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ΠΡΟΛΟΓΟΣ

Τα υγρά απόβλητα των ελαιοτριβείων αποτελούν σήμερα ένα αναπόφευκτο περιβαλλοντικό 

επιζήμιο παραπροϊόν του ελαιολάδου, για όλες τις ελαιοπαραγωγικές χώρες. Τα κύρια 

φυσικοχημικά και βιολογικά χαρακτηριστικά τους σε συνδυασμό με τις ιδιαίτερα υψηλές τιμές 

βιολογικής απαίτησης σε οξυγόνο (BOD) και της χημικής απαίτησης σε οξυγόνο (COD), 

προσδίδουν σε αυτά ισχυρές φυτοτοξικές και αντιμικροβιακές ιδιότητες.

Σκοπός της παρούσας μελέτης ήταν η απομόνωση και επιλογή μικροοργανισμών ικανών να 

αποδομούν τα ΥΑΕ αποτοξικοποιώντας τα. Για την απομόνωση στελεχών μυκήτων, ικανών να 

αναπτύσσονται σε ΥΑΕ, χρησιμοποιήθηκε δείγμα εδάφους, , από περιοχή γειτνιάζουσα με 

ελαιοτριβείο στη θέση Καλάμι του Νομού Μεσσηνίας.

Πραγματοποιήθηκε απομόνωση στελεχών μυκήτων με τη βοήθεια διαφορετικών θρεπτικών 

υποστρωμάτων και σε διαφορετικές θερμοκρασίες μυκηλιακής αύξησης. Συνολικά απομονώθηκαν 

1506 στελέχη μυκήτων, στα οποία αξιολογήθηκε η μυκηλιακή αύξηση των απομονωθέντων 

στελεχών μυκήτων σε τριβλία που περιείχαν ως υπόστρωμα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν, με 

κύριο κριτήριο την ακτινωτή τους ανάπτυξη. Επίσης, επιλέχθηκαν στελέχη βάσει της ικανότητας 

τους τόσο να αποχρωματίζουν τα ΥΑΕ όσο και να σχηματίζουν πυκνό μυκήλιο.

Στη συνέχεια εξετάστηκαν 46 στελέχη μυκήτων ως προς την ικανότητα τους να αποδομούν 

ΥΑΕ σε υγρές καλλιέργειες. Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις 0, 5, 10, 15 και 20 ημέρες μετά τον 

εμβολιασμό των ΥΑΕ με τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων σε θερμοκρασία 25°C. Βάση των 

αποτελεσμάτων, ένα πλήθος οκτώ στελεχών προκάλεσε αποχρωματισμό στο στερεό υπόστρωμα 

ΥΑΕ, εντούτοις κατά την ανάπτυξη τους σε υγρές καλλιέργειες αντιστοίχων συγκεντρώσεων δεν 

παρατηρήθηκε μείωση του χρώματος των ΥΑΕ από κανένα στέλεχος. Επίσης, παρατηρήθηκε ότι 

ορισμένα από τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων έχουν την ικανότητα μείωσης της φυτοτοξικότητας, 

παρότι η ανάπτυξη και η παραγωγή μυκηλιακής βιομάζας ήταν ικανοποιητική.

Μετά από επώαση 28 ημερών παρατηρήθηκε μείωση των ολικών φαινολικών των ΥΑΕ στις 

καλλιέργειες των στελεχών Σ219, Σ303 και Σ318, τα οποία κατάφεραν να μειώσουν τα ολικά 

φαινολικά έως και 75% σε σχέση με αυτά του μάρτυρα. Στα συγκεκριμένα στελέχη 

προσδιορίστηκε ταυτόχρονα και δραστηριότητα των ενζύμων λακκάση ή/και Μη-υπεροξειδάση.
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Σ ΥΝΤ ΟΜΟΓΡΑΦΙΕΣ

ΥΑΕ: Υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων 

OMW: Olive Mill Wastewater

BOD: Biological Oxygen Demand-Βιολογικά απαιτούμενο οξυγόνο

COD: Chemical Oxygen Demand-Χημικά απαιτούμενο οξυγόνο

TOC: Total Organic Carbon-Ολικός οργανικός άνθρακας

HBT: 1 -hydroxybenzotriazol - 1 -ύδροξυ-βένζο-τριαζόλη

LiP: Υπεροξειδάση.της λιγνίνης

MnP: Υπεροξειδάση εξαρτώμενη του μαγγανίου

PDA: Potato Dextrose Agar

SEA: Soil Extract Agar

CMC: Carboxymethyl Cellulose

ABTS: 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazolin-6-sulfolic acid

DMAB: 3 -  dimethylaminobenzoic acid

MBTH: 3 -  methyl -  2 -  benzothiazolinon -  hydrazon -  hydrochloride 

CFU: colony forming unit
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1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Η ελιά (Olea europaea L.) συγκαταλέγεται μεταξύ των αρχαιότερων καλλιεργούμενων δένδρων 

στον κόσμο. Στη λεκάνη της Μεσογείου παράγεται το 98% των ελαιοκομικών προϊόντων, περίπου 

2,5 εκατομμύρια τόνοι το χρόνο. Η Ελλάδα καταλαμβάνει, σε παγκόσμια κλίμακα, την τρίτη θέση 

στην παραγωγή ελαιολάδου, μετά την Ισπανία και την Ιταλία. Ο συνολικός αριθμός των 

ελαιοδένδρων είναι περίπου 130.000.000 από τα οποία 112.000.000 αποτελούν συμπαγείς 

ελαιώνες, που παράγουν, σε ετήσια βάση, γύρω στους 350.000 τόνους ελαιολάδου (Οιχαλιώτης & 

Ζερβάκης , 2000).

Στην Ελλάδα λειτουργούν περίπου 3000 ελαιουργεία και με δεδομένη την αυξομείωση που 

παρουσιάζει η ελαιοπαραγωγή από χρονιά σε χρονιά, υπολογίζεται ότι παράγονται κατά μέσο όρο 

1.500.000 τόνοι υγρών αποβλήτων (λιόζουμο, κατσίγαρος) και 400.000 τόνοι στερεών 

υπολειμμάτων-παραπροϊόντων ετησίως (Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 1999, 2000). Σχεδόν ο συνολικός 

όγκος των υγρών αποβλήτων των ελαιουργείων (ΥΑΕ) ρίπτεται χωρίς να έχει υποστεί καμία 

επεξεργασία σε φυσικά και γεωργικά οικοσυστήματα και συγκεκριμένα σε χείμαρρους (58%) στο 

έδαφος (20%), στα ποτάμια και στη θάλασσα (12%) (Νταλής 1988).

Τα υγρά απόβλητα ελαιουργείων (ΥΑΕ), προέρχονται από τους φυτικούς χυμούς του 

ελαιοκάρπου που απελευθερώνονται κατά τις φάσεις πλύσης, μάλαξης και διαχωρισμού του, καθώς 

και από το ζεστό ή κρύο νερό που προστίθεται κατά την παραγωγική διαδικασία. Τα ιδιαίτερα 

χαρακτηριστικά τους είναι:

Το σκούρο καφέ έως μαύρο χρώμα τους, η χαρακτηριστική οσμή, το όξινο ρΗ, η υψηλή 

επιφανειακή τάση και ρυθμιστική ικανότητα, οι μεγάλες ποσότητες αιωρούμενων σωματιδίων που 

περιέχουν καθώς και η πλούσια σύστασή τους σε οργανικές ουσίες κυρίως σε φαινολικές ενώσεις 

(Balice & Cera 1984).

Τα παραπάνω χαρακτηριστικά σε συνδυασμό με τον τεράστιο όγκο παραγωγής τους με 

εξαιρετικά άνιση ετήσια κατανομή (τρεις-τέσσερις χειμερινούς μήνες) και με τις αυξημένες τιμές 

βιολογικής και χημικής απαίτησης σε οξυγόνο αποδίδουν στα ΥΑΕ ένα υψηλό ρυπαντικό δυναμικό 

(Moreno et al. 1987) και επιβάλλουν την ανάπτυξη και εφαρμογή αυστηρών μέτρων διαχείρισης 

και επεξεργασίας τους.

Για την αντιμετώπιση των περιβαλλοντικών προβλημάτων που συνδέονται με τα υγρά απόβλητα 

των ελαιοτριβείων και τον αποδοτικότερο και οικονομικότερο τρόπο διαχείρισης τους έχουν 

χρησιμοποιηθεί στο παρελθόν μια σειρά διαφορετικών προσεγγίσεων.
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1.1. Τύποι ελαιουργείων

Η εξαγωγή του ελαιόλαδου από τον ελαιόκαρπο διαμέσου των αιώνων πραγματοποιείτο με τον 

κλασσικό-παραδοσιακό τύπο ελαιοτριβείου (υδραυλικά πιεστήρια). Η ανάγκη όμως αύξησης της 

δυναμικότητας των ελαιουργικών συγκροτημάτων, της μείωσης του κόστους παραγωγής του 

ελαιολάδου οδήγησαν στην κατασκευή εξελιγμένων τύπων ελαιοτριβείων, των οποίων η λειτουργία 

βασίζεται στη χρήση μεικτών και φυγοκεντρικών συστημάτων. Τα πρώτα στάδια της μεθόδου 

εξαγωγής του ελαιολάδου από τον ελαιόκαρπο, δηλαδή το σπάσιμο του καρπού και η μάλαξη της 

ελαιοζύμης, είναι ίδια και στους τρεις τύπους ελαιοτριβείων. Η διαφορά τους έγκειται στο στάδιο 

διαχωρισμού του ελαιολάδου από την ελαιοζύμη.

• Στα κλασσικά-παραδοσιακά ελαιοτριβεία με την εφαρμογή υδραυλικής πίεσης, που ασκείται 

στην ελαιοζύμη, παραλαμβάνεται γαλάκτωμα ελαίου και νερού (χυμώδης φάση) και ελαιοπυρήνας 

(ή πυρήνας ή λιοκόκκια) που αποτελείται από το αλεσμένο ενδοκάρπιο και άλλα στερεά 

υπολείμματα του ελαιοκάρπου όπως το εξωκάρπιο και το σαρκώδες μεσοκάρπιο (Κυριτσάκης 

1989). Ο τελικός διαχωρισμός του γαλακτώματος ελαίου και νερού γίνεται με την εφαρμογή 

πιέσεως σε κάθετο διαχωριστήρα (Hamdi 1992).

• Στα μεικτού τύπου ελαιοτριβεία ο διαχωρισμός του ελαιολάδου επιτυγχάνεται αρχικά με την 

διαδικασία της αποστάλαξης, η οποία βασίζεται στη διαφορά της επιφανειακής τάσης (διαφορετική 

συνάφεια - Sinolea) μεταξύ φυτικών υγρών και ελαίου και στο ειδικό βάρος αυτών (φυγοκέντριση- 

decanter). Κατά τη μέθοδο κατεργασίας του ελαιοκάρπου, η ελαιοζύμη, μετά τη μάλαξη, οδηγείται 

στους ελαιοδιαχωριστήρες, που είναι κατασκευασμένοι από χαλύβδινα πλακίδια, και απαλλάσσεται 

από τις μεγαλύτερες ποσότητες του ελαιολάδου, που περιέχει, με τη μορφή πολύ μικρών 

ελαιοσταγονιδίων σε αντίθεση με τα φυτικά υγρά τα οποία σχηματίζουν μεγάλα σταγονίδια και 

απομακρύνονται (Μπαλατσούρας 1986). Συγκεκριμένα η ποσότητα του λαδιού, που 

συγκεντρώνεται σε αυτό το στάδιο επεξεργασίας, φθάνει το 70-80% εξαιτίας της μεγαλύτερης 

συνάφειας του με το χάλυβα. Η εξαγωγή του ελαιολάδου, που παραμένει στην ελαιοζύμη, 

καθίσταται δυνατή με δύο διαδοχικές φυγοκεντρήσεις, προκειμένου να παραληφθεί το καθαρό 

ελαιόλαδο (Κυριτσάκης 1989).

Η πρόοδος των μεθόδων παραγωγής του ελαιολάδου, η οποία έχει συντελεσθεί από το ξεκίνημά 

τους, είναι σημαντική δεδομένου ότι από το 1970 και μετά έγινε σε μεγάλο ποσοστό η 

αντικατάσταση των παραδοσιακών συστημάτων ασυνεχούς λειτουργίας από τα φυγοκεντρικά 

ελαιουργεία τριών φάσεων (three-phase centrifugation system). Βασικό στοιχείο, στο οποίο 

στηρίζεται η λειτουργία τους, είναι η διαφορά του ειδικού βάρους των συστατικών της ελαιοζύμης
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(ελαιολάδου, υγρών και στερεών συστατικών). Στα συστήματα αυτά, μετά τη μάλαξη της 

ελαιοζύμης, πραγματοποιείται φυγοκέντριση δύο σταδίων. Μετά την αραίωση της ελαιοζύμης με 

ζεστό νερό και τη διοχέτευσή της σε ένα φυγοκεντρητή οριζόντιας διάταξης, ώστε να γίνει ο 

διαχωρισμός του ελαιολάδου από τον ελαιοπυρήνα και το νερό, ακολουθεί η δεύτερη φυγοκέντριση 

για την εξαγωγή του καθαρού ελαιολάδου (Boija et al. 1995). Η ποσότητα του νερού, που 

χρησιμοποιείται στα δύο στάδια διαχωρισμού του ελαιολάδου (decanter), έχει σαν αποτέλεσμα την 

παραγωγή μεγάλων ποσοτήτων υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων. Στην προσπάθειά μείωσης των 

ποσοτήτων των αποβλήτων αυτών, των οποίων η διάθεση έχει πολύ σοβαρές περιβαλλοντικές 

επιπτώσεις, εισήχθη, στις αρχές της δεκαετίας του ενενήντα, ένα νέο σύστημα διαχωρισμού του 

ελαιολάδου, το φυγοκεντρικό σύστημα δύο φάσεων (two-phase centrifugation system). Σήμερα 

χρησιμοποιείται ευρέως κυρίως στην Ισπανία και λιγότερο στην Ιταλία και στην Ελλάδα (Jones et 

al. 2000).

Έτσι από τις τρεις φάσεις των αρχικών φυγοκεντρικών ελαιοτριβείων που είναι το ελαιόλαδο, ο 

ελαιοπυρήνας και τα υγρά απόβλητα, με τα διφασικά ελαιοτριβεία προκύπτει ο διαχωρισμός της 

ελαιοζύμης σε δυο φάσεις, το ελαιόλαδο (υγρή φάση) και το ελαιοπυρηνόλυμα (ημιστερεή) στο 

οποίο έχουν ενσωματωθεί ο ελαιοπυρήνας και τα φυτικά υγρά του καρπού. Χαρακτηριστικό αυτής 

της μεθόδου είναι η χρησιμοποίηση μικρότερων ποσοτήτων νερού για την αραίωση της 

ελαιοζύμης. Το νερό χρησιμοποιείται μόνο στον ελαιοδιαχωριστήρα και όχι κατά τη μάλαξη της 

ελαιοζύμης. Έτσι τελικά χρησιμοποιείται μέχρι 75-90% λιγότερο νερό, κάτι που έχει ως συνέπεια 

την παραγωγή συγκριτικά μικρότερων ποσοτήτων ελαιοπυρηνολύματος (αποβλήτων). Αναλυτικά ο 

τρόπος λειτουργίας των δυο φυγοκεντρικών ελαιουργικών συστημάτων και η σύγκριση αυτών 

παρουσιάζεται στο Γράφημα 1 (Alburquerque et al. 2003).
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ΦΥΓΟΚΕΝΤΡΙΚΟ ΕΛΑΙΟΥΡΓΕΙΟ

ΤΡΙΩΝ ΦΑΣΕΩΝ ΔΥΟ ΦΑΣΕΩΝ

Ελαιόκαρπος

1000 kg

Ελαιόκαρπος 

1000 kg

ΰ 11
Πλύσιμο

(με κρύο νερό)

Πλύσιμο

(με κρύο νερό)

11

Γράφημα 1: Σύγκριση διαδικασίας εξαγωγής ελαιόλαδου σε φυγοκεντρικά ελαιοτριβεία τριών και 

δύο φάσεων (ΑΙόιιτςιιεΓηιιε βί αΐ. ,2003).
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Αξίζει να σημειωθεί ότι και στη χώρα μας τα τελευταία χρόνια έχει ξεκινήσει στα ελαιουργεία η 

εγκατάσταση διφασικών διαχωριστών (ελαιοτριβεία δύο φάσεων), καθώς εκτιμάται ότι η 

υιοθέτηση τους θα αποτελέσει μια καλή λύση για την αντιμετώπιση των περιβαλλοντικών 

προβλημάτων, λόγω της μείωση του όγκου των αποβλήτων που παράγονται. Σε αντίθεση όμως με 

τη διαδεδομένη άποψη, τα ημίρρευστα αυτά απόβλητα μπορεί να είναι μικρότερα σε όγκο, 

εντούτοις δεν εμφανίζουν μείωση του ρυπαντικού φορτίου αλλά παρουσιάζουν αύξηση της 

συγκέντρωσης των τοξικών συστατικών τους ανά μονάδα όγκου.

Η κύρια σύσταση του αποβλήτου του διφασικού ελαιοτριβείου (ελαιοπυρηνόλυμα, «alpeorujo») 

είναι σχεδόν ίδια με τη σύσταση των ΥΑΕ, έχει ρΗ όξινο και περιέχει λίπη, σάκχαρα, πηκτίνες, 

ταννίνες, κυτταρίνες, πρωτεΐνες, οργανικά οξέα, υδρογονάνθρακες και πολυφαινολικές ουσίες, οι 

οποίες λόγω της μεγάλης συγκέντρωσης τους καθιστούν το ελαιοπυρηνόλυμα έντονα φυτοτοξικό 

και με μεγάλη αντιμικροβιακή δράση (Alburquerque et al.2003, Ntougias et al. 2006). Όπως έχει 

ήδη αναφερθεί το ελαιοπυρηνόλυμα έχει πολύ υψηλή υγρασία (55-70%), ενώ αντίστοιχα τα 

στερεά απόβλητα των κλασσικών ελαιοτριβείων έχουν υγρασία 20-25% και τα τριών φάσεων 40- 

45% (Alba et al. 1990). Το γεγονός αυτό δεν επιτρέπει την επεξεργασία του στα υφιστάμενα 

πυρηνελουργεία με τρόπο τεχνολογικά και οικονομικά αποτελεσματικό.

Στην Ισπανία έχουν σχεδιαστεί πρότυπες μονάδες επεξεργασίας του ελαιοπυρηνολύματος, όπου 

με φυγοκέντρησή του σε υψηλές θερμοκρασίες μπορεί να αφαιρεθεί υψηλό ποσοστό της υγρασίας 

και στη συνέχεια με χημική κατεργασία με εξάνιο γίνεται η συλλογή της ποσότητας του λαδιού που 

περιέχει, του πυρηνόξυλου και ενός ημιστερεού απόβλητου. Το ημιστερεό αυτό απόβλητο είναι 

δυνατό να αξιοποιηθεί υπό προϋποθέσεις ως καύσιμη ύλη για την παραγωγή ηλεκτρικής ενέργειας 

(ο συγκεκριμένος τρόπος διαχείρισης έχει εφαρμοστεί στην Ισπανία σε πιλοτική κλίμακα). Επίσης 

διεξάγονται έρευνες διεθνώς για να ανακαλυφθούν τρόποι αξιοποίησης των αποβλήτων αυτών 

κυρίως με τη βιομετατροπή τους σε οργανικό εδαφοβελτιωτικό υλικό μέσω της θερμόφιλης 

αερόβιας ζυμώσεως (Jones et al. 2000).

1.2. Απόβλητα ελαιοτριβείων

1.2.1. Απόβλητα ελαιοτριβείων δύο φάσεων
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1.2.2. Απόβλητα ελαιοτριβείων τριών φάσεων

Τα υγρά απόβλητα (ΥΑΕ) παράγονται κυρίως από τα φυγοκεντρικά ελαιοτριβεία τριών φάσεων 

και είναι γνωστότερα ως «λιόζουμα» ή «κατσίγαρος», ενώ στη ξένη βιβλιογραφία αναφέρονται ως 

Olive Mill Wastewater, OMW και προέρχονται από το υδάτινο κλάσμα των χυμών του 

ελαιοκάρπου και του νερού πλύσης, μάλαξης και διαχωρισμού του ελαιοκάρπου. Η σύνθεση του 

κατσίγαρου εξαρτάται κυρίως από τη μέθοδο παραλαβής του ελαιοκάρπου (Boija et al. 1993), αλλά 

επηρεάζεται και από την ποικιλία της ελιάς, τις κλιματολογικές συνθήκες, το στάδιο ωρίμανσης, 

την κατάσταση θρέψης, την προσβολή από εχθρούς και παθογόνα, από το σύστημα συλλογής και 

το χρόνο αναμονής του καρπού στο ελαιοτριβείο (Μπαλής και άλλοι 1991). Επιπλέον, τα κύρια 

φυσικοχημικά και βιολογικά χαρακτηριστικά του ποικίλλουν από ελαιοτριβείο σε ελαιοτριβείο 

(Bonari 1993).

Ο κατσίγαρος είναι ένα υγρό με σκούρο, θολό χρώμα, όξινο και με χαρακτηριστική οσμή στην 

οποία συμβάλλουν τα πτητικά οξέα που περιέχει (Moreno et al. 1987). Η τιμή του pH κυμαίνεται 

από 4 έως 6 (όξινο), παρουσιάζει υψηλή ρυθμιστική ικανότητα και επιφανειακή τάση, περιέχει 

λεπτά οργανικά τεμαχίδια υπό μορφή αιωρήματος και είναι πλούσιο σε οργανικές ουσίες 

(Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 1999, 2000). Σε γενικές γραμμές, η περιεκτικότητα σε νερό κυμαίνεται 

μεταξύ 83% και 94%, σε οργανικές ενώσεις μεταξύ 4% και 16% και σε ανόργανα άλατα μεταξύ 

0,4% και 2,5% (Cabrera et al. 1997). Το σύνολο των συστατικών του οργανικού κλάσματος των 

υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων μπορεί να διακριθεί σε τρεις γενικός κατηγορίες:

• Σε ενώσεις άμεσα διασπώμενες (σάκχαρα, αμινοξέα, οργανικά οξέα).

• Βιοαποδομήσιμα πολυμερή (πρωτεΐνες, ημικυτταρίνες)

• Δυσκόλως βιοαποδομήσιμα συστατικά (πολυφαινολικές ενώσεις, ταννίνες, πηκτίνες, λιπαρές 

ουσίες) (Πίνακας 1).

6



Πίνακας 1. Γενικά φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων.

ΣΥΣΤΑΤΙΚΑ ΠΕΡΙΕΚΤΙ
ΚΟΤΗΤΑ (%)

ΚΥΡΙΕΣ ΕΠΙΜΕΡΟΥΣ 
ΕΝΩΣΕΙΣ ΑΝΑΦΟΡΕΣ

Ν ερό(%) 83-92

Varquez et al. 1976, 
Codounis et al. 1983, 
Niaounakis & Halvadakis 
2006

Σάκχαρα (%) 2.0-8.0 γλυκόζη μαννόζη, 
ραφινόζη, ραμνόζη, 
σακχαρόζη, κ.α.

Οργανικά οξέα (%) 0.5-1.5 γαλακτικό, γλυκερινικό, 
κιτρικό, μηλικό, οξαλικό, 
οξικό, τρυγικό, 
φουμαρικό

Πηκτίνες, ταννίνες (%) 0.4-1.5
Πολυαλκοόλες (%) 0.5-1,5 γλυκερόλη
Πολυφαινόλες(μ Γ1) 3-24 Φλαβονοειδή : 

απεγίνινη, κερσετίνη, 
λουτεολίνη, ρουτίνη 
Φαινόλες: 
βανιλλικό,
2,6-διυδροξυβενζοικό,
βερατρικό,
καφφεικό, κουμαρικό,
κινναμικό,
πυροκατεχικό,
πρωτοκατεχικό,
ρ-υδροξυβενζοικό,
συριγκικό,
3,4,5-τριμεθοξυβενζοικό, 
τυροσόλη, 
υδροξυτυροσόλη, 
φερουλικό, 
ελαιοευρωπαίνη, κ.α.

Fiestas 1986,
Martinez et al. 1986, 
Varquez et al. 1976, 
Codounis et al. 1983, 
Niaounakis & Halvadakis 
2006

Λίπη (g I’1) 0.3-23 Υπολείμματα ελαίου

Fiestas 1986,
Martinez et al. 1986, 
Niaounakis & Halvadakis 
2006.

Άλατα 5-15 Ν (μ Γ1)
0.3-1.1 Ρ(8 Γ')
2.Ί-Ί.2 Κ(μΓ')
0.12-0.75
0.10-0.40 Μδ (§ Γυ
0.04-0.90 Νπ(μΓυ

Ηλ. Αγωγ/τα(ά8 m '1) 8-22
ΡΗ 4-6
BOD5 ( g l 1) 35-100
COD ( g l 1) 40-195
Στερεά ολικά (%) 5.5-17.6
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Τα μη φαινολικά οργανικά οξέα που αναφέρονται να εμπλέκονται στη μεγάλη τοξικότητα των 

ΥΑΕ (γαλακτικό, γλυκερινικό, κιτρικό, μηλικό, οξαλικό, οξικό, τρυγικό, φουμαρικό) αποτελούν 

ένα σημαντικό μέρος του οργανικού κλάσματος των αποβλήτων, ίσο με το 1.5% του βάρους του 

(Varquez et al. 1976, Codounis et al. 1983).

Το πιο σημαντικό μέρος του οργανικού κλάσματος από ποσοτικής απόψεως, καταλαμβάνουν τα 

σάκχαρα, ενώ οι πολυφαινόλες και οι λιπαρές ουσίες, μολονότι υποδεέστερες ποσοτικά, από 

ποιοτικής απόψεως είναι τα πιο σημαντικά συστατικά, διότι σε αυτά οφείλονται οι χαρακτηριστικές 

ιδιότητες των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων. Οι φαινολικές ενώσεις είναι ευρέως 

διαδεδομένες στα φυτικά προϊόντα και περιλαμβάνουν, απλές φαινόλες, φαινολικά οξέα, φαινυλο- 

αλκοόλες και φλαβονοειδή (Niaounakis & Halvadakis 2006).

Το κλάσμα των φαινολών παρουσιάζει ιδιαίτερο περιβαλλοντικό ενδιαφέρον διότι: περιορίζει το 

φάσμα και τη δράση των μικροοργανισμών εκείνων που θα μπορούσαν να εγκατασταθούν και να 

αποδομήσουν τα άλλα συστατικά, προσδίδει στα απόβλητα τοξικές ιδιότητες έναντι φυτών και 

ευαίσθητων ζωικών οργανισμών και βιοαποδομείται με βραδύ σχετικά ρυθμό από εξειδικευμένες, 

αλλά σχετικά ολιγάριθμες ομάδες οργανισμών (Perez et al. 1986, Yesilada et al. 1998, Gonzalez et 

al. 1990).

Στον Πίνακα 1, αναφέρονται τα πλέον χαρακτηριστικά από τα φαινολικά συστατικά που έχουν 

ανιχνευθεί στα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων. Σ’ αυτά προστίθενται και πολυμερείς ουσίες 

καστανόμαυρου χρώματος που σχηματίζονται δευτερογενώς μέσω ενζυμικών αντιδράσεων που 

αρχίζουν αμέσως από την έκθλιψη του ελαιοκάρπου (Saiz-Jimenez et al. 1986).

Επιπλέον τα ΥΑΕ εμφανίζουν υψηλό οργανικό φορτίο, όπως δείχνουν οι μετρήσεις των τιμών 

σε BOD (Biological Oxygen Demand-Βιολογική απαίτηση σε οξυγόνο), COD (Chemical Oxygen 

Demand-Χημική απαίτηση σε οξυγόνο) και TOC (Total Organic Carbon-Ολικός οργανικός 

άνθρακας ), το οποίο συμβάλει σημαντικά στην ρυπογόνο τους ισχύ (Πίνακας 1).

Επίσης πρέπει να αναφερθεί πως και τα ανόργανα στοιχεία που περιέχονται στο κλάσμα των 

ΥΑΕ (δηλ. άλατα καλίου, φωσφόρου, νατρίου, μαγνησίου κ.λ.π.), παρουσιάζουν ιδιαίτερο 

ενδιαφέρον ως λιπαντικά στοιχεία και αναφέρονται ποσοτικά και αναλυτικά στον Πίνακα 1. 

Συγκεκριμένα παρατηρούμε ότι η συγκέντρωση του καλίου είναι πολύ μεγαλύτερη από το 

άθροισμα των συγκεντρώσεων όλων των άλλων ανόργανων στοιχείων (Fiestas 1986, Martinez et 

al. 1986).

Οι ταννίνες αποτελούν μια ετερογενή ομάδα υδατοδιαλυτών φυτικών πολυφαινολών που έχουν 

την δυνατότητα να σχηματίζουν σύμπλοκες ενώσεις με πρωτεΐνες και πηκτίνες με τέτοιο τρόπο 

ώστε να τις μετατρέπουν σε ανθεκτικές στην βιοαποδόμηση (Balice et al. 1988).
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1.3. Ρυπογόνος δράση των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων

Τα απόβλητα των ελαιοτριβείων συγκαταλέγονται στα βεβαρημένα από άποψη ρυπαντικού 

φορτίου απόβλητα. Ανάλογα με τις τεχνικές έκθλιψης του ελαιοκάρπου, 0.5-0.8 m3 ΥΑΕ 

διατίθονται στο περιβάλλον ανά τόνο παραγόμενου ελαιολάδου για τα φυγοκεντρικού τύπου 

ελαιοτριβεία (Tsiouplas et al. 2002). Η συνήθη, αν και επιλήψιμη πρακτική, είναι η απόρριψη τους 

σε πλησίον των ελαιοτριβείων υδάτινους και χερσαίους αποδέκτες, όπως ποτάμια, χείμαρρους και 

έδαφος.

Η ρυπογόνος και φυτοτοξική δράση τους από έρευνες που έχουν γίνει αποδείχθηκε ότι 

οφείλεται στις φαινολικές ουσίες και στα λιπαρά οξέα που περιέχουν παρεμποδίζοντας τη σωστή 

ανάπτυξη ορισμένων φυτών επιδρώντας αρνητικά στη φυσιολογία τους, ενώ ο σχηματισμός 

ελαιώδους κρούστας στην επιφάνεια του νερού, παρεμποδίζει τη διάλυση του ατμοσφαιρικού 

οξυγόνου στο νερό (Chtourou et al. 2004).

Όπως προαναφέρθηκε, στη ρυπογόνο δράση των ΥΑΕ συμβάλουν και οι υψηλές τιμές τους σε 

BOD και COD (Fiestas 1986, Martinez et al. 1986). To BOD (Biological Oxygen Demand- 

Βιολογική απαίτηση σε οξυγόνο) είναι μια παράμετρος υπολογισμού της οργανικής ρύπανσης και 

εκφράζει την ποσότητα του βάρους του διαλυμένου οξυγόνου που χρειάζονται για να διασπαστούν 

από μικροοργανισμούς του εδάφους οι βιοαποδομήσιμες ουσίες που περιέχονται σε συγκεκριμένο 

όγκο δείγματος. Η τιμή του για τα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων κυμαίνεται περίπου στα 100 

Kg/m3 (Borja et al. 1994). To COD (Chemical Oxygen Demand) είναι μια άλλη παράμετρος η 

μέτρηση της οποίας είναι απαραίτητη λόγω του δεδομένου ότι το μεγαλύτερο ποσοστό του 

οργανικού φορτίου των ΥΑΕ είναι μη βιοαποδομήσιμο (Kopsidas 1992). Συγκεκριμένα το COD 

μετρά το οξυγόνο που απαιτείται για να οξειδωθεί από ένα ισχυρό οξειδωτικό η οργανική ύλη που 

περιέχεται στο δείγμα. Η τιμή του COD για τα υγρά απόβλητα ελαιουργείων είναι περίπου 220 

Kg/m3 (Borja et al. 1994).

Έτσι λοιπόν η απόρριψη ανεπεξέργαστων ελαιόζουμων σε υδάτινους αποδέκτες δημιουργεί 

καταστροφικές συνθήκες διαβίωσης για τους περισσότερους οργανισμούς λόγω έλλειψης 

οξυγόνου. Η διαφορά τιμών μεταξύ του βιολογικά και χημικά απαιτούμενου οξυγόνου (BOD και 

COD) φανερώνει πόσο δύσκολα γίνεται η αποδόμηση έστω μέρους του οργανικού φορτίου των 

λιόζουμων κατά την διοχέτευση τους στο φυσικό περιβάλλον. Στα θετικά χαρακτηριστικά των 

υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων αναφέρονται η απουσία συνθετικών οργανικών ενώσεων υψηλού 

περιβαλλοντικού κινδύνου, βαρέων μετάλλων, αμίαντου ή άλλων μη βιοαποδομήσιμων συνθετικών 

οργανικών ενώσεων.
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Γενικότερα οι πιθανές αρνητικές επιδράσεις των ΥΑΕ στο περιβάλλον σχετίζονται με:

Την εκδήλωση έντονων φυτοτοξικών φαινομένων στη βλάστηση των φυτών, λόγω των 

πτητικών λιπαρών οξέων και φαινολών που περιέχουν, με καταστροφή ή μείωση της έκτασης 

οποιοσδήποτε αγροτικής καλλιέργειας

Εκδήλωση τοξικών φαινομένων στην υδρόβια πανίδα και χλωρίδα λόγω των υψηλών τιμών 

BQD και COD

Ρύπανση επίγειων και υπόγειων υδάτινων όγκων και θαλασσών, λόγω της παρεμπόδισης 

οξυγόνωσης των υδάτινων αυτών αποδεκτών εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας τους σε 

λιπαρές ουσίες

Αισθητική και ποιοτική υποβάθμιση των επιφανειακών νερών και θαλασσών, λόγω της 

υψηλής περιεκτικότητας τους σε χρωστικές ουσίες

Ενοχλήσεις των κατοίκων σε αστικές περιοχές λόγω της έντονης δυσοσμίας που εκλύουν 

(Niaounakis & Halvadakis 2006).

1.3.1. Αντιμικροβιακή δράση των ΥΑΕ

Η τοξικότητα και η υψηλή αντιβακτηριακή δραστηριότητα των υγρών απόβλητων των 

ελαιοτριβείων καθώς και το έντονο σκούρο χρώμα του αποδίδονται στη συνεργιστική δράση 

διαφόρων φαινολικών και μη ουσιών ( Moreno et al. 1990, Capasso et al. 1992 ). Οι φαινολικές 

ουσίες με χαμηλό μοριακό βάρος ευθύνονται για τις δύο πρώτες ιδιότητες των ΥΑΕ, ενώ αυτές με 

μεγαλύτερο μοριακό βάρος προκαλούν συνήθως το σκούρο χρώμα του.

Για τη μελέτη της αντιμικροβιακής δράσης των ΥΑΕ χρησιμοποιήθηκε κατά το παρελθόν ως 

δείκτης το βακτήριο Bacillus megaterium ATCC 33085, εξαιτίας της αυξημένης ευαισθησίας που 

παρουσιάζουν τα σποριογόνα βακτήρια του εδάφους απέναντι στην αντιμικροβιακή δράση των 

υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων.

Σε μελέτη των Gonzalez et al. (1990) ερευνήθηκε η παρεμποδιστική δράση των ΥΑΕ και 

διαφόρων μεμονωμένων φαινολικών συστατικών κατά της ανάπτυξης μικροοργανισμών, όπως 

είναι το βακτήριο Bacillus megaterium, τα οποία χρησιμοποιήθηκαν για τον προσδιορισμό της 

βιοτοξικότητας των ΥΑΕ. Στην ίδια μελέτη επιση μαίνεται ότι οι φαινολικές ουσίες δεν αποτελούν 

από μόνες τους ανασταλτικό παράγοντα ανάπτυξης του βακτηρίου Bacillus megaterium, αλλά σε 

συνδυασμό με την ύπαρξη λιπαρών οξέων κυρίως (λινολενικό, λαυρικό, λινελαικό και μυριστικό) 

και ενός μικρού ποσοστού γαλακτωματοποιημένου ελαίου (περίπου 0.5%).
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Σε άλλη μελέτη, παρατηρήθηκε ότι αρκετές φαινολικές ουσίες παρουσίασαν βακτηριοστατική 

δράση παρεμποδίζοντας έτσι τη σποριογένεση στην περίπτωση του βακτηρίου Bacillus megateriim 

(Rodriguez et al. 1988).

Οι Ragazzi & Veroneze (1967) θεώρησαν σαν υπεύθυνες ουσίες της αντιμικροβιακής δράσης 

την κατεχόλη και τα οξέα καφεικό και προκατεχικό μαζί με τις αλκοόλες /λαιθυλο-υδροξυφαινόλη 

και 3,4-αιθυλο-διυδροξυφαινόλη έναντι των βακτηρίων Pseudomonas aeruginoza και 

Staphylococcus aureus.

Η ύπαρξη της ελευρωπαίνης και των προϊόντων υδρόλυσης αυτής (τυροσόλη και 

υδροξυτυροσόλη) σχετίζονται επίσης με την αντιμικροβιακή δράση των υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείων (Fleming et al. 1973).

1.3.2. Φυτοτοξική δράση αποβλήτων ελαιουργείων

Η φυτοτοξική δράση των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων είναι γενικά αποδεκτό μετά από 

πολυάριθμες μελέτες ότι δεν είναι εξειδικευμένη έναντι ορισμένων φυτών αλλά γενική και 

οφείλεται στην ύπαρξη φαινολικών ενώσεων, πτητικών οξέων και πολυαλκοόλων μικρού μοριακού 

βάρους καθώς και στην υψηλή αλατότητα και στο υψηλό οργανικό τους φορτίο (Aggelis et al. 

2003, Casa et al. 2003). H ανεξέλεγκτη απόρριψη τους σε καλλιεργούμενες εκτάσεις εκφράζεται με 

φυτρωτική ανάσχεση των σπερμάτων των φυτών και νέκρωση των φυτών με επιφανειακό ριζικό 

σύστημα. * ’ ~··<

Η άρδευση με ελαιόζουμα πεοκαλεί αρνητικές επιπτώσεις στην ανάπτυξη των φυτώνν, οι οποίες 

συνδέονται με το όξινο pH των λιόζουμων, την υψηλή τους συγκέντρωση σε άλατα και τις 

ανταγωνιστικές επιδράσεις ορισμένων ανόργανων αλάτων ή την τοξικότητα ορισμένων ιόντων που 

περιέχουν (Paredes et al. 1999).

Οι De Dios Perez et al. (1986) μετά από μελέτες αναφέρουν ότι τα φρέσκα απόβλητα χωρίς 

καμία επεξεργασία παρουσίασαν μεγαλύτερη φυτοτοξική δράση σε σχέση με επεξεργασμένα 

απόβλητα ή απόβλητα ελαιοτριβείων αποθηκευμένα για μεγάλο χρονικό διάστημα. Τα φυτά που 

παρουσίασαν την μεγαλύτερη ευαισθησία και στους τρεις τύπους αποβλήτων είναι η τομάτα 

(Solanum lycopersicum L.) και η σίκαλη (Lolium perenne L). Αντιθέτως, κτά την εφαρμογή ΥΑΕ 

σε καλλιέργειες κριθαριού (Hordeum vulgare L.) και φασολιού (Phaseolus vulgare L.) προκαλεί 

σχεδόν μηδαμινή ανάσχεση.
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Σε άλλη μελέτη (Capasso et al. 1992) αναφέρεται ότι κατά την εφαρμογή των ΥΑΕ σε φυτά 

τομάτας (Solanum lycopersicwn L.) και κολοκυθιάς (Curcubitapepo L.), παρατηρήθηκε σημαντική 

φυτοτοξική δράση, παρότι είχε προηγηθεί απομάκρυνση των πολυφαινολικών τους συστατικών.

Επίσης οι Flouri et al. (1990) αναφέρουν έντονη φυτοτοξική δράση των υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείων στη βλάστηση των σπόρων φυτών μαρουλιού {Lettuce romana L.) και κάρδαμου 

(Lepidium sativum L.) ακόμα και σε πολύ μικρές συγκεντρώσεις.

Ο Fiestas Ros de Ursimos (1986) κατόπιν μελετών σημειώνει ότι οι θετικές ή αρνητικές 

επιδράσεις των ΥΑΕ εξαρτώνται από τη δοσολογία εφαρμογής τους και το χρόνο που μεσολαβεί 

μέχρι τη σπορά. Στο ίδιο συμπέρασμα κατέληξαν και οι Bonari et al. (1993) μετά από τριετή 

πειραματισμό της φυτοτοξικής δράσης των αποβλήτων σε καλλιέργειες αγρωστωδών φυτών. Μετά 

από τη μεσολάβηση 60 ημερών από τη φύτευσης τους, υπό συνεχή άρδευση με ΥΑΕ, δεν 

παρατηρήθηκαν αρνητικές επιπτώσεις στη βλαστικότητα και στην πρώιμη ανάπτυξη των φυτών, 

εφόσον κατά τον χειρισμό η ποσότητα των ΥΑΕ δεν ξεπέρασε τα 8 m3 ανά στρέμμα. Ταυτόχρονα 

δηλώνουν ότι η εφαρμογή αποβλήτων ελαιοτριβείων στο έδαφος μπορεί να έχει θετικές επιπτώσεις 

στην γονιμότητα του εδάφους (Piotrowska et al. 2006).

1.4. Μέθοδοι επεξεργασίας υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων

Το πρόβλημα της ρύπανσης του περιβάλλοντος από την απόρριψη των υγρών αποβλήτων των 

ελαιοτριβείων ερευνάται ήδη από την δεκαετία του ‘50 (Fiestas Ros de Ursinos 1953). Διάφορα 

πειράματα και μεθοδολογίες έχουν εφαρμοστεί στην προσπάθεια εξεύρεσης μιας ασφαλούς και 

αποτελεσματικής λύσης για τη διαχείριση των αποβλήτων των ελαιουργείων, χωρίς όμως να έχουν 

βρεθεί λύσεις ευρείας αποδοχής.

Κατά καιρούς έχουν δοκιμασθεί διάφορες μέθοδοι επεξεργασίας όπως συνοψίζεται από τους 

Οιχαλιώτη & Ζερβάκη (1999, 2000): 

α. Φυσικοχημικές μέθοδοι

β. Αναερόβια ζύμωση των ΥΑΕ για παραγωγή βιοαερίου (βιομεθανοποίηση)

γ. Συγκομποστοποίηση

δ. Παραγωγή βιοαποδομήσιμων υλικών

ε. Ελεγχόμενη εφαρμογή σε εδαφικούς αποδέκτες

στ. Βιολογικές επεξεργασίες-αποδόμηση υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων με τη χρήση 

μικροοργανισμών

ζ. Περιορισμός του χρησιμοποιούμενου νερού με τη χρήση ελαιοτριβείων δύο φάσεων.
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1.4.1. Φυσικοχημικές μέθοδοι

Διάφορες φυσικοχημικές μέθοδοι που εφαρμόστηκαν κυρίως πειραματικά στο παρελθόν 

προσπάθησαν να δώσουν λύσεις στη διαχείριση των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων. Οι 

χειρισμοί αυτοί παρατίθονται στις παραγράφους που ακολουθούν.

Ι.4.Ι.Ι. Προσθήκη ηλεκτρολυτών

Η πιο παλιά και απλή φυσικοχημική μέθοδος αντιμετώπισης του προβλήματος είναι η προσθήκη 

διαφόρων πολυηλεκτρολυτών, όπως Ca(OH)2 και CaO (Fiestas 1997). Η χρήση των παραπάνω 

βοηθά τη ρύθμιση του pH των ΥΑΕ και επιτυγχάνει τη δέσμευση των διαλυμένων οργανικών υλών 

από τα κατακρημνιζόμενα άλατα. Η μέθοδος αυτή ενώ μπορεί να προκαλέσει μείωση του 

οργανικού φορτίου των ΥΑΕ κατά 60-70%, η εφαρμογή της μειονεκτεί λόγω του στερεού 

υπολείμματος που παράγεται μετά το πέρας της επεξεργασίας τους (σε ποσοστό 20% της αρχικής 

ποσότητας των αποβλήτων).

Ι.4.Ι.2. Αντιδραστήριο Fenton

Μια άλλη μέθοδος είναι η επεξεργασία των ΥΑΕ με το αντιδραστήριο Fenton. Η χημική 

■ οξείδωση του οργανικού φορτίου που προκαλείται, επιτυγχάνεται μέσω των ριζών υδροξυλίου, οι 

οποίες σχηματίζονται από την αντίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου με ένα σιδηρούχο άλας 

(Fe+2/H20 2) (Baldrian et al. 2006). Η συγκεκριμένη μέθοδος είναι δύσκολο να εφαρμοστεί για την 

αποδόμηση αποβλήτων υψηλού φαινολικού φορτίου εξαιτίας της ύπαρξης υδροξυομάδων στον 

αρωματικό τους δακτύλιο που τους προσδίδει σταθερότητα. Επίσης, η διάσπαση του οργανικού 

φορτίου συνοδεύεται από παραγωγή τοξικών συστατικών, ενώ τέλος είναι δύσκολο να 

καθορισθούν οι βέλτιστες συνθήκες για την πραγματοποίηση της αντίδρασης Fenton (όπως το pH, 

η θερμοκρασία, οι αρχικές συγκεντρώσεις του υπεροξειδίου του υδρογόνου και του σιδηρούχου 

άλατος) (Filipakopoulou et al. 1999, Gemjak et al. 2003).

I.4.I.3. Προσρόφηση

Η μέθοδος της προσρόφησης στηρίζεται στην προσθήκη ενεργού άνθρακα σε ΥΑΕ, 

προκαλώντας τον αποχρωματισμό αυτών. Αποτελέσματα ερευνών αναφέρουν ελαφριά αφαίρεση

13



1.4.1. Φυσικοχημικές μέθοδοι

Διάφορες φυσικοχημικές μέθοδοι που εφαρμόστηκαν κυρίως πειραματικά στο παρελθόν 

προσπάθησαν να δώσουν λύσεις στη διαχείριση των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων. Οι 

χειρισμοί αυτοί παρατίθονται στις παραγράφους που ακολουθούν.

1.4.1.1, Προσθήκη ηλεκτρολυτών

Η mo παλιά και απλή φυσικοχημική μέθοδος αντιμετώπισης του προβλήματος είναι η προσθήκη 

διαφόρων πολυηλεκτρολυτών, όπως Ca(OH)2 και CaO (Fiestas 1997). Η χρήση των παραπάνω 

βοηθά τη ρύθμιση του pH των ΥΑΕ και επιτυγχάνει τη δέσμευση των διαλυμένων οργανικών υλών 

από τα κατακρημνιζόμενα άλατα. Η μέθοδος αυτή ενώ μπορεί να προκαλέσει μείωση του 

οργανικού φορτίου των ΥΑΕ κατά 60-70%, η εφαρμογή της μειονεκτεί λόγω του στερεού 

υπολείμματος που παράγεται μετά το πέρας της επεξεργασίας τους (σε ποσοστό 20% της αρχικής 

ποσότητας των αποβλήτων).

Ι.4.Ι.2. Αντιδραστήριο Fenton

Μια άλλη μέθοδος είναι η επεξεργασία των ΥΑΕ με το αντιδραστήριο Fenton. Η χημική 

οξείδωση του οργανικού φορτίου που προκαλείται, επιτυγχάνεται μέσω των ριζών υδροξυλίου, οι 

οποίες σχηματίζονται από την αντίδραση του υπεροξειδίου του υδρογόνου με ένα σιδηρούχο άλας 

(Fe+2/H20 2) (Baldrian et al. 2006). Η συγκεκριμένη μέθοδος είναι δύσκολο να εφαρμοστεί για την 

αποδόμηση αποβλήτων υψηλού φαινολικού φορτίου εξαιτίας της ύπαρξης υδροξυομάδων στον 

αρωματικό τους δακτύλιο που τους προσδίδει σταθερότητα. Επίσης, η διάσπαση του οργανικού 

φορτίου συνοδεύεται από παραγωγή τοξικών συστατικών, ενώ τέλος είναι δύσκολο να 

καθορισθούν οι βέλτιστες συνθήκες για την πραγματοποίηση της αντίδρασης Fenton (όπως το pH, 

η θερμοκρασία, οι αρχικές συγκεντρώσεις του υπεροξειδίου του υδρογόνου και του σιδηρούχου 

άλατος) (Filipakopoulou et al. 1999, Gemjak et al. 2003).

I.4.I.3. Προσρόφηση

Η μέθοδος της προσρόφησης στηρίζεται στην προσθήκη ενεργού άνθρακα σε ΥΑΕ, 

προκαλώντας τον αποχρωματισμό αυτών. Αποτελέσματα ερευνών αναφέρουν ελαφριά αφαίρεση

13



των χρωστικών ουσιών των υγρών αποβλήτων μετά από προσρόφηση ενεργού άνθρακα σε δόσεις 

μέχρι 10 g Γ1 αποβλήτου (Shammas 1984). Η μέθοδος αν και συνεπάγεται μικρό χώρο 

εγκατάστασης, έχει μικρή αποτελεσματικότητα και χρειάζεται εξειδικευμένο προσωπικό.

1.41.4. Εξάτμιση

Στην προσπάθεια διαχείρισης των ΥΑΕ αρκετοί ερευνητές έχουν ασχοληθεί με τη μέθοδο της 

εξάτμισης. Με την συγκεκριμένη μέθοδο τα απόβλητα τοποθετούνται σε μεγάλες τεχνητές 

δεξαμενές ώστε με τη βοήθεια της ηλιακής ενέργειας να επιτυγχάνεται εξάτμιση και αποξήρανση 

των ΥΑΕ, το δε στερεό υπόλειμμα που απομένει έχει τη δυνατότητα λόγω συστάσεως να 

χρησιμοποιηθεί ως λίπασμα. O Escolano Bueno (1975) ήταν από τους πρώτους που εφάρμοσε την 

μέθοδο, ισχυριζόμενος ότι μπορεί να εφαρμοστεί μόνο σε ελαιοτριβεία μεσαίου μεγέθους 

(παραγωγή ΥΑΕ έως 3 τόνους ανά χρόνο). Ο μεγάλος όγκος των δεξαμενών που απαιτείται, το 

μεγάλο χρονικό διάστημα (7-8 μήνες) που χρειάζεται για να φτάσουμε στο στάδιο της 

αποξήρανσης, η έκλυση δυσάρεστων οσμών και το υψηλό κόστος μεταφοράς των ΥΑΕ από τα 

ελαιοτριβεία στις δεξαμενές εξάτμισης, καθιστούν την καθολική εφαρμογή της μέθοδου αυτής 

πρακτικά αδύνατη για την ολοκληρωμένη διαχείριση των ΥΑΕ (Cabrera et al. 1996). Η μέθοδος 

αυτή, τυγχάνει, υπό προϋπόθεση, εφαρμογή σε περιοχές με ξηροθερμικό κλίμα, όπως η Κρήτη, 

όπου η εφαρμογή της συγκεκριμένης μεθόδου οδήγησε σε ενθαρρυντικά αποτελέσματα (Μαρίνος 

1991).

Ι.4.Ι.5. Επίπλευση

Η μέθοδος αυτή εφαρμόζεται σε διάφορα είδη βιομηχανικών αποβλήτων. Στα απόβλητα μετά 

από την κατεργασία τους με θρομβωτικά μέσα, πραγματοποιείται διοχέτευση υπό πίεση λεπτών 

φυσαλίδων αέρα ή μίγματος CCb και αέρα, οι οποίες προσκολλώνται στις λιπαρές ουσίες και στα 

στερεά σωματίδια των αποβλήτων, παρασύροντας αυτά στην επιφάνεια, από όπου απομακρύνονται 

(Μάτης 1981). Εντούτοις, η αποδοτικότητα της μεθόδου ήταν μη ικανοποιητική κατά την 

εφαρμογή της σε υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων (Curi etal. 1980).
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1.4.1.6. Θερμική συμπύκνωση

Η εφαρμογή της μεθόδου θερμικής συμπύκνωσης βρίσκεται ακόμη σε πειραματικό στάδιο. 

Κατά την εφαρμογή της μεθόδου αυτής χρησιμοποιούνται ειδικοί εξατμισοποιητές, με τους οποίους 

επιχειρείται συμπύκνωση των ΥΑΕ με εξάτμιση. Τα πλεονεκτήματα της μεθόδου αυτής είναι η 

μείωση του όγκου των αποβλήτων (έως 75%), η επανάκτηση του λαδιού που περιέχεται στα ΥΑΕ 

σε ποσοστό 0.1-0.3% και η δυνατότητα χρησιμοποίησης του εξατμισμένου-συμπυκνωμένου νερού 

στο ίδιο ελαιοτριβείο (Απΰταηίο 1983). Παρόλα ταύτα, το μεγάλο κόστος εφαρμογής της μαζί με τη 

διαχείριση του στερεού υπολείμματος που παράγεται προβάλλουν ως τα μεγαλύτερα 

μειονεκτήματα της τεχνικής αυτής.

Ι.4.Ι.7. Υπερδιήθηση -  Αντίστροφη ώσμωση

Μια άλλη μέθοδος επεξεργασίας είναι η υπερδιήθηση, κατά την οποία γίνεται χρήση 

μεμβρανών, ικανών να διαχωρίσουν τα διαλυμένα από τα αιωρούμενα συστατικά των ΥΑΕ με 

βάση τις διαστάσεις των μεγαλομοριακών οργανικών ενώσεων. Η ωθούσα δύναμη διαχωρισμού 

είναι η υδραυλική πίεση, η ίδια που εφαρμόζεται και στη μέθοδο αντίστροφης ώσμωσης. Η 

ημιπερατή μεμβράνη που χρησιμοποιείται στα συστήματα αντίστροφης ώσμωσης επιτρέπει τη 

δίοδο του νερού, ενώ είναι αδιαπέραστη από τα περισσότερα οργανικά και ανόργανα συστατικά 

των αποβλήτων. Οι οσμωτικές μεμβράνες χρησιμοποιούνται για τη συγκράτηση αμινοξέων, 

βιταμινών, απλών σακχάρων ή και ανόργανων συστατικών. Από τα επεξεργασμένα απόβλητα με 

μια από τις δύο παραπάνω μεθόδους μπορούν να παραληφθούν ανθοκυανίνες, φυσικές χρωστικές 

ουσίες που χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία τροφίμων, ενώ το συμπύκνωμα της υπερδιήθησης 

κατόπιν ειδικής ξηράνσεως έχει τη δυνατότητα να χρησιμοποιηθεί ως ζωοτροφή (Ισραηλίδης & 

Κωδούνης 1982). Οι μέθοδοι είναι πρακτικά δύσκολο να εφαρμοστούν λόγω του μεγάλου 

ενεργειακού κόστους και κόστους αγοράς των ημιπερατών μεμβρανών.

Ι.4.Ι.8. Ηλεκτρολυτική οξείδωση

Ο Βλυσσίδης (1997) πειραματίστηκε με μια άλλη φυσικοχημική μέθοδο που βασίζεται στην 

ηλεκτρολυτική οξείδωση των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων χρησιμοποιώντας ως άνοδο 

Τϊ/Ρί και ως κάθοδο ανοξείδωτο χάλυβα. Η μέθοδος αυτή δε δύναται να εφαρμοστεί σε ευρεία
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κλίμακα, παρά μόνο εργαστηριακά, παρότι εμφάνισε μείωση του COD κατά 93%, λόγω των 

ενεργειακών ποσοτήτων που απαιτούνται.

Ι.4.Ι.9. Φυγοκέντρηση

Κατά το παρελθόν είχε επιχειρηθεί η φυγοκέντρηση σε δείγματα ΥΑΕ, αποσκοπώντας στη 

διαχείριση των αποβλήτων αυτών (Vaccarino et al. 1986). Εντούτοις, οι Κουτσαυτάκης & 

Στεφανουδάκη (1991) αναφέρουν ότι η εφαρμογή της απλής φυγοκέντρησης των ΥΑΕ ως μεθόδου 

διαχείρισης είναι προβληματική λόγω του σχηματισμού των κολλοειδών και του μεγάλου κόστους 

λειτουργίας των διαχωριστήρων.

1.4.1.10. Παραγωγή στερεών καυσίμων

Τα υγρά απόβλητα που υπόκεινται στην συγκεκριμένη επεξεργασία, παρουσιάζουν τη 

δυνατότητα της καλύτερης ζύμωσης αγροτικών ή δασικών υπολειμμάτων χαμηλής πυκνότητας, με 

απώτερο σκοπό την παραγωγή ενός προϊόντος ομοιογενών τεμάχιων σφαιρικής ή κυβικής μορφής. 

Ο Μιχελάκης & Κουτσαυτάκης (1989) αναφέρουν ότι σε μια περίπτωση εφαρμογής της μεθόδου 

στην Ισπανία, όπου σαν πρώτες ύλες χρησιμοποιήθηκαν ΥΑΕ (κατά 40%), δασική βιομάζα (κατά 

40%) και στερεά αστικά υπολείμματα (κατά 20%), η ενεργειακή απόδοση ήταν της τάξεως των 

4500 Kcal/Kg. Εντούτοις, περαιτέρω έρευνες δεν έχουν πραγματοποιηθεί.

1.4.2. Αναερόβια ζύμωση των ΥΑΕ για παραγωγή βιοαερίου (βιομεθανοποίηση)

Η αναερόβια ζύμωση είναι μια μέθοδος επεξεργασίας αποβλήτων υψηλού ρυπαντικού φορτίου 

(COD 5-40 g Γ1) με την οποία επιδιώκεται η αποδόμηση των αποβλήτων αυτών και παράλληλα η 

βιομετατροπή των οργανικών ουσιών τους σε μεθάνιο (Aggelis et al. 2001).

• Η μέθοδος αυτή στηρίζεται σε μια πολύκλοκη βιοχημική διεργασία που πραγματοποιείται σε 

ειδικούς βιοαντιδραστήρες απουσία οξυγόνου κατά την οποία οι οργανικές ουσίες των αποβλήτων 

αποδομούνται και διασπώνται σε μικρότερα μόρια με τη συμβολή μεθανογόνων βακτηρίων. 

Πλεονεκτήματα της μεθόδου είναι η συνεχής έκλυση βιοαερίου (μίγμα μεθανίου 65% και 

διοξειδίου του άνθρακα 35%) το οποίο είναι ενεργειακά αξιοποιήσιμο και η παραγωγή 

επεξεργασμένης ιλύς (βιολογικής λάσπης), η οποία λόγω της υψηλής περιεκτικότητας σε θρεπτικά 

συστατικά μπορεί μετά από ειδική επεξεργασία να χρησιμοποιηθεί ως λίπασμα.
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Οι Fiestas et al. (1982) ήταν από τους πρώτους ερευνητές που μελέτησαν την αναερόβια 

επεξεργασία των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων αναφέροντας τη μείωση του οργανικού 

φορτίου (BOD5) κατά 80% και παράλληλα την παραγωγή 0.85 m3 βιοαερίου, περιεκτικότητας 80 

και 20% σε CFLt και C 02, αντίστοιχα ανά Kg αποβλήτου. Η ποσότητα του βιοαερίου που 

παράχθηκε αναφέρθηκε ότι δύναται να καλύπτει ενεργειακά της ανάγκες της μονάδας 

βιομεθανοποίησης.

Έρευνες που πραγματοποιήθηκαν στον Ελλαδικό χώρο είχαν σαν αποτέλεσμα την παραγωγή 

βιοαερίου μέσω αναερόβιας ζύμωσης των ΥΑΕ με παράλληλη μείωση του οργανικού φορτίου. 

Συγκεκριμένα, ο Νταλής (1989) αναφέρει ότι τα αρχικά συνολικά απόβλητα τοποθετούνται απ’ 

ευθείας σε βιοαντιδραστήρα αναρροής για να υποβληθούν σε αναερόβια ζύμωση, χωρίς να 

απαιτείται με ασβέστη ρύθμιση του pH και αφαίρεση του ελαιώδους στρώματος. Μετά από χρόνο 

παραμονής πέντε ημερών των ΥΑΕ στον βιοαντιδραστήρα διαπιστώθηκε αποδόμηση κατά 75-80% 

του αρχικού οργανικού ρυπαντικού φορτίου τους και παράλληλα παραγωγή 1280 m3 βιοαερίου ή 

895 m3 μεθανίου ημερησίως.

Βασιζόμενοι στα παραπάνω αποτελέσματα οι Georgakakis & Dalis (1993) μελέτησαν στην 

περιοχή Πεζών Κρήτης την εφαρμογή ενός συστήματος αναερόβιας βιολογικής επεξεργασίας ΥΑΕ 

που στηριζόταν στην απόδοση δύο διαφορετικών τύπων χωνευτήρων με παράλληλη παραγωγή 

βιοαερίου. Η παραγόμενη ενέργεια ήταν 4,45 m3 βιοαερίου ανά m3 αποβλήτου, ποσότητα αρκετή 

για να χρησιμοποιηθεί για την κάλυψη αναγκών θέρμανσης 15 στρεμμάτων θερμοκηπίου.

Οι μέθοδοι βιομεθανοποίησης όμως παρουσιάζουν και μειονεκτήματα όπως, τη χρησιμοποίηση 

εξοπλισμού και εγκαταστάσεων μεγάλου κόστους, την απαίτηση εξειδικευμένου προσωπικού, το 

μεγάλο χρόνο παραμονής των αποβλήτων στον αντιδραστήρα, την πρόκληση ανεπιθύμητων οσμών 

κατά τη διάρκεια της ζύμωσης και τέλος τη διάθεση του υπολείμματος, το οποίο για να διατεθεί 

απευθείας στο περιβάλλον χρειάζεται περαιτέρω επεξεργασία (Borja et al. 1993, Georgacakis & 

Dalis 1993, Ramos-Cormezana et al. 1995).

1.4.3. Συγκομποστοποίηση

Η μέθοδος της συγκομποστοποίησης στηρίζεται στη συνεχή ή διακοπτόμενη αναπλήρωση με 

απόβλητα των εξατμιζόμενων ποσοτήτων νερού, λόγω της θερμότητας η οποία εκλύεται κατά τη 

θερμόφιλη φάση της αερόβιας χώνευσης των στερεών οργανικών υλικών. Το ζυμούμενο στερεό 

υπόστρωμα εφοδιάζεται με οργανικό υλικό που διατηρεί τη μικροβιακή δράση και κατά συνέπεια 

και τη θερμοκρασία σε υψηλά επίπεδα, αφ’ ετέρου δε επιταχύνεται η διαδικασία εξάτμισης του
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περιεχομένου στα απόβλητα νερού, λόγω επιμήκυνσης της θερμόφιλης φάσης και της θερμότητας 

που εκλύεται. Μετά την ολοκλήρωση της θερμόφιλης φάσης και της φάσης ωρίμανσης προκύπτει 

ένα ποιοτικά αξιόλογο οργανοχουμικό λίπασμα (Μπαλής 1983, Μπαλής και άλλοι 1991). Το τελικό 

προϊόν εφαρμόστηκε σε διαφορετικές καλλιέργειες φυτών σε διάφορες αναλογίες με θεμιτά 

αποτελέσματα με δυνατότητα βελτίωσης του, όσον αφορά τον έλεγχο της ωριμότητας του, το 

βαθμό σταθεροποίησης του και τη φυτοτοξικοτητά του πριν από οποιαδήποτε γεωργική χρήση. Η 

δυνατότητα εφαρμογής των κομποστών αυτών στα εδάφη είναι πιο ασφαλής σε σχέση με τις 

κομπόστες που προέρχονται από αστικά απορρίμματα λόγω της απουσίας βαρέων μετάλλων, 

τοξικών συνθετικών οργανικών ενώσεων και τέλος την απουσία παθογόνων μικροοργανισμών ή 

ιών επικίνδυνων για τον άνθρωπο και τα ζώα.

Στην συγκομποστοποίηση με λιόζουμα έχουν χρησιμοποιηθεί διάφορα γεωργικά στερεά 

υπολείμματα όπως είναι φύλλα και κλαδιά ελιάς, υπολείμματα βαμβακιού, άχυρα σιταριού, άχυρα 

καλαμποκιού, δασικά υπολείμματα και εκχυλισμένος ελαιοπυρήνας (πυρυνόξυλο) (Paredes et al. 

1987, Ntougias et al. 2003, 2006a).

Η χρήση του πυρηνόξυλου για τη διαχείριση των λιόζουμων μπορεί να εφαρμοστεί με επιτυχία 

ώστε με την τεχνική της συγκομποστοποίησης πυρηνόξυλου με λιόζουμα, να παραχθεί ως τελικό 

προϊόν ένα μη φυτοτοξικό βελτιωτικό εδάφους με επισχετικές ιδιότητες (Kavroulakis et al. 2005, 

Ntougias et al. 2003, 2006a, Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 1999, 2000). Το περιεχόμενο του 

συγκεκριμένου βελτιωτικού εδάφους αποτελείται από τα χουμικά συστατικά της κομποστοποίησης, 

ένα πλήθος μικροοργανισμών καθώς και τα λιπαρά στοιχεία των ΥΑΕ, που συμβάλλουν στην 

αύξηση της γονιμότητας του εδάφους (Balis et al. 1991).

Αλλες μελέτες (Zervakis & Balis 1996, Zervakis et al. 1996) έδειξαν ότι το εμπλουτισμένο με 

ελαιόζουμο πυρηνόξυλο μπορεί να χρησιμοποιηθεί ως υπόστρωμα για την παραγωγή εδώδιμων 

μανιταριών Pleurotus, αναδεικνύοντας το σαν ένα εναλλακτικό μέσο καλλιέργειας τους.

Μειονέκτημα της συγκεκριμένης μεθόδου είναι η ανάγκη πλήρους και αυτοματοποιημένου 

ελέγχου των συνθηκών που λαμβάνουν μέρος στην διαδικασία, όπως είναι η θερμοκρασία, η 

υγρασία και το ποσοστό 0 2/C02 ανεβάζοντας σημαντικά το κόστος εφαρμογής (Οιχαλιώτης & 

Ζερβάκης 2000).

1.4.4. Παραγωγή βιοαποδομήσιμών υλικών

Ο Sainz-Jimenez και οι συνεργάτες του (1986) χαρακτήρισαν μια σειρά από πολυμερείς ουσίες 

που βρέθηκαν σε μη κατεργασμένα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων καθώς και στα υπολείμματα
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αυτών που μένουν μετά την εξάτμιση τους σε δεξαμενές. Ιδιαίτερο ερευνητικό ενδιαφέρον 

παρουσιάζει η παραγωγή πόλύ-/?-υδρόξυ βουτυρικού οξέος και πολυσακχαριτών που παράχθηκαν 

από την ανάπτυξη διαφόρων μικροοργανισμών σε ΥΑΕ. Ο σχηματισμός του βιοπολυμερούς πόλύ- 

/?-υδρόξυ βουτυρικού οξέος προήλθε από την ανάπτυξη του βακτηρίου Azotobacter chroococcum 

σε ΥΑΕ, (Martinez-Toledo et al. 1995), ενώ το βακτήριο Xanthomonas campestris (Lopez-Lopez 

1994), παρήγαγε, κατά την επώαση του σε ΥΑΕ, ξανθάνη, που χρησιμοποιείται σε βιομηχανίες 

τροφίμων και φαρμάκων. Η παραγωγή βιοαποδομήσιμων πολυμερών από τη χρήση των ΥΑΕ 

χαρακτηρίζεται ως ενδιαφέρουσα μέθοδος, λόγω του χαμηλού κόστους απόκτησης τους.

1.4.5. Ελεγχόμενη εφαρμογή σε εδαφικούς αποδέκτες

Η άκριτη εισαγωγή των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων στο οικοσύστημα (κοντινούς 

χείμαρρους, ξερορέματα, θάλασσες ή λίμνες) προκαλεί επιβάρυνση του περιβάλλοντος (Ζερβάκης 

1999). Το μέγεθος της οικολογικής καταστροφής (υδάτινη πανίδα και χλωρίδα), που συντελείται 

διαφέρει ανάλογα με τον υδάτινο αποδέκτη και τη δυνατότητα αυτοκαθαρισμού του. Η ιδιάζουσα 

σύσταση (υψηλό φαινολικό και λιπαρό φορτίο) των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων ασκεί μια 

επιλεκτική δράση στους μικροοργανισμούς του εδάφους ευνοώντας την ανάπτυξη εκείνων των 

στελεχών που έχουν την ικανότητα να μεταβολίζουν τα συστατικά του (Paredes et al. 1987, 

Piotrowska et al. 2006).

Η διάθεση των ΥΑΕ στο έδαφος μπορεί. να< εφαρμοστεί υπό προϋποθέσεις, αφού στη σύστασή 

τους δεν περιέχονται ουσίες υψηλής επικινδυνότητας, όπως βαρέα μέταλλα (Andrich et al. 1992). 

Παράλληλα, η ευεργετική επίδραση τους στο έδαφος ενισχύεται από την παρουσία αξιοσημείωτων 

ποσοτήτων οργανικών ουσιών, φωσφόρου, καλίου και μαγνησίου αλλά και εξαιτίας του 

εμπλουτισμού του εδάφους με συγκεκριμένους μικροοργανισμούς, οι οποίοι βοηθούν την επίσχεση 

διαφόρων φυτοπαθογόνων μυκήτων (Ntougias et al. 2003).

Ο Fiestas (1997) μετά από μια σειρά πειραμάτων απέδειξε την τοξική επίδραση των υγρών 

αποβλήτων ελαιοτριβείων σε διάφορα είδη κυπρίνων, ενώ ο Balice και οι συνεργάτες του (1984) 

αναφέρουν συστατικά των λιόζουμων τα οποία είναι τοξικά στα ψάρια και γενικότερα στη χλωρίδα 

και την πανίδα του νερού. Επίσης, η Βορεάδου (1994) αναφέρεται στην αρνητική επίδραση των 

λιόζουμων στη βιοποικιλότητα των τμημάτων της διαδρομής των χειμάρρων (που έχουν ρυπανθεί 

από τη διάθεση ελαιόζουμων) κατά 41.6 έως 71.4% (ανάλογα με την παροχή νερού του χειμάρρου).

Η απευθείας εφαρμογή μεγάλων ποσοτήτων ΥΑΕ σε καλλιεργούμενο έδαφος και συγκεκριμένα 

σε ετήσιες καλλιέργειες και ποώδη φυτά αναστέλλει τη βλάστησή τους, δρώντας παρεμποδιστικά
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(Bonari 1993). Ο βαθμός τοξικότητας του εξαρτάται από το είδος της καλλιέργειας και το στάδιο 

ανάπτυξής των φυτών (Casa et al. 2003). Αντιθέτως, δεν έχει παρατηρηθεί σημαντική φυτοτοξική 

δράση σε δένδρα που έγινε απευθείας εφαρμογή των υγρών αποβλήτων (μέθοδος της 

φερτάρδευσης) (Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 2002, Ehaliotis et al. 2003). Έρευνες που έχουν γίνει 

στην Ιταλία και στην Ισπανία (Proietti et al. 1988), δείχνουν ότι η άρδευση των ελαιοδένδρων με 

συγκεκριμένες ποσότητες ΥΑΕ όχι μόνο δεν επιδρά αρνητικά στην ανάπτυξη τους αλλά 

παρατηρείται και αύξηση των αποδόσεών τους. Επίσης δεν δημιουργεί αρνητικές επιπτώσεις στη 

μικροχλωρίδα και στη δομή του εδάφους, εφόσον οι χρησιμοποιούμενες δόσεις είναι ελεγχόμενες 

(Ζερβάκης 1999, Ehaliotis et al. 2003).

1.4.6. Βιολογικές επεξεργασίες-αποδόμηση υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων με τη χρήση 

μικροοργανισμών

Πολλά πειράματα έστιασαν το ενδιαφέρον τους στην εξεύρεση μιας διαδικασίας βιοαποδόμησης 

των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων με τη χρήση μικροοργανισμών, στοχεύοντας στη μείωση 

του ρυπαντικού φορτίου τους και κατά επέκταση των φαινολικών ενώσεων (Dias et al. 2004), οι 

οποίες παρουσιάζουν ισχυρή επισχετική δράση έναντι βακτηρίων και μυκήτων του εδάφους και 

στην παραγωγή νέων προϊόντων προστιθέμενης αξίας (Moreno et al. 1987, Gonzales et al. 1990, 

Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 1999, 2000).

Οι μικροοργανισμοί αυτοί εισάγονται στα υγρά απόβλητα των ελαιοτριβείων ως εμβόλια και για 

την επικράτηση τους πρέπει να εξασφαλιστούν ευνοϊκές συνθήκες όπως κατάλληλος αερισμός, 

θερμοκρασία και pH (Fiestas 1977). Τα συστήματα βιολογικής επεξεργασίας χωρίζονται σε 

συστήματα αεροβικής ή αναεροβικής επεξεργασίας ανάλογα με το αν είναι στελέχη αερόβιων ή 

στελέχη αναερόβιων μικροοργανισμών. Οι μικροοργανισμοί που χρησιμοποιούνται είναι είτε 

βακτήρια (π.χ. στελέχη του γένους Lactobacillus) ή μύκητες συμπεριλαμβανομένων των ζυμών 

(π.χ. στελέχη των γενών Pleurotus και Yarrowia).

Ι.4.6.Ι. Βακτήρια
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Τα βακτήρια απαντώνται σε ποικίλα περιβάλλοντα σε ολόκληρο τον κόσμο, όπως σε κλινικά 

δείγματα, σε φυτά, σε ζώα, σε αστικά λύματα, σε προϊόντα αερόβιας χώνευσης, στο έδαφος, στους 

υδροφόρους ορίζοντες, στη θάλασσα, κ.α. (Longan 1994).

Γνωρίζοντας τα παραπάνω και δεδομένου ότι η περιεκτικότητα του λιόζουμου σε οργανικό 

άνθρακα υπερέχει σημαντικά της περιεκτικότητας του σε άζωτο, από μικροβιολογική άποψη η 

διαπίστωση αυτή οδήγησε προς την επικράτηση αζωτοδεσμευτικών βακτηρίων σε έδαφος που 

δέχεται συστηματικά εφαρμογές με ελαιόζουμο. Μελετώντας λοιπόν έδαφος που δέχεται 

διαδοχικούς χειρισμούς με ΥΑΕ, παρατηρήθηκε, υπό αερόβιες συνθήκες, η ανάπτυξη 

αζωτοβακτηρίων, ιδιαίτερα στελεχών του γένους Azotobacter (Chatjipavlidis et al. 1996). Στη 

μελέτη αυτή, χρησιμοποιήθηκαν υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων τα οποία προκατεργάστηκαν με 

Η20 2 σε αλκαλικό περιβάλλον και κατόπιν εμβολιάστηκαν με το αζωτοβακτήριο Azotobacter 

vinelandii σε αεριζόμενο βιοαντιδραστήρα. Το αποτέλεσμα της διαδικασίας αυτής, ήταν η μείωση 

των τοξικών συστατικών των ΥΑΕ, η παραγωγή αυξητικών παραγόντων (π.χ. αυξίνες) και μεγάλων 

ποσοτήτων μικροβιακών πολυσακχαριτών. Η εφαρμογή των επεξεργασμένων αυτών ΥΑΕ στο 

έδαφος προκάλεσε αύξηση της ανθεκτικότητας του εδάφους ενάντια στα φυτοπαθογόνα Pythium 

και Phytophthora, που αποδόθηκε σε επικράτηση μικροβιακής χλωρίδας ανταγωνιστικής προς αυτά 

και στην παραγωγή μεταβολιτών που διατηρούν τον πληθυσμό αυτών σε χαμηλά επίπεδα 

(Chatjipavlidis et al. 1996).

Επίσης, κατά τον εμβολιασμό ΥΑΕ συγκεντρώσεως 10% ν/ν με το βακτήριο Lactobacillus 

plantarum παρατηρήθηκε μείωση των φαινολικών συστατικών κατά 46%,· του χρώματος κατά 58% 

και του COD κατά 55% (Lamia & Moktar 2003).

Ι.4.6.2. Μύκητες - Ζύμες

Εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας των ΥΑΕ σε σάκχαρα, οδήγησε τον Gharsallah (1993) 

στη χρησιμοποίηση των ζυμών Candida crusei, Saccharomyces chevalierie και Saccharomyces 

rouxii (είδη που ανήκουν στην τάξη Saccharomycetales) για τη βιοαποικοδόμηση των ΥΑΕ. Οι 

παραπάνω ζύμες, αναπτυσσόμενες σε σύστημα συνεχούς ροής κατά την επεξεργασία των ΥΑΕ, 

οδήγησαν στη μείωση του COD κατά 40-50%. Ικανοποιητικότερα αποτελέσματα από τα πειράματα 

που πραγματοποιήθηκαν, παρουσίασε η ζύμη Saccharomyces rouxii, η ανάπτυξη της οποίας δεν 

παρεμποδίστηκε σχεδόν από κανένα φαινολικό συστατικό των αποβλήτων (Gharsallah 1993).

Για την αποδόμηση των ΥΑΕ έχει χρησιμοποιηθεί και η ζύμη Candida tropicalis, η οποία μετά 

από επώαση 24 h στους 40°C μείωσε το COD κατά 70%, τις πολυφαινόλες κατά 55% και τις
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μονοφαινόλες κατά 70%, το ποσοστό όμως των ΥΑΕ που περιείχε το υπόστρωμα ανάπτυξης της 

συγκεκριμένης ζύμης ήταν μικρότερο του 15% (Ettayebi et al. 2003).

Επίσης, η ζύμη Yarrowia lipolytica προκάλεσε μείωση του COD από 146 g Γ1 σε 90 g Γ1 σε 

δείγματα υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων μέσα σε χρονικό διάστημα 12 h, ενώ με το πέρας 24 h 

το COD μειώθηκε επιπλέον σε 30 g Γ1. Στη συγκεκριμένη μελέτη δεν αναφέρεται το ποσοστό των 

ΥΑΕ που χρησιμοποιήθηκε (Scioli & Vollaro 1997). Επίσης, η ζύμη Saccharomyces cerevisiae 

αναπτύχθηκε σε υποστρώματα εμπλουτισμένα με ΥΑΕ, αποσκοπώντας στην παραγωγή 

μονοκυτταρικών πρωτεϊνών (Hamdi 1993). Η παραγωγή πρωτεϊνών είναι σημαντική, γιατί υπό 

προϋποθέσεις μπορεί να χρησιμοποιηθεί σε κτηνοτροφικές και ιχθυοτροφικές μονάδες ως τροφή 

(Zoiopoulos 1983).

Η κύρια ομάδα μικροοργανισμών η οποία χρησιμοποιήθηκε στο παρελθόν για τη μείωση ή 

εξάλειψη της ρυπαντικής δράσης των φαινολικών ουσιών των υγρών αποβλήτων ελαιουργείων 

είναι οι μύκητες. Η ικανότητά τους να βιοαποδομούν τα ΥΑΕ αξιοποιήθηκε αρχικά για την 

προετοιμασία των αποβλήτων για περαιτέρω φυσικοχημικούς και βιολογικούς χειρισμούς και για 

να επιτευχθεί η μετατροπή τους απευθείας σε ένα περιβαλλοντικά αποδεκτό τελικό προϊόν 

(Ζερβάκης & Μπαλής 1996). Διάφορα είδη μυκήτων που χρησιμοποιήθηκαν για την επίτευξη των 

παραπάνω χειρισμών παρουσίασαν ιδιαίτερα καλά αποτελέσματα όσον αφορά την ανάπτυξή τους 

σε υποστρώματα ΥΑΕ, αποδομώντας φαινολικές ουσίες, παράγοντας μονοκυτταρική πρωτεΐνη, 

αποχρωματίζοντας και αποτοξικοποιώντας τα απόβλητα.

Οι φαινολικές ουσίες των ΥΑΕ και συγκεκριμένα ορισμένες ενώσεις της ομάδας αυτής που 

είναι υπεύθυνες για την τοξικότητα και το μαύρο χρώμα του αποβλήτου, έχουν συγγενή δομή με τη 

λιγνίνη, την κυτταρίνη ή με ενώσεις που προκύπτουν από την αποδόμησή τους. Η αποδόμηση της 

λιγνίνης στη φύση πραγματοποιείται κυρίως από τους μύκητες και ως πιο αποδοτικοί αποδομητές 

της κατηγορίας αυτής εμφανίζονται οι βασιδιομύκητες (Hammel 1997). Για το λόγο αυτό οι 

λιγνοκυτταρινολυτικοί βασιδιομύκητες και συγκεκριμένα αυτοί που προκαλούν λευκές σήψεις 

(“white-rot fungi”) άρχισαν να χρησιμοποιούνται ευρέως σε περιβαλλοντικές και βιοτεχνολογικές 

εφαρμογές σχετικές με την αποδόμηση των ΥΑΕ (Ζερβάκης 1999).

Όσον αφορά στη βιομετατροπή παραγώγων της λιγνίνης, το ενζυμικό σύστημα των μυκήτων 

λευκής σήψης είναι κατά κύριο λόγο οξειδωτικό και μη εξειδικευμένο (Ζερβάκης 1999). Τα ένζυμα 

που εμπλέκονται σε αυτήν τη διαδικασία είναι η λιγνίνη-υπεροξειδάση, η υπεροξειδάση του 

μαγγανίου και η λακάσση (φαινολοξειδάση). Η οξείδωση λιγνίνης και φαινολικών υποστρωμάτων 

από τη λιγνίνη-υπεροξειδάση οδηγούν σε αποπολυμερισμό αυτών εξαιτίας της διάσπασης των 

αρωματικών δακτυλίων, επιτυγχάνοντας έτσι την ανοργανοποίηση τους.
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Μύκητες της ομάδας λευκής σήψης όπως Phlebia radiata, Dichomitus squalens, Polyporus 

frondosus, Coriolus versicolor και Phanerochaete chrysosporium, ερευνήθηκαν και αξιολογήθηκαν 

για την ικανότητά τους να αποχρωματίζουν τα ΥΑΕ (Sayadi & Ellouz 1992, 1993).

Πιο συγκεκριμένα ο βασιδιομύκητας Phanerochaete chrysosporium επωάστηκε επί 12 ημέρες 

σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 20% ν/ν, προκαλώντας σε ποσοστό 40% τον αποχρωματισμό των 

αποβλήτων αυτών μειώνοντας παράλληλα το ποσοστό των φαινολικών συστατικών κατά 60%, 

παράγοντας κύρια λακκάση και ίχνη υπεροξειδάσης (εξαρτώμενης των ιόντων μαγγανίου) (Dias et 

al. 2004). Επίσης διαπιστώθηκε σημαντική μείωση του COD των ελαιόζουμων και συσχέτιση της 

διάσπασης των φαινολικών ενώσεων με το χρώμα των αποβλήτων (Sayadi & Ellouz 1992). Τα ίδια 

αποτελέσματα σύμφωνα τον Perez και τους συνεργάτες του (1987) έχουν αναφερθεί και για τον 

βασιδιομύκητα Phanerochaete ßavido-alba.

Στελέχη του μύκητα Aspergillus niger παρουσίασαν ικανότητα μεταβολισμού των φαινολικών 

ουσιών μειώνοντας κύρια το οργανικό φορτίο των ΥΑΕ, δίνοντας χαμηλές τιμές COD, 

φυτοτοξικότητας και χρώματος (Hamdi et al. 1991, Hamdi & Ellouz 1992, Cereti et al. 2004).

Επιπροσθέτως, η αερόβια κατεργασία των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων με τον μύκητα 

Aspergillus terreus σε συνδυασμό με την αναερόβια ζύμωση των στερεών υπολειμμάτων του 

υλικού αυτού, είχε ως αποτέλεσμα τη μείωση του φαινολικού φορτίου τους κατά 94%, της 

φυτοτοξικότητάς τους σε ποσοστό 87%, καθώς και αύξηση της παραγόμενης ποσότητας του 

μεθανίου κατά 30% (Boija et al. 1993).

ν Στη μελέτη ,*£ων Grappelli et al. (1991) διαπιστώθηκε η ικανότητα του μύκητα Lentinula edodes 

να μειώνει το φαινολικό φορτίο των ΥΑΕ και ιδιαίτερα των ο-δκραινολών. Ο μύκητας αυτός 

χρησιμοποιήθηκε για την παραγωγή λακκάσης με σκοπό την ενζυματική κατεργασία των ΥΑΕ (D’ 

Annibale et al. 1996, Casa et al. 2003). Σε πρόσφατες μελέτες, όπου πραγματοποιήθηκε προσθήκη 

2.8 U ml'1 ενζύμου λακκάση, που απομονώθηκε από το στέλεχος L. edodes, σε διάλυμα ΥΑΕ 

συγκεντρώσεως 5% ν/ν, παρατηρήθηκε μείωση των φαινολικών συστατικών κατά 70% και του 

COD κατά 67% (D’ Annibale et al. 2004a).

Επίσης, η χρήση του μύκητα λευκής σήψης Panus tigrinus GBS 577.79 στη βιοαποικοδόμηση 

των λιόζουμων, έχει δείξει ότι προκαλεί μείωση των φαινολικών συστατικών κατά 74% μέσω της 

παραγωγής του ενζύμου λακκάση (Fenice et al. 2003). Σχεδόν στα ίδια συμπεράσματα οδηγήθηκε 

και οι D’Annibale et al. (2004) από τη μελέτη του ίδιου μύκητα, παρατηρώντας μείωση των 

φαινολικών συστατικών σε ποσοστό 89%.

Κατά την επεξεργασία των ΥΑΕ με τους μύκητες Funalia trogii και Coriolus versicolor, έγινε 

μέτρηση της δραστηριότητας του ενζύμου λακκάση. Αυξημένη ενζυμική δράση εμφάνισε το
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στέλεχος Funalia trogii (7.1 U ml'1), ενώ η παραγωγή λακκάσης από τον Coriolus versicolor 

περιορίστηκε στο μισό περίπου της προηγούμενης τιμής (3.4 U ml'1). Συγκεκριμένα ο μύκητας F. 

trogii μείωσε τα φαινολικά συστατικά κατά 93%, και το χημικά απαιτούμενο οξυγόνο κατά 70%, 

ενώ αποχρωμάτισε το δείγμα κατά 81%. Παρόμοια αποτελέσματα έδωσε και το στέλεχος C. 

versicolor, δηλαδή μείωσε το φαινολικό φορτίο σε ποσοστό 90%, το COD στο 63%, ενώ 

αποχρωμάτισε το δείγμα κατά 81% (Yesilada et al. 1996, 1998).

Οι μύκητες λευκής σήψης του γένους Pleurotus έχουν απασχολήσει πολλούς ερευνητές και έχει 

αποδειχθεί ότι τα στελέχη τους είναι εκλεκτικοί αποικοδομητές της λιγνίνης (Platt et al. 1983, 

Kerem et al. 1992). Εξαιτίας λοιπόν του ενζυμικού μηχανισμού αποδόμησης των φαινολικών 

συστατικών που διαθέτουν, μειώνουν σημαντικά την φυτοτοξική δράση των ΥΑΕ ενώ ταυτόχρονα 

προκαλούν τον αποχρωματισμό τους (Zervakis et al. 1996). Η μελέτη των Ζερβάκη & Μπαλή 

(1996) αναφέρεται στην ικανότητα των μυκήτων των ειδών Ρ. ostreatus, Ρ. pulmonarius και Ρ. 

eryngii μετά από την εφαρμογή τους σε υποστρώματα υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων 

διαφορετικών αραιώσεων, να αναπτύσσονται σε περιβάλλοντα υψηλού φαινολικού φορτίου. Το 

στέλεχος Ρ. eryngii κατά τον εμβολιασμό του σε διαφορετικές συγκεντρώσεις ελαιόζουμων, 

εμφάνισε συγκριτικά με τα άλλα δύο στελέχη την καλύτερη παραγωγή βιομάζας. Συγκεκριμένα, 

άριστα αποτελέσματα εμφάνισε για περιεκτικότητα του θρεπτικού μέσου 25% σε ακατέργαστα ή 

50% σε κατεργασμένα υγρά απόβλητα ελαιοτριβείων. Επίσης, η χρήση του μύκητα Ρ. ostreatus 

LGAM Ρ69, έχει δώσει ικανοποιητικά αποτελέσματα στη μείωση του φαινολικού φορτίου των 

ΥΑΕ. Αναλυτικά, πραγματοποιήθηκαν τρεις εφαρμογές του μύκητα, σε αποστειρωμένο διάλυμα 

ΥΑΕ συγκεντρώσεως 50% και σε θερμικά επεξεργασμένο (100°C) διάλυμα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 

50% και 100%, παρουσιάζοντας μείωση του φαινολικού φορτίου αντιστοίχως κατά 78, 67 και 65%. 

Εντούτοις, η μείωση του χημικά απαιτούμενου οξυγόνου σε όλες τις εφαρμογές ήταν μικρότερη 

του 10% (Fountoulakis et al. 2002).

Επίσης, κατά τη προσθήκη του ενζύμου λακκάση (130 U Γ1), που απομονώθηκε από το μύκητα 

Pychnoporus coccíneas, σε διάλυμα συγκεντρώσεως φαινολικών συστατικών, όμοιων με εκείνων 

των ΥΑΕ, παρατηρήθηκε μείωση του φαινολικού φορτίου τουλάχιστον κατά 50% (Jaouani et al. 

2005).

Στελέχη του είδους Geotrichum candidum έχουν επίσης χρησιμοποιηθεί στον αποχρωματισμό 

προκαλώντας μείωση του χρώματος κατά 70% και του φαινολικού φορτίου σκουρόχρωμων υγρών 

αποβλήτων σε ποσοστό έως 50% (Assas et al. 2000, Ayed et al. 2005).

Συνοψίζοντας τα βιβλιογραφικά δεδομένα που αφορούν την επίδραση των υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείων ή κάποιων συστατικών τους στην αύξηση ή δράση μιας μεγάλης ποικιλίας
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βακτηρίων και μυκήτων προκύπτει ότι πολλά είδη μικροοργανισμών παρεμποδίζονται ενώ άλλα 

ευνοούνται (Πίνακας 2).

Πίνακας 2. Επιδράσεις υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων σε μικροοργανισμούς.

Μικροοργανισμοί Επίδραση Αναφορά

Σποριογόνα Gram(+) 
βακτήρια

Παρεμπόδιση Paredes et al. (1986)

Lactobacillus spp. Παρεμπόδιση από 
ελευρωπαΐνη

Ramos-Cormezana ( 1983)

Lactobacillus plantarum Αποδόμηση φαινολικών 
ουσιών.
Μείωση COD

Lamia & Moktar (2003)

Bacillus megaterium Παρεμπόδιση από φαινολικές 
ουσίες

Rodriguez et al. (1988) 
Perez et al. ( 1992)

Azotobacter spp. 
A. vinelandii 
A. chroococcum

Αύξηση σε ΥΑΕ, 
αζωτοδέσμευση και 
εμπλουτισμός εδάφους με 
αζωτοδεσμευτικούς 
μικροοργανισμούς

Χατζηπαυλίδης κ.ά. (1986) 
Μπαλής κ. α. (1991)
Μπαλής κ. α. ( 1989)
Flouri et al. (1990) 
Chatzipavlidis et al. (1996) 
Garcia-Barrionuevo et al. ( 1992)

Pseudomonas spp. Αποδόμηση φαινολικών 
οξέων

Perez et al. ( 1990)

Torulopsis utilis 
Saccharomyces lipotilica 
Candida Krusei, 
Saccharomyces chevalierie, 
Saccharomyces rouxii

Ανάπτυξη σε ΥΑΕ 
Παραγωγή μονοκύτταρης 
πρωτεΐνης

Fiestas Ros de Ursinos (1961) 
Fiestas Ros de Ursinos (1966) 
Ercoli & Ertola (1983) Gharsallah 
(1993)

Geotrichum,
Rhizopus, Rhozoctonia

Παρεμπόδιση από 
ελευρωπαΐνη

Ramos-Cormezana (1983)

Geotrichum candidum Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών. 
Αποχρωματισμός ΥΑΕ

Assas et al. 2000 
Ayed et al. 2005

Coriolus(Trametes)versicolor Αποδόμηση φλαβονοειδών 
Ανάπτυξη σε ΥΑΕ 
Αποχρωματισμός ΥΑΕ 
Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών.
Παραγωγή ενζύμων.

Saiz-Jimenez & Gomez-Alarcón 
(1986)
Sayadi & Ellouz(1993) 
Yesilada et al. 1996, 1998

Chaetomium elatum, 
Inonotus hispidus, 
Phlebia gigantea

Παρεμπόδιση από τα ΥΑΕ Saiz-Jimenez & Gomez-Alarcón 
(1986)

Eurotium echinolatu, 
Coriolopsis gallica 
Botrytis cinerae

Ανάπτυξη σε ΥΑΕ Saiz-Jimenez & Gomez-Alarcón 
(1986)
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Μικροοργανισμοί Επίδραση Αναφορά

Trichoderma viride
Aspergillus niger Απότοξικοποίηση και 

βελτίωση των 
χαρακτηριστικών των ΥΑΕ

Hamdi et al. (1991) 
Hamdi & Ellouz (1992)

Aspergillus terreus Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών

Martinez-Nieto et al. ( 1992)

Aspergillus versicolor 
Cladosporium  
sphaerospermum  
Pénicillium brevi-compactum  
Pénicillium fréquentons 
Pénicillium hordei 
Pycnoporus cinnabarinus

Τα ΥΑΕ επιτείνουν την 
αύξηση

Saiz-Jimenez & Gomez-Alarcón 
(1986)

Phanerochaete 
chrysosporium  
Phanerochaete flavido-alba

Αυξάνουν ταχύτερα από 
άλλους βασιδιομύκητες σε 
ΥΑΕ.
Αποχρωματισμός ΥΑΕ

Saiz-Jimenez & Gomez-Alarcón 
(1986)
Perez et al. (1987)
Sayadi & Ellouz (1993)

Phlebia radiata 
Dichomitus squalens 
Poly por us frondosas

Αποχρωματισμός ΥΑΕ Sayadi & Ellouz (1993)

Pleurotus ostreatus 
P. florida  
P. sajor-caju 
P. eryngii

Αύξηση σε ΥΑΕ και 
σχηματισμός καρποφοριών

Sanjust et al. (1991) 
Zervakis et al. (1996)

Pleurotus pulmonarius 
P. cornucopiae

Αύξηση σε ΥΑΕ, 
αποχρωματισμός, 
αποτοξίνωση

Zervakis et al. (1996)

Pleurotus eryngii 
Lentinula edodes 
Agrocybe aegerita 
Auricularia auricula-judae

Ανάπτυξη μυκηλίου σε 
ελαιοπυρηνόλυμα, παραγωγή 
καρποφοριών A. aegerita σε 
ελαιοπυρηνόλυμα, παραγωγή 
μανιταριών σε υποπροϊόντα 
ελαιουργίας.

Zervakis et al. ( 1997)

Lentinula edodes 
Panus tigrinus

Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών.
Παραγωγή ενζύμων. 
Αποχρωματισμός ΥΑΕ

D’ Annibale et al. 2004a 
D’Annibale et al. 2004

Funalia trogii Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών.
Παραγωγή ενζύμων.

Yesilada et al. 1996, 1998

Yarrowia lipolytica Μείωση COD Scioli & Vollaro 1997
Candida tropicalis Αποδόμηση φαινολικών 

συστατικών.
Μείωση COD

Ettayebi et al. 2003

Pychnoporus coccineus Αποδόμηση φαινολικών 
συστατικών.

Jaouani et al. 2005
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Για να γίνει επομένως σαφέστερη η συμπεριφορά ενός μικροβιακού πληθυσμού στα υγρά 

απόβλητα ελαιοτριβείων χρειάζεται να εμβαθύνουμε σε δύο σημεία: Τα πρώτο αφορά τη 

συγκέντρωση, διότι ορισμένες ενώσεις ενώ σε χαμηλές συγκεντρώσεις έχουν ευνοϊκή επίδραση στη 

μικροβιακή αύξηση, σε υψηλότερες την παρεμποδίζουν. Το δεύτερο υποδεικνύεται από το γεγονός 

ότι τα ΥΑΕ από μικροβιακή άποψη μπορεί να θεωρηθούν σαν μίγμα ευεργετικών και επισχετικών 

παραγόντων, ο καθένας από τους οποίους επιδρά διαφορετικά στους επιμέρους μικροβιακούς 

πληθυσμούς. Σαν άμεση συνέπεια των δύο αυτών δράσεων αναμένεται ότι απλή αραίωση των ΥΑΕ 

να επηρεάζει σημαντικά τις εκλεκτικές τους ιδιότητες και η συμπεριφορά ενός οργανισμού μπορεί 

να εξαρτάται από το βαθμό αραίωσης του υλικού (Μπαλής 1989, 1994).

1.5. Επίδραση των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων στις φυσικοχημικές και βιολογικές 

ιδιότητες του εδάφους

Η άμεση εφαρμογή των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων στο έδαφος, επηρεάζει 

σημαντικά τις φυσικοχημικές (συγκέντρωση ολικού, αμμωνιακού, νιτρικού αζώτου, οργανικού 

άνθρακα, pH και ηλεκτρική αγωγιμότητα) και βιολογικές (αναπνευστική και λοιπή μικροβιακή 

δραστηριότητα) ιδιότητες του εδάφους, ασκώντας μια επιλεκτική δράση στους μικροοργανισμούς 

του (Paredes et al. 1987, Piotrowska et al. 2006).

Οι Paredes et al. (1986) παρατήρησαν σημαντική αύξηση στο βακτηριακό πληθυσμό ιου 

εδάφους, στο οποίο είχαν προστεθεί ποσότητες υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων. Στη μελέτη αυτή, 

ο πληθυσμός των μελών του γένους Bacillus μειώθηκε σημαντικά, ενώ αντιστοίχως ο πληθυσμός 

των ακτινομυκήτων αυξήθηκε. Οι ίδιοι ερευνητές επίσης διαπίστωσαν αύξηση της αγωγιμότητας 

του εδάφους και τοξικότητα σε βλαστάνοντα σπέρματα (Paredes et al. 1987). Τα ΥΑΕ, επιδρώντας 

στη μικροβιακή χλωρίδα του εδάφους, προκάλεσαν μείωση του αριθμού των σποριογόνων 

βακτηρίων καθώς και αύξηση των οξεόφιλων μικροοργανισμών του εδάφους οι οποίοι λαμβάνουν 

μέρος στον κύκλο του αζώτου. Σημαντική ήταν η αύξηση της συγκέντρωσης ιόντων Κ+, Na+ και 

Mg+2, ενώ η σχέση άνθρακα προς άζωτο ήταν 30-40%.

Σε άλλη έρευνα μελετήθηκε η επίδραση των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων στον κύκλο του 

αζώτου, όπου διαπιστώθηκε ότι η συγκέντρωση νιτρικών ιόντων (Ν 03'-Ν) στο έδαφος που δέχθηκε 

ΥΑΕ ήταν σε χαμηλότερο επίπεδο τις πρώτες οκτώ εβδομάδες του πειράματος σε σύγκριση με το 

έδαφος-μάρτυρα (Perez & Callardo-Lara 1987). Επιπλέον, η συγκέντρωση των αμμωνιακών ιόντων 

(ΝΗ4+-Ν) στο έδαφος που δέχθηκε ΥΑΕ αυξήθηκε τις πρώτες εβδομάδες, ενώ μειώνονταν μετά
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βαθμιαία. Επίσης, διαπιστώθηκε ότι η συγκέντρωση του ολικού Ν παρουσίασε τάσεις μείωσης καθ’ 

όλη τη διάρκεια του πειράματος εκτός από τις 4 πρώτες εβδομάδες. Το έδαφος κατά την περίοδο 

που δέχθηκε ΥΑΕ εμφάνισε παρεμπόδιση της νιτροποίησης, άρα και του διαθέσιμου Ν στα φυτά, 

συμπέρασμα που πρέπει να ληφθεί υπ’ όψη, για τη χρήση των ΥΑΕ σαν λίπασμα (Perez & 

Callardo-Lara 1987). Η αισθητή μείωση των αμμωνιακών και νιτρικών ιόντων μετά την 8η 

εβδομάδα του πειράματος αποδίδεται πιθανότατα σε αφομοίωσή τους από την αυξημένη 

μικροβιακή χλωρίδα του εδάφους ή σε απονιτροποίηση (Morisot & Toumier 1986).

Η προσθήκη ΥΑΕ στο έδαφος, όπως αναφέρουν οι Tomati & Galli (1992) αρχικά μείωσε την 

τιμή του pH, αλλά στη συνέχεια επανήλθε στην αρχική του τιμή, ενώ παράλληλα δεν 

παρατηρήθηκε καμία μεταβολή σε βάθος 40 cm από την επιφάνεια του εδάφους. Επίσης, κατά την 

διοχέτευση ΥΑΕ σε έδαφος παρατηρείται αύξηση της σταθερότητας εδαφικών συσσωματωμάτων 

(Kotsou et al. 2004).

Το έδαφος μετά την προσθήκη υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων παρουσίασε επισχετική δράση 

έναντι φυτοπαθογόνων εδάφους πχ. έναντι μέλη των γενών Pythium και Phytophthora 

(Χατζηπαυλίδης και άλλοι. 1986, Flouri et al. 1990, Balis et al. 1991) και στελεχών του είδους 

Rhizoctonia solani (Kotsou et al. 2004).

Η επίδραση των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων στους πληθυσμούς των μη-συμβιωτικών 

αζωτοδεσμευτικών μικροοργανισμών του εδάφους είναι ευνοϊκή, καθώς η ένταση της 

αζωτοδεσμευτικής δραστηριότητας του εδάφους μπορεί να αυξηθεί όσο αυξάνουν και οι ποσότητες 

των - ΥΑΕ·*:πυυ έχει δεχθεί, φυσικά υπό το πλαίσιο ελεγχόμενων αερόβιων συνθηκών 

(Χατζηπαυλίδης και άλλοι 1986, Φλουρή και άλλοι 1988).

Πειράματα που πραγματοποιήθηκαν εργαστηριακά υπό ελεγχόμενες συνθήκες σε ημιάγονη 

περιοχή του Μαρόκου, επιβεβαιώνουν ότι η επίδραση των ΥΑΕ στις ιδιότητες του εδάφους 

σχετίζεται με τις συγκεντρώσεις των οργανικών και ανόργανων συστατικών τους (Piotrowska et al. 

2006). Στη μελέτη αυτή, παρατηρήθηκε αύξηση του συνολικού οργανικού C, του αφομοιώσιμου Ν 

και C, του διαθέσιμου Ρ και των διαθέσιμων ποσοτήτων Μη και Fe. Ταυτόχρονα, στο εμποτισμένο 

με ΥΑΕ έδαφος παρατηρήθηκε (μετά από επώαση 14 ημερών) αύξηση της αναπνευστικής 

δραστηριότητας και της μικροβιακής βιομάζας. Την ίδια χρονική περίοδο μειώθηκαν σταδιακά οι 

ενεργότητες ενζύμων που σχετίζονται με την αποδόμηση φαινολικών συστατικών και την 

απονιτροποίηση. Τις πρώτες ημέρες μετά την προσθήκη των ΥΑΕ το έδαφος έγινε ιδιαίτερα 

φυτοτοξικό ενώ με την πάροδο 42 ημερών από την προσθήκη παρατηρήθηκε αποκατάσταση 

μέρους της βλαστικότητας του εδάφους με την υπολειπόμενη φυτοτοξικότητα να κυμαίνεται στο 

30% (Piotrowska et al. 2006). Επίσης, μετά από τριετή πειράματα σε αγρό το έδαφος παρουσίασε
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την ιδιότητα να αφομοιώνει σημαντικές ιδιότητες οργανικών και ανόργανων συστατικών των ΥΑΕ, 

σε δόσεις πάνω από 0.6 τόνους ανά στρέμμα (Cabrera et al. 1996). Ταυτόχρονα, στην ίδια μελέτη 

αναφέρεται αύξηση της οργανικής ουσίας του εδάφους καθώς και του αφομοιώσιμου Ρ και Ν.

1.6. Δράση ενζύμων που εμπλέκονται στην αποδόμηση φαινολικών και άλλων αρωματικών 

συστατικών των ΥΑΕ

1.6.1. Δράση του ένζυμου λακκάση

Η κατηγορία των μυκήτων λευκής σήψεως διαθέτει ένα οξειδωτικό ενζυμικό σύστημα, μη 

εξειδικευμένο, αποτελούμενο από τη λακκάση (φαινυλοξειδάση), τη λιγνίνη υπεροξειδάση και την 

Μη-υπεροξειδάση (Jaouani et al. 2005), που το χρησιμοποιεί για την αποδόμηση της λιγνίτης κατά 

την ανάπτυξη τους σε διάφορα λιγνινοκυτταρινούχα υποστρώματα (Bourbonnais et al. 1995). Οι 

μύκητες της κατηγορίας αυτής, βρίσκουν, εξαιτίας του παραπάνω ενζυμικού συστήματος που 

διαθέτουν εφαρμογή και στην αποδόμηση δυσκόλως αποικοδομούμενων ουσίων όπως είναι 

πολυχλωριομένα φαινύλια, βαφές υφασμάτων, πολυαρωματικοί υδρογονάνθρακες κ. α. (Cohen et 

al. 2002).

Οι λακκάσες (ρ-διφαινύλο-οξειδορεδουκτάσες, EC1.10.3.2) ανήκουν στις πολύ-χαλκούχες 

πολυφαινολικές οξειδάσες και παράγονται κυρίως από βασιδιομύκητες αλλά και από μερικά 

στελέχη ασκομυκήτων. Τελευταίες έρευνες αναφέρουν την ύπαρξή τους και σε βακτήρια (Robles et 

al. 2002). Η λακκάση ως ένζυμο παρουσιάζει υψηλή θερμική αντοχή (σταθερή στους 60°C) και 

είναι το κύριο ένζυμο που καταλύει την οξείδωση πολλών οργανικών αρωματικών υποστρωμάτων, 

κυρίως φαινολικά συστατικά και διαμίνες, αλλά δεν οξειδώνει την τυροσίνη (Thurston 1994, 

Minussi et al. 2002). Αναλυτικά, υποστρώματα της λακκάσης είναι διάφορες ο- και ρ-διφαινόλες, 

πολυφαινόλες, αμινοφαινόλες, αρυλοδιαμίνες και πολυαμίνες καθώς και η λιγνίνη. Η οξείδωση των 

φαινολικών συστατικών και των υδρόξυ ομάδων της λιγνίνης από το ένζυμο λακκάση 

πραγματοποιείται με απόσπαση ενός ηλεκτρονίου και το σχηματισμό ριζών, οι οποίες δύναται να 

πολύ μεριστούν ή να οδηγήσουν σε αποπολυμερισμό (Thurston 1994, Minussi et al. 2002).

Το ένζυμο λακκάση περιλαμβάνει στη δομή του τέσσερα ενεργά κέντρα, το καθένα από τα 

οποία περιέχει ένα ιόν χαλκού (Cu+2). Τα τέσσερα ιόντα Cu+2 κατανέμονται σε διαφορετικές θέσεις 

και ταξινομούνται σε τρεις τύπους, Tl, Τ2 και Τ3. Ο τύπος χαλκού ΤΙ εμπλέκεται στην πρόσληψη 

και μεταφορά ηλεκτρονίων, ο τύπος Τ2 ενεργοποιεί το μοριακό οξυγόνο, ενώ ο τύπος Τ3 (που 

αποτελείται από 2 ιόντα Cu+2) είναι υπεύθυνος για τη δέσμευση του οξυγόνου (Palmer et al. 2001).
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Στα κέντρα αυτά πραγματοποιείται οξείδωση των φαινολικών συστατικών (τυπικά 

υποστρώματα δράσης του ένζυμου) μέσω μιας εξωτερικής μεταφοράς ηλεκτρονίων και αντίστοιχη 

αναγωγή του μοριακού οξυγόνου σε νερό (Solomon et al. 1996). Η αναγωγή του οξυγόνου σε νερό 

σχετίζεται με τη μετατροπή του υποστρώματος και πιο συγκεκριμένα με οξείδωση των φαινολικών 

συστατικών (Attanasio et al. 2005). Εν περιλήψη, η οξείδωση του υποστρώματος από το ένζυμο 

λακκάση δίδεται από την παρακάτω αντίδραση.

λακκάση
2 Υπόστοωιια-ΙΤ + Ο? ------------------ ► 2 Υπόστοωαα·^ \+ 21ΤΟ

Η τυπική δράση του ενζύμου λακκάση παρουσιάζεται και στο Σχέδιο 1, όπου ένα φαινολικό 

συστατικό υφίσταται οξείδωση (απομακρύνοντας ένα ηλεκτρόνιο), σχηματίζοντας σε πρώτη φάση 

μια φαινοξυ-ρίζα, η οποία μετέπειτα έχει τη δυνατότητα είτε να μετασχηματιστεί σε κινόνη ή να 

προκαλέσει τον πολυμερισμό της ενδιάμεσης αυτής ρίζας (Μίηιιεεί βί αΐ. 2002).

FHFMOXriUDiCAl

ο

/
C CASoONYL 

fORVAi On

POL ME* RATIOS
ΑΝΠ OJINON? FORMATION

Σχέδιο 1. Οξείδωση φαινολικών συστατικών κατά τη δράση του ενζύμου λακκάση.

Το δυναμικό οξειδοαναγωγής που παρουσιάζει το ένζυμο λακκάση εξαρτάται από την γενετική 

διαφοροποίηση των ειδών μυκήτων που την παράγουν. Ο μικρός αριθμός ουσιών που την 

αναστέλλουν και η υψηλή οξειδωτική δράση της (10-100 φορές μεγαλύτερη από τη δράση των 

ενζύμων λιγνίνη υπεροξειδάση ή Μη-υπεροξειδάση), καθιστούν τη λακκάση ιδανικό ένζυμο για 

την αποδόμηση κυρίως φαινολικών και άλλων αρωματικών συστατικών (Οεείιηί βί αί 2003). Το

30



υψηλό δυναμικό οξειδοαναγωγής της λακκάσης λειτουργεί ανασταλτικά για την οξείδωση μη- 

φαινολικών υποστρωμάτων.

Οι λακκάσες είναι ικανές να οξειδώνουν και συστατικά που έχουν οξειδοαναγωγικά δυναμικά 

υπεράνω του ενζύμου, παρουσία βέβαια εξειδικευμένων ενεργοποιητών (διαμεσολαβητών- 

σύστημα λακκάση-διαμεσολαβιτή/σύστημα ΣΜ). Οι διεργασίες των ΣΜ συστημάτων είναι 

αποδοτικές, επαναλήψιμες, με εφαρμογή τους στην αποτοξικοποίηση διαφόρων υγρών αποβλήτων 

ξύλου καθώς και στην οξείδωση των μη-φαινολικών υπομονάδων της λιγνίνης. Η φτωχή 

λιγνινολυτική δράση του ενζύμου λακκάση, έχει τη δυνατότητα να βελτιωθεί αισθητά με την 

προσθήκη ενεργοποιητών όπως αζωτούχες ενώσεις που φέρουν υδρόξυ ομάδες, π.χ. με προσθήκη 

1-ύδροξυ-βένζο-τριαζόλη (ΗΒΤ 1 -ύγάτοχΥύεηζοίπεζοΙ). Το ένζυμο λακκάση παρουσία ΗΒΤ, 

μπορεί να σχηματίσει οξυβενζοτριαζολική ρίζα, μια σταθερή ρίζα που οξειδώνει τόσο φαινολικά 

συστατικά όσο και λιγνίνη. Συγκεκριμένα, το σύστημα λακκάση-ΗΒΤ σε αντίθεση με τη 

μεμονωμένη δράση του ενζύμου λακκάση όπου πραγματοποιείται μεταφορά ηλεκτρονίων, έχει την 

ικανότητα να αντιδρά με τη λιγνίνη μέσω ενός μηχανισμού ριζών, που προκύπτουν από την 

αφαίρεση ατόμων υδρογόνου από τον αρωματικό δακτύλιο (Οεείϊηί εί αΐ. 2003). Επίσης, σε 

πειράματα με βανιλική αλκοόλη μελετήθηκε ο μηχανισμός δράσης του ενζύμου λακκάση παρουσία 

ή μη ΗΒΤ. Διαπιστώθηκε ότι η απολιγνινοποίηση αρωματικών συστατικών που παρατηρείται από 

τη δράση του συστήματος λακκάση-ΗΒΤ, οφείλεται κυρίως στην ικανότητα του να οξειδώνει 

διάφορες παράπλευρες, ως προς τον αρωματικό δακτύλιο υποομάδες (κυρίως άλκυλο ή καρβόξυ 

ομάδες), ακολουθούμενο από προσθήκη οξυγόνου στον αρωματικό δακτύλιο (Οτεείϊηί εί αί 2003).
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Σχέδιο . Δράση A) του ενζύμου λακκάση. Β) του συστήματος λακκάση-ΗΒΤ κατά την αποδόμηση 

αρωματικών μη-φαινολικών συστατικών.

1.6.2. Δράση των υπεροξειδάσεων (Mn-υπεροξειδάση και λιγνίνη υπεροξειδάση)

Οι λιγνινολυτικές υπεροξειδάσες αποτελούν τα κύρια ενζυμικά συστατικά που συμμετέχουν 

στην οξείδωση της λιγνίνης, απαιτώντας την παρουσία Η20 2. Διακρίνονται σε δύο διαφορετικούς 

τύπους: την υπεροξειδάση της λιγνίνης (LiP), που οξειδώνει φαινολικά και μη φαινολικά 

αρωματικά συστατικά και την εξαρτώμενη του μαγγανίου υπεροξειδάση (ΜηΡ), στην οποία το Μη 

αποτελεί το άριστο αναγωγικό υπόστρωμα (Hammel & Moen 1991, Kirk & Farrell 1987, Kuwahara 

et al. 1984, Wariishi et al. 1991b).

Το ένζυμο Μη-υπεροξειδάση δρά σε φαινολικά συστατικά και στις φαινολικές δομές της 

λιγνίνης που αντιπροσωπεύουν περίπου το 10% της λιγνίνης (Wariishi et al. 1992). Κατά την 

διάρκεια της δράσης του ενζύμου αυτού, η σιδηρούχος Mn-υπεροξειδάση οξειδώνεται από το 

υπεροξείδιο του υδρογόνου σε ένα σιδηρούχο-π-πορφυρικό κατιόν, γνωστό ως συστατικό I. Η Μη-
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υπεροξειδάση θεωρείται απόλυτα εξαρτωμένη από το Μη(ΙΙ), καθώς παρουσία Μη(ΙΙ) είναι εφικτή 

η πραγμάτωση δύο διαδοχικών αναγωγών, πρώτα του συστατικού I σε ένα συστατικό, γνωστό στη 

βιβλιογραφία ως συστατικό II, και έπειτα πάλι σε ένζυμο σιδήρου (Serguei et al. 1998).

Επιπλέον, η προσθήκη ενώσεων ικανών να σχηματίσουν σύμπλοκα, όπως τα οξαλικά και τα 

γαλακτικά ιόντα διευκολύνουν την οξείδωση του Μη(ΙΙ) (Kuan & Tien 1993). Το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου, κάτω από προϋποθέσεις, μπορεί να αντιδράσει με το συστατικό II της Μη- 

υπεροξειδάσης, με αποτέλεσμα να δημιουργείται ένα υπερόξυ σύμπλοκο του τρισθενούς σιδήρου 

γνωστό και ως συστατικό III. Επιπλέον, οξείδωση του συστατικού III από το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου προκαλεί την απενεργοποίηση της Mn-υπεροξειδάσης. Αντιθέτως, ακολουθώντας άλλη 

πορεία, το συστατικό III (που αποτελεί ένα απενεργοποιημένο καταλυτικά σύμπλοκο) μπορεί να 

επανασχηματίσει το αρχικό σιδηρούχο ένζυμο, είτε με προσθήκη τριών ηλεκτρονίων ή με 

απομάκρυνση ενός ηλεκτρονίου (Serguei et al. 1998). Το σύμπλοκο Μη(ΙΙΙ)-οξαλικό είναι αρκετά 

σταθερό και είναι ικανό να οξειδώνει διάφορα φαινολικά συστατικά που έχουν χαμηλότερο 

δυναμικό οξειδοαναγωγής από το σύμπλοκο Μη(ΙΙ)-οξαλικό (Banci et al. 1999).

Σχέδιο 3. Μηχανισμός δράσεως του ενζύμου Μη-υπεροξειδάση (ΗοίπώιΐεΓ 2002)

Η λιγνίνη υπεροξειδάση είναι από τα πρώτα λιγνινολυτικά ένζυμα που ανακαλύφθηκαν και η 

παρουσία της έχει ανιχνευθεί σε μύκητες λευκής σήψεως όπως οι βασιδιομύκητες ΡΗαηβτοαΗαβίβ
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chrysosporium (Kirk & Farrell 1987) και Coriolus versicolor (Kaal et al. 1993). To ένζυμο λιγνίνη 

υπεροξειδάση, οξειδώνει φαινόλες, αρωματικές αμίνες, αρωματικούς αιθέρες και αλκοόλες 

(Kersten et al. 1990). Η λιγνίνη υπεροξειδάση προκαλεί τον αποπολυμερισμό των 

λιγνινοκυτταρινούχων υποστρωμάτων μέσω μιας σειράς αντιδράσεων οξείδωσης που οφείλεται στο 

σχηματισμό ενδιάμεσων ριζών (Kirk & Farrell 1987).

Η λιγνίνη υπεροξειδάση οξειδώνεται από το υπεροξείδιο του υδρογόνου και η ενδιάμεση 

οξειδωμένη μορφή της επανέρχεται στην αρχική της κατάσταση, προσλαμβάνοντας τα δύο 

ηλεκτρόνια που της λείπουν από τον αρωματικό δακτύλιο του υποστρώματος (δότης), μέσω δύο 

οξειδωτικών αντιδράσεων. Η διάσπαση των αρωματικών δακτυλίων αποτελεί ουσιαστικό γεγονός 

για την ανοργανοποίηση της λιγνίνης (Eriksson et al. 1990). Η λιγνίνη υπεροξειδάση λόγω του 

υψηλότερου δυναμικού οξειδοαναγωγής σε σχέση με εκείνο του ενζύμου Mn-υπεροξειδάση δρα 

και σε μη φαινολικές αρωματικές ενώσεις (συνήθως μεθόξυ υπομονάδες της λιγνίνης), ενώ η Μη- 

υπεροξειδάση δρα αποκλειστικά σε φαινολικά υποστρώματα (Band et al. 1999).

Σχέδιο 4. Μηχανισμός δράσεως του ενζύμου λιγνίνη-υπεροξειδάση (\Variishi 1990)

Αναλυτικά, η διαφορά του μηχανισμού δράσης του ενζύμου λιγνίνη υπεροξειδάση από το 

μηχανισμό δράσης του ενζύμου Μη-υπεροξειδάση, είναι η ύπαρξη του Μη ως δότης ηλεκτρονίων.
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

2.1. Εισαγωγή

Στα πλαίσια της υλοποίησης του πειραματικού μέρους της παρούσας εργασίας, 

πραγματοποιήθηκε κατ’ αρχήν απομόνωση μυκήτων από εδάφη περιοχής γειτνιάζουσας με 

ελαιοτριβείο, η οποία δεχόταν επί σειρά ετών μεγάλες ποσότητες ΥΑΕ. Για την παραλαβή όσο το 

δυνατόν μεγαλύτερου εύρους ειδών μυκήτων από τα εν λόγω εδάφη, χρησιμοποιήθηκαν 

διαφορετικά θρεπτικά υποστρώματα (ορισμένα εκ των οποίων ήταν εκλεκτικά για τη διευκόλυνση 

της ανάπτυξης συγκεκριμένων κατηγοριών μυκήτων) και διαφορετικές θερμοκρασίες μυκηλιακής 

αύξησης. Μετά την απομόνωση μεμονωμένων στελεχών μυκήτων και τη παραλαβή καθαρών 

καλλιεργειών τους σε τρυβλία, εξετάστηκε η μορφολογία των αποικιών τους και επιλέχθηκαν 

αντιπροσωπευτικά στελέχη (ένα ανά μορφολογικό τύπο αποικίας). Τα τελευταία αξιολογήθηκαν 

βάσει της ταχύτητας αύξησης τους, την παραγωγή μυκηλιακής βιομάζας σε στερεοποιημένα ΥΑΕ 

και τη δυνατότητα αποχρωματισμού του μέσου ανάπτυξης (ΥΑΕ). Επιλέχθηκαν 46 στελέχη τα 

οποία μελετήθηκαν περαιτέρω ως προς την ικανότητα τους να αποδομούν τα ΥΑΕ.

2.2. Δειγματοληψία

Η παραλαβή των εδαφικών δειγμάτων πραγματοποιήθηκε από την περιοχή Καλάμι του Νομού 

Μεσσηνίας το Νοέμβριο του 2005, και σε θέση παρακείμενη του τοπικού ελαιοτριβείου, πριν την 

έναρξη λειτουργίας του και την απόρριψη νέων ποσοτήτων υγρών αποβλήτων. Η συνολική 

ποσότητα του προς ανάλυση εδάφους ήταν 5 kg, η οποία αποτελείτο από έξι επιμέρους δείγματα 

προερχόμενα από ισάριθμα διαφορετικά σημεία της θέσης απόρριψης των ΥΑΕ και από βάθη μέχρι 

10-15 cm.

2.3. Θρεπτικά υποστρώματα

Για την όσο το δυνατόν πληρέστερη παραλαβή ενός μεγάλου-αντιπροσωπευτικού εύρους 

καλλιεργούμενων ειδών μυκήτων από τα εδάφη που μελετήθηκαν, χρησιμοποιήθηκαν τόσο γενικά- 

μη επιλεκτικά υποστρώματα ανάπτυξης (υπόστρωμα από εκχύλισμα εδάφους «Soil Extact» και 

συνθετικό υπόστρωμα «Czapek Dox Agar») για την απομόνωση μυκήτων από διάφορες 

ταξινομικές κατηγορίες, αλλά και εκλεκτικά υποστρώματα («CMC» και «BSS2») για την
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απομόνωση κυτταρινολυτικών στελεχών και ειδών βασιδιομυκήτων. Στα παραπάνω θρεπτικά 

υποστρώματα προστέθηκαν κατάλληλα αντιβιοτικά για την παρεμπόδιση της ανάπτυξης 

βακτηρίων. Η επώαση των μυκήτων στην περίπτωση των υποστρωμάτων Czapek Dox Agar και 

CMC πραγματοποιήθηκε στους 25 °C, ενώ στην περίπτωση των υποστρωμάτων SEA και BSS2 η 

επώαση έλαβε χώρα σε τρεις θερμοκρασίες (10, 25 και 40 °C) για την κάλυψη των απαιτήσεων 

τόσο της μεσόφιλων όσο και της ψυχρότροφων-ψυχρόφιλων και θερμοανθεκτικών-θερμόφιλων 

μυκήτων.

2.3.1. Παρασκευή Potato Dextrose Agar (PDA)

Αρχικά πραγματοποιήθηκε η παρασκευή υγρού θρεπτικού υποστρώματος Potato Dextrose Broth 

(PDB, Scharlau) με την προσθήκη 24 g PDB σε 1 1 απιονισμένου νερού (2.4% w/v). Η παρασκευή 

του στερεού θρεπτικού υποστρώματος Potato Dextrose Agar, πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη 

1.7% w/v άγαρ, στο ήδη παρασκευασμένο υγρό θρεπτικό υπόστρωμα PDB. Το θρεπτικό 

υπόστρωμα PDA αποστειρώθηκε για 20 min υπό πίεση 2.1 Atm και μεταφέρθηκε ασηπτικά σε 

τρυβλία Petri, όπου αφέθηκε να στερεοποιηθεί.

2.3.2. Παρασκευή θρεπτικών υποστρωμάτων

Για την παρασκευή στερεών και υγρών θρεπτικών υποστρωμάτων ΥΑΕ, χρησιμοποιήθηκαν 

ποσότητες υγρών αποβλήτων που παραλήφθηκαν από φυγοκεντρικό ελαιοτριβείο τριών φάσεων 

στην περιοχή Καλάμι ταυ νομού Μεσσηνίας και προερχόταν από επεξεργασία της ελαιοποιήσιμης 

ποικιλίας «Κορωνεική». Η συντήρηση του αποβλήτου συντελέστηκε σε ψυκτικό θάλαμο στους 

5 °C.

Τα ΥΑΕ αρχικά κατεργάστηκαν με πυκνό διάλυμα CaO μέχρι ρυθμίσεως του pH στην τιμή 6. 

Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος ΥΑΕ πραγματοποιήθηκε προσθήκη 1.7 % 

w/v άγαρ, στο υγρό αυτό υπόστρωμα ΥΑΕ, ακολούθησε αποστείρωση για 20 min στους 121°C υπό 

πίεση 2.1 Atm και στη συνέχεια μεταφέρθηκε ασηπτικά σε τρυβλία Petri, όπου αφέθηκε να 

στερεοποιηθεί. Το υπόστρωμα αυτό αποτέλεσε το στερεό θρεπτικό υπόστρωμα ΥΑΕ 100% ν/ν.

Για την παρασκευή του υγρού θρεπτικού υποστρώματος συγκεντρώσεως 100% ν/ν, ΥΑΕ των 

οποίων το pH ρυθμίστηκε στην τιμή 6 φυγοκεντρήθηκαν για 10 min στις 10000 rpm και 

διηθήθηκαν με απλό διηθητικό χαρτί (Watman Νο.1), με σκοπό την απομάκρυνση τυχόν
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αιωρούμενων σωματιδίων. Το υγρό θρεπτικό αυτό υπόστρωμα αποστειρώθηκε για 20 min στους 

121°C υπό πίεση 2.1 Atm.

2.3.3. Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος Czapek Dox

Για την παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος Czapek Dox, χρησιμοποιήθηκε έτοιμο 

σκεύασμα Czapek Dox Agar (Oxoid, UK). Αρχικά προστέθηκαν 45.4 g σκευάσματος σε 1 1 

απιονισμένου ύδατος, το οποίο μετέπειτα τοποθετήθηκε σε θερμαινόμενο αναδευτήρα μέχρι 

πλήρους διαλύσεως. Τέλος, το θρεπτικό υπόστρωμα (Czapek Dox Agar) αποστειρώθηκε για 20 min 

στους 121°C υπό πίεση 2.1 Atm. Με το πέρας της αποστειρώσεως, προστέθηκαν ποσότητες 

τετρακυκλίνης και στρεπτομυκίνης, έτσι ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις των αντιβιοτικών αυτών 

να είναι 50 pg ανά ml θρεπτικού υποστρώματος. Το υλικό μεταφέρθηκε ασηπτικά σε τρυβλία Petri, 

όπου αφέθηκε να στερεοποιηθεί.

2.3.4. Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος από εκχύλισμα εδάφους (Soil Extract 

Agar - SEA)

Σε 1 1 απιονισμένου ύδατος προστέθηκαν 100 g εδάφους (στο οποίο είχαν αρχικά απομακρυνθεί 

ρίζες και πέτρες) (Ntougias et al. 2004). Το δείγμα ανακινήθηκε για 30 min στις 150 rpm. Μέσω 

•διηθήσεως απομακρύνθηκε το στερεό υπόλειμμα, ενώ στο εκχύλισμα προστέθηκε ποσότητα 

απιονισμένου ύδατος μέχρι συμπληρώσεως του όγκου αυτού στο 1 1. Στη συνέχεια ρυθμίστηκε το 

pH του εκχυλίσματος στη τιμή 6 με προσθήκη πυκνού διαλύματος φωσφορικού οξέος. 

Ακολούθησε προσθήκη 17 g Γ1 άγαρ και το θρεπτικό υπόστρωμα (Soil Extract Agar-SEA) 

αποστειρώθηκε για 20 min στους 121°C υπό πίεση 2.1 Atm. Με το πέρας της αποστειρώσεως, 

προστέθηκαν ποσότητες τετρακυκλίνης και στρεπτομυκίνης έτσι ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις 

αντιβιοτικών αυτών να είναι 50 pg ανά ml θρεπτικού υποστρώματος. Το υλικό μεταφέρθηκε 

ασηπτικά σε τρυβλία Petri, όπου αφέθηκε να στερεοποιηθεί.

2.3.5. Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος CarboxyMethyl Cellulose, CMC

Για την παρασκευή 1 1 στερεού θρεπτικού υλικού CMC (carboxymethyl cellulose) 

χρησιμοποιήθηκαν τα παρακάτω συστατικά (Gams, 1960):
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10 g καρβοξυμέθυλο κυτταρίνη (άλας νατρίου) (Na+-carboxymethyl cellulose, Fluka 

Γερμανίας)

0.5 g εκχύλισμα ζύμης

1 -0 g (NH4)2S04 

2.0gNaNO3

1.0 g k h 2p o 4

0.5 g MgS04-7H20  

0.5 g KC1 

0.05 g CaCl2 

0.01 g FeS04-7H20  

0.01 g CuS04 

0.01 gM nS04-4H20  

0.001 g ZnS04 

15 g άγαρ

Πραγματοποιήθηκε διάλυση όλων των παραπάνω στερεών συστατικών σε θερμαινόμενο 

αναδευτήρα επί 30 min. Με το πέρας της αποστειρώσεως (121°C υπό πίεση 2.1 Atm για 20 min), 

προστέθηκαν ποσότητες τετρακυκλίνης και στρεπτομυκίνης έτσι ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις 

των αντιβιοτικών αυτών να είναι 50 pg ανά ml θρεπτικού υποστρώματος. Το υλικό μεταφέρθηκε 

ασηπτικά σε τρυβλία Petri, όπου αφέθηκε να στερεοποιηθεί.

2.3.6. Παρασκευή στερεού θρεπτικού υποστρώματος Soil Basidiomycete Isolation Medium, 

BSS2

Για την παρασκευή 1 1 στερεού θρεπτικού υλικού BSS2 προστέθηκαν αρχικά τα παρακάτω 

συστατικά (Thom et al. 1996):

0.4 ml quaiacol (Sigma Γερμανίας)

2 g malt extract 

0.5 g KH2P 04 

0.2 g MgS04-H20  

0.1 gNFLtN03 

0.1 gKCl
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0.02 g FeS04H20  

0.05 gC a(N 03) 2-H20  

15 g άγαρ

Σε 500 ml H20  προστέθηκαν το malt extract και το άγαρ και ακολούθησε ανάδευση υπό 

θέρμανση επί 30 min. Επίσης, προστέθηκαν οι παραπάνω ποσότητες Ca(N03)2-H20  και FeS04H20  

σε 100 ml απιονισμένου νερού το καθένα, ενώ τα υπόλοιπα αντιδραστήρια διαλύθηκαν σε 300 ml 

απιονισμένου νερού. Τα παραπάνω διαλύματα ενώθηκαν και πραγματοποιήθηκε προσθήκη 5 ml 

διαλύματος ΚΟΗ 1 Μ. Ακολούθησε αποστείρωση του θρεπτικού αυτού υποστρώματος στους 

121 °C υπό πίεση 2.1 Atm για 20 min.

Με το πέρας της αποστειρώσεως, προστέθηκαν ποσότητες τετρακυκλίνης, στρεπτομυκίνης, 

πενικιλίνης, benomyl και ο-φαινυλοφαινόλης, έτσι ώστε οι τελικές συγκεντρώσεις των 

αντιδραστηρίων αυτών να είναι αντίστοιχα 60, 30, 30, 40 και 6 pg ανά ml θρεπτικού 

υποστρώματος. Το θρεπτικό υπόστρωμα BSS2 μεταφέρθηκε ασηπτικά σε τρυβλία Petri, όπου 

αφέθηκε να στερεοποιηθεί.

2.4. Μέθοδος διαδοχικών αραιώσεων

Για τις διαδοχικές αραιώσεις, χρησιμοποιήθηκαν τα θρεπτικά υποστρώματα SEA, Czapek Dox, 

CMC και BSS2. Αρχικά έξι δείγματα των· 10 g ομογενοποιήθηκαν με 95 ml διαλύματος 0.85% w/v 

NaCl το καθένα, υπό ασηπτικές συνθήκες για 30 min στις 200 rpm σε περιστρεφόμενο θάλαμο 

επώασης και θερμοκρασία 25°C (Ntougias et al. 2004). Τα έξι εναιώρηματα που προέκυψαν 

χρησιμοποιήθηκαν για την πραγματοποίηση των διαδοχικών αραιώσεων.

Οι δοκιμαστικοί σωλήνες που χρησιμοποιήθηκαν περιείχαν 9 ml αποστειρωμένου διαλύματος 

0.85% w/v NaCl. Για την πραγματοποίηση των διαδοχικών αραιώσεων, 1 ml από το καθένα από τα 

έξι αιωρήματα προστέθηκε στον πρώτο δοκιμαστικό σωλήνα (ένας για το κάθε αιώρημα). Το 

δείγμα ανακινήθηκε, έτσι ώστε να επιτευχθεί πλήρη ανάμιξη με το διάλυμα του φυσιολογικού 

ορού. Κατόπιν, η ίδια διαδικασία επαναλήφθηκε με τον ίδιο τρόπο, αραιώνοντας διαδοχικά 

(δεκαδικές διαδοχικές αραιώσεις). Από τον κάθε σωλήνα παραλήφθηκε ποσότητα 0.2 ml 

αιωρήματος που τοποθετήθηκε στην επιφάνεια των παραπάνω στερεών θρεπτικών υλικών. Η 

διαδικασία των διαδοχικών αραιώσεων πραγματοποιήθηκε ασηπτικά.
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Ακολούθησε επώαση στους 10, 25 και 40°C για τα θρεπτικά υποστρώματα SEA και BSS2, ενώ 

στην περίπτωση των στερεών θρεπτικών υποστρωμάτων Czapek Dox Agar και CMC 

πραγματοποιήθηκε επώαση μόνο στους 25°C.

2.5. Εκτίμηση πληθυσμού - Απομόνωση Στελεχών Μυκήτων

Για την εκτίμηση του πληθυσμού και την παραλαβή στελεχών μυκήτων, πραγματοποιήθηκε 

απομόνωση όλων των νεοσχηματιζόμενων αποικιών και καταγραφή αυτών από την πρώτη μέρα 

επώασης και για διάστημα δύο μηνών. Η διαδικασία αυτή πραγματοποιήθηκε για κάθε δείγμα και 

κάθε θρεπτικό υλικό σε κάθε μία από τις προαναφερόμενες θερμοκρασίες επώασης. Κατά την 

απομόνωση, πραγματοποιήθηκε μεταφορά της κάθε νέας αποικίας σε θρεπτικό υπόστρωμα PDA 

(Potato Dextrose Agar).
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2.6. Αποθήκευση στελεχών μυκήτων

Τα στελέχη των μυκήτων που απομονώθηκαν από τα στερεά θρεπτικά υποστρώματα SEA, 

Czapek Dox, CMC και BSS2 (αναφέρονται αναλυτικά στους Παραρτήματα lili, V και VI) 

εμβολιάστηκαν και αποθηκεύτηκαν προς φύλαξη σε δοκιμαστικούς σωλήνες των 20 ml, οι οποίοι 

περιείχαν 8 ml θρεπτικού υποστρώματος PDA.

2.7. Μελέτη της ανάπτυξης επιλεγμένων στελεχών μυκήτων

Τα στελέχη των μυκήτων από καθεμιά από τις προαναφερόμενες κατηγορίες εμβολιάστηκαν σε 

στερεό υπόστρωμα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100%, έτσι ώστε να μελετηθεί η ικανότητα ανάπτυξη 

τους στο υπόστρωμα αυτό, με απώτερο σκοπό την επιλογή στελεχών ικανών να αποδομούν τα υγρά 

αυτά απόβλητα.

Η επώαση των στελεχών πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία ίδια με εκείνη στην οποία είχαν 

αναπτυχθεί κατά τη διαδικασία απομόνωσης.

Για την αξιολόγηση των στελεχών μυκήτων μετρήθηκε η ακτινωτή ανάπτυξη του μυκηλίου, ενώ 

συναξιολογήθηκαν και η ποσότητα-πυκνότητα της παραγόμενης μυκηλιακής βιομάζας καθώς και 

ενδεχόμενος αποχρωματισμός του θρεπτικού μέσου ανάπτυξης των μυκήτων.

2.7.1. Προσδιορισμός της μυκηλιακής ανάπτυξης

Για τον προσδιορισμό της ανάπτυξης του μυκηλίου, τα τριβλία Petri χωρίστηκαν σε 

τεταρτημόρια και ακολούθησε μέτρηση της ακτίνας του μυκηλίου σε καθ’ ένα από αυτά. Η 

ανάπτυξη τους μετρήθηκε κάθε δύο μέρες επί συνεχές διάστημα δέκατεσσάρων (14) ημερών (όταν 

η κάλυψη της επιφάνειας του τρυβλίου ήταν γρήγορη, ο αριθμός των μετρήσεων ήταν μικρότερος).

Σε σύνολο 1506 στελεχών μυκήτων, επιλέχθηκαν τριάντα έξι (36) και εννέα (9) στελέχη που 

παρουσίασαν συγκριτικά τη μέγιστη ακτινωτή αύξηση (Πίνακας 3) και πυκνότητα μυκηλίου 

(Πίνακας 4) αντίστοιχα.
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Πίνακας 3. Επιλεγμένα στελέχη μυκήτων που παρουσίασαν συγκριτικά την μέγιστη (ακτινωτή) 

αύξηση.

Στέλεχος Μύκητα Θρεπτικό Μέσο Ανάπτυξης

Σ6 Soil Extract Agar
Σ12 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ16 Czapek Dox Agar
Σ22 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ27 Soil Extract Agar
Σ34 Czapek Dox Agar
Σ42 Soil Extract Agar
Σ59 Soil Basidiomycete Isolation Medium
Σ68 Czapek Dox Agar
Σ76 Czapek Dox Agar
Σ88 Soil Extract Agar
Σ94 Soil Basidiomycete Isolation Medium
Σ142 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ148 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ167 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ204 Soil Extract Agar
Σ212 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ219 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ226 Czapek Dox Agar
Σ231 Soil Extract Agar
Σ247 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ253 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ268 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ276 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ278 Soil Extract Agar
Σ279 Soil Extract Agar
Σ286 Soil Extract Agar
Σ285 Soil Extract Agar
Σ288 Soil Extract Agar
Σ292 Soil Extract Agar
Σ295 Soil Extract Agar
Σ302 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ303 Czapek Dox Agar
Σ316 Soil Extract Agar
Σ318 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ329 Carboxymethyl Cellulose Medium
Σ332 Soil Extract Agar

Πίνακας 4. Επιλεγμένα στελέχη μυκήτων που παρουσίασαν συγκριτικά την μέγιστη πυκνότητα 

μυκηλιακής βιομάζας.
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Στέλεχος Μύκητα Θρεπτικό Μέσο Ανάπτυξης

Σ99 Carboxymethyl Cellulose Medium
ΣΙ 12 Czapek Dox Agar
ΣΙ 18 Soil Extract Agar
Σ123 Soil Extract Agar
Σ154 Czapek Dox Agar
Σ179 Soil Extract Agar
ΣΙ 89 Soil Extract Agar
Σ195 Soil Extract Agar
Σ242 Carboxymethyl Cellulose Medium

2.8. Σχεδιασμός πειράματος αποδόμησης υγρών αποβλήτων ελαιουργείων με επιλεγμένα 

στελέχη μυκήτων απομονωμένα από έδαφος-αποδέκτη ΥΑΕ

Για την πειραματική διαδικασία επιλέχθηκαν διαφορετικά στελέχη μυκήτων από τους 25°0, 

βάσει του μεγέθους της ακτινωτής ανάπτυξης του μυκηλίου, της πυκνότητας της παραγόμενης 

μυκηλιακής βιομάζας (οπτική παρατήρηση) και του βαθμού αποχρωματισμού του θρεπτικού μέσου 

ανάπτυξης των στελεχών των μυκήτων. Τα στελέχη αυτά περιγράφονται στον Πίνακα 9.

2.8.1. Διαδικασία

Κάθε ένα από τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων, εμβολιάστηκε σε 50 ml ΥΑΕ συγκεντρώσεως 

100% ν/ν που περιέχονταν σε κωνική φιάλη των 250 ml. Χρησιμοποιήθηκαν τέσσερις επαναλήψεις 

για κάθε επιλεγμένο στέλεχος και μάρτυρα.

Κατά τον εμβολιασμό προστέθηκαν ασηπτικά δύο εμβόλια από κάθε στέλεχος μύκητα σε μορφή 

δίσκου διαμέτρου 0.8 cm που παραλήφθηκαν από στερεό θρεπτικό υπόστρωμα ΥΑΕ, όπως 

αναφέρεται παραπάνω. Η επώαση των στελεχών πραγματοποιήθηκε σε μη περιστρεφόμενο θάλαμο 

στους 25°C επί 28 ημέρες, οι δε καλλιέργειες των επιλεγμένων στελεχών αναδεύονταν δύο φορές 

ημερησίως.

Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις 0 (ΤΟ), 5 (Τ5), 10 (Τ10), 15(Τ15) και 20 (Τ20) ημέρες μετά τον 

εμβολιασμό των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων με τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων. Σε κάθε μια 

από τις πέντε αυτές χρονικές περιόδους προσδιορίστηκε για κάθε επιλεγμένο στέλεχος και κάθε 

επανάληψη, ο δείκτης βλαστικότητας (Germination Index, GI), το ολικό φαινολικό φορτίο και ο 

βαθμός αποχρωματισμού των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων. Επιπλέον, τη χρονική στιγμή Τ20, 

πραγματοποιήθηκε μέτρηση της μυκηλιακής βιομάζας, καθώς και προσδιορισμός της
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δραστηριότητας των ενζύμων λακκάση, υπεροξειδάση (μη εξαρτημένη του Μη), Μη- 

υπεροξειδάση, λιγνίνη-υπεροξειδάση και οξειδάση της βερατρυλικής αλκοόλης.

2.8.1.1. Διαδικασία παραλαβής επεξεργασμένου δείγματος υγρών αποβλήτων

Κατά την πραγμάτωση των μετρήσεων στους χρόνους ΤΟ, Τ5, Τ10 και Τ15, αφαιρέθηκε 

ασηπτικά από κάθε επανάληψη για κάθε επιλεγμένο στέλεχος και μάρτυρα ποσότητα 6 ml, 

αποσκοπώντας στον προσδιορισμό των προαναφερομένων παραμέτρων. Στη χρονική στιγμή Τ20, η 

απομείνοντα ποσότητα των επεξεργασμένων ΥΑΕ χρησιμοποιήθηκε τόσο στη μέτρηση των 

παραπάνω παραμέτρων όσο και στον προσδιορισμό της δραστηριότητας ενζύμων που εμπλέκονται 

στην αποδόμηση των φαινολικών συστατικών των ΥΑΕ. Η επιπλέον ποσότητα αποθηκεύτηκε 

στους 5°C, μέχρι την αποστολή των δειγμάτων αυτών σε συνεργαζόμενο προς το Ινστιτούτο Ελαίας 

και Οπωροκηπευτικών Καλαμάτας εργαστήριο, για τη μέτρηση του χημικά απαιτούμενου οξυγόνου 

(COD).

2.8.Ι.2. Μέτρηση αποχρωματισμού

Για τη μέτρηση της απορρόφησης στα επεξεργασμένα υγρά απόβλητα και στο μάρτυρα στις 

χρονικές στιγμές TO, Τ5, TIO, Τ15 και Τ20, πραγματοποιήθηκε αραίωση 1:7 ν/ν ΥΑΕ:Η20. 

Κατάλληλη ποσότητα του αραιωμένου δείγματος εισήχθη σε μικροσωλήνες (eppendorfs) και 

ακολούθησε φυγοκέντριση σε μικρο-φυγόκεντρο (Biofuge pico, Hitachi Instruments Inc., 

USA) στις 11000 rpm επί 3 min. Στο υπερκείμενο αυτού πραγματοποιήθηκε μέτρηση της 

απορρόφησης στα 500, 525 και 600 nm μετά από ρύθμιση του φασματοφωτόμετρου (U-2001, 

Hitachi Instruments Inc., USA ).

2.8.I.3. Προσδιορισμός δείκτη Βλαστικότητας

Για τον υπολογισμό της φυτοτοξικότητας των εμβολιασμένων με τα επιλεγμένα στελέχη 

μυκήτων δείγματα και του μάρτυρα, χρησιμοποιήθηκε η μέθοδος υπολογισμού του δείκτη 

βλαστικότητας (Germination Index, Gl) των σπόρων του φυτού-δείκτη Lepidium sativum L. 

(Brassicaceae) κν. κάρδαμου (Zucconi et al. 1981).

Σε τριβλία Petri τοποθετήθηκαν τρεις δίσκοι διηθητικού χαρτιού, στη δε επιφάνεια αυτών 

προστέθηκαν 25 σπόροι κάρδαμου. Ακολούθως, οι σπόροι αυτοί διαβρέχτηκαν με 3 ml δείγματος
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κατάλληλης αραίωσης (Πίνακας 5). Κατόπιν, πραγματοποιήθηκε εφαρμογή του πάνω μέρους των 

τριβλίων και τοποθέτηση αυτών σε επωαστικό θάλαμο θερμοκρασίας 25°0 επί διάστημα τριών 

ημερών.

Την ίδια μεταχείριση υφίστατο και ο μάρτυρας ταυτοχρόνως, με τη διαφοροποίηση ότι η 

ποσότητα του δείγματος αντικαταστήθηκε με αντίστοιχη ποσότητα πόσιμου νερού. Μετά την 

παρέλευση τριών ημερών, μετρήθηκε ο αριθμός των εκβλαστημένων σπορίων καθώς και το μήκος 

του ριζίδιου των βλαστανόντων σπόρων.

Πίνακας 5. Αραιώσεις των επεξεργασμένων με τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων ΥΑΕ και του 

μάρτυρα που πραγματοποιήθηκαν κατά τον προσδιορισμό του δείκτη βλαστικότητας στις διάφορες 

χρονικές περιόδους.

Χρονική περίοδος (ημέρες) Αραίωση διαλύματος ΥΑΕ (% ν/ν)
Τ5 100
Τ10 50 & 100
Τ15 25 & 50 & 100
Τ20 25 & 100

Ο δείκτης βλαστικότητας δίδεται από τον τύπο:
* > ■ * > ;  ?* -* - ·

% ΘΙ= (Βλαστικότητα σπόρων δείγματος/Βλαστικότητα σπόρων μάρτυρα) χ ( μήκος ριζών 

των σπορίων που βλάστησαν/μήκος ριζών των σπορίων του μάρτυρα) χ 100.

2.8.1.4 Μέτρηση βιομάζας

Η μέτρηση του ξηρού βάρους του μυκηλίου των επιλεγμένων στελεχών πραγματοποιήθηκε 

με το πέρας της επώασης (Τ20), όπου το εμβολιασμένο υγρό απόβλητο διηθήθηκε και το 

μυκήλιο τοποθετήθηκε στο ξηραντήριο στους 70°€ για διάστημα δύο ημερών. Μετά την 

ολοκλήρωση της ξήρανσης ζυγίστηκε στο ζυγό ακρίβειας, η δε ποσότητα του ξηρού βάρους 

του μυκηλίου υπολογίστηκε με αφαίρεση του βάρους του διηθητικού χαρτιού από την ένδειξη 

της ζυγαριάς.
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2.8. Ι.5. Προσδιορισμός ολικών φαινολικών συστατικών με τη μέθοδο Folin-Ciocalteau

Ο προσδιορισμός του φαινολικού φορτίου των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων 

πραγματοποιήθηκε με τη μέθοδο Folin-Ciocalteau (Weaver et al. 1994), η οποία βασίζεται στην 

οξείδωση των φαινολικών σε αλκαλικό περιβάλλον. Σε κάθε χρονική στιγμή στα επεξεργασμένα 

υγρά απόβλητα και στο μάρτυρα, πραγματοποιήθηκε αραίωση 1:7 ν/ν ΥΑΕ:Η20.

Σε ογκομετρική φιάλη των 25 ml προστέθηκαν 1% ν/ν του προς ανάλυση δείγματος, 1.25 ml 

αντιδραστηρίου Folin-Ciocalteau, 3.75 ml διαλύματος άνυδρου ανθρακικού νατρίου 

συγκεντρώσεως 20% w/v, συμπληρώνοντας το υπόλοιπο της ογκομετρικής φιάλης με απιονισμένο 

νερό. Το δείγμα αφέθηκε σε θερμοκρασία δωματίου για 2 h και κατόπιν πραγματοποιήθηκε 

μέτρηση της απορρόφησης στο φασματοφωτόμετρο (U-2001, Hitachi Instruments Inc., USA ) στα 

760 nm.

Η ίδια διαδικασία πραγματοποιήθηκε σε δείγματα συριγγικού οξέος γνωστής συγκεντρώσεως 

(οι τελικές συγκεντρώσεις των δειγμάτων αυτών σε ογκομετρική φιάλη των 25 ml ήταν 0, 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8,1.0,1.2 και 1.6 g συριγγικού οξέος/ml) με σκοπό τη δημιουργία καμπύλης 

αναφοράς για τον προσδιορισμό της ποσότητας φαινολικών στα προς ανάλυση δείγματα.

2.8. Ι.6. Προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου λιγνίνη υπεροξειδάση

Ο προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου λιγνίνη υπεροξειδάσης πραγματοποιήθηκε 

με την προσθήκη σε κυψελίδα 1.6 ml τρυγικού νάτριου (pH 3) συγκεντρώσεως 0.1 Μ, 0.8 ml 

διηθημένου δείγματος ΥΑΕ και 0.07 ml διαλύματος βερατρυλικής αλκοόλης συγκεντρώσεως 

20 mM. Ακολούθησε προσθήκη 0.03 ml διαλύματος υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η20 2) 

συγκεντρώσεως 54 mM και ανάδευση αυτού με το περιεχόμενο της κυψελίδας. 

Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις της απορρόφησης στα 310 nm κάθε 20 sec.

2.8. Ι.7. Μελέτη της παρεμβολής του επεξεργασμένου υγρού αποβλήτου στον προσδιορισμό 

της δραστηριότητας του ενζύμου υπεροξειδάση (εξαρτημένης ή μη του Μη)

Ο προσδιορισμός της παρεμβολής του υποστρώματος πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη σε 

κυψελίδα 1 ml διαλύματος ηλεκτρικού-γαλακτικού (pH 4.5) συγκεντρώσεως 0.1 Μ, 0.2 ml 

διαλύματος DMAB (3- dimethylaminobenzoic acid) συγκεντρώσεως 25 mM και 0.1 ml διαλύματος 

ΜΒΤΗ (3-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon-hydrochloride) συγκεντρώσεως 1 mM.
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Ακολούθησε προσθήκη 0.66 ml διηθημένου δείγματος ΥΑΕ και ανάδευση αυτού με το 

περιεχόμενο της κυψελίδας. Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις της απορρόφησης στα 590 nm κάθε 20 

sec μέχρι το πέρας της αντιδράσεως.

Για τον υπολογισμό της παρεμβολής του υποστρώματος χρησιμοποιούμε τον κάτωθι τύπο: 

Background activity = d(A59o nm )/dt(min) x E (1/mol.cm) x Vreaction (ml)/Vsample(ml) 

όπου E (l/mol.cm)=32.9 1/mol.cm.

2.8.I.8. Προσδιορισμός της δράσεως του ένζυμου υπεροξειδάση (μη εξαρτημένης του Μη)

Ο προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου υπεροξειδάση (μη εξαρτημέιης του Μη) 

πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη σε κυψελίδα 1 ml διαλύματος ηλεκτρικού-γαλακτικού (pH 

4.5) συγκεντρώσεως 0.1 Μ, 0.2 ml διαλύματος DMAB (3-dimethylaminobenzoic acid) 

συγκεντρώσεως 25 mM, 0.1 ml διαλύματος ΜΒΤΗ (3-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon- 

hydrochloride) συγκεντρώσεως 1 mM και 0.66 ml διηθημένου δείγματος υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείων. Ακολούθησε προσθήκη 0.01 ml διαλύματος υπεροξειδίου του υδρογόνου (Η2Ο2) 

συγκεντρώσεως 10 mM, και ανάδευση αυτού με το περιεχόμενο της κυψελίδας. 

Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις της απορρόφησης στα 590 nm κάθε 20 sec μέχρι το πέρας της 

αντιδράσεως.

Ο υπολογισμός της δράσεως του ενζύμου υπεροξειδάση (μη εξαρτημένης του Μη) 

πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως: ·.> -

ΑΡ = Independent peroxidase activity + Background activity = d(A590 lun )/dt(min) x E (1/mol.cm) 

x Vreaction (ml)/Vsample(ml) 

όπου E (l/mol.cm)=32.9 1/mol.cm.

Η ενεργότητα του ενζύμου υπεροξειδάση (μη εξαρτημένης του Μη) υπολογίζεται από την AR 

με αφαίρεση της παρεμβολής του υποστρώματος (Background activity). Επομένως:

Independent peroxidase activity = ΑΡ - Background activity

2.8.I.9. Προσδιορισμός της δράσεως του ενζύμου Μη-υπεροξειδάση

Ο προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου Mn-υπεροξειδάση πραγματοποιήθηκε με την 

προσθήκη σε κυψελίδα 1 ml διαλύματος ηλεκτρικού-γαλακτικού (pH 4.5) συγκεντρώσεως 0.1 Μ, 

0.2 ml διαλύματος DMAB (3-dimethylaminobenzoic acid) συγκεντρώσεως 25 mM, 0.1 ml 

διαλύματος ΜΒΤΗ (3-methyl-2-benzothiazolinon-hydrazon-hydrochloride) συγκεντρώσεως 1 mM, 

0.66 ml διηθημένου δείγματος υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων και 0.01 ml διαλύματος MnS04
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συγκέντρωσης 20 mM. Ακολούθησε προσθήκη 0.01 ml διαλύματος υπεροξειδίου του υδρογόνου 

(Η20 2) συγκεντρώσεως 10 mM, και ανάδευση αυτού με το περιεχόμενο της κυψελίδας. 

Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις της απορρόφησης στα 590 nm κάθε 20 sec μέχρι το πέρας της 

αντιδράσεως.

Ο υπολογισμός της δράσης του ενζύμου Mn-υπεροξειδάση πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως: 

AR = Mn-peroxidase activity + Independent peroxidase activity + Background activity = 

d(A590mn )/dt(min) x E (1/mol.cm) x Vreaction (ml)/Vsample(ml) 

όπου E (l/mol.cm)=32.9 lt/mol.cm.

Η ενεργότητα του ενζύμου Mn-υπεροξειδάση υπολογίζεται από τον προσδιορισμό της AR με 

αφαίρεση της τιμής της ΑΡ (Independent peroxidase + Background activity). Επομένως:

Mn-peroxidase activity = AR - AP

2.8.1.10. Προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου οξειδάση της βερατρυλικής 

αλκοόλης

Ο προσδιορισμός της δραστηριότητας του ενζύμου οξειδάση της βερατρυλικής αλκοόλης 

πραγματοποιήθηκε με την προσθήκη σε κυψελίδα 1.6 ml τρυγικού νάτριου (pH 3) συγκεντρώσεως 

0.1 Μ και 0.8 ml διηθημένου δείγματος υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων. Ακολούθησε προσθήκη 

0.07 ml διαλύματος βερατρυλικής αλκοόλης συγκεντρώσεως 20 mM, και ανάδευση αυτού με το 

περιεχόμενο της κυψελίδα,. Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις της απορρόφησης στα 310 nm κάθε 20 

sec.

2.8.1.11. Προσδιορισμός δραστηριότητας του ενζύμου Λακκάση

Για τον προσδιορισμό της δραστηριότητας του ενζύμου λακκάση τοποθετήθηκαν σε κυψελίδα 

0.8 ml δείγματος και 1.2 ml τρυγικό νάτριο συγκέντρωσης 0.1 Μ (pH 4.5). Η εκκίνηση της 

ενζυμικής αντίδρασης πραγματοποιήθηκε με προσθήκη 0.4 ml ABTS (2,2-azinobis-3- 

ethylbenzothiazolin-6-sulfolic acid) συγκεντρώσεως 1.5 mM. Πραγματοποιήθηκαν μετρήσεις στα 

425 nm κάθε 20 sec μέχρι το πέρας της αντιδράσεως.

Ο υπολογισμός της δράσεως του ενζύμου λακκάση πραγματοποιήθηκε ως ακολούθως:

Laccase activity=d(A425nm )/dt(min) x Ε (1/mol.cm) χ Vreaction (ml)/Vsample(ml) 

όπου E(l/mol.cm)=36 I/mol.cm.
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ

3.1. Γενικά

Πραγματοποιήθηκε αρχικά απομόνωση μυκήτων από εδάφη που δεχόντουσαν επί σειρά ετών 

μεγάλες ποσότητες υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων. Τα στελέχη αυτά αξιολογήθηκαν με βάση την 

ακτινωτή τους ανάπτυξη, τον αποχρωματισμό του υποστρώματος ανάπτυξης και την παραγωγή 

μυκηλιακής βιομάζας σε στερεά υποστρώματα ΥΑΕ 100% ν/ν. Ακολούθησε αξιολόγηση 46 

στελεχών μυκήτων (επιλέχθηκαν με βάση τα παραπάνω κριτήρια), στηριζόμενοι στην ικανότητα 

τους να αποδομούν τα υγρά απόβλητα των ελαιοτριβείων.

3.2. Απαρίθμηση στελεχών μυκήτων σε διάφορα στερεά θρεπτικά υποστρώματα και διάφορες 

θερμοκρασίες επώασης

Απομονώθηκαν 1506 στελέχη μυκήτων κατόπιν επώασης σε στερεά θρεπτικά υποστρώματα 

SEA, Czapek Dox, CMC και BSS2 στους 10, 25 και 40°C. Κατά την επώαση στους 10°C, 

απομονώθηκαν 320 και 17 στελέχη μυκήτων από τα θρεπτικά υποστρώματα SEA και BSS2 

αντίστοιχα. Ομοίως, απομονώθηκαν στους 40°C 211 και 7 στελέχη μυκήτων από τα υποστρώματα 

SEA και BSS2 κατ’ αντιστοιχία. Ο αριθμός των στελεχών που απομονώθηκαν από τα θρεπτικά 

υποστρώματα SEA, Czapek Dox, CMC και B£¡?2 με επώαση στους 25°C είναι 358, 250, 207 και 

136 αντίστοιχα Για τις τρεις θερμοκρασίες επώασης, το μεγαλύτερο πλήθος στελεχών μυκήτων 

απομονώθηκε στο στερεό θρεπτικό υπόστρωμα SEA (Πίνακας 6).
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Πίνακας 6. Απαρίθμηση στελεχών μυκήτων ανά αναλυόμενο δείγμα, θρεπτικό υπόστρωμα και 

θερμοκρασία επώασης.

Δείγματα Θερμοκρασία (°C) Θρεπτικό υλικό Αριθμός απομονωμένων 
στελεχών

δΐ 10 Soil Extract 35
δΐ 10 BSS2 3
δ2 10 Soil Extract 37
δ2 10 BSS2 1
δ3 10 Soil Extract 74
δ3 10 BSS2 5
δ4 10 Soil Extract 82
δ4 10 BSS? 1
δ5 10 Soil Extract 34
δ5 10 BSS2 5
δ6 10 Soil Extract 58
δ6 10 BSS2 2
δΐ 25 CMC 22
δΐ 25 Czapek 21
δΐ 25 Soil Extract 38
δΐ 25 BSS2 6
δ2 25 CMC 48
δ2 25 Czapek 45
δ2 25 Soil Extract 63
δ2 25 BSS2 91
δ3 25 CMC 18
δ3 25 Czapek 65

δ3 25 Soil Extract 83
δ3 25 BSS2 13
δ4 25 CMC 52
δ4 25 Czapek 47
δ4 25 Soil Extract 71
δ4 25 BSS2 8
δ5 25 CMC 31
δ5 25 Czapek 31
δ5 25 Soil Extract 51
δ5 25 BSS2 8
δ6 25 CMC 36
δ6 25 Czapek 41
δ6 25 Soil Extract 52
δό 25 BSS2 10
δΐ 40 Soil Extract 14
δΐ 40 BSS2 —

δ2 40 Soil Extract 42
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Δείγματα Θερμοκρασία (°C) Θρεπτικό υλικό Αριθμός απομονωμένων 
στελεχών

δ2 40 BSS2 1
δ3 40 Soil Extract 43
δ3 40 BSS2 3
δ4 40 Soil Extract 36
δ4 40 BSS2 2
δ5 40 Soil Extract 40
δ5 40 BSS2 1
δ6 40 Soil Extract 36
δ6 40 BSS2 —
ΣΥΝΟΛΟ ΑΠΟΜΟΝΩΜΕΝΩΝ ΣΤΕΛΕΧΩΝ ΜΥΚΗΤΩΝ 1506

3.3. Επιλογή στελεχών μυκήτων

Βάσει των κριτηρίων αξιολόγησης που αναφέρονται παραπάνω (§ 1), επιλέχθηκαν 46 στελέχη 

μυκήτων τα οποία διερευνήθηκαν περαιτέρω. Η αξιολόγηση βασίστηκε κυρίως στον υπολογισμό 

της ακτινωτής ανάπτυξης των στελεχών μυκήτων, επιλέγοντας εκείνα (33 στελέχη) των οποίων ο 

μέγιστος ρυθμός (ακτινωτής) ανάπτυξης κυμαινόταν από 5 έως 15.4 mm ανά ημέρα, 

παρουσιάζοντας ταυτόχρονα σχεδόν αμελητέα φάση υστέρησης (0-1 ημέρες), με εξαίρεση τα 

στελέχη Σ34, Σ219, Σ226 και Σ302 των οποίων η φάση υστέρησης κυμάνθηκε από 2-4 ημέρες 

(Πίνακας 8). Επιπλέον, τα στελέχη Σ219, Σ247, Σ253 και Σ302 παρουσίασαν εκτός της ταχείας 

ανάπτυξης τους και ικανοποιητικό αποχρωματισμό.

Ένα πλήθος δεκατριών (13) στελεχών επιλέχθηκαν βάσει της ικανότητας τους τόσο να 

αποχρωματίζουν τα ΥΑΕ (στελέχη Σ76, Σ303, Σ318 και Σ332), όσο και να σχηματίζουν πυκνό 

μυκήλιο (στελέχη Σ99, ΣΙ 12, ΣΙ 18, Σ123, Σ154, Σ179, Σ189, Σ195 και Σ242) (Πίνακας 7).

Η ακτινωτή ανάπτυξη του συνόλου των στελεχών μυκήτων που απομονώθηκαν παρουσιάζονται 

στα Παραρτήματα I, II και III.
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Πίνακας 7. Επιλεγμένα στελέχη μυκήτων που παρουσίασαν ικανοποιητικό αποχρωματισμό και 

μεγάλη πυκνότητα μυκηλίου.

Στέλεχος Μέσος Ρυθμός 
Ανάπτυξης (± βΕ) 

(ιηπι/ημέρα)

Μέγιστος
Ρυθμός

Ανάπτυξης
(ωιη/ημέρα)

Φάση
υστέρησης

(ημέρες)

Αριθμός
Μετρήσεων

Διάρκεια
Μετρήσεως

(ημέρες)

Σ76 2.7 ±0.4 3.9 1 6 13
Σ99 2.8 ±0.7 5.1 3 6 14
ΣΙ 12 4.6 ± 0.4 5.2 0 3 7
ΣΙ 18 2.4 ± 0.4 4.3 3 7 16
Σ123 2.8 ±0.1 3.2 0 5 12
Σ154 4.7 ±0.3 5.3 0 3 7
Σ179 2.4 ±0.3 3.1 0 6 14
Σ189 4.7 ±0.4 5.5 0 3 7
Σ195 3.4 ±0.2 3.9 0 4 10
Σ242 3.5 ±1.0 6.5 0 5 10
Σ303 4.3 ±1.5 5.8 0 2 5
Σ318 4.0 ±0.6 5.1 0 3 7
Σ332 3.6 ±0.3 4.4 0 4 9

± 8Ε: Τυπικό σφάλμα του αριθμητικού μέσου.

Πίνακας 8. Επιλεγμένα στελέχη μυκήτων που παρουσίασαν τη μεγαλύτερη (ακτινωτή) ανάπτυξη 

μυκηλίου.

Στέλεχος Μέσος Ρυθμός 
Ανάπτυξης (± βΕ) 

(ιηιη/ημέρα)

Μέγιστος
Ρυθμός

Ανάπτυξης
(ιηπι/ημέρα)

Φάση
υστέρησης

(ημέρες)

Αριθμός
Μετρήσεων

Διάρκεια
Μετρήσεως

(ημέρες)

Σ6 6.6 ± 1.9 10 0 3 6
Σ12 5.0 ±1.1 7 1 4 8
Σ16 5.5 ±0.9 6.5 0 3 6
Σ22 5.8 ±0.2 6 1 3 6
Σ27 7.3 7.3 0 1 1
Σ34 6.9 ±0.4 7.3 2 3 7
Σ42 6.3 ±1.6 7.9 1 3 6
Σ59 5.0 5 0 1 2
Σ68 6.1 6.1 0 1 2
Σ88 8.5 8.5 0 1 1
Σ94 7.8 ±5.4 13 0 2 5
Σ142 8.9 8.9 0 3 1
Σ148 7.2 7.2 0 3 1
Σ167 7.8 7.8 0 3 1
Σ204 5.0 ±0.4 5 0 2 4
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Σ212 5.1 ± 1.1 6.1 0 2 4
Σ219 11 11 4 2 4
Σ226 6.9 ± 1.3 8.1 2 3 7
Σ231 5.3 ±1.1 6.4 0 2 4
Σ247 7.9 ±0.4 8.3 0 2 3
Σ253 6.8 ±1.5 8.3 0 2 3
Σ268 6.2 ± 1.4 7.8 0 3 6
Σ276 5.5 ±0.4 6.0 0 3 6
Σ278 5.3 ±0.4 6.0 0 3 6
Σ279 5.2 ± 0.2 5.5 0 3 6
Σ285 5.3 ±0.2 5.6 0 3 6
Σ286 5.4 ± 0.2 5.8 0 3 6
Σ288 5.3 ±0.3 5.8 0 3 6
Σ292 5.0 ±0.1 5.1 0 3 6
Σ295 5.1 ±0.4 5.6 0 3 6
Σ302 5.6 ± 1.4 8.3 2 4 8
Σ316 15.4 15.4 0 2 5
Σ329 10.5 10.5 0 1 2

3.4. Μορφολογία μυκηλίου των επιλεγμένων στελεχών μυκήτων σε στερεό θρεπτικό 

υπόστρωμα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν.

Η μορφολογία του μυκηλίου των επιλεγμένων στελεχών μυκήτων σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 

100% ν/ν παρουσιάζονται στον Πίνακα 9, η δε αντίστοιχη περιγραφή όλων των στελεχών που 

απομονώθηκαν στην παρούσα μελέτη παρουσιάζονται στα Παραρτήματα lili, V και VI.

Πίνακας 9. Περιγραφή μορφολογικών χαρακτηριστικών επιλεγμένων στελεχών μυκήτων.

Στέλεχος Θρεπτικό μέσο Περιγραφή χαρακτηριστικών

Σ6 SOIL Μυκήλιο με αραιές γκρίζες-λαδί υφές διαφορετικής 
έντασης αποχρώσεων. Πίσω μέρος ομοίως.

Σ12 CMC Μυκήλιο με κρυσταλλωμένα σταγονίδια στην επιφάνεια 
του, όπου υπάρχουν υφές με κυπαρίσσι αποχρώσεις. 
Πίσω μέρος πράσινο μαύρο-ανθρακί.

Σ16 CZAPEK Ασβεστώδες μυκήλιο στο κέντρο του, κρεμ χρώματος 
στην περιφέρεια, πέρα από το οποίο εκτείνεται λεία 
επιφάνεια μυκηλίου λευκού χρώματος, πέρα από το οποίο 
εκτείνεται ζώνη τριών χιλιοστών λευκών υφών. Πίσω 
μέρος μυκήλιο καφέ σκούρο στο εσωτερικό του με 
λευκές υφές στην περιφέρεια.

Σ22 CMC Μυκήλιο, το κέντρο του οποίου είναι μαύρου χρώματος, 
με εξωτερική ζώνη δέκα χιλιοστών λευκών πυκνών υφών.
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Στέλεχος Θρεπτικό μέσο Περιγραφή χαρακτηριστικών

Πίσω μέρος λευκό.
Σ27 SOIL Μυκήλιο χνουδωτό στο κέντρο του πέρα από το οποίο 

εκτείνεται ομόκεντρος δακτύλιος τριών λευκών-καφέ 
υφών ελαφρώς χνουδωτών και πέρα από το οποίο πάλι 
ομόκεντρος δακτύλιος έξι-οκτώ χιλιοστών πιο καφετί 
χρώματος, πέρα από το οποίο υπάρχουν πιο ανοικτές 
γκρίζες υφές επτά χιλιοστών. Πίσω μέρος μυκήλιο κρεμ
γκρίζο χρώματος.

Σ34 CZAPEK Καφέ μυκήλιο στην επιφάνεια του οποίου υπάρχουν 
κηλίδες πράσινων υφών. Πίσω μέρος μυκήλιο γκριζωπό 
με ύπαρξη πράσινων στιγμάτων.

Σ42 SOIL Καφέ σκούρο ανθρακί μυκήλιο στην περιφέρεια του 
οποίου εκτείνονται αραιές γκρίζες υφές. Πίσω μέρος 
ομοίως.

Σ59 BSS2 Μυκήλιο χνουδωτό με γκρίζο-καφέ χρώμα. Πίσω μέρος 
κρεμ ελαφρύ καφέ.

Σ68 CZAPEK Μυκήλιο στην επιφάνεια του οποίου υπάρχουν κηλίδες 
πράσινων υφών. Πίσω μέρος μυκήλιο ανθρακί στο 
εσωτερικό του, καφέ σκούρο χρώμα στην περιφέρεια.

Σ76 CZAPEK Περίμετρος αποικίας μη ομοιόμορφα κυκλικής με 
παραγωγή σπορίων και ύπαρξη πράσινων αποικιών. Πίσω 
μέρος μυκήλιο σκούρο κίτρινο.

Σ88 SOIL Μυκήλιο κυπαρίσσι χρώματος. Πίσω μέρος μυκήλιο 
έντονο καφέ στο κέντρο του, υποκίτρινο-ελαφρύ καφέ 
στην περιφέρεια.

Σ94 BSS2 Καφέ χνουδωτό μυκήλιο. Πίσω μέρος λευκό.
Σ99 CMC Κυπαριοσί χρώματος μυκήλιο, πυκνό υπερυψωμένο στο 

εσωτερικό του με περιμετρική ζώνη έξι χιλιοστών 
κίτρινου χρώματος. Πίσω μέρος μυκήλιο καφέ-καραμελέ 
στο εσωτερικό του, κίτρινο στην περιφέρεια του. 
Παραγωγή κίτρινης-ανοικτού καφέ χρώματος χρωστικής 
ουσίας.

ΣΙ 12 CZAPEK Λευκό-γκρίζο κανονικό μυκήλιο. Πίσω μέρος καφέ.
ΣΙ 18 SOIL Καφέ χρώματος μυκήλιο στο εσωτερικό του με λευκή 

χνουδωτή περιμετρική ζώνη τριών χιλιοστών, παραγωγή 
χρωστικής ουσίας καφέ ανοικτού χρώματος. Πίσω μέρος 
καφέ-κόκκινο χρώμα στο κέντρο του, πορτοκαλόχρουν 
στην περιφέρεια του.

Σ123 SOIL Μυκήλιο, κίτρινο-φωσφοριζέ χρώματος με ακτινωτές 
πτυχώσεις, πράσινο υπερυψωμένο στο κέντρο του. 
Παραγωγή κίτρινης χρωστικής ουσίας. Πίσω μέρος 
έντονο πορτοκαλί χρώμα με πτυχωτές ακτινωτές 
ραβδώσεις.

Σ142 CMC Μυκήλιο με γκρίζες υφές. Πίσω μέρος ομοίως.
Σ148 CMC Γκριζωπό πυκνό χνουδωτό μυκήλιο. Πίσω μέρος 

γκριζωπό.
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Στέλεχος Θρεπτικό μέσο Περιγραφή χαρακτηριστικών

Σ154 CZAPEK Μυκήλιο κρεμ χρώματος με ύπαρξη αραιών γκρί υφών, 
με περιμετρικό ομόκεντρο δακτύλιο επτά χιλιοστών. 
Πίσω μέρος μυκήλιο κρεμ πιο ανοικτού χρώματος στο 
κέντρο του και πιο σκούρο στην περιφέρεια με ύπαρξη 
ομόκεντρου δακτυλίου.

Σ167 CMC Μυκήλιο έντονο χνουδωτό με κρεμ ελαφρώς χνουδωτές 
υφές. Πίσω μέρος λευκό-ελαφρώς κρεμ.

Σ179 SOIL Μυκήλιο καφέ ανοικτού χρώματος, χνουδωτό με 
σταγονίδια στο κέντρο του. Πίσω μέρος καφέ πιο ανοικτό 
καφέ στην περιφέρεια του.

Σ189 SOIL Μυκήλιο χρώματος λευκό -  γκρι, χνουδωτό με 
σταγονίδια στο κέντρο του. Πίσω μέρος καφέ σκούρου 
χρώματος, παραγωγή λαδί χρωστικής ουσίας.

Σ195 SOIL Μυκήλιο ελαφρώς χνουδωτό με γκρίζες-λευκές υφές. 
Πίσω μέρος ομοίως.

Σ204 SOIL Μυκήλιο με ελαφριά ρόδινη χροιά στο εσωτερικό του, 
κρεμ-υποκίτρινο στην περιφέρεια. Πίσω μέρος ρόδινο 
στο εσωτερικό του, κρεμ στην περιφέρεια.

Σ212 CMC Ελαφρώς χνουδωτό κανονικό μυκήλιο, χρώματος σάπιου 
μήλου. Πίσω μέρος με έντονο βαθύ σάπιου μήλου χρώμα.

Σ219 CMC Μυκήλιο με πυκνές υφές και με ελαφρύ πορτοκαλόχρουν 
χροιά. Ομοίως το πίσω μέρος.

Σ226 CZAPEK Καφέ μυκήλιο με ακτινωτές πτυχώσεις. Πίσω μέρος 
καφέ-κανελί, παραγωγή κανελής χρωστικής ουσίας.

Σ231 SOIL Μυκήλιο, καφέ ανοικτό στο εσωτερικό του, κρεμ υφές 
στην περιφέρεια με ακτινωτές πτυχώσεις.

Σ242 CMC Μυκήλιο λευκό με γκρι υφές» Πίσω μέρος ομοίως.
Σ247 CMC Λευκό μυκήλιο πυκνό. Πίσω μέρος λευκό.
Σ253 CMC Λευκό μυκήλιο πιο πυκνό στο κέντρο του. Πίσω μέρος 

λευκό.
Σ268 CMC Μυκήλιο καφέ στο εσωτερικό του με λευκές υφές στην 

περιφέρεια του. Ομοίως στο πίσω μέρος.
Σ276 CMC Ανθρακί-καφέ χρώματος μυκήλιο στο εσωτερικό του με 

λευκές υφές στην περιφέρεια. Πίσω μέρος ομοίως.
Σ278 SOIL Λευκό-υποκίτρινο μυκήλιο με έντονες ελαφρώς σαγρέ 

υφές στο εσωτερικό του. Πίσω μέρος κίτρινο-υποκίτρινο 
στο εσωτερικό του με λευκές υφές στην περιφέρεια.

Σ279 SOIL Λευκού χρώματος μυκήλιο, ελαφρώς σαγρέ στο κέντρο 
του. Πίσω μέρος μυκήλιο κίτρινου χρώματος με καφετί 
χροιά.

Σ285 SOIL Μυκήλιο λευκού-γκρι χρώματος με αραιές υφές στην 
περιφέρεια. Πίσω μέρος μυκήλιο καφέ-ανθρακί χρώματος 
στο εσωτερικό, λευκό στην περιφέρεια.

Σ286 SOIL Μυκήλιο έντονο κρεμ, ελαφρύ πορτοκαλόχρουν στο 
εσωτερικό του με υποκίτρινες υφές στην περιφέρεια. 
Πίσω μέρος κίτρινο-υποκίτρινο.
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Στέλεχος Θρεπτικό μέσο Περιγραφή χαρακτηριστικών

Σ288 SOIL Κρεμ κανονικό μυκήλιο, στην περιφέρεια του οποίου 
εκτείνονται αραιές υφές διαμέτρου πέντε χιλιοστών. 
Πίσω μέρος κρεμ.

Σ292 SOIL Λευκό μυκήλιο. Πίσω μέρος λευκό.
Σ295 SOIL Λευκό μυκήλιο με ελαφρύ γκρίζα χροιά στο εσωτερικό 

του. Πίσω μέρος ελαφρώς καφετί στο εσωτερικό του, 
λευκές υφές στην περιφέρεια.

Σ302 CMC Μυκήλιο ανθρακί χρώματος, ελαφρώς χνουδωτό. Πίσω 
μέρος μυκήλιο ανοικτού καφέ χρώματος.

Σ303 CZAPEK Λευκό ελαφρώς χνουδωτό στην επιφάνεια του. Πίσω 
μέρος έντονο καφέ στο εσωτερικό με λευκές υφές στην 
περιφέρεια.

Σ316 SOIL Λευκό μυκήλιο στο εσωτερικό με πράσινη περιμετρική 
ζώνη στην περιφέρεια. Πίσω μέρος κίτρινο.

Σ318 CMC Λευκό χνουδωτό σχετικά αγριωπό μυκήλιο. Πίσω μέρος 
λευκό.

Σ329 CMC Λευκό-γκρίζο ανοικτού χρώματος μυκήλιο στο 
εσωτερικό ανυψωμένο χνουδωτό, στην περιφέρεια μη 
υψωμένο με λευκές πτυχωτές υφές. Πίσω μέρος λευκό.

Σ332 SOIL Λευκό χνουδωτό μυκήλιο. Από κάτω επιφάνεια λευκού 
χρώματος.

BSS2: στερεό θρεπτικό υπόστρωμα Soil Basidiomycete Isolation Medium, CMC: στερεό θρεπτικό

υπόστρωμα CarboxyMethyl Cellulose, CZAPEK: στερεό θρεπτικό υπόστρωμα Czapek Dox, SOIL: 

στερεό θρεπτικό υπόστρωμα από εκχύλισμα εδάφους Soil Extract Agar-SEA
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3.5. Αξιολόγηση επιλεγμένων στελεχών μυκήτων σε υγρές καλλιέργειες

3.5.1. Προσδιορισμός χρώματος ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν στα οποία αναπτύσσονταν 

επιλεγμένα στελέχη μυκήτων

Μικρός αποχρωματισμός (11-12%) του μέσου ανάπτυξης (ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν) 

παρατηρήθηκε μόνο τη χρονική στιγμή Τ5 και για μερικά από τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων 

(ΣΙ2, Σ59, Σ76, Σ212, Σ219, Σ226, Σ242, Σ247, Σ253, Σ302, Σ316, Σ318, Σ329 και Σ332) (Πίνακας 

12). Εξαίρεση αποτελεί το στέλεχος Σ22 το οποίο αρχικά στο χρόνο Τ5 προκάλεσε αποχρωματισμό 

του υποστρώματος κατά 33% ενώ με την πάροδο του χρόνου το ποσοστό αποχρωματισμού 

μειώθηκε (παρατηρήθηκε αποχρωματισμός της τάξεως του 10% σε σχέση με τον μάρτυρα τη 

χρονική στιγμή Τ20). Τη χρονική στιγμή Τ20, όλα τα στελέχη μυκήτων εκτός του Σ22 προκάλεσαν 

αύξηση του χρώματος του μέσου ανάπτυξης τους (έως και 128%) (Πίνακας 10) (Γράφημα 1).
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Πίνακας 10. Προσδιορισμός του βαθμού αποχρωματισμού των επιλεγμένων στελεχών μυκήτων σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν.

Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική
_____ (5 ΟΡΗ

διάρκεια 
ίες-Τ5)_____

Χρονική διάρκεια 
____ (10ημέρες-Τ10)____

Χρονική διάρκεια 
(15ημέρες-Τ15)

Χρονική διάρκεια 
(20ημέρες-Τ20)

Χρώμα
(-̂ 525 D m )

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(•̂ 525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(Α-525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(•̂ 525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος
Μάρτυρας 1.05 + 0.02 0.94 ± 0.03 1.03 ±0.02 0.94 ±0.02
Σ6 1.53 + 0.06 146 1.32 ±0.02 140 1.75 ±0.10 170 2.15 ±0.06 228
Σ12 0.93 ±0.04 89 1.19 ±0.04 127 1.47 ±0.03 143 1.81 ±0.05 192
Σ16 1.23 ±0.05 117 1.13 ±0.04 120 1.48 ±0.05 144 1.80 ±0.07 190
Σ22 0.70 ± 0.04 67 0.77 ±0.01 82 0.82 ±0.03 80 0.85 ±0.02 91
Σ27 0.88 ±0.03 84 1.08 ±0.08 115 1.33 ±0.04 129 1.84 ±0.07 195
Σ34 0.98 ±0.01 93 1.36 ±0.08 145 1.56 ±0.07 152 1.76 ±0.03 186
Σ42 1.20 ±0.04 115 1.52 ± 0.14 162 1.51 ±0.05 147 2.00 ±0.03 212
Σ59 0.89 ±0.11 85 1.59 ±0.03 170 1.57 ±0.06 153 1.89 ±0.05 200
Σ68 0.96 ±0.05 92 1.11 ±0.03 119 1.44 ±0.05 140 1.95 ±0.02 207
Σ76 0.89 ±0.01 85 0.93 ±0.01 99 1.09 ±0.01 106 1.41 ±0.02 150
Σ88 1.02 ±0.03 97 1.27 ±0.08 136 1.59 ±0.08 154 1.77 ±0.02 187
Σ94 1.01 ±0.04 96 1.15 ±0.04 123 1.44 ±0.03 140 1.33 ±0.02 141
Σ99 1.00 ±0.09 96 1.29 ±0.01 138 1.35 ±0.03 132 1.74 ±0.01 184
ΣΙ 12 1.34 ±0.01 128 1.09 ±0.07 116 1.75 ±0.08 170 1.97 ±0.04 209
ΣΙ 18 1.46 ±0.06 139 1.04 ±0.02 111 1.31 ±0.05 128 1.69 ±0.04 179
Σ123 1.25 ±0.02 120 1.25 ±0.02 134 1.54 ±0.03 150 1.80 ± 0.01 191
Σ142 1.04 ±0.02 100 0.92 ±0.02 98 1.29 ±0.03 125 1.50 ± 0.12 159
Σ148 1.12 ± 0.04 107 1.05 ±0.01 112 1.46 ± 0.10 142 1.63 ±0.07 173
Σ154 1.34 ±0.03 128 1.08 ±0.04 115 1.74 ±0.09 169 2.03 ± 0.02 215
ΣΙ 67 1.01 ±0.03 96 1.51 ±0.04 161 1.13 ±0.04 110 1.26 ±0.02 133
Σ179 1.31 ±0.04 125 1.04 ±0.06 111 1.23 ±0.02 120 1.71 ±0.05 182
Σ189 0.95 ±0.02 91 1.12 ± 0.04 119 1.65 ± 0.12 161 2.14 ±0.02 227
Σ195 0.94 ± 0.03 90 1.18 ± 0.02 125 1.61 ±0.04 157 1.87 ±0.05 199
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Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική διάρκεια 
_____ (5 ημέρες-Τ5)_____

Χρονική διάρκεια 
(10ημέρες-Τ10)

Χρονική διάρκεια 
(15ημέρες-Τ15)

Χρονική διάρκεια 
(20ημέρες-Τ20)

Χρώμα
Ĉ 525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(•̂ 525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(̂ 525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος

Χρώμα
(Α-525 nm)

% επί του 
αρχικού 

χρώματος
Σ204 0.94 + 0.05 90 1.73 ±0.10 184 1.83+0.06 178 2.15 + 0.02 228
Σ212 0.89 ±0.03 85 1.49 ±0.02 158 1.47 + 0.10 143 1.95 + 0.02 207
Σ219 0.91+0.03 87 2.10 ±0.04 223 1.33 ±0.02 129 1.31 ±0.01 139
Σ226 0.82 ±0.04 78 1.62 ±0.02 173 1.37 + 0.02 133 1.62 + 0.03 172
Σ231 1.03 ±0.04 98 1.26 + 0.15 134 1.65 + 0.06 161 1.83 + 0.03 194
Σ242 0.87 ±0.02 83 0.84 + 0.02 90 0.94 + 0.01 91 1.08 + 0.02 114
Σ247 0.92 ±0.01 88 1.08 + 0.02 115 1.13 + 0.03 110 1.37 + 0.02 146
Σ253 0.89 ±0.02 85 1.01+0.02 108 0.99 + 0.01 97 1.09 + 0.02 115
Σ268 1.26 ±0.01 121 1.43 + 0.02 152 1.49 + 0.03 145 1.74 + 0.05 185
Σ276 1.14 ±0.04 109 1.27 + 0.02· 135 1.45 + 0.08 141 1.74 + 0.04 184
Σ278 1.03 ±0.04 99 1.31+0.01 140 1.48 + 0.06 144 1.86 + 0.06 198
Σ279 1.09 ±0.01 105 1.26 + 0.03 134 1.46 + 0.06 142 1.80 + 0.09 191
Σ285 1.02 ±0.01 98 1.25 ± 0.08 ! 134 1.52 + 0.13 147 1.78 + 0.07 189
Σ286 1.08 ±0.02 103 1.27 + 0.07 135 1.48 + 0.01 144 1.77 + 0.03 188
Σ288 1.08 ±0.03 103 1.09 + 0.04 116 1.40 + 0.02 137 1.71+0.08 182
Σ292 1.15 ± 0.09 110 1.33 + 0.03 141 1.55 + 0.08 151 1.81+0.07 192
Σ295 1.17 ±0.07 112 1.30 + 0.03 138 1.54 + 0.04 150 1.60 + 0.03 170
Σ302 0.92 ± 0.02 88 1.03 + 0.00 110 1.02 + 0.01 99 1.09 + 0.02 115
Σ303 1.01 ±0.03 96 1.62 + 0.02 173 1.38 + 0.03 135 1.30 + 0.02 138
Σ316 0.92 ±0.05 88 1.06 + 0.15 113 1.16 + 0.06 113 1.69 + 0.03 179
Σ318 0.91 ±0.02 87 1.04 + 0.04 111 1.60 + 0.08 155 1.65 + 0.08 176
Σ329 0.85 ±0.03 81 1.04 + 0.03 111 1.04 + 0.03 101 1.17 + 0.06 124
Σ332 0.88 ±0.04 84 1.04 + 0.01 111 1.01+0.02 98 1.11+0.03 118
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2,5 1

Γράφημα 1. Προσδιορισμός του χρώματος (Α525 nm) σε θρεπτικά υποστρώματα ΥΑΕ 

συγκεντρώσειος 100% ν/ν, στα οποία επωάστηκαν τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων για 

διάστημα 28 ημερών (Τ20).

3.5.2. Προσδιορισμός του δείκτη βλαστικότητας σε επιλεγμένα στελέχη μυκήτων που 

αναπτύσσονται σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν

Κατά τη μελέτη του δείκτη βλαστικότητας, χρησιμοποιήθηκαν ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% 

ν/ν (στις χρονικές στιγμές Τ5, Τ Ι0, Τ Ι5 και Τ20), ΥΑΕ αραιώσεως 1:1 (στις χρονικές στιγμές 

Τ10 και Τ15) και ΥΑΕ αραίωσης 1:4 (στις χρονικές περιόδους Τ15 και Τ20). Καμία 

βλαστικότητα δεν παρατηρήθηκε στα εμβολιασμένα με τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων ΥΑΕ 

συγκεντρώσεων 100% ν/ν και ΥΑΕ αραιώσεως 1:1. Αύξηση του δείκτη βλαστικότητας 

παρατηρήθηκε μόνο στα ΥΑΕ αραιώσεως 1:4 και για ορισμένα από τα επιλεγμένα στελέχη. 

Αναλυτικά, τα στελέχη Σ99, ΣΙ 12, Σ154, Σ179 και Σ329 παρουσίασαν τη χρονική στιγμή Τ15 

αύξηση της βλαστικότητας κατά περίπου δύο φορές σε σχέση με το μάρτυρα, ενώ ο δείκτης 

βλαστικότητας για τα στελέχη αυτά παρέμεινε στα ίδια επίπεδα και κατά τη χρονική στιγμή 

Τ20 (Πίνακας 13).

Τα στελέχη Σ189, Σ195, Σ242, Σ292, Σ318 και Σ332, τη χρονική στιγμή Τ15, προκάλεσαν 

αύξηση του δείκτη βλαστικότητας κατά περίπου μισή έως ενάμιση φορά, εντούτοις τη χρονική 

στιγμή Τ20, αυξήθηκε η φυτοτοξικότητα των ΥΑΕ κατά 50-100% σε σχέση με τις αντίστοιχες 

τιμές του δείκτη βλαστικότητας τη χρονική στιγμή Τ Ι5. Βεβαίως, ο δείκτης βλαστικότητας των 

παραπάνω αυτών στελεχών τη χρονική στιγμή Τ20 παρέμενε υψηλότερος από εκείνον του 

μάρτυρα (ΥΑΕ αραιώσεως 1:4) (Γράφημα 4). Τη χρονική στιγμή Τ20, ένα πλήθος επιλεγμένων 

στελεχών (Σ88, Σ94, Σ142, Σ167, Σ204, Σ212, Σ231, Σ247, Σ268, Σ276, Σ278, Σ279, Σ285,
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Σ286, Σ288, Σ303 και Σ316) προκάλεσαν αύξηση του δείκτη βλαστικότητας ΥΑΕ αραιώσεως 

1:4 κατά 35-100% σε σχέση με τον αντίστοιχο μάρτυρα (Πίνακας 11).

Πίνακας 11. Προσδιορισμός του δείκτη βλαστικότητας κατά την 1:4 αραίωση θρεπτικών 

υποστρωμάτων ΥΑΕ (συγκεντρώσεως 100% ν/ν), στα οποία επωάστηκαν τα επιλεγμένα 

στελέχη μυκήτων.

Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική διάρκεια ι15ημέρες-Τ15) Χρονική διάρκεια (20ημέρες-Τ20)

Δείκτης
Βλαστικότητας (%)

%  επί της 
αρχικής τιμής 

του Δείκτη 
Βλαστικότητας

Δείκτης
Βλαστικότητας

(%)

% επί της 
αρχικής τιμής 

του Δείκτη 
Βλαστικότητας

Μάρτυρας 32.2 + 5.5 - 42.4 ±5.1 -

Σ6 19.2+1.6 60 20.7 ±7.5 49
Σ12 16.6 + 4.2 51 6.5 ± 1.2 15
Σ16 15.0 ±4.2 47 15.0 ±0.8 35
Σ22 9.3 ±2.5 29 12.8 ±2.7 30
Σ27 20.8 ±8.0 65 7.7 ±3.3 18
Σ34 0.2 ±0.1 1 0.7 ±0.1 2
Σ42 28.3 ± 13.9 88 7.7 ±3.3 18
Σ59 18.2 ±6.0 57 15.8 ± 3.1 37
Σ68 1.0 ±1.0 3 0.4 ±0.2 1
Σ76 11.8 ±4.2 37 4.8 ±0.9 11
Σ88 17.9 ±4.4 56 89.8 ±3.3 212
Σ94 8.7 ±2.3 27 57.4 ±3.1 135
Σ99 67.3 ±4.9 209 84.3 ±3.5 199
ΣΙ 12 63.5 ±4.0 197 74.7 ± 1.4 176
ΣΙ 18 46.5 ±4.0 144 78.5 ± 1.2 185
Σ123 43.4 ±4.7 135 78.8 ±4.9 186
Σ142 2.6 ± 1.1 8 82.1 ±4.4 194
Σ148 4.0 ± 1.6 12 59.6 ±6.3 141
Σ154 63.4 ± 1.6 197 74.6 ±5.0 176
Σ167 24.0 ±5.8 75 60.7 ±7.1 143
Σ179 61.9 ±3.4 192 69.4 ± 1.7 164
Σ189 86.3 ±9.5 268 70.9 ±3.0 167
Σ195 76.8 ±4.0 239 74.6 ± 7.0 176
Σ204 23.0 ±5.5 72 69.3 ±9.5 163
Σ212 21.0 ± 2.8 65 66.7 ±3.2 157
Σ219 27.0 ±4.3 84 43.9 ±2.6 104
Σ226 9.2 ±3.5 28 28.1 ± 1.8 66
Σ231 2.3 ±2.0 7 59.5 ±8.3 140
Σ242 53.3 ±5.3 166 44.3 ±7.8 104
Σ247 7.8 ± 1.8 24 68.4 ±8.2 161
Σ253 6.1 ±2.9 19 41.2 ±9.5 97
Σ268 13.0 ± 4.1 40 71.1 ±5.9 168
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Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική διάρκεια (15ημέρες-Τ15) Χρονική διάρκεια (20ημέρες-Τ20)

Δείκτης
Βλαστικότητας (%)

% επί της 
αρχικής τιμής 

του Δείκτη 
Βλαστικότητας

Δείκτης
Βλαστικότητας

(%)

% επί της 
αρχικής τιμής 

του Δείκτη 
Βλαστικότητας

Σ276 4.7 ±0.8 15 86.4 ±2.6 204
Σ278 7.4 ±2.0 23 69.3 ±3.9 163
Σ279 2.4 ±0.7 8 65.3 ±2.8 154
Σ285 11.6 ±4.0 36 68.6 ±5.7 162
Σ286 7.4 ±2.5 23 70.1 ±8.1 165
Σ288 10.6 ±4.3 33 62.4 ± 2.8 147
Σ292 48.6 ±9.5 151 49.4 ±3.5 117
Σ295 16.0 ±0.9 50 40.8 ±2.2 96
Σ302 12.0 ± 1.5 37 23.9 ±4.9 56
Σ303 19.3 ±3.0 60 62.5 ±5.1 147
Σ316 25.9 ±3.0 81 56.7 ±2.8 134
Σ318 81.1 ±6.5 252 72.7 ±2.3 171
Σ329 66.4 ± 1.5 206 75.3 ±3.8 178
Σ332 71.0 ± 7.1 220 57.1 ± 1.4 135
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Στέλεχος μύκητα

Γράφημα 2. Προσδιορισμός του δείκτη βλαστικότητας κατά την 1:4 αραίωση θρεπτικών 

υποστρωμάτων ΥΑΕ (συγκεντρώσεως 100% ν/ν), στα οποία επωάστηκαν τα επιλεγμένα 

στελέχη μυκήτων για διάστημα 20 ημερών (Τ20).

62



Κατά τον προσδιορισμό της βιομάζας των επιλεγμένων στελεχών μυκήτων, παρατηρήθηκε 

ότι τη μεγαλύτερη μυκηλιακή μάζα παρουσίασαν τα στελέχη Σ22 και Σ231 (0.30 και 0.26 g) 

αντίστοιχα, ακολουθούμενα από τα στελέχη Σ123, Σ204 και Σ212 των οποίων το βάρος 

κυμάνθηκε από 0.16 έως 0.20 g (Πίνακας 10). Επίσης πλήθος στελεχών εμφάνισε 

ικανοποιητική ανάπτυξη (Σ76, ΣΙ 12, Σ142, Σ148, Σ154, Σ189, Σ219, Σ226, Σ242, Σ247, Σ253, 

Σ302, Σ303 και Σ318), υπολογίζοντας τη βιομάζα τους σε 0.10-0.15 g (Πίνακας 12). Τα 

υπόλοιπα στελέχη μυκήτων παρουσίασαν μικρή μάζα μυκηλίου κατά την ανάπτυξη τους σε 

ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν (Πίνακας 12).

3.5.3. Προσδιορισμός μυκη λιακής βιομάζας επιλεγμένων στελεχών μυκήτων που

αναπτύσσονται σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν

Πίνακας 12. Βιομάζα επιλεγμένων στελεχών μυκήτων.

Στέλεχος Ξηρό βάρος (ζ) Στέλεχος Ξηρό βάρος (8)
Σ6 0.042 ± 0.004 Σ204 0.174 ±0.006
Σ12 0.028 ± 0.002 Σ212 0.197 ± 0.017
Σ16 0.042 ± 0.002 Σ219 0.113 ±0.006
Σ22 0.297 ± 0.005 Σ226 0.123 ±0.007
Σ27 0.023 ± 0.006 Σ231 0.264 ±0.173
Σ34 0.072 ± 0.008 Σ242 0.103 ±0.004
Σ42 0.025 ± 0.002 Σ247 0.145 ±0.003
Σ59 0.053 ± 0.006 Σ253 0.125 ±0.080
Σ68 0.068 ± 0.002 Σ268 0.032 ± 0.002
Σ76 0.113 ±0.004 Σ276 0.014 ±0.002
Σ88 0.067 ± 0.002 Σ278 0.011 ±0.001
Σ94 0.063 ±0.001 Σ279 0.026 ±0.001
Σ99 0.081 ±0.003 Σ285 0.022 ± 0.002
ΣΙ 12 0.148 ±0.009 Σ286 0.022 ± 0.003
ΣΙ 18 0.084 ±0.001 Σ288 0.015 ±0.000
Σ123 0.164 ±0.003 Σ292 0.014 ±0.005
Σ142 0.102 ±0.006 Σ295 0.015 ±0.003
Σ148 0.112 ±0.003 Σ302 0.113 ±0.010
Σ154 0.134 ±0.006 Σ303 0.108 ±0.002
ΣΙ 67 0.096 ±0.012 Σ316 0.055 ± 0.003
Σ179 0.083 ±0.001 Σ318 0.124 ±0.003
Σ189 0.123 ±0.004 Σ329 0.097 ± 0.004
Σ195 0.063 ±0.001 Σ332 0.032 ±0.001
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Πραγματοποιήθηκε προσδιορισμός της μείωσης του φαινολικού φορτίου στα επιλεγμένα 

στελέχη μυκήτων. Στη μέτρηση Τ5, τα στελέχη Σ Ι89 και Σ303 προκάλεσαν τη μεγαλύτερη 

μείωση (περίπου 30%) των φαινολικών συστατικών σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν σε 

σχέση με τα υπόλοιπα στελέχη (Πίνακας 13).

Στη μέτρηση Τ10, τα στελέχη Σ34 και Σ303 προκάλεσαν μείωση του φαινολικού φορτίου 

των ΥΑΕ κατά 35%, ενώ το στέλεχος Σ123 εμφάνισε τη μέγιστη μείωση (κατά 41%) των 

ολικών φαινολικών συστατικών (Πίνακας 13).

Με το πέρας 21 ημερών, τα στελέχη Σ219 και Σ303 προκάλεσαν τη μέγιστη μείωση του 

φαινολικού φορτίου των ΥΑΕ κατά περίπου 70% σε σχέση με το μάρτυρα, ακολουθούμενα από 

το στέλεχος Σ123 που προκάλεσε αντίστοιχη μείωση της τάξεως του 50% (Πίνακας 13).

Τη χρονική στιγμή Τ20, τη μεγαλύτερη μείωση του ολικού φαινολικού φορτίου προκάλεσαν 

τα στελέχη Σ219 και Σ303 (μείωση κατά 75%) ακολουθούμενα από τα στελέχη Σ318 και Σ123 

που εμφάνισαν μείωση των ολικών φαινολικών κατά 64 και 57% αντίστοιχα. Μικρότερη 

μείωση, κατά 36-51%, του φαινολικού φορτίου παρατηρήθηκε σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% 

ν/ν που εμβολιάστηκαν με τα στελέχη Σ6, Σ34, Σ42, Σ59, Σ68, ΣΙ 12, ΣΙ 18, Σ154, Σ179, Σ189, 

Σ195 Σ204 και Σ212 (Πίνακας 13) (Γράφημα 3).

3.5.4. Μέτρηση φαινολικών συστατικών κατά την ανάπτυξη των επιλεγμένων στελεχών

μυκήτων σε ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν
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Πίνακας 13. Προσδιορισμός φαινολικού φορτίου των επιλεγμένων στελεχών μυκήτων σε ΥΑΕ συ-'κεντρώσεως 100% ν/ν. Σημειώνεται ότι 

τα ποσοστά με το πρόσημο (-) αντιστοιχούν σε αύξηση του φαινολικού φορτίου. Δ.Π.: Δεν προσδιορίστηκε.

Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική περίοδος 
(5 ημέρες-Τ5)

Χρονική περίοδος 
(10 ημέρες-Τ10)

Χρονική περίοδος 
(15 ημέρες-Τ15)

Χρονική περίοδος 
(20 ημέρες-Τ20)

Ολικά
Φαινολικά

(πι^ιηΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(ιη^πι!)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(π^/ηιΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(πη*/ηι1)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Μάρτυρας 6.02 ± 0.26 100 6.64 ± 0.08 100 6.67 ±0.11 100 7.12 ±0.06 100
Σ6 5.66 ±0.15 6 5.49 ±0.09 17 4.49 ± 0.28 33 4.32 ±0.14 39
Σ12 4.67 ± 0.34 22 5.81 ±0.21 12 4.54 ±0.18 32 4.93 ±0.16 31
Σ16 Δ.Π. - 5.38 ±0.18 19 4.54 ±0.07 32 5.34 ±0.18 25
Σ22 5.48 ±0.19 9 5.63 ±0.17 15 5.11 ±0.17 23 7.32 ±0.18 -3
Σ27 5.66 ±0.18 6 6.32 ±0.39 5 5.07 ±0.12 24 6.83 ±0.26 4
Σ34 6.32 ±0.08 -5 4.18 ±0.26 37 4.32 ±0.17 35 4.47 ±0.13 37
Σ42 6.53 ± 0.22 -8 4.78 ±0.31 28 4.26 ±0.21 36 4.44 ±0.16 38
Σ59 6.27 ± 0.29 -4 5.40 ±0.27 19 3.61 ±0.12 46 4.55 ±0.14 36
Σ68 5.86 ±0.35 3 5.97 ±0.13 10 3.99 ±0.14 40 4.46 ±0.10 37
Σ76 6.15 ±0.11 -2 6.46 ±0.13 3 4.73 ± 0.32 29 6.63 ± 0.05 7
Σ88 6.14 ± 0.13 -2 6.26 ±0.31 6 5.98 ±0.24 10 5.09 ± 0.05 28
Σ94 6.35 ±0.14 -6 5.62 ± 0.26 15 5.58 ±0.28 16 6.30 ±0.10 12
Σ99 Δ.Π. 87 7.05 ± 0.24 -6 5.67 ±0.11 15 4.80 ±0.10 33
ΣΙ 12 6.04 ±0.14 0 4.42 ±0.28 33 5.06 ±0.11 24 3.50 ±0.06 51
ΣΙ 18 6.02 ±0.16 0 5.49 ±0.20 17 5.64 ±0.08 15 4.09 ± 0.07 43
Σ123 6.22 ±0.14 -3 3.94 ±0.02 41 3.44 ±0.09 48 3.04 ±0.01 57
Σ142 6.35 ±0.11 -5 5.69 ± 0.06 14 5.42 ±0.41 19 5.48 ±0.29 23
Σ148 5.94 ±0.08 1 5.57 ±0.04 16 4.58 ±0.62 31 5.05 ±0.16 29
Σ154 6.00 ± 0.07 0 4.84 ±0.32 27 4.60 ±0.50 31 3.99 ±0.12 44
Σ167 6.18 ± 0.11 -3 5.56 ±0.07 16 6.82 ±0.29 -2 6.58 ±0.17 8
Σ179 5.04 ±0.15 16 5.29 ±0.50 20 5.86 ±0.09 12 4.40 ±0.17 38
Σ189 4.23 ±0.34 30 4.92 ±0.25 26 5.26 ±0.18 21 4.11 ±0.09 42
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Στέλεχος/
Μάρτυρας

Χρονική περίοδος 
(5 ημέρες-Τ5)

Χρονική περίοδος 
(10 ημέρες-ΤΙΟ)

Χρονική περίοδος 
(15 ημέρες-Τ15)

Χρονική περίοδος 
(20 ημέρες-Τ20)

Ολικά
Φαινολικά

(ιη^ιηΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(η^/ηιΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(η^/ιηΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Ολικά
Φαινολικά

(π^/ιηΐ)

% μείωση 
φαινολικού 

φορτίου

Σ195 4.85 ±0.08 19 6.11 ±0.38 8 5.32 ±0.08 20 4.59 ±0.12 36
Σ204 5.57 ±0.38 8 5.09 ±0.26 23 4.53 ±0.16 32 3.70 ±0.06 48
Σ212 5.80 ±0.31 4 Δ.Π 53 5.93 ± 0  29 11 4.35 ±0.01 39
Σ219 5.80 ±0.13 4 6.15 ± 0.17 7 1.91 ±0.11 71 1.75 ±0.04 75
Σ226 5.52 ±0.44 8 5.96 ±0.11 10 6.49 ±0.09 3 6.50 ±0.05 9
Σ231 5.62 ±0.17 7 Δ.Π 36 5.58 ±0.18 16 5.36 ±0.05 25
Σ242 4.96 ±0.13 18 7.31 ±0.16 -10 6.97 ±0.08 -4 6.36 ±0.15 11
Σ247 5.63 ±0.11 7 Δ.Π 24 6.32 ±0.09 5 6.44 ±0.11 10
Σ253 5.70 ±0.01 5 Δ.Π 26 6.01 ±0.12 10 7.03 ± 0.06 1
Σ268 5.35 ±0.16 11 4.22 ± 0.05 36 4.85 ±0.07 27 5.38 ±0.22 24
Σ276 6.14 ±0.34 -2 Δ.Π '· 26 5.50 ± 0.16 17 4.95 ±0.08 31
Σ278 5.17 ±0.08 14 Δ.Π 24 6.42 ± 0.46 4 5.02 ± 0.05 29
Σ279 5.40 ±0.12 10 Δ.Π 27 5.79 ±0.15 13 5.68 ±0.28 20
Σ285 4.95 ±0.14 18 Δ.Π 31 6.12 ± 0.16 8 5.50 ±0.18 23
Σ286 5.32 ± 0.17 12 5.12 ±0.33 23 5.66 ±0.17 15 4.83 ±0.12 32
Σ288 4.88 ±0.16 19 Δ.Π 33 6.27 ±0.19 6 5.48 ±0.21 23
Σ292 5.66 ± 0.28 6 5.26 ± 0.24 21 5.09 ±0.22 24 4.86 ±0.17 32
Σ295 5.50 ±0.15 9 5.82 ± 0.07 12 5.42 ±0.19 19 5.33 ±0.21 25
Σ302 5.10 ± 0.13 15 5.47 ± 0.06 18 5.73 ±0.16 14 6.83 ±0.14 4
Σ303 4.28 ±0.05 29 4.27 ± 0.27 36 2.01 ±0.10 70 1.74 ±0.03 76
Σ316 4.54 ±0.26 25 5.85 ±0.09 12 5.59 ±0.08 16 5.69 ±0.09 20
Σ318 6.35 ±0.09 -6 6.36 ±0.06 4 4.61 ±0.68 31 2.44 ±0.17 66
Σ329 6.75 ±0.09 -12 6.88 ±0.09 -4 6.30 ±0.27 6 7.51 ±0.08 -6
Σ332 6.55 ±0.16 9 6.66 ±0.17 0 6.48 ±0.19 3 7.43 ±0.13 -4

Δ.Π.: Δεν προσδιορίστηκε
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Γράφημα 3. Προσδιορισμός του φαινολικού φορτίου σε θρεπτικά υποστρώματα ΥΑΕ 

συγκεντρώσεως 100% ν/ν, στα οποία επωάστηκαν τα επιλεγμένα στελέχη μυκήτων 

για διάστημα20 ημερών (Τ20).

~  8 ■

3.5.5. Προσδιορισμός της δράσεως ένζυμων που εμπλέκονται στην αποδόμηση φαινολικών 

και άλλων συστατικών των ΥΑΕ

Δεν προσδιορίστηκε καμία ενεργότητα των ενζύμων οξειδάση της βερατρυλικής αλκοόλης και 

λιγνίνη υπεροξειδάση στα θρεπτικά υποστρώματα που αναπτύσσονταν τα επιλεγμένα στελέχη 

μυκήτων. Η δράση των ενζύμων λακκάση, Μη-υπεροξειδάση και Υπεροξειδάση μη εξαρτωμένης 

του Μη.παρουσιάζονται ακολούθως.

3.5.5.Ι. Προσδιορισμός της δράσης του ενζύμου λακκάση σε υποστρώματα ΥΑΕ στα οποία 

αναπτύσσονταν επιλεγμένα στελέχη μυκήτων
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Από τα 46 επιλεγμένα στελέχη μυκήτων, μόνο τα στελέχη Σ219, Σ303 και Σ318 εμφάνισαν 

δράση του ενζύμου λακκάση, στο θρεπτικό υπόστρωμα των οποίων η ενεργότητα του ενζύμου 

αυτού ήταν σημαντική και κυμαινόταν από 163 έως 260 υ  Γ' (Γράφημα 4).
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Σ τέλεχος μύκητα

Γράφημα 4. Ενεργότητα του ενζύμου λακκάση σε θρεπτικά υποστρώματα ΥΑΕ 

συγκεντρώσεως 100% ν/ν, στα οποίο αναπτύχθηκαν τα επιλεγμένα στελέχη Σ219, Σ303 και 

Σ318.

3.5.5.2, Προσδιορισμός της δράσης των ενζύμων υπεροξειδάση εξαρτωμένη και μη του Μη σε 

υποστρώματα ΥΑΕ στα οποία αναπτύσσονταν επιλεγμένα στελέχη μυκήτων

Στο σύνολο των επιλεγμένων στελεχών (46 στελέχη), μόνο τα στελέχη Σ219 και Σ303 

παρουσίασαν μικρή δράση (3.9 -  8.8 11 Γ1) του ενζύμου υπεροξειδάση (μη εξαρτωμένη του Μη), 

ενώ μόνο στο θρεπτικό υπόστρωμα του στελέχους Σ219 προσδιορίστηκε ενεργότητα του ενζύμου 

Μη-υπεροξειδάση (ίση με 5.8 υ  Γ1) (Γράφημα 5).
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■ Υπεροξειδάση (μη εξαρτώμενη του Μη)

Γράφημα 5. Ενεργότητα των ενζύμων υπεροξειδάση εξαρτώμενη και μη του Μη σε θρεπτικά 

υποστρώματα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν, στα οποία αναπτύχθηκαν τα επιλεγμένα στελέχη 

Σ219, Σ303 και Σ318. Στην περίπτωση του θρεπτικού υποστρώματος του στελέχους Σ303, 

ενεργότητα του ενζύμου υπεροξειδάση μη εξαρτώμενη του Μη προσδιορίστηκε σε μια μόνο 

επανάληψη.
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Η αύξηση των καλλιεργούμενων εκτάσεων με ελαιόδενδρα τα τελευταία χρόνια, είχε ως 

επακόλουθο τη μεγαλύτερη παραγωγή υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων και ως συνέπεια την 

όξυνση του προβλήματος από την ρύπανση που προκαλείται στο φυσικό περιβάλλον των 

ελαιοπαραγωγικών περιοχών.

Είναι λοιπόν αναγκαία για την ύπαρξη μιας αειφόρου γεωργίας η χρήση οικολογικά και 

οικονομικά αποδεκτών μεθόδων διαχείρισης των υγρών αποβλήτων των ελαιοτριβείων 

προκειμένου να αντιμετωπιστούν τα προβλήματα που προκύπτουν από την άκριτη εφαρμογή τους 

σε χερσαία και υδάτινα οικοσυστήματα.

Όλες οι σχετικές μεθοδολογίες που έχουν εφαρμοστεί μέχρι σήμερα για την διάθεση των ΥΑΕ 

με ασφάλεια στο περιβάλλον, προκαλώντας λίγες ή καθόλου περιβαλλοντικές οχλήσεις, 

καταλήγουν στο συμπέρασμα ότι για να γίνει εφικτό αυτό πρέπει να αντιμετωπιστούν τα παρακάτω 

προβλήματα των ΥΑΕ.

Ο μεγάλος αριθμός και η διασπορά των ελαιουργείων καθώς και η οικογενειακή μορφή της 

επιχείρησης. Η χαμηλή δυναμικότητα των ελαιοτριβείων σε συνδυασμό με τη μεγάλη χωροταξική 

διασπορά τους δεν επιτρέπει εύκολες και οικονομικά βιώσιμες λύσεις συγκέντρωσης και από 

κοινού διαχείρισης των αποβλήτων εκτός ελάχιστων περιπτώσεων. Η άνιση χρονικά κατανομή του 

τεράστιου όγκου παραγωγής των ΥΑΕ, παράγονται μέσα σε 3-4 χειμερινούς μήνες, και η εύκολη 

αλλοίωσή τους δεν επιτρέπει μακροχρόνια αποθήκευση.

Το πολύ υψηλό οργανικό φορτίο των ΥΑΕ το οποίο είναι συνυφασμένο με τις μεγάλες 

απαιτήσεις τους σε οξυγόνο (BOD5=100 Kg/m3, COD=220 Kg/m3) για την αποδόμηση τους (Borja 

et al. 1994). Η μεγάλη διακύμανση των τιμών ανάμεσα στο βιολογικά απαιτούμενο και χημικά 

απαιτούμενο οξυγόνο (BOD και COD αντίστοιχα) φανερώνει τη δυσκολία αποδόμησης ενός 

μέρους του οργανικού φορτίου των ΥΑΕ στο φυσικό περιβάλλον. Οι συνθήκες έλλειψης οξυγόνου 

που δημιουργούνται σε συνδυασμό με τα θρεπτικά στοιχεία που περιέχουν τα ΥΑΕ στη σύστασή 

τους εντείνουν το πρόβλημα δημιουργώντας φαινόμενα ευτροφισμού (Οιχαλιώτης & Ζερβάκης 

2002).

Ένα άλλο σοβαρό πρόβλημα αποτελούν τα φαινολικά συστατικά των ΥΑΕ. Οι περισσότερες 

μελέτες που έχουν ασχοληθεί με τη βιοαποδόμηση των ΥΑΕ καταλήγουν στο συμπέρασμα ότι η 

βιοτοξικότητα τους οφείλεται στη συνεργιστική δράση των φαινολικών ουσιών σε σχέση με τις 

πρωτεϊνικές ουσίες και τους πολυσακχαρίτες (Moreno et al. 1990, Bonari et al. 1993, Capasso et al. 

1995 ).
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Οι σχετικές μεθοδολογίες που έχουν αναπτυχθεί μέχρι σήμερα για την εύρεση λύσεων των 

παραπάνω προβλημάτων διαχείρισης των ΥΑΕ, παρουσιάζουν πλεονεκτήματα και μειονεκτήματα. 

Εντούτοις πρέπει να επισημάνουμε ότι παρά την μερική επιτυχία ορισμένων βιολογικών μεθόδων 

επεξεργασίας των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων, το πρόβλημα υφίσταται και είναι φανερό.

Οι ερευνητές κρίνουν αναγκαία μια ολοκληρωμένη αντιμετώπιση, η οποία θα προϋποθέτει τον 

συνδυασμό μιας σειρά επεμβάσεων σε διαφορετικά επίπεδα. Οι επεμβάσεις αυτές θα πρέπει να 

αρχίζουν από τον τρόπο καλλιέργειας της ελιάς μειώνοντας τις χημικές εισροές και να 

ολοκληρώνεται με την παραλαβή των προϊόντων και παραπροϊόντων των ελαιοτριβείων, τα οποία 

θα προκαλούν όσο το δυνατόν λιγότερες ή και καθόλου περιβαλλοντικές επιπτώσεις (Balis 1991). 

Στο τελευταίο αυτό στάδιο επεισέρχεται η βιολογική επεξεργασία της βιοαποδόμησης των υγρών 

αποβλήτων ελαιοτριβείων αποκλειστικά ή σε συνδυασμό με απλές φυσικοχημικές προεργασίες.

Η χρήση μικροοργανισμών (βακτηρίων και μυκήτων) έχει τη δυνατότητα, όπως έχει αποδειχθεί 

από τους ερευνητές να μειώσει τη ρυπαντική δράση των ΥΑΕ και να οδηγήσει στην παραγωγή 

νέων προϊόντων προστιθέμενης αξίας, όπως τα εδαφοβελτιώτικα, οι ζωοτροφές, τα εδώδιμα 

μανιτάρια, κ.λ,π. (Ζερβάκης 1999).

Η διάθεση των υγρών αποβλήτων ελαιοτριβείων απευθείας στο έδαφος αποτελεί την 

παλαιότερη μέθοδο διαχείρισης τους. Η συγκεκριμένη μέθοδος επεξεργασίας βασίζεται στην 

ικανότητα βιοαποδόμησης που εμφανίζει το έδαφος λόγω φυσικοχημικών και μικροβιολογικών 

αλληλεπιδράσεων μεταξύ των συστατικών και των μικροοργανισμών του εδάφους με τα ΥΑΕ 

(Cabrera et al. 1996). Παρ’ όλα αυτά η ικανότητα ενός μικροοργανισμού να αναπτύσσεται oc υγρά 

απόβλητα ελαιοτριβείων σε καθαρή καλλιέργεια δε σημαίνει απαραίτητα ότι ο συγκεκριμένος 

μικροοργανισμός δυνατοί να επιβιώνει στο έδαφος παρουσία αποβλήτων και τούτο διότι 

παρεμβαίνουν και άλλοι περιβαλλοντικοί παράγοντες. Τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά των ΥΑΕ 

δημιουργούν αρνητικό περιβάλλον για αρκετούς μικροοργανισμούς. Επίσης είναι πιθανόν ορισμένα 

συστατικά του ελαιοκάρπου που λειτουργούν ως φυσικές αντιμικροβιακές ουσίες, να παραμένουν 

στα απόβλητα για κάποιο χρονικό διάστημα και να καθιστούν αυτά εκλεκτικά έναντι των διαφόρων 

μικροβιακών πληθυσμών. Ο φραγμός όμως αυτός δεν μπορεί να ισχύει για πολύ και συγκεκριμένα 

όταν τα απόβλητα ενσωματώνονται στο έδαφος οπότε ξεκινά μια μακρά πορεία μικροβιακών 

δραστηριοτήτων (Μπαλής 1994).

Στο πλαίσιο αυτών των δεδομένων διερευνήθηκαν μικροοργανισμοί που θα μπορούσαν να 

επικρατήσουν σ’ ένα έδαφος, που υπόκεινται σε μια συνεχή εκλεκτική πίεση υγρών αποβλήτων 

ελαιοτριβείων. Κατά την πραγμάτωση του πειράματος, πραγματοποιήθηκε απομόνωση, επιλογή 

και συγκριτική αξιολόγηση στελεχών μυκήτων, αποσκοπώντας στην επιλογή μικροοργανισμών για
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την αποτελεσματικότερη διαχείριση και αποδόμηση των ΥΑΕ. Η αξιολόγηση στηρίχθηκε στη 

μείωση του φαινολικού τους φορτίου, της φυτοτοξικότητας και στον αποχρωματισμό αυτών. 

Επιπλέον, μελετήθηκε η δράση των παραγόμενων ενζύμων λακκάση, υπεροξειδάση, λιγνίνη 

υπεροξειδάση και οξειδάση της βερατρυλικής αλκοόλης, στην αποδόμηση των ΥΑΕ.

Από τη μελέτη του μικροβιακού πληθυσμού, η πλειονότητα των απομονωμένων στελεχών 

μυκήτων πραγματοποιήθηκε σε θερμοκρασία επώασης 25°C (μεσόφιλων μυκήτων) καθώς και στο 

μη-επιλεκτικό στερεό θρεπτικό υπόστρωμα ανάπτυξης Soil Extract και για τις τρεις θερμοκρασίες 

(περίπου 900 στελέχη). Το γεγονός αυτό, πιθανώς να οφείλεται στο ότι η θερμοκρασία επώασης 

των απομονωμένων μυκήτων ήταν περίπου ή ίδια με την μέση θερμοκρασία της περιοχής Καλάμι 

Μεσσηνίας (μεσόφιλη περιοχή) από όπου πήραμε το προς ανάλυση δείγμα εδάφους, καθώς και στο 

ότι η σύσταση του συγκεκριμένου στερεού υποστρώματος (Soil Extract Agar-SEA) ήταν παρόμοια 

με αυτή του εδαφικού δείγματος. Όσο για τα εκλεκτικά στερεά θρεπτικά υποστρώματα CMC και 

BSS2, όπως είναι αναμενόμενο, ο αριθμός των απομονωμένων στελεχών μυκήτων ήταν πολύ πιο 

μικρός. Επίσης, θα πρέπει να τονιστεί ότι η αξιολόγηση του πληθυσμού μυκήτων βασίζεται στη 

μέτρηση CFU (μέτρηση κυρίως σπορίων) και όχι στον υπολογισμό της μυκηλιακής βιομάζας του 

δείγματος, γεγονός το οποίο δύναται να οδηγήσει σε απόκλιση του υπολογισμού του πραγματικού 

πληθυσμού μυκήτων.

Η αξιολόγηση των απομονωμένων στελεχών μυκήτων βασίστηκε στον υπολογισμό της 

ακτινωτής ανάπτυξης και τη σχετικά μικρή ως μηδαμινή φάση υστέρησης του μυκηλίου. Τα 

στελέχη Σ219, Σ247, Σ253 και Σ302 παρουσίασαν εκτός της ταχείας ανάπτυξης τους και 

ικανοποιητικό αποχρωματισμό του στερεού υποστρώματος των ΥΑΕ, ενώ η επιλογή ένος πλήθους 

δεκατριών στελέχων έγινε βάσει της ικανότητάς τους να αποχρωματίζουν τα ΥΑΕ καθώς και να 

σχηματίζουν πυκνή μυκηλιακή μάζα.

Η επιλογή του κριτηρίου της ακτινωτής ανάπτυξης, ως το κύριο κριτήριο απορρέει από το 

γεγονός ότι για να επιτύχουμε ικανοποιητική αποδόμηση με εφαρμογές στην γεωργία, απαιτείται η 

ικανότητα γρήγορης ανάπτυξης σε ΥΑΕ. Παραδείγματα μικροοργανισμών που αναπτύσσονται 

ικανοποιητικά σε μεγάλες συγκεντρώσεις ΥΑΕ και σε σύντομο χρονικό διάστημα είναι ο μύκητας 

Aspergillus niger, καθώς και στελέχη της ζύμης Yanowia lipolityca. Στη μελέτη των Hambi et al. 

(1991), χρησιμοποιήθηκε ο μύκητας Aspergillus niger για την βιοαποδόμηση των ΥΑΕ, ο οποίος 

κατάφερε μείωση του COD και της συγκέντρωσης των ολικών φαινολικών σε ποσοστό 61% και 

58% αντίστοιχα, ενώ το δε χρώμα των ΥΑΕ έγινε καφέ. Επίσης, η ζύμη Yarrowia lipolytica 

κατάφερε να μειώσει το COD σε 90 g Γ1 σε δείγματα ΥΑΕ μέσα σε χρονικό διάστημα 12 h, ενώ με 

το πέρας 24 h το COD μειώθηκε επιπλέον σε 30 g Γ1 (Scioli & Vollaro 1997). Στελέχη του μύκητα
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Pénicillium τα οποία είχαν απομονωθεί από σημείο απόρριψης ΥΑΕ, χρησιμοποιήθηκαν από τους 

Robles et al. (2000) έτσι ώστε να εκτιμηθεί η ικανότητα τους να μειώνουν το οργανικό φορτίο και 

τα φαινολικά σε μη αραιωμένα ΥΑΕ, επιτυγχάνοντας τελικά τη μείωση των φαινολικών του 

αποβλήτου κατά 45% ενώ παράλληλα ανέφεραν ότι η αντιμικροβιακή δράση των ΥΑΕ μειώθηκε 

στο ελάχιστο, μετά από την αεροβική επεξαργασία του αποβλήτου για 12 ημέρες με στέλεχος 

Pénicillium.

Παρόλο, που ένα πλήθος οκτώ στελεχών μυκήτων (Σ76, Σ219, Σ247, Σ253, Σ302, Σ303, Σ318 

και Σ332), προκάλεσε αποχρωματισμό στο στερεό υπόστρωμα ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν, 

εντούτοις κατά την ανάπτυξή τους σε υγρές καλλιέργειες αντιστοίχων συγκεντρώσεων δεν 

παρατηρήθηκε αποχρωματισμός. Συγκεκριμένα, κατά τη μέτρηση αποχρωματισμού σε ΥΑΕ 

συγκεντρώσεως 100% ν/ν, παρατηρήθηκε από τα στελέχη μυκήτων αύξηση του χρώματος τους, 

έως και 128%, σε σχέση με το μάρτυρα, μετά από επώαση 28 ημερών. Το γεγονός αυτό πιθανόν να 

οφείλεται σε πολυμερισμό των φαινολικών συστατικών των ΥΑΕ, εξαιτίας του αυξημένου 

ποσοστού COD στα ΥΑΕ. Σύμφωνα, με τους Thurston 1994 και Minussi et al. 2002 η οξείδωση 

των φαινολικών συστατικών δύναται να οδηγήσουν σε αποπολυμερισμό.

Παρότι, η ανάπτυξη και η παραγωγή μυκηλιακής βιομάζας από πολλά από τα επιλεγμένα 

στελέχη ήταν ικανοποιητική, εντούτοις δεν παρατηρήθηκε μείωση του φαινολικού φορτίου από τα 

περισσότερα εξ’αυτών. Πιθανόν, λόγω του μεταβολισμού του πλήθους σακχάρων και άλλων 

θρεπτικών συστατικών που περιέχονται σε ΥΑΕ υψηλής συγκεντρώσεως (Gharsallah 1993).

Βάσει των αποτελεσμάτων, τρία στελέχη, τα Σ219, Σ303 και Σ318, κατάφεραν να μειώσουν τα 

ολικά φαινολικά συστατικά έως και 75%, σε σχέση με αυτά του μάρτυρα μετά από επώαση 28 

ημερών. Τα υπόλοιπα στελέχη πέτυχαν μικρότερη μείωση, ενώ άλλα εμφάνισαν αύξηση του ολικού 

φαινολικού φορτίου. Η παρουσία φάσης υστέρησης οφείλεται στο γεγονός ότι ο οργανισμός για να 

προσαρμοσθεί (φάση εγκλιματισμού), χρειάζεται συγκεκριμένο χρονικό διάστημα, έτσι ώστε να 

αναπτύξει κατάλληλο ενζυμικό σύστημα για την αποδόμηση του ρυπαντικού φορτίου των ΥΑΕ. 

Επίσης, η ύπαρξη παρεμποδιστικών ουσιών, παρεμποδίζει την ενζυμική λειτουργία (παραγωγή) 

στα αρχικά στάδια της (Sanjust et al. 1991).

Σε μερικές περιπτώσεις στις αρχικές χρονικές στιγμές παρατηρήθηκε μείωση της 

φυτοτοξικότητας, ενώ μετέπειτα κατά τη χρονική στιγμή Τ Ι5 ή/και Τ20 παρατηρήθηκε μικρότερου 

βαθμού μείωση της φυτοτοξικότητας σε σχέση με το Τ5 και Τ Ι0. Το γεγονός αυτό πιθανόν να 

οφείλεται στην παραγωγή δευτερογενών μεταβολιτών, πιο τοξικών σε σχέση με τα συστατικά του 

αρχικού υποστρώματος (μη εμβολιασμένα ΥΑΕ), όπως, παραγωγή κινονών και αλδευδών (Capasso 

étal. 1992).
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Από ένα πλήθος σαράντα έξι (46) στελεχών μυκήτων μόνο σε τρία (Σ219, Σ303 και Σ318), 

προσδιορίστηκε δραστηριότητα των ενζύμων λακκάση ή/και Mn-υπεροξειδάση. Επίσης, τα 

στελέχη αυτά παρουσίασαν το χαρακτηριστικό να αποχρωματίζουν έντονα τα στερεά υποστρώματα 

ΥΑΕ συγκεντρώσεως 100% ν/ν. Η ύπαρξη των ενζύμων αυτών σε συνδυασμό με τον 

αποχρωματισμό του μέσου ανάπτυξης μπορεί να συνδυασθεί με τη φυλογενετική θέση των τριών 

αυτών στελεχών που πιθανότατα είναι μύκητες λευκής σήψεως, αφού τα ενζυμικά αυτά συστήματα 

εκφράζονται κυρίως σε στελέχη αυτής της κατηγορίας μυκήτων. Οι μύκητες λευκής σήψης του 

γένους Pleurotus είναι εκλεκτικοί αποικοδομητές της λιγνίνης, εξαιτίας του ενζυμικού μηχανισμού 

αποδόμησης των φαινολικών συστατικών που διαθέτουν, μειώνοντας σημαντικά την φυτοτοξική 

δράση των ΥΑΕ και προκαλώντας ταυτόχρονα τον αποχρωματισμό τους (Zervakis et al. 1996). 

Επίσης, ο βασιδιομύκητας Phanerochaete chrysosporium επωάστηκε επί 12 ημέρες σε ΥΑΕ 

συγκεντρώσεως 20% ν/ν, προκάλεσε μείωση του ποσοστού των φαινολικών συστατικών κατά 

60%, παράγοντας κύρια λακκάση και ίχνη υπεροξειδάσης (εξαρτώμενης των ιόντων μαγγανίου) 

(Dias et al. 2004). Κατά την επεξεργασία των ΥΑΕ με τους μύκητες Funalia trogii και 

Coriolus(Trametes) versicolor, παρατηρήθηκε αυξημένη ενζυμική δράση από το στέλεχος Funalia 

trogii (7.1 U ml'1), ενώ η παραγωγή λακκάσης από τον Coriolus(Trametes) versicolor περιορίστηκε 

στο μισό περίπου της προηγούμενης τιμής (3.4 U ml'1). Συγκεκριμένα ο μύκητας F. trogii μείωσε 

τα φαινολικά συστατικά κατά 93% (Yesilada et al. 1996, 1998).

Μελλοντικά πειράματα που θα περιλαμβάνουν ανάλυση δειγμάτων εδάφους επιβαρυμένα με 

ΥΑΕ κατά την ελαιοκομική περίοδο θα μας βοηθή , ¿i να κατανοήσουμε την προσαρμογή διαφόρων 

μικροοργανισμών του εδάφους υπό πίεση μεγάλων ποσοτήτων ΥΑΕ.
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