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Περίληψη 

Η παρούσα διπλωµατική εργασία αποσκοπεί στη µελέτη και τη διεξαγωγή συµπερασµάτων όσον αφορά στην απορρύπανση άµµου που έχει ρυπανθεί από πετρελαιοειδή 
µε τη τεχνική του Landfarming, µία τεχνική που εφαρµόζεται γενικότερα σε ρυπασµένα εδάφη, και περιλαµβάνει την προσθήκη θρεπτικών, νερού ώστε να επιτυγχάνεται 
το επιθυµητό ποσοστό υγρασίας στο έδαφος, και τη συχνή ανάδευση του προς εξυγίανση χώµατος. 

Πιο συγκεκριµένα, εξετάσθηκε η αποτελεσµατικότητα θρεπτικών µέσων και παραγόντων βιοαποικοδόµησης του πετρελαίου στα εργαστηριακά δείγµατα της άµµου. Τα 
διαφορετικά δείγµατα που χρησιµοποιήθηκαν, αντιστοιχούν σε διαφορετικούς συνδυασµούς θρεπτικών(πηγές αζώτου και φωσφόρου), µε το ένα δείγµα(Control), χωρίς 
την προσθήκη θρεπτικών, να αποτελεί «οδηγό» για την αποτελεσµατικότητα των βιοαποδοµητών µικροοργανισµών και τον απαιτούµενο χρόνο βιοαποικοδόµησης του 
πετρελαίου. Η προσθήκη θρεπτικών έγινε µε σκοπό να επιτευχθεί η επιθυµητή αναλογία C:N:P, και να επιταχυνθεί η διαδικασία βιοαποδόµησης των συστατικών του 
πετρελαίου. Τα δύο δείγµατα στα οποία γίνεται προσθήκη θρεπτικών µέσων (ΝΡΚ, ULR) εξετάζονται και συγκρίνονται(µέσω των διαφόρων τύπων γραφηµάτων) ως προς 
τον χρόνο και τον βαθµό βιοαποδόµησης, αλλά και σε συνδυασµό µε το Control. 

Η µέθοδος για την εξέταση των παραγόντων βιοεξυγίανσης βασίζεται στο τροποποιηµένο πρωτόκολλο δοκιµής της αποτελεσµατικότητας των παραγόντων βιοεξυγίανσης 
που ανέπτυξε η EPA (“Swirling flask dispersant effectiveness test, revised standard dispersant toxicity test and bioremediation agent effectiveness test”/40 CFR Part 300 
Appendix C). Το πρωτόκολλο δοκιµής επιδιώκει να καθορίσει την ικανότητα ενός προϊόντος να βιοδιασπάσει το πετρέλαιο µέσω της ποσοτικοποίησης των αλλαγών στη 
σύνθεση  του  πετρελαίου.  Πιο  συγκεκριµένα,  εξετάζει  τη  µικροβιακή  δραστηριότητα  (µέσω  των  µικροβιακών  αναλύσεων  –  CFUs και  MPN) και  ποσοτικοποιεί  την 
αποµάκρυνση των κορεσµένων υδρογονανθράκων και των πολυαρωµατικών αρωµατικών υδρογονανθράκων (PAHs).  

  
  
  
  
  
 



Abstract 

This thesis aims to study and conduct conclusions regarding the remediation of sand that has been contaminated with petroleum. The technique used is Landfarming, a 
technique generally applied to contaminated soils that includes the addition of nutrients and water in order to achieve the desired moisture percentage in soil, and its 
frequent stirring for its remediation.  

More specifically, in this thesis it has been examined the effectiveness of nutrient media and factors of oil’s biotic degradation in laboratory samples of the sand. The 
different samples used, correspond to different combinations of nutrients (sources of nitrogen and phosphorus), with a sample (Control), without adding nutrients, to be a 
"guide" for the effectiveness of biotic degradated microorganisms and the time required for the oil’s biotic degradation. The addition of the nutrients happened in order to 
be achieved both the desired ratio of C:N:P, and the biotic degradation of petroleum components.  In the two samples added nutrients (NPK, ULR) and then they are been 
examined and compared (via various types of graphs) in regard with the time and degree of biodegradation, but also in conjunction with Control sample. 

The method used for examining the bioremediation factors, is based on the modified protocol that is testing the effectiveness of these factors developed by EPA ("Swirling 
flask dispersant effectiveness test, revised standard dispersant toxicity test and bioremediation agent effectiveness test" / 40 CFR Part 300 Appendix C). This protocol seeks 
to determine the ability of a product to biodegrade oil by quantifying changes in the composition of oil. More specifically, it both examines the microbial activity (through 
the microbial analysis methods CFUs and MPN) and quantifies the removal of Saturated Hydrocarbons and Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs). 
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1          Εισαγωγή 

Η παρούσα διπλωµατική εργασία(όπως αναφέρθηκε και παραπάνω) εκπονήθηκε µε στόχο την επίτευξη και την αξιολόγηση της βιοαποδόµησης δειγµάτων ρυπασµένης 
άµµου από πετρελαιοειδή. Η συγκεκριµένη µορφή ρύπανσης(ρύπανση ακτών από πετρέλαιο) αποτελεί φαινόµενο που έχει απασχολήσει πολλές φορές και δυστυχώς θα 
απασχολήσει και στο µέλλον, τοπικές κοινωνίες, φορείς και µηχανικούς που στόχο έχουν την αποκατάσταση των ρυπασµένων αυτών ακτών.  

Στο ακόλουθο κεφάλαιο, γίνεται περιγραφή του θεωρητικού υποβάθρου του θέµατος(µε γενικότερη αναφορά στην τεχνική του Landfarming), ώστε να είναι περισσότερο 
κατανοητή η δυνατότητα, και κάτω από ποιες συνθήκες µπορεί να επιτευχθεί ικανοποιητικός βαθµός απορρύπανσης. 

Στα επόµενα κεφάλαια(3, 4), περιγράφεται το τεχνικό κοµµάτι που αντιστοιχεί στη διεξαγωγή των εργαστηριακών εργασιών(όργανα, µέθοδοι κλπ) και παρουσιάζονται σε 
µορφή γραφηµάτων τα αποτελέσµατα που εξήχθησαν από τις εργαστηριακές µετρήσεις – αναλύσεις. 

Το κεφάλαιο 5 , περιέχει τα συµπεράσµατα που προκύπτουν από την µελέτη των γραφηµάτων και των µετρήσεων, αξιολογώντας κατά αυτόν τον τρόπο την εξεταζόµενη 
βιοαποδόµηση των δειγµάτων.  

  

  

  

                                                                                                                  

 



  

2          Θεωρητικό Υπόβαθρο 

2.1         Εισαγωγή 

Η ρύπανση των θαλασσών και στη συνέχεια των ακτών από πετρελαιοειδή αποτελεί ένα σύνηθες φαινόµενο που δηµιουργεί παγκόσµια ανησυχία παρά την µείωση των 
πετρελαιοκηλίδων που έχουν καταγραφεί τα τελευταία χρόνια. Η ανάπτυξη της τεχνολογίας και η καλύτερη τεχνογνωσία πάνω στον τοµέα της γεώτρησης πετρελαίου, 
αποθήκευσης  και  µεταφοράς  του,  δεν  εµπόδισαν  την  ρύπανση  του  περιβάλλοντος  ,  καθώς  τα  ατυχήµατα  που  οφείλονται  σε  ένα  µεγάλο  βαθµό  στην  αστοχία  των 
γεωτρήσεων και τα διαρροές που συµβαίνουν στα «φορτηγά» πλοία(αλλά και σε επιβατηγά στην περίπτωση ναυαγίου) συµβαίνουν σε σχετικά συχνή βάση. Το γράφηµα 1, 
παρουσιάζει τις πιο σηµαντικές πετρελαιοκηλίδες(oil spills >700 tn) που έχουν καταγραφεί από το 1980 µέχρι και το 2010, σε παγκόσµια κλίµακα.  

 
Γράφηµα 1: Καταγεγραµµένες Πετρελαιοκηλίδες (σε παγκόσµια κλίµακα) àààà 1980 - 2010 [1] 

Οι ακτές αποτελούν  ένα περιβάλλον, ιδιαίτερα σηµαντικό όχι µόνο για τον άνθρωπο,  αλλά και για την οικολογία ενός τόπου,  δεδοµένου ότι φιλοξενούν µία µεγάλη 
ποικιλία ζώων και οργανισµών. Η ρύπανση των ακτών, επιφέρει αρνητικές συνέπειες, και όταν το ατύχηµα είναι µεγάλης κλίµακας µπορεί να προκαλέσει εκτεταµένες 
«ζηµιές» στο θαλάσσιο παράκτιο περιβάλλον.  

Παρά λοιπόν, τις αυστηρές προφυλάξεις  που θα  πρέπει να τηρούνται ώστε  να προφυλάσσεται  το θαλάσσιο και το  παράκτιο περιβάλλον,  ήταν  αναγκαία η ανάπτυξη 
τεχνικών µε σκοπό την αποκατάσταση των ρυπασµένων ακτών και επαναφορά τους(στον µέγιστο δυνατό βαθµό) στην αρχική,  µη ρυπασµένη κατάσταση. 

Μία από τις  επιτυχηµένες  τεχνικές  που έχουν  χρησιµοποιηθεί  για τον  στόχο  αυτό είναι  η τεχνική του Landfarming.  Η  τεχνική αυτή έχει χρησιµοποιηθεί  σε  αρκετές 
περιπτώσεις,  και  ειδικά  για  την  εφαρµογή  σε  ρυπασµένο  από  πετρελαιοειδή  παράκτιο  περιβάλλον,  καθώς  παρουσιάζει  ορισµένα  καθοριστικά  πλεονεκτήµατα  –  π.χ. 
απλότητα χρήσης, αλλά το πιο σηµαντικό είναι ότι συνδυάζει σχετικά χαµηλό κόστος µε υψηλή απόδοση στην απορρύπανση. 

2.2         Τεχνική του Landfarming 

Καταρχάς, θα πρέπει να γίνει αναφορά στον καθορισµό του περιεχοµένου της τεχνικής Landfarming. 

Η τεχνική Landfarming,  επίσης αναφέρεται και ως επεξεργασία εδάφους, πρόκειται για µία τεχνολογία που εφαρµόζεται πάνω από την επιφάνεια του εδάφους(ex-situ) και 
επιτυγχάνει την  µείωση των συγκεντρώσεων των  ρυπαντών µέσω της διαδικασίας  της βιοαποικοδόµησης[2]. Συνήθως,  περιλαµβάνει την  ανάµειξη και ανάδευση του 
ρυπασµένου  χώµατος  µε  καθαρό  ώστε  να  διατηρούνται  αερόβιες  συνθήκες,  και  την  τόνωση/ενίσχυση  της  µικροβιακής  δραστηριότητας  µέσω  του  αερισµού,  της 
προσθήκης θρεπτικών συστατικών και υγρασίας. Η ενισχυµένη µικροβιακή δραστηριότητα επιτυγχάνει την αποδόµηση απορροφηµένων συστατικών του πετρελαίου µε τη 
µικροβιακή  αναπνοή.  Επιπροσθέτως,  δίνεται  ιδιαίτερη  βαρύτητα  στον  έλεγχο  ορισµένων  παραµέτρων  του  εδάφους(υγρασία,  συχνότητα  αερισµού,  pH)  ώστε  να 
εξασφαλίζεται ο βέλτιστος ρυθµός βιοαποικοδόµησης [2, 3]. 

 



  

 

Εικόνα 1: Τυπική µορφή της εφαρµογής της τεχνικής Landfarming [4] 

2.3         Κύρια Στοιχεία 

2.3.1       Λειτουργικές Παράµετροι 

Η ορθή λειτουργία και πιθανότατα η επιτυχής αποκατάσταση του ρυπασµένου εδάφους µε τη δεδοµένη τεχνική εξαρτάται από ορισµένες καθοριστικές παραµέτρους: 
Συγκεκριµένα, η αποτελεσµατικότητα της εξαρτάται από τις παραµέτρους οι οποίες µπορούν να ταξινοµηθούν σε τρεις γενικές κατηγορίες: 

§  Χαρακτηριστικά του εδάφους:  

§  Ο τύπος του εδάφους επηρεάζει την διαπερατότητα, την περιεκτικότητα σε υγρασία καθώς και την πυκνότητα του. Ο τύπος του εδάφους είναι καθοριστικός και 
θα πρέπει να λαµβάνεται υπόψη ώστε να µπορεί ο καθορισµός της προσθήκης οξυγόνου, των θρεπτικών και της υγρασίας  να βρίσκεται σε αποτελεσµατικά 
επίπεδα. Χαρακτηριστικό παράδειγµα, αποτελούν τα αργιλικά εδάφη, τα οποία είναι δύσκολο να αεριστούν σωστά µε αποτέλεσµα την χαµηλή συγκέντρωση 
οξυγόνου στο χώµα, αλλά παρουσιάζουν και δυσκολία στην οµοιόµορφη διανοµή και ανάµειξη των θρεπτικών συστατικών. 

§  Όσον αφορά στο pH του εδάφους, αυτό θα πρέπει να κυµαίνεται µεταξύ 6 και 8, µε το ουδέτερο pH (7) να είναι το βέλτιστο[2]. Εάν το προς επεξεργασία έδαφος 
δεν παρουσιάζει pH εντός του εύρους αυτού, θα πρέπει να ρυθµιστεί πριν αλλά και κατά τη διάρκεια της διαδικασίας της απορρύπανσης.Η µεταβολή αυτή 
µπορεί να πραγµατοποιηθεί είτε αυξάνοντας το pH συνήθως µε την προσθήκη ασβέστη, είτε µειώνοντας το µε την προσθήκη στοιχείου θείου. 

§  Τα επίπεδα υγρασίας στο χώµα, τα οποία θα πρέπει να είναι τέτοια ώστε να επιδρούν θετικά στην συνολική διαδικασία. Πιο συγκεκριµένα, η υπερβολική υγρασία 
περιορίζει την κίνηση του αέρα µέσα από το υπέδαφος µειώνοντας έτσι τη διαθεσιµότητα του οξυγόνου, καθοριστικού για την βιοαποικοδόµηση. Η ιδανική 
ποσότητα υγρασίας είναι 40-85 % της ικανότητας συγκράτησης νερού του εδάφους, ή διαφορετικά 12 – 30 % w.w. .Το ποσοστό της υγρασίας θα πρέπει να 
ελέγχεται  ανά  τακτά  χρονικά  διαστήµατα,  καθώς  είναι  έντονο  το  φαινόµενο  της  εξάτµισης,  το  οποίο  είναι  αυξηµένο λόγω  της  µηχανικής  ανάδευσης  που 
γίνεται. 

§  Η  ανάπτυξη  των  µικροοργανισµών-βακτηρίων  επηρεάζεται  από  τη  θερµοκρασία  του  εδάφους.  Η  µικροβιακή  δραστηριότητα  µειώνεται  σηµαντικά  όταν  η 
θερµοκρασία γίνεται µικρότερη των 10 oC και σχεδόν σταµατάει χαµηλότερα από 5 oC, ενώ επίσης µειώνεται σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 45 oC. Σε 
πολύ ψυχρό κλίµα, υπάρχει η λύση της κατασκευής µιας δοµής παρόµοιας µε του θερµοκηπίου ή η προσθήκη εξειδικευµένων ψυχρόφιλων βακτηρίων. 

§  Για  την  ενίσχυση  της  ανάπτυξης  των  µικροοργανισµών  και  της  δραστηριότητας,  απαιτείται  η  παρουσία  ανόργανων  θρεπτικών(π.χ.  Άζωτο  και  Φώσφορος). 
Συνήθως,  γίνεται προσθήκη των  θρεπτικών  στο χώµα,  παρότι σε  ορισµένες  περιπτώσεις,  οι ποσότητες  αυτών  στο  χώµα είναι  ικανοποιητικές.Η  επιθυµητή 
φόρτιση είναι C:N:P = 100:10:1 ή 300:100:1 καιεπιτυγχάνεται µε την προσθήκη λιπασµάτων (π.χ., NH4H2PO4, (NH4)2ΗPO4, NH4NO3,KH2PO4 κ.α.)[3]. Η 
υπερβολική συσσώρευση των θρεπτικών βέβαια, µπορεί να προκαλέσει ανεπιθύµητα αποτελέσµατα στον µικροβιακό µεταβολισµό. 

§  Χαρακτηριστικά των ρυπαντών(συστατικών του πετρελαίου) 

§  Πτητικότητα: Είναι ιδιαιτέρως σηµαντική καθώς οι πτητικές ουσίες(συστατικά) του πετρελαίου παρουσιάζουν την τάση να εξατµιστούν ιδιαιτέρως λόγω της 
διαδικασίας της ανάδευσης του χώµατος, και όχι να βιοαποδοµηθούν από τους µικροοργανισµούς. Τα προϊόντα του πετρελαίου περιέχουν συστατικά τα οποία 
καλύπτουν ένα ευρύ φάσµα, όσον αφορά στην πτητικότητα. Για παράδειγµα, η κηροζίνη, η βενζίνη και το ντίζελ περιέχουν συστατικά τα οποία εµφανίζουν 
µεγάλη πτητικότητα στη διάρκεια της διαδικασίας.  

§  Χηµική σύσταση: Είναι σηµαντική για τον  προσδιορισµό του ρυθµού βιοαποικοδόµησης των ρυπαντών. Κατά κανόνα,  όσο περισσότερο πολύπλοκη είναι η 
µοριακή δοµή των  συστατικών,  τόσο πιο αργός  είναι ο ρυθµός και τόσο πιο  δύσκολα βιοαποδοµούνται . Οι εκτιµήσεις  για τον χρόνο  αποκατάστασης,  οι 
µελέτες που έχουν γίνει στη δυνατότητα βιο-εξυγίανσης, καθώς και ο σχεδιασµός της διαδικασίας και της παρακολούθησης της εστιάζουν στα συστατικά τα 
οποία είναι δυσκολότερο να αποδοµηθούν. 

Το  αργό  πετρέλαιο(crude  oil  –  το  οποίο  χρησιµοποιήσαµε  στην  πειραµατική  διαδικασία  που  εκτελέσαµε)  αποτελείται  από  ενώσεις  υδρογονανθράκων 
(αποτελούν 50-98% της συνολικής σύνθεσης) αλλά και από ενώσεις διαφορετικές των υδρογονανθράκων(π.χ. ενώσεις που περιέχουν θείο, άζωτο, οξυγόνο, και 
διάφορα µεταλλικά ιχνοστοιχεία). Τα συστατικά του πετρελαίου µπορούν να ταξινοµηθούν σε τέσσερις κατηγορίες βάσει της διαλυτότητας τους σε οργανικούς 
διαλύτες: 

-      Κορεσµένοι υδρογονάνθρακες: κανονικά αλλά και διακλαδισµένα αλκάνια µε δοµή αλιφατικών και κυκλικά αλκάνια µε δοµή αλικυκλικών, τα οποία 
διαφέρουν στη δοµή της αλυσίδας από 1 µέχρι και 40 άνθρακες.  

-      Αρωµατικοί  υδρογονάνθρακες:  µονοκυκλικές  αρωµατικές  ενώσεις  (π.χ.  βενζόλιο,  τολουόλιο,  και  ξυλόλιο)  και  πολυκυκλικοί  αρωµατικοί 
υδρογονάνθρακες(PAHs)(π.χ., ναφθαλίνη, ανθρακένιοκαι φαινανθρένιο). Τα PAHs παρουσιάζουν ιδιαίτερο ενδιαφέρον για το περιβάλλον επειδή είναι 
πιθανό να προκαλέσουν καρκίνο (µπορεί να µετατραπούν σε καρκινογόνες ουσίες λόγω του µεταβολισµού των µικροοργανισµών).  

-      Ρητίνες: συµπεριλαµβάνονται πολικές ενώσεις που περιέχουν άζωτο, θείο και οξυγόνο.  

-      Ασφαλτένια: αποτελούνται από όχι τόσο καλά χαρακτηρισµένες µεγάλου ΜΒ ενώσεις. 

§  Συγκεντρώσεις και τοξικότητα: Πολύ υψηλές συγκεντρώσεις των οργανικών ή βαρέων µετάλλων µπορεί να είναι τοξικές ή να αναστέλλουν την ανάπτυξη και τη 
δράση των µικροοργανισµών που ευθύνονται για την βιοαποικοδόµηση. Οι χαµηλές επίσης, συγκεντρώσεις των οργανικών συστατικών  έχουν ως αποτέλεσµα 
την  µείωση  της  δραστηριότητας  αυτής.  Ακολούθως,  παρατίθενται  ένας  συγκεντρωτικός  πίνακας  που  συσχετίζει  τις  συγκεντρώσεις  των  συστατικών  των 
ρυπαντών µε την πιθανή αποδοτικότητα της διαδικασίας. 



Πίνακας 1: Συσχέτιση αποδοτικότητας της τεχνικής µε τις συγκεντρώσεις ρυπαντών, [2] 

  

§  Κλιµατολογικές συνθήκες: Οι συνθήκες, δεδοµένου ότι δε µπορούν να ελεγχθούν (π.χ. θερµοκρασία, βροχοπτώσεις)  επηρεάζουν σε µεγάλο βαθµό τη βιολογική 
αποδόµηση των ρυπαντών, και κατά συνέπεια τον απαιτούµενο χρόνο για την ολοκλήρωση της απορρύπανσης. Πιο συγκεκριµένα,  

§  Θερµοκρασία  περιβάλλοντος:  Η  θερµοκρασία  του  περιβάλλοντος  επηεράζει  τη  θερµοκρασία  του  εδάφους(έγινε  αναφορά  προηγουµένως  σχετικά  µε  τις 
µεταβολές που επιφέρει). 

§  Βροχοπτώσεις: Επηρεάζουν τα επίπεδα υγρασίας στο χώµα. 

§  Άνεµος: Η διάβρωση των προς εξυγίανση εδαφών µπορεί να συµβεί σε περιόδους που παρουσιάζονται δυνατοί, συνεχείς άνεµοι, σε συνδυασµό ειδικότερα µε το 
όργωµα(για την ανάδευση του χώµατος). 

§ 

Ωστόσο, θα πρέπει να αναφερθούµε και σε άλλους παράγοντεςοι οποίοι θα πρέπει να λαµβάνονται υπόψη καθώς µπορούν να επηρεάσουν όχι µόνο το κατά πόσο µπορεί 
να εφαρµοστεί η τεχνική αυτή αλλά και την αποτελεσµατικότητα της. 

§  Η διαθέσιµη προς επεξεργασία έκταση(συνήθως απαιτείται µεγάλη έκταση ώστε να είναι δυνατή η επιθυµητή ανάδευση του χώµατος, ειδικά στις περιπτώσεις όπου ο 
όγκος του ρυπασµένου χώµατος είναι µεγάλος). 

§  Ανόργανοι ρύποι δε θα βιοαποδοµηθούν. 

§  Πτητικές προσµίξεις, όπως οι διαλύτες, θα πρέπει να έχουν προεπεξεργαστεί έτσι ώστε να µη διαφύγουν στην ατµόσφαιρα, όντας ιδιαίτερα πτητικές. 

[2, 3, 5, 6] 

2.3.2       Σχεδιαστικά Στοιχεία 

Η οµαλή εφαρµογή της τεχνικής του Landfarming περιλαµβάνει τα παρακάτω: 

§  Την «διαµόρφωση» του χώρου: εκρίζωση και εκκαθάριση από αντικείµενα ή οτιδήποτε άλλο πρόκειται να παρεµποδίσει την διαδικασία αποκατάστασης. 
§  Τον  σχεδιασµό  για  τον  έλεγχο  της  σκόνης,  η  οποία  δηµιουργείται  κατά  τη  διαδικασία  της  µηχανικής  ανάδευσης  του  χώµατος,  αλλά  και  των  πιο  ελαφριών 

συστατικών του πετρελαίου τα οποία εξατµίζονται και έχουν αρνητικές επιπτώσεις στην ανθρώπινη υγεία. Ο  σχεδιασµός αυτός προϋποθέτει τη δέσµευση των 
σωµατιδίων και των VOCs πριν ανέλθουν στην ατµόσφαιρα και τη µεταφορά τους σε κατάλληλη µονάδα επεξεργασίας πριν τη τελική απελευθέρωση τους. 

§  Την τοποθέτηση µη διαπερατής µεµβράνης (µεµβράνη υψηλής πυκνότητας πολυαιθυλενίου µε πάχος ) για την προστασία του υδροφορέα, καθώς υπάρχει 
η πιθανότητα να εισχωρήσουν σε αυτόν τοξικά υγρά [7]. 

§  Το  παραπάνω  θα  πρέπει  να  συνδυάζεται  µε  σύστηµα  συλλογής  οµβρίων  και διασταλλαγµάτων  (τα οποία  µεταφέρονται  στη συνέχεια  σε  µονάδα  επεξεργασίας 
λυµάτων). 

§  Στην περίπτωση που η προς επεξεργασία έκταση βρίσκεται σε περιοχή µε µεγάλο ετήσιο ύψος βροχής (π.χ. ), τότε συνήθως είναι απαραίτητη η τοποθέτηση 
µιας  στέγης  πάνω  από  την  έκταση,  π.χ.  ένα  πλαστικό  τούνελ  ή  κατασκευή  δοµής  θερµοκηπίου  (παράδειγµα  της  µορφής  του  οποίου  δίνεται  στο  εικόνα  2
(παρακάτω), ώστε να µην µεταβάλλεται σηµαντικά η περιεχόµενη στο χώµα υγρασία.  

§  Είναι άκρως απαραίτητο, η δηµιουργία ενός συστήµατος παρακολούθησης της κατάστασης του υδροφορέα, καθώς υπάρχει µεγάλος κίνδυνος ρύπανσης του, λόγω 
διάτρησης της αδιαπέρατης µεµβράνης. Αυτό επιτυγχάνεται µε την τοποθέτηση ενός ή δύο πηγαδιών παρακολούθησης(µέσω των οποίων γίνεται µέτρηση για τον 
εντοπισµό πιθανής παρουσίας ρυπαντών σε διαφορετικά βάθη. 

[2, 3, 5, 7] 

 
Εικόνα 2:∆οµή της εφαρµογής (µε «greenhouse structure») τουLandfarming [7] 

2.4         Πλεονεκτήµατα και Μειονεκτήµατα της Μεθόδου 

Συγκέντρωση συστατικών  Aποδοτικότητα Landfarming 
Συστατικά πετρελαίου ≦50.000 ppm 
Και βαρέα µέταλλα ≦2.500 ppm 

Αποδοτική – στην περίπτωση που η 
συγκέντρωση των ρυπαντών >10.000 ppm, 

υπάρχει πιθανότητα ανάµειξης του 
ρυπασµένου µε καθαρό χώµα για µείωση της 

συγκέντρωσης 
Συστατικά πετρελαίου >50.000 ppm 
Και βαρέα µέταλλα >2.500 ppm 

Μη αποδοτική – επικρατούν τοξικές ή 
παρεµποδιστικές για την ανάπτυξη των 

µικροοργανισµών συνθήκες 

cm75≥

mµ250≥



Η µέθοδος αυτή της απορρύπανσης του εδάφους, παρόλα τα πολλά θετικά στοιχεία τα οποία συντελούν ώστε από τις επικρατέστερες για την εξυγίανση µολυσµένων 
εδαφών από πετρελαιοειδή, παρουσιάζει ορισµένα µειονεκτήµατα τα οποία θα πρέπει να λαµβάνονται σοβαρά υπόψη πριν την τελική επιλογή της τεχνικής. 

Παρατίθενται στον ακόλουθο πίνακα, συνοπτικά, τα πλεονεκτήµατα και µειονεκτήµατα του Landfarming. 

  

  

  

  

Πίνακας 2: Πλεονεκτήµατα & Μειονεκτήµατα Landfarming [3, 7] 

2.5         Εφαρµογή της τεχνικής του Landfarming στις ακτές 

Αρχικά, θα πρέπει να τονισθεί πως η τεχνική αυτή δεν είναι κατάλληλη για κάθε τύπο ακτής, καθώς ορισµένοι τύποι παρουσιάζουν χαρακτηριστικά (µπορεί να µην είναι 
προσβάσιµες, να µην υπάρχει η απαιτούµενη έκταση, ή να υπάρχει ο κίνδυνος η εφαρµογή της συγκεκριµένης τεχνικής να προκαλέσει σηµαντικές αρνητικές συνέπειες, 
κ.α.) που δεν κάνουν εφικτή την εφαρµογή αυτού του τρόπου αποκατάστασης. 

2.5.1       Προσεγγίσεις για τον στόχο 

Παρότι  υπάρχουν  ορισµένες  µέθοδοι(π.χ.  µηχανική  αποµάκρυνση  του  χώµατος  που  έχει  ρυπανθεί,  πλύσιµο  της  ακτής  κλπ)  για  τον  καθαρισµό  των  ακτών  από  το 
πετρέλαιο, υποστηρίζεται ότι µπορεί να ανακτήσουν µόνο ένα µικρό ποσοστό του πετρελαίου, της  τάξης του 10- 15% [8].  

Η τεχνική Landfarming, αντιθέτως, µπορεί να επιτύχει έναν πολύ µεγάλο βαθµό καθαρισµού της ακτής. Υπάρχουν δύο διαφορετικές προσεγγίσεις για τον σκοπό αυτό: η 
βιοδιέγερση (biostimulation) και η βιοενίσχυση (bioaugmentation). 

§  Βιοδιέγερση (biostimulation): 

Εκµεταλλέυεται τον γηγενή πληθυσµό µικροοργανισµών που αποικοδοµούν τα συστατικά του πετρελαίου, και επιδιώκει την αύξηση της ανάπτυξης τους, µέσω της 
προσθήκης λιπασµάτων έτσι ώστε να επιτευχθεί η απαιτούµενη σχέση C:N:P (=120:10:1 σε mol [3]). Μέσα από πολλές δοκιµές που έχουν γίνει στο πεδίο, έχει 
προκύψει το συµπέρασµα ότι η προσθήκη ανόργανων θρεπτικών(σε περιοδική βάση) επιτυγχάνει τη διατήρηση αυξηµένων συγκεντρώσεων θρεπτικών ουσιών και 
κατά  συνέπεια  την  αποτελεσµατική  βιοαποικοδόµηση[9].  Ο  συχνός  αερισµός  είναι  βεβαίως  απαραίτητος  για  τη  διατήρηση  επιθυµητών  επιπέδων  οξυγόνου, 
διάλυση των συστατικών του πετρελαίου, και την ανάµειξη των θρεπτικών συστατικών µε το ρυπασµένο έδαφος . 

Μπορεί να εφαρµοστεί σε παράκτιο περιβάλλον, το οποίο είναι προσβάσιµο και οι ποσότητες των θρεπτικών είναι ανεπαρκείς ώστε να επιτευχθεί η βιοαποδόµηση 
των συστατικών του πετρελαίου. 

Παρόλα αυτά,  η εφαρµογή της  προσέγγισης  αυτής συνίσταται µόνο όταν  οι ποσότητες  των θρεπτικών  περιορίζουν τον  βαθµό της φυσικής βιοαποικοδόµησης 
(natural biodegradation) [10]. Επίσης, η χρήση αυτής ενδείκνυται όταν σε ρυπασµένες ακτές, όταν άλλες τεχνικές έχουν αποδειχτεί αναποτελεσµατικές.  

Οι  περιβαλλοντικές  επιπτώσεις  από  την  εφαρµογή  της  είναι  σηµαντικές,  και  προκαλούνται σε  µία  ακτή  από  τα απαραίτητα µηχανήµατα  ή  τους  εργάτες  που 
προσθέτουν τις ποσότητες των θρεπτικών(εκτός της περίπτωσης που η προσθήκη των θρεπτικών γίνει µε άλλο τρόπο, π.χ. δια αέρος)[10]. 

§  Βιοενίσχυση (bioaugmentation): 

Σε αυτήν την περίπτωση, γίνεται προσθήκη εξειδικευµένων µικροοργανισµών(εγκλιµατισµένων στο περιβάλλον του πετρελαίου) που διασπούν τα πετρελαιοειδή, 
για  να  συµπληρώσουν  τον  ήδη  υπάρχοντα  µικροβιακό  πληθυσµό,  µε  στόχο  την  αύξηση  του  ρυθµού  βιοαποικοδόµησης  των  ρυπαντών  [11]. Αυτό  γίνεται  σε 
συνδυασµό µε την ανάπτυξη και διατήρηση ενός ιδανικού περιβάλλοντος, στο οποίο οι επιλεγµένοι µικροοργανισµοί µπορούν να ζήσουν και να λειτουργήσουν.Η 
βιοενίσχυση ισοδυναµεί µε αύξηση της µεταβολικής δραστηριότητας των παρόντων µικροοργανισµών[12]. 

Όµως, υπάρχει αρκετός σκεπτικισµός για την αποδοτικότητα της µεθόδου δεδοµένου ότι ο αριθµός των προστιθέµενων µικροοργανισµών συχνά ξεπερνιέται από 
τους αυτόχθονες µικροοργανισµούς[3]. 

Τα  απαιτούµενα  στοιχεία  για  τον  ακριβή  προσδιορισµό  των  συνθηκών  κάτω  από  τις  οποίες  θα  πρέπει  να  εφαρµόζεται  η  παραπάνω  προσέγγισηδεν  εχουν 
προσδιορισθεί επαρκώς ακόµα. 

Οι περιβαλλοντικές συνέπειες που µπορεί να επιφέρει στην ακτή που γίνεται η διαδικασία είναι παρόµοιες µε αυτές από τηνβιοδιέγερση(αρνητικές – από το τα 
µηχανήµατα και το περπάτηµα των εργατών πάνω στην ακτή). 

2.5.2       Επιρροή της µορφής της παραλίας στην διαδικασία 

Η  συµπεριφορά  του  πετρελαίου  που  έχει  ρυπάνει  µία  ακτή,  εξαρτάται  σε  µεγάλο  βαθµό  από  διάφορες  παραµέτρους  της  ακτής,  για  παράδειγµα,  το  πορώδες  του 
υποστρώµατος,  τη  δράση  των  κυµάτων,  καθώς  φυσικά  την  µορφή  της  παραλίας(βραχώδης,  αµµώδης,  µε  χαλίκια  µικρής  διαµέτρου  κλπ).  Σε  ακτές,  στις  οποίες 
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συναντώνται µεγάλα κύµατα, η διαδικασία της αποσάθρωσης του πετρελαίου επιταχύνεται. Ο ρυθµός και το βάθος της διείσδυσης του πετρελαίου εξαρτώνται κυρίως από 
το πορώδες του υποστρώµατος. Σε ακτές µε χονδρόκοκκη άµµο, το πετρέλαιο µπορεί να να διεισδύσει βαθύτερα και να παραµείνει µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα(όταν 
είναι παγιδευµένο κάτω από το όριο της δράσης των κυµάτων), συγκριτικά µε αντίστοιχη που χαρακτηρίζεται από λεπτόκοκκη. 

Οι διάφορες ακτές παρουσιάζουν διαφορετικού βαθµού ευαισθησίας στη ρύπανση από πετρέλαιο και στις επεµβάσεις για τον καθαρισµό τους. Το Αµερικάνικο Ινστιτούτο 
Πετρελαίου(American  Petroleum Institute)  και  το  National  Oceanic  & Atmospheric  Administration  έχουν  αναπτύξει  και  καθορίσει  µία  διαβάθµιση  (Environmental 
Sensitivity  Index  -  ESI  )  για  τον  προσδιορισµό  της  ευαισθησίας  των  ακτών  στην  αντιµετώπιση  της  ρύπανσης.Οι  πιο  σηµαντικοί  παράγοντες  που  έλαβαν  υπόψη, 
περιλαµβάνουν  τον  τύπο  της  ακτής(βραχώδης,  αµµώδης,  κλπ),  την  επιρροή  των  κυµάτων  στην  ακτή,  τη  βιολογική  παραγωγικότητα  και  ευαισθησία,  και  τον  βαθµό 
ευκολίας αποκατάστασης. 

Πίνακας  3: ∆ιαβάθµιση  ευαισθησίας  ακτών  στο  πετρέλαιο  και στις  επεµβάσεις  για  την  αποκατάσταση  – µε 1 να  είναι ο µικρότερος  βαθµός  ευαισθησίας  και 10 ο 
µεγαλύτερος [9] 

 

Environmental Sensitivity Index 
(∆είκτης Περιβαλλοντικής 

Ευαισθησίας) 

Τύπος ακτής 

1 Εκτεθειµένες βραχώδεις ακτές 

                           2                Εκτεθειµένες σε κύµατα νησίδες άµµου  

3 Αµµώδεις ακτές – λεπτόκοκκη άµµος 

4 Αµµώδεις ακτές – χονδρόκοκκη άµµος 

5 Ακτές µε άµµο και χαλίκι 

6 Ακτές µε χαλίκι και πέτρινες πλάκες
(µεγάλες πέτρες) 

7 Επίπεδες ακτές εκτεθειµένες στην 
παλίρροια(Exposed tidal flats) 

8 Προστατευµένες βραχώδεις ακτές  

9 Ακτές προστατευµένες από παλίρροια 

10 Αλυκές 



  

3          Μεθοδολογία 

3.1         Εισαγωγή 

Η τεχνική της απορρύπανσης ρυπασµένης άµµου, προκειµένου να εξετασθεί, µεταφέρθηκε σε µικρότερη κλίµακα, στο εργαστήριο. Στο κεφάλαιο αυτό, θα γίνει αναφορά 
στην συνολική διαδικασία που ακολουθήθηκε στο εργαστήριο, ώστε να λάβουµε τις απαραίτητες µετρήσεις και να εξαχθούν τα αποτελέσµατα των µετρήσεων. Τα βήµατα 
της διαδικασίας καθώς και η κάθε µέθοδος που χρησιµοποιήθηκε θα αναπτυχθούν εκτενέστερα στη συνέχεια, για να γίνει δυνατή η κατανόηση των συνθηκών και των 
αποτελεσµάτων που λάβαµε κατά τη διάρκεια της εκτέλεσης της διαδικασίας της τεχνικής Landfarming. 

Ηπροσέγγιση  που  ακολουθήσαµε  για  την  αποκατάσταση  ήταν  ηβιοενίσχυση(bioaugmentation  -  προσθήκη  εξειδικευµένων  µικροοργανισµών  που  διασπούν  τα 
πετρελαιοειδή).  

3.2          Βήµατα /Προετοιµασία 

Παρατίθενται ακολούθως, συγκεντρωτικά, τα βήµατα τα οποία έγιναν για να επιτύχουµε και να προσδιορίσουµε τον βαθµό της απορρύπανσης.                    

§  Προετοιµασία πετρελαίου: 

Χρησιµοποιήθηκε  ένα  µετρίου  βάρους  πετρέλαιο  (ελαφρύ  αργό  πετρέλαιο  από  το  Καζακστάν),  το  οποίο  θερµάνθηκε  στους  210 oC, σύµφωνα  µε  τη  µέθοδο 
ASTMD86 ώστε να απαλλαγεί από το ελαφρύ κλάσµα των υδρογονανθράκων πριν  την έναρξη του πειράµατος. Αυτό έγινε  ώστε να προσοµοιάσουµε όσο το 
δυνατόν καλύτερα τις συνθήκες που επικρατούν σε µία ρυπασµένη ακτή, καθώς από το πετρέλαιο που τη ρυπαίνει, έχουν εξατµιστεί τα ελαφριά συστατικά µέσα σε 
λίγο µόνο χρόνο (από τη στιγµή της εµφάνισης της πετρελαιοκηλίδας). Αν και η εξάτµιση αυτή εξαρτάται από τη σύνθεση του πετρελαίου, έχει υπολογιστεί ότι 
υπάρχει µεγάλη πιθανότητα, να εξατµιστεί  µέχρι και 50% των πιο τοξικών, ελαφριών συστατικών του, µέσα στις πρώτες 12 ώρες από τη διαρροή[8]. 

-      Πυκνότητα πετρελαίου: 

-      Αρχικού/ακατέργαστου: 0,8232 g/cm3 

SG(specific gravity): 0,8247 g/cm3 

-      Αποσταγµένου: 0,8886 g/cm3 

SG(specific gravity): 0,8902 g/cm3 
  

§  Προετοιµασία άµµου:  

Συλλέχθηκε άµµος, την οποία στη συνέχεια περάσαµε από κόσκινο µε διάµετρο πόρων 2 mm, και τελικά τοποθετήσαµε σε ταψιά µε µέγεθος 20cm × 20cm × 6cm. 
Σε κάθε ταψί τοποθετήθηκε ποσότητα περίπου ίση µε 1 kg άµµου. 

Η  επιλογή  να  χρησιµοποιήσουµε  εγκλιµατισµένους  (εξειδικευµένους)  µικροοργανισµούς  για  την  βιοαποικοδόµηση  των  ρυπαντών,  έκανε  αναγκαία  την 
αποστείρωση  της  άµµου  (στους  200 οC – για  2  µέρες),  ώστε  να  απαλλαγούµε  από  τους  υπάρχοντες  αυτόχθονες  µικροοργανισµούς.  Επόµενο  βήµα  ήταν  να 
«υγράνουµε» την άµµο έτσι ώστε να επιτύχουµε το επιθυµητό επίπεδο υγρασίας (15%). 

§  ∆ιάλυµα για την ρύπανση της άµµου: 

Παρασκευάσαµε διάλυµα(5 gr crude oil/kg άµµου, διαλυµένο µέσα σε πεντάνιο και διχλωροµεθάνιο(DCM) µε αναλογία  ώστε να κάνουµε δυνατή την 
ανάµιξη του πετρελαίου  µε το χώµα(ήταν επιθυµητό το πετρέλαιο να βρίσκεται σε κάθε σηµείο της άµµου µέσα στα ταψιά). 

§  Θρεπτικά(NPK, ULR): 

Για την αξιολόγηση της αποκατάστασης ρυπασµένης άµµου, ήταν απαραίτητο να εξετάσουµε, εκτός από το δείγµα που δεν περιέχει θρεπτικά(και χρησιµοποιείται 
σαν οδηγός για την ένδειξη της µείωσης των ποσοτήτων των συστατικών του πετρελαίου από τους µικροοργανισµούς) διαφορετικούς συνδυασµούς θρεπτικών, 
έτσι ώστε εξάγοντας  τα  αποτελέσµατα των  µετρήσεων,  να  είµαστε σε  θέση  να διακρίνουµε αυτό που ενίσχυσε σηµαντικότερα  τη  µικροβιακή δραστηριότητα 
αποδόµησης του πετρελαίου. 

Με προέλευση των δειγµάτων µας, να αποτελεί ακτή µε χαµηλής ενέργειας κύµατακαι λεπτόκοκκης άµµου(Τα υδατοδιαλυτάλιπάσµατα (water-soluble fertilizers)
είναι οικονοµικότερα και αποδοτικότερα σελεπτόκοκκες χαµηλής ενέργειας ακτές όπου η µεταφορά ύδατος είναι περιορισµένη [13]), επιλέχθηκαν να προστεθούν 
υδατοδιαλυτά θρεπτικά στο ένα από τα δύο αυτά δείγµατα για να προσδώσουν την επιθυµητή φόρτιση (C:N:P – 100:10:1 [3]).  

Πιο συγκεκριµένα, ως: 

-      Πηγή αζώτου, χρησιµοποιήθηκε το νιτρικό κάλιο(KNO3) σε ποσότητα 3,605 γραµµάρια
 

-      Πηγή φωσφόρου, χρησιµοποιήθηκε το φωσφορικό κάλιο(Κ2HPO4) σε ποσότητα 0,22 γραµµάρια 

Στο δεύτερο δείγµα(καθώς υπάρχει το πιθανό πρόβληµα της γρήγορης έκπλυσης των θρεπτικών) επιλέχθηκαν τα ακόλουθα ως πηγή αζώτου και φωσφόρου:  

-      Πηγή αζώτου: Ουρικό οξύ, σε ποσότητα 1,5γραµµάρια – πρόκεται για µία µη υδατοδιαλυτή πηγή αζώτου η οποία προσαρτίζεται στην πετρελαϊκή φάση 
(προέρχεται από οικονοµικές φυσικές ύλες) 

-      Πηγή φωσφόρου: Λεκιθίνη,σε ποσότητα 2,38 γραµµάρια – δρα ως επιφανειοδραστική ένωση βιολογικής προέλευσης(οικονοµική φυσική ύλη) 

-      Πηγή οργανικού άνθρακα: Rhamnolipids, σε ποσότητα 1,77ml -  δρα ως επιφανειοδραστική ένωση βιολογικής προέλευσης 

Οι παραπάνω επιλογές που σχηµάτισαν το δείγµα ULR, επιλέχθηκαν καθώς η επιλογή των κατάλληλων θρεπτικών θα πρέπει να είναι τέτοια ώστε [13]: 

-      Να αντιµετωπιστεί το πρόβληµα της γρήγορης έκπλυσης των θρεπτικών από τα κύµατα 

-      Να είναι δυαντή η δράση τους στην διεπιφάνεια πετρελαίου-ύδατος 

-      Να µπορούν εύκολα να βιοδιασπαστούν και είναι µη τοξικά 

-      Κόστος εφαρµογής πρέπει να είναι χαµηλό 
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Στον ακόλουθο πίνακα παρουσιάζονται συνοπτικά τα πλεονεκτήµατα και τα µειονεκτήµατα των τριών σηµαντικότερων ειδών θρεπτικών που έχουν χρησιµοποιηθεί για 
την ενίσχυση της βιοαποικοδόµησης. 

 



  

Πίνακας 4: Σηµαντικότερα είδη θρεπτικών – Συνοπτική αξιολόγηση [13] 

§  Προετοιµασία θρεπτικού µέσου(marine agar σε τριβλία): 

  
-      Ζυγίζουµε 11,2 gr marine agar. 
-      Σε ογκοµετρική φιάλη 250ml, τοποθετούµε  το  ζυγισµένο άγαρ  µαζί µε 200ml απιονισµένο  νερό,  την  αναδεύουµε και  την  τοποθετούµε σε αποστειρωµένο 

κλίβανο. 

-      Μετά τον κλίβανο(και αφού µεσολαβήσει ένα απαραίτητο διάστηµα ώστε να κρυώσει λίγο) ρίχνουµε το άγαρ στα τριβλία. 

§  Προετοιµασία Bushnell-Haas (B-H) θρεπτικού: 

Στην  περίπτωση  που  έχουµε  έτοιµο  εµπορικό  θρεπτικό  µέσο  ζυγίζουµε  3,27gr  Bushnell-Hass  medium και  το  τοποθετούµε  σε  µια  ογκοµετρική  φιάλη  1L
προσθέτοντας  1L απιονισµένο  H2O.  Αναδεύουµε  και  στη  συνέχεια  το  τοποθετούµε  στον  αποστειρωτικό  κλίβανο.  ∆ιαφορετικά,  ακολουθούµε  τα  παρακάτω 
βήµατα: 

-      Ζυγίζονται τα ακόλουθα συστατικά που πρόκειται να διαλυθούν σε 1 λίτρο απιονισµένου νερού: 

1.      Φωσφορικό Κάλιο, µονοβασικό KH2PO4,1 gr 

2.      Φωσφορικό Κάλιο, διβασικό K2HPO4, 1 gr 

3.      Νιτρική Αµµωνία,  NH4NO3, 1 gr 

4.      Θειικό Μαγνήσιο, Επταένυδρο MgSO4·7H2O, 0,2 gr 

5.      Χλωριούχο Ασβέστιο, CaCl2, 0,02 gr 

6.      ΤριχλωριούχοςΣίδηρος FeCl3, 0.05 gr 

7.      Χλωριούχο Νάτριο, NaCl,  35 gr 

  

-      Παρασκευάζουµε διαλύµατα 100ml για όλα τα παραπάνω συστατικά(εκτός από το NaCl για το οποίο το διάλυµα είναι 400ml) και τα αποστειρώνουµε. 

-      Αναµιγνύουµε τα παραπάνω διαλύµατα για να επιτύχουµε την παρασκευή του Bushnell-Haas. 

-      Ρυθµίζουµε το pH του διαλύµατος στο 7 µε αποστειρωµένο διάλυµα NaOH 0,1M.  

3.3         Γενική Αναφορά στην Μέθοδο 

Η µέθοδος για την εξέταση των παραγόντων βιοεξυγίανσης βασίζεται στο τροποποιηµένο πρωτόκολλο δοκιµής της αποτελεσµατικότητας των παραγόντων βιοεξυγίανσης 
που ανέπτυξε η EPA (“Swirling flask dispersant effectiveness test, revised standard dispersant toxicity test and bioremediation agent effectiveness test”/40 CFR Part 300 
Appendix C). Το πρωτόκολλο δοκιµής επιδιώκει να καθορίσει την ικανότητα ενός προϊόντος να βιοδιασπάσει το πετρέλαιο µέσω της ποσοτικοποίησης των αλλαγών στη 
σύνθεση  του  πετρελαίου.  Πιο  συγκεκριµένα,  εξετάζει  τη  µικροβιακή  δραστηριότητα(µέσω  των  µικροβιακών  αναλύσεων  –  CFUs και  MPN)  και  ποσοτικοποιεί  την 
αποµάκρυνση των κορεσµένων υδρογονανθράκων και των πολυαρωµατικών αρωµατικών υδρογονανθράκων (PAHs).  

Η διαδικασία προετοιµασίας των δειγµάτων περιλαµβάνει την εκχύλιση της φάσης του πετρελαίου σε DCM µε µια επόµενη ανταλλαγή διαλύτη σε εξάνιο. Η µέθοδος 
δοκιµής  αποσκοπεί  τα  σχετικά εύκολα να διασπαστούν  κανονικά  αλκάνια και  τα ανθεκτικότερα και  τοξικά PAHs. Επειδή είναι  απαραίτητο  να  κανονικοποιηθούν  οι 
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συγκεντρώσεις  των  διάφορων  αναλυτών  στο  πετρέλαιο  σε  έναν  µη-βιοδιασπάσιµο  δείκτη,  γίνεται  χρήση  για  τον  σκοπό  αυτό  των  εξής:  C2-φθενανθρένιοή  C3-
φθενανθρένιο, C2-χρυσένιο, ή χοπάνιο(στην πειραµατική διαδικασία που ακολουθήσαµε χρησιµοποιήθηκε χοπάνιο), και κανονικοποιεί τις συγκεντρώσεις τους σε C2-ή 
C3- φθενανθρένιο, C2- χρυσένιο, ή C30 17α(H), 21β (H)-χοπάνιο σε µια βάση βάρους πετρελαίου (mg δείκτη/kg πετρελαίου, mg αναλύτη στόχου/kg πετρελαίου). Η 
αναλυτική  τεχνική  χρησιµοποιεί  έναν  αέριο  χρωµατογράφο/φασµατόµετρο  µάζας  υψηλής  ανάλυσης  (GC/MS)  λόγω  του  υψηλού  βαθµού  χηµικού  διαχωρισµού  και 
φασµατικής  ανάλυσης.Η  µέθοδος  προετοιµασίας  των  δειγµάτων  δεν  αποκλείει  την  ανάλυση  των  επιλεγµένων  δειγµάτων  από  το  GC/MS σε  full  scanning  τρόπο 
λειτουργίας για να αξιολογηθούν ποιοτικά οι αλλαγές στο πετρέλαιο που δεν ελήφθησαν από την προσέγγιση SIM. 

[13, 14] 

3.4         Αναλύσεις 

3.4.1       Μικροβιολογικές Αναλύσεις 

Πίνακας 5: Εργαστηριακός εξοπλισµός για τις µικροβιολογικές αναλύσεις 

Πριν τις αναλύσεις, εκτελούµε τις απαραίτητες αραιώσεις. Η διαδικασία περιλαµβάνει τα ακόλουθα βήµατα: 

-      Ανάµιξη 5gr δείγµατος ρυπασµένης άµµου µε 50mlBH-medium και ανάδευση για 30min. 
-      Μεταφορά 1ml ύδατος από τη φιάλη που αναδεύσαµε σε αποστειρωµένο σωλήνα αραίωσης που περιέχει 9ml αποστειρωµένου Bushnell-Haas. 
-      Εκτέλεση τµηµατικών αραιώσεων (1ml από την προηγούµενη κάθε φορά αραίωση σε σωλήνα αραίωσης που περιέχει 9ml αποστειρωµένου Bushnell-Haas), µέχρι 

την 10-9 αραίωση. 

§  CFUs: 

Η  µέτρηση  της  ποσότητας  των  µικροοργανισµών  µε  την  µέθοδο  CFUs  (Colony-Forming  Unit)  µας  παρέχει  πληροφορία  για  την  ανάπτυξη  ή  µη  των 
µικροοργανισµών. Πιο συγκεκριµένα, καταγράφεται ο µικροβιακός πληθυσµός ανά τακτά χρονικά διαστήµατα ώστε να είναι δυνατή η αναγνώριση της ένδειξης 
της αποτελεσµατικότητας της βιοαποικοδόµησης.  

Σε τριβλία, τα οποία περιέχουν θρεπτικό υλικό(άγαρ), τοποθετούµε υγρό δείγµα από τις κατάλληλες κάθε φορά αραιώσεις(ώστε να είναι δυνατή η καταµέτρηση), 
τα τοποθετούµε στον επωαστικό θάλαµο για 48 ώρες και τελικά γίνεται η καταµέτρηση των αποικιών των µικροοργανισµών. 

  
§  MPN (Most Probable Number): 

Η µέθοδος αυτή εξάγει ποσοτικά αποτελέσµατα σε σχέση µε τις εξεταζόµενες συγκεντρώσεις) και  παρέχει πληροφορίες για την βιωσιµότητα των υπό µελέτη 
µικροβιακών καλλιεργειών. Σε κάθε δειγµατοληψία, πραγµατοποιείται µικροβιακή απαρίθµηση των βιοαποδοµητών υδρογονανθράκων µε χρήση ενός microtiter 
MPN προσδιορισµό.  

Η διαδικασία περιλαµβάνει τα εξής βήµατα(σε συνθήκες αποστείρωσης, µε κάθε σκεύος που χρησιµοποιούµε να είναι αποστειρωµένο): 

-      180 µl B-H broth προστίθενται σε κάθε πηγαδάκι. 
-      5 µL πετρελαίου προστίθενται σε κάθε πηγαδάκι. 
-      20 µL δείγµατος από κάθε διάλυση προστίθενται σε κάθε πηγαδάκι στη σωστή σειρά ξεκινώντας από το πιο πυκνό. Η διαδικασία αυτή επαναλαµβάνεται 3 

φορές για κάθε διάλυση. Οι δυο τελευταίες στήλες είναι έλεγχοι (µάρτυρες) (δεν προστίθεται καθόλου δείγµα). 
-      Τα πλακίδια επωάζονται στους 20 °C. 
-      Προστίθενται 50µl INT µετά από 15 µέρες επώασης. 
-      Μετά από µία µέρα επώασης, προσδιορίζεται η αλλαγή χρώµατος στα πηγαδάκια(Η εµφάνιση κόκκινου η ροζ χρώµατος πιστοποιεί θετική ένδειξη). 
-      Ο αριθµός των θετικών ενδείξεων(και της κατάλληλης διάλυσης στην οποία αντιστοιχούν) καταγράφεται. 

Εργαστηριακός εξοπλισµός  
ογκοµετρικοί κύλινδροι Αποστειρωτικός κλίβανος 
απιονισµένο νερό Επωαστικός θάλαµος 
χαρτί ζύγισης Ζυγαριά ακριβείας 0.1mg 

250-ml βοριοπυριτικές κωνικές φιάλες µε βιδωτό 
καπάκι 

Loops 

Πιπέτες των 2ml,10 ml,25 ml Βαφή INT 
Pans(αλουµινένια κεσεδάκια) Microtitier 

MPN plates(96-well) 
Σωλήνες αραίωσης και καπάκια Bushnell-Hass medium 

Τριβλία Άγαρ marine broth 



 

Εικόνα 3: Σχηµατική απεικόνιση – επεξήγηση της διαδικασίας MPN [15] 

3.4.2       Χηµικές Αναλύσεις 

Πίνακας 6: Εργαστηριακός εξοπλισµός για τις χηµικές αναλύσεις 

3.4.2.1     Εκχύλιση δειγµάτων µε συσκευή Soxhlet 

Για την  εκχύλιση των  δειγµάτων  του πετρελαίου,  στα πλαίσια του εργαστηρίου, πραγµατοποιήθηκε  εκχύλιση διαλύµατος ουσιών  µε ένα υγρό,  που αποτελεί την  πιο 
συνηθισµένη περίπτωση διαχωρισµού µε εκχύλιση. Η µέθοδος αυτή εφαρµόζεται στο πετρέλαιο και σε δείγµατα πετρωµάτων. Η εκχύλιση έγινε σε συσκευή Soxhlet, µε 
χρήση διαλύτη, όπως το χλωροφόρµιο ή διχλωροµεθάνιο(στη συγκεκριµένη περίπτωση χρησιµοποιήθηκε DCM). 

Τα βήµατα που εκτελούµε πριν την έναρξη της εκχύλισης είναι τα ακόλουθα: 

-      Τοποθετούµε υαλοβάµβακα στον υποδοχέα του δείγµατος και ζυγίζουµε.  

-      Τοποθετούµε το δείγµα ρυπασµένης άµµου (5g αφού πρώτα έχει ξηραθεί µε αντίστοιχη ποσότητα Na2SO4 ) και ξαναζυγίζουµε. 
 

-      Καλύπτουµε το δείγµα µε υαλοβάµβακακαι το τοποθετούµε τον υποδοχέα µέσα στον εκχυλιστήρα Soxhlet. 

-      Τοποθετούµε 300ml DCM(απεσταγµένου) σε σφαιρική φιάλη (500ml), καθώς και µερικά(5-10) σφαιρίδια βρασµού. 

-      Τοποθετούµε στη συνέχεια, τη σφαιρική φιάλη στη θερµαντική επιφάνεια, και τη συνδέουµε µε τον εκχυλιστήρα, προσαρµόζωντας τον ψυκτήρα σε αυτήν.  

Η διαδικασία της εκχύλισης µέσω της συσκευής Soxhlet περιγράφεται διαγραµµατικά στο ακόλουθο σχήµα - εικόνα . Οι ατµοί του ζέοντος διαλύτη διέρχονται από τον 
πλευρικό υάλινο σωλήνα του επιθέµατος, συµπυκνώνονται στον ψυκτήρα γ και επαναρρέουν επί του υποδοχέα β του δείγµατος. Όταν ο χώρος του επιθέµατος πληρωθεί 
µε διαλύτη µέχρι το ύψους του κεκκαµένου πλευρικού απαγωγού σωλήνα,  γίνεται αυτόµατος σιφωνισµός  και ο διαλύτης (εκχύλισµα) επαναρρέει στη φιάλη α και ο 
κύκλος επαναλαµβάνεται. Με τον τρόπο αυτό γίνεται εµπλουτισµός του διαλύµατος στη φιάλη α µε τα διαλυτά συστατικά του δείγµατος. Η διαδικασία της εκχύλισης 
διαρκεί 24h. 

 
Εικόνα 4: Στήλη Soxhlet[16] 

Εργαστηριακός εξοπλισµός  
Σφαιρικές φιάλες Ξηραντήρας 
Πιπέτες Pasteur Vials 2, 5, 20, 40 ml 
Υαλοβάµβακας Στήλες SPE(Solid Phase Extraction) 

Υποδοχείς Μηχάνηµα Αζώτου (Nitrogen flow) 
Εκχυλιστήρες SOXHLET GC/MS όργανο 
Ογκοµετρικές φιάλες   



 



  

Μετά από 24 ώρες, όπου η εκχύλιση έχει ολοκληρωθεί, εκτελούµε τα παρακάτω βήµατα: 

-      Η σφαιρική φιάλη(αφού κρυώσει) µεταφέρεται σε περιστροφικό εξατµιστήρα (rotary evaporator) ώστε να εξατµιστεί ο διαλύτης. 

-      Αφού γίνει η συλλογή του αποστάγµατος από τον συµπυκνωτή, αφήνεται στον ξηραντήρα για 24 ώρες. 

-      Στη συνέχεια, ζυγίζεται και γίνεται η µεταφορά του αποστάγµατος σε φιαλίδια, µε χρήση διαλύτη(DCM suprasolv). 

-      Από τα φιαλίδια εξταµίζεται ο διαλύτης σε ρεύµα αζώτου, αφού έχει τοποθετηθεί σε θερµαντική επιφάνεια ώστε να επιταχύνεται η διαδικασία. 

-      Τα φιαλίδια ζυγίζονται µετά την προηγούµενη διαδικασία και προσδιορίζεται το βάρος των υδρογονανθράκων από τη διαφορά των δύο ζυγίσεων. 

3.4.2.2     Εκχύλιση Στερεάς Φάσης (SPE) –Κλασµατοποίηση Πετρελαίου 

 
Εικόνα 5 : Τυπική διάταξη SPE [17] 

Η εκχύλιση στερεάς φάσης (Solid Phase Extraction) αποτελεί τεχνική προετοιµασίας του προς µέτρηση (δοκιµή ή ανάλυση) δείγµατος που χρησιµοποιείται ευρέως.  

Μετά από το τέλος της εκχύλισης υγρής - υγρής φάσης, ζυγίζουµε 5-10mg πετρελαίου και τα µεταφέρουµε σε προζυγισµένο φιαλίδιο όπου το διαλύουµε σε 1 mL εξανίου. 

-      Προσαρµόζουµε την διάταξη SPE και κάνουµε Preconditioning της στήλης µε 6 mL εξανίου  

-      Παίρνουµε το δείγµα και το βάζουµε µονοµιάς µε µια πιπέτα στη στήλη 

-      Προσθέτουµε 4 mL εξανίου µε µια πιπέτα σε κάθε στήλη για να παρουµε το 1ο κλάσµα που είναι τα κορεσµένα (αλκάνια)  

-      Περνάµε από τη στήλη 5 mL C6:DCM (1:1) ώστε να ανακτήσουµε το κλάσµα των αρωµατικών υδρογονανθράκων
 

-      Αφού ολοκληρωθεί η διαδικασία µεταφέρουµε σε προζυγισµένα φιαλίδια τα 2 κλάσµατα για ξήρανση σε ρεύµα αζώτου και τα τοποθετούµε για περίπου 24 ώρες 
στο ξηραντήρα. Την επόµενη ηµέρα ζυγίζονται και πάλι (Ξεπλένουµε την συσκευή µε τον τελευταίο διαλύτη που χρησιµοποίησαµε). 

3.4.2.3     GC/MS Ανάλυση 

Η συγκεκριµένη µέθοδος ανάλυσης πρόκειται για µέθοδο που συνδυάζει τα χαρακτηριστικά της αέριας χρωµατογραφίας και της φασµατοµετρίας µάζας, στοχεύοντας να 
προσδιορίσει τα διαφορετικά συστατικά (υπολογίζοντας συγκεντρώσεις και µάζα) ενός δείγµατος που αναλύεται [18]. 

Το όργανο GC/MS είναι κατασκευασµένο από δύο τµήµατα. Ο άεριος χρωµατογράφος (GC), αρχικά διαχωρίζει το χηµικό δείγµα στα συστατικά του και στη συνέχεια ο 
φασµατογράφος µάζας (ΜS) ταυτοποιεί και ποσοτικοποιεί τα συστατικά αυτά(η διάταξη ενός τέτοιου οργάνου είναι εµφανής στην ακόλουθη εικόνα ).  

Το φέρον αέριο και το κλάσµα της οργανικής ένωσης διαβιβάζονται, µετά το διαχωρισµό τους από τον αέριο χρωµατογράφο, σε ένα ακροφύσιο διαχωρισµού. Με τον 
τρόπο η οργανική ένωση (σε αέρια κατάσταση), που είναι πιο βαριά από το ήλιο, περνάει στο σύνολό της κατά µήκος του υψηλού κενού (µεταξύ των δύο ακροφυσίων) 
στο θάλαµο ιονισµού, ενώ το µικρού µοριακού βάρους αέριο διαχέεται πλαγίως, κάτω από την επίδραση του κενού. Ο αέριος χρωµατογράφος είναι άµεσα συνδεδεµένος 
µε τον  φασµατογράφο µάζας  και το  φάσµα µαζών  κάθε µίας ουσίας  στο  µίγµα καταγράφεται  καθώς  εγκαταλείπει  τη στήλη διαχωρισµού.  Με  τον  τρόπο  αυτό,  (που 
υποβοηείται σε σηµαντικό βαθµό τελευταία µε ηλεκτρονική καταγραφή του χρωµατογραφήµατος και ευχέρεια ακριβούς διαχωρισµού), γίνεται και η ανίχνευση µικρών 
ποσοτήτων προσµίξεων και η πιστοποίηση τους. 

[18, 19, 20] 
  



 

Εικόνα 6: Αναλυτική εσωτερική διάταξη ενός οργάνου GC/MS [20] 

  
Τα βήµατα της διαδικασίας που ακολουθούνταιγια την ανάλυση GC/MS είναι τα εξής:  

-      Πριν από την έγχυση, ένα εσωτερικό πρότυπο (internal standard), διάλυµα τεσσάρων δευτεριωµένων ενώσεων προστίθεται στα εκχυλίσµατα των δειγµάτων.  

Τα δείγµατα ποσοτικοποιούνται χρησιµοποιώντας την τεχνική εσωτερικού προτύπου για τα αλειφατικά και τα αρωµατικά κλάσµατα των εκχυλισµάτων πετρελαίου 
ώστε να είναι δυνατή η εξακρίβρωση ότι το πετρέλαιο βιοααποδοµείται. 

Είναι  απαραίτητονα  κανονικοποιηθούν  οι  συγκεντρώσεις  των  αναλυτών  στόχων  µέσω  εσωτερικών  δεικτών  «conserved  internal  marker»,  έτσι  ώστε  να 
διασφαλιστεί ότι η παρατηρηθείσα πτώση οφείλεται στην βιοαποικοδόµηση του πετρελαίου και όχι λόγω απωλειών κατά τις προηγούµενες διαδικασίες.  

Εσωτερικοί δείκτες που έχουν βρεθεί χρήσιµοι για την ποσοτικοποίηση είναι C2- ή C3-φθενανθρένιο, C2-χρυσένιο και C3017α(H),21β(H)-χοπάνιο(στη διαδικασία 
που εκτελέσαµε χρησιµοποιήθηκε το χοπάνιο ως δείκτης). Τα δευτεριωµένα εσωτερικά πρότυπα χρησιµοποιούνται για να υπολογιστεί ο σχετικός συντελεστής 
απόκρισης (relative response factor - RRF) για τους αναλυτές στόχους. 

-      1 mL από το διάλυµα εξανίου C6 τοποθετείται σεφιαλίδιο - 1,5mL για το πρώτο κλάσµα FI (αλκάνια).  

-      1 mL από το διάλυµα DCM τοποθετείται σε φιαλίδιο - 1,5mL για το δεύτερο κλασµα FII (αρωµατικοί υδρογονάνθρακες).  
-      Σε αυτό το διάλυµα 2,5 µL από το διάλυµα 200 ppm των εσωτερικών προτύπων προστίθεται και το δείγµα είναι έτοιµο για ένεση στο GC. Η τελική συγκέντρωση 

των εσωτερικών προτύπων σε κάθε δείγµα είναι 1 ppm. Αυτό το διάλυµα περιέχει 4 δευτεριωµένα συστατικά: d8-naphthalene, d10-anthracene, d12-chrysene και 
d12-perylene. 

-      Ένα τυφλό οργάνου και καθηµερινά πρότυπα αναλύονται πριν από την ανάλυση των αγνώστων αναλυτών. Τα εσωτερικά πρότυπα συνδυάζονται µε τα εκχυλίσµατα 
των δειγµάτων και εγχύονται µαζί σε κάθε ανάλυση για να ελεγχθεί η απόδοση του οργάνου κατά τη διάρκεια κάθε σειράς αναλύσεων.  

-      Οι απαραίτητες πληροφορίες (όνοµα, ποσότητα, συνθήκες, κ.λ.π.) σε σχέση µε το δείγµα που εισάγεται κάθε φορά προς ανάλυση περιγράφονται στο acquisition
form του προγράµµατος του αέριου χρωµατογράφου. 

-      Ο  φασµατογράφος  µάζας  βαθµονοµείται  µε  βάση  µια  τροποποιηµένη  εκδοχή  της  µεθόδου  της  EPA 8270. Συγκεκριµένα,  οι  συγκεντρώσεις  των  εσωτερικών 
προτύπων είναι 10 ppm αντί 40 ppm. Αποκτάται µια καµπύλη βαθµονόµησης πέντε σηµείων για κάθε συστατικό (φαίνονται στον πίνακα ΧΧΧ, του παραρτήµατος) 
πριν την ανάλυση των δειγµάτων στα 0,1 - 20 ppm. Η βαθµονόµηση των 5 σηµείων πρέπει να διεξαχθεί σε πρότυπο µείγµα συστατικών για να προσδιοριστούν τα 
RRFs για κάθε αναλύτη. 

-      Για κάθε συστατικό, γίνεται υπολογισµός τωνσυντελεστών απόκρισης σε σχέση µε το αντίστοιχο δευτεριωµένο εσωτερικό πρότυπο: 

 

όπου: 

-      RF: συντελεστής απόκρισης 

-      Αx: το εµβαδόν της κορυφής του χαρακτηριστικού ιόντος για το συστατικό που µετράται 

-      Αis: το εµβαδόν της κορυφής του χαρακτηριστικού ιόντος για το συγκεκριµένο εσωτερικό πρότυπο  

-      Cx: η συγκέντρωση (σε ng/µL) του συστατικού που µετράται 

-      Cis: η συγκέντρωση (10 ng/µL) του συγκεκριµένου εσωτερικού προτύπου(σταθερή για την καµπύλη βαθµονόµησης) 

-      Ταυτοποιείται κάθε αναλυτής βασιζόµενοι στην integrated abundance από το πρωτεύον χαρακτηριστικό ιόν (στον πίνακα 7, του παραρτήµατος, αναγράφονται τα 
χαρακτηριστικά ιόντα των συστατικών) 

-      Γίνεται ποσοτικοποίηση των αναλυτών (µε χρήση της τεχνικής εσωτερικού προτύπου - το εσωτερικό πρότυπο που χρησιµοποιείται πρέπει να είναι αυτό που έχει 
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χρόνο έκλουσης κοντά στον δοσµένο αναλυτή. 

4          Επεξεργασία Μετρήσεων – Παρουσίαση Αποτελεσµάτων 

Από τις µετρήσεις – αναλύσεις που εκτελέσαµε, εξήχθησαν ορισµένα  αποτελέσµατα τα οποία παρουσιάζονται σε αυτό το κεφάλαιο. Η παρουσίαση των αποτελεσµάτων 
γίνεται µέσω γραφηµάτων που συγκεντρώνουν και καθιστούν περισσότερο κατανοητά τα αποτελέσµατα αυτά. Για το κάθε δείγµα(Control, NPK, ULR), παρουσιάζονται 2 
γραφήµατα που αντιστοιχούν στις µικροβιολογικές αναλύσεις(για CFUs και MPN), και 2 που αντιστοιχούν στις χηµικές(για το κλάσµα των κορεσµένων και το κλάσµα 
των αρωµατικών),και παράλληλα γίνεται σχολιασµός αυτών.  

4.1         Γραφήµατα αποτελεσµάτων των µικροβιολογικών αναλύσεων 

Παρατίθενται τα διαγράµµατα που προέκυψαν από τα αποτελέσµατα των µικροβιακών αναλύσεων για κάθε δείγµα(Control, NPK, ULR) ξεχωριστά. 

  
  
  

 
Γράφηµα 2: Συσχέτιση CFUs/gr ξηρής άµµου µε το χρόνο(µέρες) για το Control 

  

 

Γράφηµα 3: Συγκεντρωτικό γράφηµα  CFU & MPN/gr ξηρής άµµου µε τον χρόνο – για το Control 

Το συγκεκριµένο δείγµα περιέχει µόνο άµµο που έχει ρυπανθεί από το πετρέλαιο και τους εξειδικευµένους µικροοργανισµούς. Από τα δύο παραπάνω γραφήµατα, είναι 
εµφανές ότι επιτυγχάνεται µικροβιακή ανάπτυξη η οποία αποτελεί ένδειξη για την  βιοαποδόµηση του πετρελαίου, παρά το γεγονός ότι στην άµµο στο παρόν δείγµα δεν 
έχει γίνει προσθήκη θρεπτικών µέσων.  

Η µέγιστη ανάπτυξη(κρίνοντας από την µορφή της καµπύλης και στα δύο γραφήµατα) επιτυγχάνεται στις περίπου 40 µέρες από την έναρξη της διαδικασίας. Η αρχική 
πτώση  που  εµφανίζεται  είναι  αναµενόµενη,  καθώς  απαιτείται  ένα  µικρό  χρονικό  διάστηµα  προσαρµογής,  ώστε  να  αρχίσουν  οι  µικροοργανισµοί  να  τρέφονται 
ικανοποιητικά.  Η  πτώση (πτώση της καµπύλης, από τις  21 µέχρι τις  25 µέρες στα CFU, και από τις  16 µέχρι τις  22 στα MPN)  που είναι διακριτή στα γραφήµατα, 
οφείλεται σε µείωση του ποσοστού υγρασίας στο δείγµα της άµµου. 

Ο µεγαλύτερος αριθµός µικροοργανισµών των CFUs , είναι αναµενόµενο να εµφανίζεται καθώς πρόκεται για µέθοδο που κάνει απαρίθµηση του µικροβιακού πληθυσµού -
υπολογίζονας όλους τους µικροοργανισµούς στο δείγµα, και όχι µόνο αυτούς που αποδοµούν το πετρέλαιο. 



 
Γράφηµα 4: Συσχέτιση CFUs/gr ξηρής άµµου µε το χρόνο(µέρες) για το NΡΚ 

 

Γράφηµα 5: Συγκεντρωτικό γράφηµα  CFU & MPN/gr ξηρής άµµου µε το χρόνο – για το ΝΡΚ 

Το παρόν δείγµα NPK(που έχει γίνει προσθήκη αζώτου, φωσφόρου),εξετάζοντας το γράφηµα που αντιστοιχεί στα CFUs, παρουσιάζει πιο άµεση(χρονικά) απόκριση των 
µικροοργανισµών που βιοαποδοµούν το πετρέλαιο.  Παρά το γεγονός ότι εµφανίζονται µικρές µεταβολές στην καµπύλη λόγω διαφορετικής υγρασίας που υπήρξε στο 
δείγµα στις δειγµατοληψίες, επιτυγχάνεται µεγάλη ανάπτυξη µικροοργανισµών µετά τις 10 πρώτες µέρες(φθάνοντας σε ένα µέγιστο σηµείο), ήδη από τις 20-21 µέρες. 

Στο συγκριτικό – συγκεντρωτικό γράφηµα 5, πρέπει να σηµειώσουµε πως η καµπύλη των MPN δεν είναι η αναµενόµενη - δεν παρουσιάζει οµοιότητα µε την καµπύλη των 
CFUs, αλλά συνεχή πτώση. Η µέθοδος MPN, παρά το γεγονός ότι εξετάζει την ανάπτυξη των βιοαποδοµητών µικροοργανισµών, πρόκεται για στατιστική µέθοδο, και 
αυτό σηµαίνει ότι εµπεριέχει σφάλµα. Υπάρχει η πιθανότητα, η πτώση αυτή να οφείλεται αποδόµηση της µεγαλύτερης ποσότητας του πετρελαίου, ήδη από το διάστηµα 
13-18 µέρες. 

  

 



  

 

Γράφηµα 6: Συσχέτιση CFUs/gr ξηρής άµµου µε το χρόνο(µέρες) για το ULR 

 

Γράφηµα 7: Συγκεντρωτικό γράφηµα  CFU & MPN/gr ξηρής άµµου µε το χρόνο – για το ULR 

Παρατηρώντας  και τα δύο  γραφήµατα,οι  µικροοργανισµοί  εµφανίζουν  το  µέγιστο  βαθµό  ανάπτυξης,  σχεδόν  στον  ίδιο  χρόνο,  δηλαδή  στις  20 ηµέρες.  Η  πτώση που 
παρατηρείται µετά τις 21-22 ηµέρες και στη συνέχεια η µικρή άνοδος της καµπύλης, οφείλεται στο µικρό ποσοστό υγρασίας που περιείχε το δείγµα κοντά στις 30 µέρες, 
ενώ  στη  συνέχεια ,  αυξήθηκε,  γεγονός  που  αποτυπώνεται  στο  παραπάνω διάγραµµα.  Εξετάζοντας  και  τις  δύο  καµπύλες,  είναι  εµφανές  ότι  οι  µικροοργανισµοί,  στο 
συγκεκριµένο δείγµα, ανταποκρίνονται άµεσα, παρουσιάζοντας µία σχεδόν συνεχή αύξηση µέχρι το µέγιστο σηµείο ανάπτυξης. 

  

  

4.2         Γραφήµατα αποτελεσµάτων των χηµικών αναλύσεων 

Για όλα τα δείγµατα που εξετάσθηκαν(δείγµα ελέγχου - Control, NPK, ULR) παρουσιάζονται ακολούθως τα κανονικοποιηµένα διαγράµµατα ως προς το χοπάνιο για τα 
κλάσµατα  των  αρωµατικών  και  των  κορεσµένων  υδρογονανθράκων.  Τα  γραφήµατα  αυτά  προέκυψαν  από  την  επεξεργασία  των  µετρήσεων  που  εξήχθησαν  από  τον 
αναλυτή GC/MS. 

4.2.1       Control 



 

Γράφηµα 8: Συσχέτιση συγκέντρωσης των κορεσµένων για το δείγµα ελέγχου(Control) µε το χρόνο(µέρες) 

Στο παραπάνω γράφηµα, γίνεται επαλήθευση των ενδείξεων που υπήρχαν από τα γραφήµατα των MPN, CFU, για το δείγµα αυτό. Η βιοαποδόµηση του πετρελαίου (η 
µεγαλύτερη ποσότητα του), από το γράφηµα λαµβάνει χώρα µετά τις 30 µέρες, µε τις ποσότητες όλων των κορεσµένων(εκτός από το Πρυστάνιο και το Φυτάνιο – δεν 
αποδοµούνται στον ίδιο βαθµό µε τα υπολοιπα) να είναι πολύ χαµηλές την 45η µέρα. 

 

Γράφηµα 9: Συσχέτιση συγκέντρωσης των αρωµατικών για το δείγµα ελέγχου(Control) µε τον χρόνο 

Η πορεία της ποσότητας των αρωµατικών, µε την πάροδο του χρόνου, είναι η αναµενόµενη και αποτυπώνεται στο παραπάνω γράφηµα. Κρίνοντας κυρίως από τα λιγότερο 
ελαφριά,  (π.χ.  fluorine,  fluoranthene),  στην  ποσότητα  τους  επέρχεται  σηµαντική  µείωση,  φθάνοντας  σε  πολύ  µικρές  τιµές  (κοντά  στο  µηδέν  ή  κάτω  απο  το  όριο 
ανίχνευσης). Σε κάποια συστατικά, παρατηρείται η ποσότητα των 30 ή 45 ηµερών να βρίσκεται στο ίδιο επίπεδο(σχεδόν) µε τις τιµές των 0 ή 15 ηµερών, κυρίως στα 
βαριά συστατικά. Παρόλα αυτά, οι ποσότητες αυτές είναι τόσο µικρές που δε θεωρούνται πλήρως αξιόπιστες. 

             

  

 



4.2.2       NPK 

 

Γράφηµα 10: Συσχέτιση συγκέντρωσης των κορεσµένων για το NPK µε τον χρόνο(µέρες) 

Εξετάζοντας και το γράφηµα αυτό, για το δείγµα NPK, παρατηρούµε πως η βιοαποδόµηση των κορεσµένων λαµβάνει χώρα στο διάστηµα µεταξύ 7 και 15 ηµερών καθώς 
ήδη οι ποσότητες των συστατικών των 15 ηµερών είναι πολύ χαµηλές(χρονικά νωρίς) και µειώνονται ακόµα περισσότερο στις 30 και 45 µέρες. 

 

Γράφηµα 11: Συσχέτιση συγκέντρωσης των αρωµατικώνγια το NPK µε τον χρόνο(µέρες) 

Το παραπάνω γράφηµα, παρουσιάζει παρόµοια µορφή µε το αντίστοιχο των κορεσµένων για το ΝΡΚ(όσον αφορά στην µείωση των ποσοτήτων των συστατικών). Παρόλα 
αυτά,  γίνεται  εµφανές  ότι  είναι  δυσκολότερο  να  αποδοµηθούν  τα  αρωµατικά(τα  βαριά  δεν  µεταβάλλονται  σηµαντικά).  Όπως  και  για  το  δείγµα  ελέγχου,  ορισµένες 
ποσότητες φαίνονται δε µεταβάλλονται σχεσόν καθόλου – αυτές είναι όµως τόσο χαµηλές που δε θεωρούνται πλήρως αξιόπιστες. 

4.2.3       ULR 



 

Γράφηµα 12: Συσχέτιση συγκέντρωσης των κορεσµένωνγια το ULRµε τον χρόνο(µέρες) 

Εξετάζοντας το παραπάνω γράφηµα, είναι κατανοητό πως η βιοαποδόµηση συµβαίνει στο χρονικό διάστηµα 7 – 15 ηµερών. Οι ποσότητες που αντιστοιχούν στην 15η 
µέρα είναι ήδη πολύ χαµηλές, µε τις αντίστοιχες των 45 ηµερών να πλησιάζουν το 0. 

 

Γράφηµα 13: Συσχέτιση συγκέντρωσης των αρωµατικώνγια το ULR µε τον χρόνο(µέρες) 

Η  πορεία  της  ποσότητας  των  αρωµατικών,  στα  λιγότερο  ελαφριά,  (π.χ.  fluorine,  dibenzothiophene,  εκτός  του  fluoranthene)µε  την  πάροδο  του  χρόνου,  είναι  η 
αναµενόµενη. Ορισµένες τιµές δεν είναι οι αναµενόµενες, καθώς εµφανίζονται των 30 ηµερών να είναι µεγαλύτερες των 7 ή 15. Οι τιµές αυτές δε θεωρούνται αξιόπιστες 
και µπορεί να προήλθαν από πειραµατικό σφάλµα.   



4.3        Συγκεντρωτικά γραφήµατα (ΜPN, CFU, % Depletion of saturates, % Depletion of aromatics – Days) των δειγµάτων 

Ακολούθως, παρατίθενται τα γραφήµατα που συγκεντρώνουν όλες τις µετρήσεις -αναλύσεις, ώστε να είναι εύκολη η συνολική διάκριση του βαθµού αποµάκρυνσης του 
πετρελαίου, σε άµεση συσχέτιση µε και µε την µικροβιακή ανάπτυξη. 

 



 

Γράφηµα 14: Συγκεντρωτικό διάγραµµα για το Control 

 

Γράφηµα 15: Συγκεντρωτικό διάγραµµα για το NPK 



 

Γράφηµα 16: Συγκεντρωτικό διάγραµµα για το ULR 

 



5           Συµπεράσµατα 

Μελετώντας τα παραπάνω γραφήµατα για τα τρία δείγµατα τα οποία εξετάσαµε, προκύπτουν ορισµένα συµπεράσµατα, τα οποία αφορούν τον βαθµό αποδόµησης στα 
διαφορετικά θρεπτικά, καθώς επίσης και το χρόνο στον οποίο γίνεται η αποδόµηση των συστατικών του πετρελαίου. 

Αρχικά,θα πρέπει να σηµειώσουµε πως εξετάζοντας την βιοαποδόµηση στο δείγµα – «οδηγό», το Control(δείγµα ελέγχου), διαπιστώνουµε πως µε την πάροδο του χρόνου 
επέρχεται η επιθυµητή αποδόµηση(και συνεπώς η µείωση των ποσοτήτων των συστατικών δεν οφείλεται σε απώλειες κατά την πειραµατική διαδικασία ή προσκόλληση 
µέρους του πετρελαίου στα τοιχώµατα των ταψιών των δειγµάτων). Η βιοαποδόµηση εµφανίζεται να συµβαίνει κοντά στις 40 µέρες από την έναρξη της πειραµατικής 
διαδικασίας. 

Σε αντίθεση,  τα δείγµατα ΝΡΚ και ULR, παρουσιάζουν  πιο άµεση απόκριση όσον  αφορά στην ανάπτυξη των  µικροοργανισµών και την  αποδόµηση του πετρελαίου. 
Χαρακτηριστικό είναι το γεγονός ότι η αποδόµηση(το µεγαλύτερο ποσοστό του πετρελαίου) σε αυτά τα δείγµατα έχει ήδη λάβει χώρα τις πρώτες 20 µέρες. 

Συγκρίνοντας λοιπόν, αυτά τα δείγµατα, διαπιστώνουµε πως και τα δύο θρεπτικά µέσα έχουν παρόµοια επίδραση στην ενίσχυση της δραστηριότητας των βιοαποδοµητών 
µικροοργανισµών. Παρόλα αυτά, το ULR παρουσιάζει µεγαλύτερο βαθµό αποµάκρυνσης στις µέρες δειγµατοληψιών 15, 30 και 45 πλησιάζοντας το 100% στις τελευταίες 
δύο. Ενώ το ΝΡΚ, εµφανίζει µεγαλύτερο βαθµό αποδόµησης την 7η µέρα, γεγονός που υποδηλώνει ότι η βιοαποδόµηση ξεκινά πιο νωρίςσε σχέση µε το ULR. 

Συµπερασµατικά λοιπόν, µε δεδοµένη και την µορφή της ακτής από την οποία προήλθαν τα δείγµατα(λεπτόκοκκη άµµος, µειωµένη επίδραση των κυµάτων στην ακτή)
µπορούµε να αναφέρουµε πως το πιο αποτελεσµατικό θρεπτικό µέσο για το δείγµα της άµµου που εξετάσαµε ήταν το NPK. Παρότι το ULR επιτυγχάνει λίγο µεγαλύτερο 
βαθµό αποµάκρυνσης του πετρελαίου, το ΝΡΚ επιδρά θετικά στους µικροοργανισµούς ενισχύοντας την ανάπτυξη τους ταχύτερα, γεγονός ιδιαίτερα σηµαντικό, καθώς ο 
χρόνος  αποκατάστασης  µιας  ακτής  είναι  µεγίστης  σηµασίας.  Ο  συνδυασµός  του  νιτρικού  και  του  φωσφορικού  καλίουπου  χρησιµοποιούνται  ως  πηγές  αζώτου  και 
φωσφόρου αντίστοιχα και αποτελούν το συγκεκριµένο θρεπτικό παρουσιάζουν δυνατότητα «ιδανικής»  αποµάκρυνσης του πετρελαίου, επιτυγχάνοντας υψηλό βαθµό (

) σε συνδυασµό και µε τα πλεονεκτήµατα που συγκεντρώνει. 

Μελλοντικά, θα ήταν ενδιαφέρον, να εξετασθεί ο συνδυασµός του θρεπτικού µέσου ΝΡΚ µε επιφανειοδραστική βιολογική ουσία(biosurfactant). Ο συνδυασµός αυτός ίσως 
να είχε σαν αποτέλεσµα την επίτευξη ακόµα µεγαλύτερου βαθµού αποµάκρυνσης του πετρελαίου(ιδιαίτερα αισιόδοξη εκδοχή θα ήταν να µείωνε ακόµα περισσότερο τον 
χρόνο στον οποίο θα ξεκινούσε η διαδικασίας της βιοαποδόµησης. 
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Παράρτηµα Α – Πίνακες Αναλυτών στο GC/MS 

Πίνακας 7: Ταξινόµηση αναλυτών σύµφωνα µε το αντίστοιχο εσωτερικό πρότυπο που χρησιµοποιείται για τον υπολογισµό των συντελεστών απόκρισης 

 

Εσωτερικό 
Πρότυπο 

d8-
naphthalene 

d10-anthracene d12-
chrysene 

d12-perylene 

Αλκάνια nC10-nC15 nC16-nC23 nC24-nC29 nC30-nC35 
Pristane 

Phytane C3017β(H),21α(H)-
hopane 5α-androstane 

Αρωµατικές 
Ενώσεις 

 
 

Naphthalene Dibenzothiophene Fluoranthene Benzo(k)fluoranthene 

Benzo(b)fluoranthene 

Fluorene Benzo(e)pyrene 

Pyrene Benzo(a)pyrene 

Anthracene Perylene 

Indeno(g,h,i)pyrene 

Phenanthrene Chrysene Dibenzo(a,h)
anthracene 

Benzo(1,2,3-cd)
perylene 



  

Πίνακας 8: Πρωτεύοντα ιόντα για κάθε αναλυτή στόχο στο GC/MS 

  
 

Steranes (217 family) 217 
Συστατικό Ιόν 

Benzo(b)fluoranthene 252 
n-alkanes (C10-C35) 85 

Benzo(k)fluoranthene 252 
Pristane 85 

Benzo(e)pyrene 252 
Phytane 85 

Benzo(a)pyrene 252 
Naphthalene 128 

Perylene 252 
C1-naphthalenes 142 

Ideno(g,h,i)pyrene 276 
C2-naphthalenes 156 

Dibenzo(a,h)anthracene 278 
C3-naphthalenes 170 

Benzo(1,2,3-cd)perylene 276 
C4-naphthalenes 184 
d8-naphthalene 136 

Fluorene 166 
d10-anthracene 188 

C1-fluorenes 180 
d10-phenanthrene 188 

C2-fluorenes 194 
d12-chrysene 240 

C3-fluorenes 208 
d12-perylene 264 

Dibenzothiophenes 184 
α-androstane 260 

C1-dibenzothiophenes 198 
C2-dibenzothiophenes 212 
C3-dibenzothiophenes 226 

Anthracene 178 
Phenanthrene 178 

C1-phenanthrenes 192 
C2-phenanthrenes 206 
C3-phenanthrenes 220 

Fluoranthene/pyrene 202 
C1-pyrenes 216 
C2-pyrenes 230 
Chrysene 228 

C1-chrysenes 242 
C2-chrysenes 256 

Hopanes (177 family) 177 
Hopanes (191 family) 191 



  

Πίνακας 9: Αναλυτές και συστατικά αναφοράς 

Παράρτηµα Β – Πίνακες Μετρήσεων Μικροβιολογικών 
Αναλύσεων 

Πίνακας 10: Μετρήσεις CFU για τα 3 δείγµατα 

 

Αναλυτής Συστατικό 
αναφοράς 

Αναλυτής Συστατικό αναφοράς 

n-C10 n-C10 C2-naphthalene Naphthalene. 

n-C11 n-C11 C3-naphthalene Naphthalene. 

n-C12 n-C12 C4-naphthalene Naphthalene. 

n-C13 n-C13 Fluorene Fluorene. 

n-C14 n-C14 C1-fluorene Fluorene. 

n-C15 n-C15 C2-fluorene Fluorene. 

n-C16 n-C16 C3-fluorene Fluorene. 

n-C17 n-C17 Dibenzothiophene Dibenzothiophene. 

Pristane Pristane C1-dibenzothiophene Dibenzothiophene. 

n-C18 n-C18 C2-dibenzothiophene Dibenzothiophene. 

Phytane Phytane C3-dibenzothiophene Dibenzothiophene. 

n-C19 n-C19 Phenanthrene Phenanthrene. 

n-C20 n-C20 Anthracene Anthracene. 

n-C21 n-C21 C1-phenanthrene Phenanthrene. 

n-C22 n-C22 C2-phenanthrene Phenanthrene. 

n-C23 n-C23 C3-phenanthrene Phenanthrene. 

n-C24 n-C24 Fluoranthene Fluoranthene. 

n-C25 n-C25 Pyrene Pyrene. 

n-C26 n-C26 C1-pyrene Pyrene. 

n-C27 n-C27 C2-pyrene Pyrene. 

n-C28 n-C28 Chrysene Chrysene. 

n-C29 n-C29 C1-chrysene Chrysene. 

n-C30 n-C30 C2-chrysene Chrysene. 

n-C31 n-C31 Benzo(b)fluoranthene Benzo(b)fluoranthene. 

n-C32 n-C32 Benzo(k)fluoranthene Benzo(k)fluoranthene. 

n-C33 n-C33 Benzo(e)pyrene Benzo(e)pyrene. 

n-C34 n-C34 Benzo(a)pyrene Benzo(a)pyrene. 

n-C35 C3017α 

(H),21 β (H)-
hopane 

n-C35 C3017α 

(H),21 β (H)-
hopane 

Perylene 
ideno(g,h,i)pyrene 

Perylene ideno(g,h,i)
pyrene 

5α -androstane 5α -androstane Dibenzo(a,h)anthracene Dibenzo(a,h)anthracene. 

C1-naphthalene Naphthalene Benzo(1,2,3-cd)
perylene 

Benzo(1,2,3-cd)perylene 

moisture percentage days CFU/gr dry sand 

CONTROL 
20% 0 5,94E+08 
9% 7 1,46E+08 
24% 14 3,21E+08 
12% 21 8,36E+08 
7% 30 3,36E+08 
5% 38 4,34E+09 
9% 45 2,79E+08 

NPK 
19% 0 3,06E+08 
9% 7 1,07E+08 
11% 14 1,17E+09 
5% 21 9,28E+09 
4% 30 1,03E+08 
7% 38 6,39E+08 
9% 45 3,11E+08 

ULR 
21% 0 1,81E+09 
8% 7 1,56E+09 
15% 14 2,25E+09 
7% 21 2,66E+09 
3% 30 3,32E+08 
5% 38 5,65E+08 
9% 45 9,63E+08 



  

Πίνακας 11: Μετρήσεις MPN για τα 3 δείγµατα 

  

  

moisture percentage days  MPN/gr dry sand 

CONTROL 
20% 0 1,17E+06 
9% 7 1,05E+05 

24% 14 2,80E+04 
12% 21 3,74E+02 
7% 30 9,95E+03 
5% 38 4,36E+04 
9% 45 1,46E+04 

NPK 
19% 0 1,16E+06 
9% 7 2,44E+04 

11% 14 4,68E+03 
5% 21 2,65E+02 
4% 30 2,48E+01 
7% 38 2,57E+01 
9% 45 2,57E+01 

ULR 
21% 0 4,71E+03 
8% 7 4,00E+06 

15% 14 4,72E+06 
7% 21 6,54E+06 
3% 30 1,35E+02 
5% 38 1,41E+03 
9% 45 1,53E+03 


