l 

απιονισµένου νερού και διατηρείται σε γυάλινο ή πλαστικό δοχείο.   

Αντιδραστήριο diazoting: 0.5g σουλφανιλαµίνης διαλύονται σε 100ml HCl 2.4Μ. 

Το διάλυµα διατηρείται στους 4°C. 

Αντιδραστήριο σύζευξης (coupling): 0.3g (N-(1-naphthyl)-

ethylendiamine)hydrochloride διαλύονται σε 100ml HCl 0.12Μ. Το διάλυµα 

διατηρείται στο ψυγείο σε αδιαφανή φιάλη.  

 

Προσδιορισµός του αµµωνιακού αζώτου (Ν-NΗ4
+)  

Διάλυµα phenol-nitroprusside:  7g φαινόλης και 34mg νιτροπρωσικού νατρίου 

(sodium nitroprusside) διαλύονται σε 100ml απιονισµένου νερού, εντός 

ογκοµετρικής φιάλης των 100ml. Φυλάσσεται στο ψυγείο σε αδιαφανή φιάλη.   

Αντιδραστήριο ρυθµισµένου (buffered) υποχλωριώδους νατρίου: σε 

ογκοµετρική φιάλη των 100ml διαλύονται 1.48g NaOH σε 70 ml απιονισµένου 

νερού, προστίθενται 4.98g Na2HPO4 και 20ml υποχλωριώδους νατρίου. Τελικό 

pH 11.4 – 12.2. Αραίωση µέχρι τελικό όγκο 100ml.  

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid): σε ογκοµετρική φιάλη των 100 ml 

διαλύονται 6g δινατρικού-EDTA σε 80ml απεσταγµένου νερού. Ρύθµιση σε 

pH=7, ανάµιξη και αραίωση σε τελικό όγκο 100ml.  
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Προσδιορισµός του ολικού αζώτου (µέθοδος Kjeldahl) 

Διάλυµα H2SO4 & σαλικυλικού: προσθήκη 25g σαλικυλικού σε 1l H2SO4. 

Διάλυµα βορικού οξέος 20%: διάλυση 20ml βορικού σε 1l νερό.  

Δείκτης: 0.35g bromcresol green προστίθενται σε ογκοµετρική φιάλη των 250 

ml, στην οποία έχουν προστεθεί 10ml αλκοόλης. Προσθήκη 10 ml NaOH 0.1N. 

Προσθήκη 150ml απιονισµένου νερού, 22ml 1% poncean 4R και 0.75g 

nitrophenol µετά από διάλυση σε 5ml αλκοόλης. Συµπλήρωση του όγκου µέχρι 

τη χαραγή µε απιονισµένο νερό και ανάδευση.  

 

Τεχνική χρώσης ενδοσπορίου 

1. Μικρή ποσότητα καλλιέργειας µεταφέρεται µε το µικροβιολογικό κρίκο σε µία 

καθαρή αντικειµενοφόρο, όπου απλώνεται καλά (αν χρειάζεται αραιώνεται 

πρώτα σε µία σταγόνα νερού). 

2. Ξήρανση του δείγµατος µε ελαφρή θέρµανση της αντικειµενοφόρου στη φλόγα 

ενός λύχνου, ώστε τα βακτηριακά κύτταρα να προσηλωθούν πάνω στην 

αντικειµενοφόρο. 

3. Κάλυψη του δείγµατος µε µικρό κοµµάτι χαρτιού κουζίνας, το οποίο 

διαποτίζουµε µε χρωστική «πράσινο του µαλαχίτη». Άτµισµα του δείγµατος 

πάνω από νερό που βράζει για 5min. Προσθήκη επιπλέον χρωστικής εάν η 

τελευταία εξατµιστεί. 

4. Αφήνεται η αντικειµενοφόρος να κρυώσει, αφαίρεση του χαρτιού και ξέπλυµα µε 

νερό για 30sec. 

5. Κάλυψη του παρασκευάσµατος µε σαφρανίνη για 20sec. 

6. Ξέπλυµα µε νερό για αποµάκρυνση της σαφρανίνης. 

7. Στέγνωµα µε διηθητικό χαρτί και παρατήρηση του δείγµατος µε χρήση 

ελαιοκαταδυτικού φακού.  

 

Μοριακές Τεχνικές:  

LB θρεπτικό µέσο: Σε τελικό όγκο 1l απιονισµένο H2Ο διαλύονται τόσα 10g 

Tryptone ή Peptone, 10g NaCl, 5g yeast extract. Για την παρασκευή στερεού 

µέσου προστίθεται στο τελικό διάλυµα 1,6% άγαρ.  
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LB θρεπτικό µέσο µε αµπικιλίνη: Μετά την αποστείρωση του υλικού, αφήνουµε 

το θρεπτικό να κρυώσει, και µετά προστίθεται το αντιβιοτικό αµπικιλίνη (100 

mg/ml) σε αναλογία 1:1000.  

Διάλυµα αµπικιλίνης (100mg/ml): Ανά 1 ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 

100mg αµπικιλίνης. Αποστείρωση του διαλύµατος µε φιλτράρισµα αυτού µέσα 

από διηθητικό φίλτρο (0.22µm). Διατήρηση στους -20°C. 

Διάλυµα βρωµιούχου αιθιδίου (10mg/ml): Ανά 1ml αποστειρωµένου ddH2Ο 

διαλύονται 10mg EthBr. Διατήρηση στους 4°C. 

IPTG 1M (Μοριακό Βάρος: 238.31): Ανά 1ml αποστειρωµένου ddH2Ο 

διαλύονται 0,23831g IPTG. Αποστείρωση του διαλύµατος µε φιλτράρισµα αυτού 

µέσα από διηθητικό φίλτρο (0.22µm). Διατήρηση στους -20°C. 

X-Gal (20mg/ml): Ανά 1ml διµεθυλ-φορµαµιδίου διαλύονται 20mg X-Gal. 

Διατήρηση στους -20°C. 

STET Medium: Σακχαρόζη 8%, Triton-X 100 5%, 50mM Tris-HCl pH 8, 50mM 

EDTA pH 8. Διατήρηση στους 4°C.  

Διάλυµα λυσοζύµης: Ανά 1ml αποστειρωµένου ddH20 διαλύονται 50 mg 

λυσοζύµης. Διατήρηση στους -20°C. 

 

6.2 Παράρτηµα Β: Συγκεντρωτικοί Πίνακες  

 

Φυσικο-χηµικές Παράµετροι 

Πίνακας 1: Συγκεντρωτική παρουσίαση της εξέλιξης των φυσικο-χηµικών παραµέτρων  
κατά την αρχική (Α), 1η θερµόφιλη (Θ1), µεσόφιλη (Μ) και 2η θερµόφιλη (Θ2) φάση της 
κοµποστοποίησης.     
 

Δείγµα Ηµέρες 

Κοµποστο
ποίησης 

Υγρασία 
(%) 

pH EC 
(mS/c

m) 

Ολικό Ν 
(%) 

NH4
+ - N 

(µg/g) 
NΟ3

- - N 
(µg/g) 

NH4
+/NO3

- cm3 
O2/100g/h 

Α 0 73.43 6.45 5.10 1.88 270.13 147.53 1.83 51.56 

Θ1 6 54.05 7.70 4.19 2.17 46.24 7.47 6.19 
29.62 (30°C) 
31.38 (50°C) 

Μ 62 48.53 7.60 5.87 2.86 31.17 19.71 1.58 28.74 
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Θ2 68 73.30 7.80 3.74 3.07 75.40 21.67 3.48 
51.13 (30°C) 
51.90 (50°C) 

 

Μικροβιολογικές Αναλύσεις 

Διακύµανση του Αριθµού Βιώσιµων Μονάδων των µικροβιακών οµάδων 
στις φάσεις της κοµποστοποίσης: 

 
Πίνακας 2: Συγκεντρωτική παρουσίαση της διακύµανσης του ΑΒΜ των µικροβιακών 
οµάδων ανά g ξηρού δείγµατος, κατά την αρχική (Α), 1η θερµόφιλη (Θ1), µεσόφιλη (Μ) 
και 2η θερµόφιλη (Θ2) φάση της κοµποστοποίησης.     

 
 

 Δ
εί
γµ
α 

 

Ο
λι
κά

 
Β
ακ
τή
ρι
α 

Μ
ύκ
ητ
ες

 

Α
κτ
ιν
οµ
ύ-

κη
τε
ς 

Σπ
ορ
ιο

-
γό
να

 
Β
ακ
τή
ρι
α 

Κ
υτ
τα
ρι

-
νο
λυ
τι
κά

 
Β
ακ
τή
ρι
α 

Α
ζω
το
δε

-
σµ
ευ
τι
κά

 
Β
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Α 6.21*108 
2.53*10

6 4.47*107 1.18*108 - 1.43*108 

Θ1 2.67*108 6.93*10
5 

1.91*106 8.39*107 - 13.96*103 

Μ 1.91*101

1 
1.84*10

7 
4.53*109 1.35*109 4.61*109 25.71*104 

Θ2 4.33*109 8.82*10
6 

6.42*106 2.62*109 1.73*1010 10.20*104 

 
 

Κυτταρινόλυση σε στερεό θρεπτικό υλικό CMC: 
 

Πίνακας 3: Καταγραφή του δείκτη κυτταρινόλυσης της κυτταρίνης του θρεπτικού υλικού 
από τα κυτταρινολυτικά βακτήρια της 3ης και 4ης δειγµατοληψίας.     

 
 

3η δειγµατοληψία (2η µεσόφιλη) 4η δειγµατοληψία (2η θερµόφιλη) 

 Διάµετρος 
Ζώνης 
(cm) 

Διάµετρος 
αποικίας 
(cm) 

Δείκτης 
Κυτταρινόλυσης 
[(δ.ζ./δ.α.)*100] 

Διάµε-
τρος 
Ζώνης 
(cm) 

Διάµετρος 
αποικίας 
(cm) 

Δείκτης 
Κυτταρινόλυσης 
[(δ.ζ./δ.α.)*100] 

1 2 0.5 400.00 1.7 0.3 566.67 

2 1.9 6.2 30.65 2.6 0.1 2600.00 

3 1.2 0.2 600.00 1.2 0.1 1200.00 

4 2.2 0.5 440.00 2 0.2 1000.00 

5 2 0.3 666.67 3 0.3 1000.00 

6 2.6 0.2 1300.00 2 0.1 2000.00 

7 3.4 0.4 850.00 2.1 0.1 2100.00 
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8 3.3 0.6 550.00 2.2 1.2 183.33 

9 1.7 0.3 566.67 2.4 0.5 480.00 

10 4 0.5 800.00 2.5 0.5 500.00 

11 2.1 0.2 1050.00 2.1 0.5 420.00 

12 1.7 0.2 850.00 1 0.1 1000.00 

13 1.3 0.1 1300.00 1.3 0.1 1300.00 

14 2.4 0.5 480.00 1.6 0.4 400.00 

15 2.6 0.1 2600.00 2.3 0.3 766.67 

16 0.6 0.3 200.00 2.5 1 250.00 

17 1.8 0.2 900.00 2.5 0.6 416.67 

18 0.8 0.2 400.00 2.2 0.3 733.33 

19 1.1 0.2 550.00 3 0.1 3000.00 

20 3.1 0.1 3100.00 3 1 300.00 

21 2 0.1 2000.00 3.5 0.3 1166.67 

22 
   

2.67 0.9 296.67 

23 
   

2.87 1 287.00 

24 
   

1.6 0.2 800.00 

25 
   

2.6 0.8 325.00 

26 
   

1.4 0.1 1400.00 

27 
   

2.3 0.1 2300.00 

28 
   

2.5 0.8 312.50 

29 
   

2.5 0.3 833.33 

30 
   

1.5 0.2 750.00 

31 
   

2.9 0.3 966.67 

32 
   

1.8 0.3 600.00 

33 
   

1.8 0.2 900.00 

34 
   

2.5 0.7 357.14 

35 
   

2.5 1 250.00 

36 
   

2.6 0.2 1300.00 

37 
   

3 1.1 272.73 

 
 

Μοριακές Τεχνικές 
 
Νουκλεοτιδική ακολουθία 18S rRNA γονιδίου των στελεχών Κ1Αs1, K3As4, 
K4As8: 
 
 
Κ1As1 
GATTTTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGG
ACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCGTCAGTATTCAGCTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGATGT
TTTCATTAATCAGGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTA
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GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGCGGTGTTTCTATGATGACCCG
CTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAAGGCGTGGAGCCTGCGGC
TTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAAAATAAGGATTGACA
GATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGT
GGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTCGGCCCTTAAATAGC
CCGGTCCGCATTTGCGGGCCGCTGGCTTCTTAGGGGGACTATCGGCTCAAGCCGA
TGGAAGTGCGCGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCAC
GCGCGCTACACTGACAGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGTCTGGGT
AATCTTGTTAACCCTGTCGTGCTGGGGATAGTGCATTGCAT 
 

Accession	   Description	  
Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

GU201159.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  1047RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1404	   1404	   99%	   0.0	   99%	  

GU201394.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  5039RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1404	   1404	   99%	   0.0	   99%	  

GU201335.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  4040RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1400	   1400	   100%	   0.0	   99%	  

GU201402.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  5047RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1399	   1399	   99%	   0.0	   99%	  

GU201278.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  3043RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1399	   1399	   99%	   0.0	   99%	  

GU201385.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  5028RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1395	   1395	   100%	   0.0	   99%	  

GU201282.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  3048RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1393	   1393	   99%	   0.0	   99%	  

HQ871892.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  strain	  s1813	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1391	   1391	   99%	   0.0	   99%	  

HQ393873.1	   Aspergillus	  sp.	  PSBORB-‐4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1391	   1391	   99%	   0.0	   99%	  

HQ393867.1	  

Aspergillus	  terreus	  strain	  PSFCRG2-‐1	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1391	   1391	   99%	   0.0	   99%	  

 
 
K3As4 
ATTGCAATGCGCTATCCCCAGCACGACAGGGTTTAACAAGATTACCCGGACCTCTC
GGCCAAGGTGATGTACTCGCTGGCCCTGTCAGTGTAGCGCGCGTGCGGCCCAGAA
CATCTAAGGGCATCACAGACCTGTTATTGCCGCGCACTTCCATCGGCTTGAGCCGA
TAGTCCCCCTAAGAAGCCAGCGGCCCGCAAACGCGGACCGGGCTATTTAAGGGCC
GAGGTCTCGTTCGTTATCGCAATTAAGCAGACAAATCACTCCACCAACTAAGAACG
GCCATGCACCACCATCCAAAAGATCAAGAAAGAGCTCTCAATCTGTCAATCCTTATT
TTGTCTGGACCTGGTGAGTTTCCCCGTGTTGAGTCAAATTAAGCCGCAGGCTCCAC
GCCTTGTGGTGCCCTTCCGTCAATTTCTTTAAGTTTCAGCCTTGCGACCATACTCCC
CCCAGAACCCAAAAACTTTGATTTCTCGTAAGGTGCCGAGCGGGTCACCATAGAAA
CACCGCCCGATCCCTAGTCGGCATAGTTTATGGTTAAGACTACGACGGTATCTGAT
CGTCTTCGATCCCCTAACTTTCGTTCCCTGATTAATGAAAACATCCTTGGCGAATGC
TTTCGCAGTAGTTAGTCTTCAGCAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAGCTGAATAC
TGACGCCCCCGACTATCCCTATTAATCATTACGGCGGTCCTAGAAACCAACAAAATA
GAACCGCACGTCCTATTCTATTATTCCATGCTAAA 
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Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

GU201272.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  3035RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1404	   1404	   100%	   0.0	   99%	  

GU201347.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  4057RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1404	   1404	   100%	   0.0	   99%	  

HQ393872.1	  

Aspergillus	  flavus	  strain	  PSFW1RH-‐4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1402	   1402	   99%	   0.0	   99%	  

HM064501.1	  

Aspergillus	  oryzae	  strain	  SEMCC-‐3.248	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1402	   1402	   99%	   0.0	   99%	  

GU953210.1	   Aspergillus	  flavus	  strain	  TZ1985	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1402	   1402	   99%	   0.0	   99%	  

EU680477.1	   Aspergillus	  oryzae	  strain	  FS4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1402	   1402	   99%	   0.0	   99%	  

EU263602.1	   Aspergillus	  flavus	  strain	  TPID12	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1402	   1402	   99%	   0.0	   99%	  

 
K4As8 
GATTTTAGCATGGAATAATGGAATAGGACGTGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTCTAGG
ACCGCCGTAATGATTAATAGGGATAGTCGGGGGCGTCAGTATTCAGCTGTCAGAG
GTGAAATTCTTGGATTTGCTGAAGACTAACTACTGCGAAAGCATTCGCCAAGGATGT
TTTCATTAATCAGGGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGACGATCAGATACCGTCGTA
GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATCGGGCGGTGTTTCTATGATGACCCG
CTCGGCACCTTACGAGAAATCAAAGTTTTTGGGTTCTGGGGGGAGTATGGTCGCAA
GGCTGAAACTTAAAGAAATTGACGGAAGGGCACCACAAGGCGTGGAGCCTGCGGC
TTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTCACCAGGTCCAGACAAAATAAGGATTGACA
GATTGAGAGCTCTTTCTTGATCTTTTGGATGGTGGTGCATGGCCGTTCTTAGTTGGT
GGAGTGATTTGTCTGCTTAATTGCGATAACGAACGAGACCTCGGCCCTTAAATAGC
CCGGTCCGCGTTTGCGGGCCGCTGGCTTCTTAGGGGGACTATCGGCTCAAGCCGA
TGGAAGTGCGCGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTGGGCCGCAC
GCGCGCTACACTGACAGGGCCAGCGAGTACATCACCTTGGCCGAGAGGTCCGGG
TAATCTTGTTAACCCTGTCGTGCTGGGGATAGTGCATTGCAA 
 

Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

GU201272.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  3035RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1400	   1400	   100%	   0.0	   99%	  

GU201347.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  4057RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1400	   1400	   100%	   0.0	   99%	  

GU201159.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  1047RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1395	   1395	   100%	   0.0	   99%	  

GU201394.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  5039RhFu	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1395	   1395	   100%	   0.0	   99%	  

HQ393872.1	  

Aspergillus	  flavus	  strain	  PSFW1RH-‐4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1393	   1393	   99%	   0.0	   99%	  

HM064501.1	  

Aspergillus	  oryzae	  strain	  SEMCC-‐3.248	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	   1393	   1393	   99%	   0.0	   99%	  

HQ397705.1	   Aspergillus	  niger	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1360	   1360	   99%	   0.0	   99%	  
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Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

HM347449.1	   Aspergillus	  niger	  isolate	  6	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1360	   1360	   99%	   0.0	   99%	  

HM590646.1	   Aspergillus	  niger	  strain	  CS	  1-‐1	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  seq	   1360	   1360	   99%	   0.0	   99%	  

GQ338836.1	   Aspergillus	  niger	  strain	  IMT	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	   1360	   1360	   99%	   0.0	   99%	  

AM270052.1	   Aspergillus	  niger	  contig	  An03c0110,	  genomic	  contig	   1360	   3473	   99%	   0.0	   99%	  

 
Νουκλεοτιδική ακολουθία της ITS περιοχής του ριβοσώµατος των στελεχών 
Κ1Αs1, K3As4, K4As8: 
 
Κ1As1 
TTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGT
CAACCTTAGAAAAATAAAGTTGGGTGTCGGCTGGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGC
AGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTC
GGGCCCGTCCCCCGGGAGAGGGGGACGGGGGCCCAACACACAAGCCGTGCTTGA
GGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAAT
GTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAAC
TGATTACGATAATCAACTCAGACTGCATACTTTCAGAACAGCGTTCATGTTGGGGTC
TTCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCGCAAGGCCTCCCCGGCGGCCGTCGAAACG
GCGGGCCCGCCGAAGCAACAAGGTACGATAGACACGGGTGGGAGGTTGGACCCA
GAGGGCCCTCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAA 
 

Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

HQ026746.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  strain	  ATCC	  1022	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  
internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  
2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

FM999061.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  18S	  rRNA	  gene	  (partial),	  ITS1,	  5.8S	  rRNA	  gene,	  ITS2	  and	  28S	  rRNA	  
gene	  (partial),	  strain	  WM	  06.357	   1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

FM999059.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  18S	  rRNA	  gene	  (partial),	  ITS1,	  5.8S	  rRNA	  gene,	  ITS2	  and	  28S	  rRNA	  
gene	  (partial),	  strain	  WM	  06.577	   1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

FM999057.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  18S	  rRNA	  gene	  (partial),	  ITS1,	  5.8S	  rRNA	  gene,	  ITS2	  and	  28S	  rRNA	  
gene	  (partial),	  strain	  WM	  06.589	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

FM999058.1	  

Aspergillus	  fumigatus	  18S	  rRNA	  gene	  (partial),	  ITS1,	  5.8S	  rRNA	  gene,	  ITS2	  and	  28S	  rRNA	  
gene	  (partial),	  strain	  WM	  06.584	   1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

FJ820804.1	  

Uncultured	  fungus	  clone	  S317	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  
complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   100%	  

 
 
Κ3Αs4 
TTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTC
AACCTGGAAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCG
GGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTG
GGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGA
TGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCAGAATACCAGGGGGCGCAA
TGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAA
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CTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCT
CCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCACGAATGGCGGGC
CCGCCGAAGCAACTAAGGTACAGTAAACACGGGTGGGAGGTTGGGCTCGCTAGGA
ACCCTACACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAA 
 

Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

GU120193.1	  

Aspergillus	  oryzae	  isolate	  A-‐4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1098	   1098	   100%	   0.0	   99%	  

FJ878656.1	  

Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  10017	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  
RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1096	   1096	   99%	   0.0	   99%	  

FJ878659.1	  

Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  8934	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  
1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  
gene,	  partial	  sequence	  >gb|FJ878660.1|	  Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  8744	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  
complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|FJ878661.1|	  Aspergillus	  flavus	  isolate	  
UOA/HCPF	  8376	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  
gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  
>gb|FJ878665.1|	  Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  8708	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|FJ878666.1|	  Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  8710	  18S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  
transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|FJ878671.1|	  
Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  10015	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  
RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|FJ878674.1|	  Aspergillus	  flavus	  isolate	  UOA/HCPF	  8749	  18S	  ribosomal	  RNA	  
gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  
2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1096	   1096	   99%	   0.0	   99%	  

JF951750.1	  

Aspergillus	  flavus	  isolate	  F4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HQ340107.1	  

Aspergillus	  flavus	  culture-‐collection	  MUM:10.209	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HQ340106.1	  

Aspergillus	  flavus	  culture-‐collection	  MUM:10.206	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HQ340104.1	  

Aspergillus	  flavus	  culture-‐collection	  MUM:10.204	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HQ285536.1	  

Aspergillus	  flavus	  strain	  CA-‐A4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HQ285552.1	  

Aspergillus	  oryzae	  strain	  DS-‐A4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  >gb|HQ285572.1|	  Aspergillus	  flavus	  strain	  SEJ-‐A3	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  
internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  
and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|HQ285574.1|	  Aspergillus	  oryzae	  strain	  SEJ-‐A5	  18S	  ribosomal	  
RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  
spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  >gb|HQ285582.1|	  Aspergillus	  
oryzae	  strain	  US-‐A4	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  
RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  >gb|HQ285583.1|	  Aspergillus	  oryzae	  strain	  US-‐A5	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

GU385811.1	  

Aspergillus	  oryzae	  isolate	  RP-‐1	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

AP007173.1	   Aspergillus	  oryzae	  RIB40	  DNA,	  rDNA_te13	   1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  
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Max	  
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AP007172.1	   Aspergillus	  oryzae	  RIB40	  DNA,	  SC206	   1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

AF459735.1	  

Aspergillus	  oryzae	  NRRL	  506	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  
sequence	  

1092	   1092	   100%	   0.0	   99%	  

HM145964.1	  

Aspergillus	  oryzae	  strain	  UPM	  A22	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  
5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1090	   1090	   99%	   0.0	   99%	  

GU183169.1	  

Aspergillus	  flavus	  isolate	  HF5	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1090	   1293	   99%	   0.0	   100%	  

GU183163.1	  

Aspergillus	  flavus	  isolate	  Type_E_1	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  
5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  
partial	  sequence	  

1090	   1293	   99%	   0.0	   100%	  

 
 
K4As8 
TTTCCTCCGCTTATTGATATGCTTAAGTTCAGCGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGT
CAACCTGGAAAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTACAGAG
CATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTT
CGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTG
AGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCGA
TGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCA
TTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAA
CTGATTGCATTCAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGT
CTCCGGCGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAG
CGGCGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGCC
CAAAGGACCCGCACTCGGTAATGATCCTTCCGCAGGTTCACCTACGGAAA 
 

Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

JF838357.1	  

Aspergillus	  niger	  strain	  MUM05.13	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  
sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   99%	  

HQ014696.1	  

Aspergillus	  niger	  strain	  WM10.74	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  
sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   99%	  

HQ014690.1	  

Aspergillus	  niger	  strain	  WM10.68	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  
sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1109	   1109	   100%	   0.0	   99%	  

HM801881.1	  

Aspergillus	  sp.	  06	  SMR-‐2010	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  
and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  

HM101047.1	  

Fungal	  sp.	  FC-‐5	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  

AB369898.1	  

Aspergillus	  niger	  genes	  for	  small	  subunit	  rRNA,	  ITS1,	  5.8S	  rRNA,	  ITS2	  and	  large	  subunit	  rRNA,	  
partial	  and	  complete	  sequence,	  strain:	  IFM	  54309	  >gb|GQ461899.1|	  Aspergillus	  tubingensis	  
isolate	  UOA/HCPF	  8806	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  
and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  
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Accession	   Description	   Max	  
score	  	  

Total	  
score	  	  

Query	  
coverage	  	  

E	  
value	  	  

Max	  
ident	  	  

FJ040211.1	  

Aspergillus	  niger	  strain	  EIM-‐6	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  
and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  

DQ235784.1	  

Aspergillus	  awamori	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  spacer	  
1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  

HQ014697.1	  

Aspergillus	  niger	  strain	  WM10.75	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  
sequence;	  and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1103	   1103	   99%	   0.0	   99%	  

GQ461899.1	  

Aspergillus	  tubingensis	  isolate	  UOA/HCPF	  8806	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  
transcribed	  spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  
and	  28S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1105	   1105	   99%	   0.0	   99%	  

GQ149492.1	  

Aspergillus	  tubingensis	  strain	  UAF-‐15	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1101	   1101	   99%	   0.0	   99%	  

GQ149491.1	  

Aspergillus	  tubingensis	  strain	  428-‐UAF	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1101	   1101	   99%	   0.0	   99%	  

FJ977096.1	  

Aspergillus	  tubingensis	  strain	  XWSFJJ2	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1101	   1101	   99%	   0.0	   99%	  

FJ960824.1	  

Aspergillus	  tubingensis	  strain	  UAF-‐250	  18S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence;	  internal	  transcribed	  
spacer	  1,	  5.8S	  ribosomal	  RNA	  gene,	  and	  internal	  transcribed	  spacer	  2,	  complete	  sequence;	  and	  28S	  
ribosomal	  RNA	  gene,	  partial	  sequence	  

1101	   1101	   99%	   0.0	   99%	  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 129 

6.3 Παράρτηµα Γ: Φωτογραφικό Υλικό  

 
 

Εικόνα 1: Ολικά Βακτήρια σε ΝΑ (4η δειγµατοληψία, αραίωση 10-7). 
 

 

 
Εικόνα 2: Στελέχη µυκήτων που αναπτύχθηκαν σε PDA (3η δειγµατοληψία, αραίωση 10-4). 

 

 
 

Εικόνα 3: Στελέχη ακτινοµυκήτων που αναπτύχθηκαν σε GCA (4η δειγµατοληψία, αραίωση 10-6). 
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Εικόνα 4: Δακτύλιος κυτταρινόλυσης σε CMC άγαρ, µετά από χρώση. 
 

 

 
 

Εικόνα 5: Σωλήνες µε θρεπτικό διάλυµα Rennie για την ανάπτυξη των αζωτοδεσµευτικών 
βακτηρίων. 

 
 

 
 

Εικόνα 6: Αποµόνωση βακτηριακού στελέχους σε καθαρή καλλιέργεια (θρεπτικό υλικό ΝΑ). 
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