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ΠΕΡΙΛΗΧΗ 

Κάκε χρόνο, οι ποςότθτεσ πετρελαίου ι διυλιςμζνων κλαςμάτων αυτοφ που 

ρυπαίνουν τισ κάλαςςεσ από ανκρϊπινεσ δραςτθριότθτεσ ανζρχονται μεταξφ των 

190 και των 706 εκατομμυρίων γαλονιϊν. Τα υδατοδιαλυτά ςυςτατικά του αργοφ 

πετρελαίου και των διυλιςµζνων προϊόντων του, περιζχουν µια ποικιλία ενϊςεων 

που είναι τοξικζσ για ζνα ευρφ ωάςµα καλαςςίων οργανιςµϊν. Υπάρχουν διάωορεσ 

μζκοδοι κακαριςμοφ πετρελαιοκθλίδων. Τα booms and skimmers αποτελοφν 

ςυνικωσ τθν πρϊτθ επιλογι. Ραρόλα αυτά, δεν απομακρφνουν παρά μόνο ζνα 

μζροσ του πετρελαίου από τθν κάλαςςα (περίπου 10-15%) όταν εωαρμόηονται 

ςφντομα μετά τθν διαρροι. Ζτςι, δθμιουργείται θ ανάγκθ εωαρμογισ και 

δευτερευόντων μθχανιςμϊν απορρφπανςθσ. Θ πιο ωιλικι μζκοδοσ προσ το 

περιβάλλον για τον ςκοπό αυτό είναι θ βιοεξυγίανςθ (χρθςιμοποιείται και ωσ 

πρωτεφουςα μζκοδοσ όταν είναι αδφνατθ θ εωαρμογι μθχανικϊν μζςων 

απορρφπανςθσ).  Θ βιοεξυγίανςθ ζχει οριςτεί ωσ "θ ενζργεια προςκικθσ υλικϊν 

ςτα ρυπαςμζνα περιβάλλοντα οφτωσ ϊςτε να προκλθκεί επιτάχυνςθ των ωυςικϊν 

διαδικαςιϊν βιοδιάςπαςθσ" (1). Θ βιοδιάςπαςθ του πετρελαίου είναι μια από τισ 

ςθμαντικότερεσ διεργαςίεσ που περιλαμβάνονται ςτθ γιρανςθ και τθν τελικι 

απομάκρυνςθ του πετρελαίου από το περιβάλλον, ιδιαίτερα για τα μθ πτθτικά 

ςυςτατικά του πετρελαίου. Ράνω από 200 είδθ βακτθρίων και μυκιτων ζχουν 

αποδείξει ότι αποικοδομοφν τουσ υδρογονάνκρακεσ που κυμαίνονται από το 

μεκάνιο ωσ τισ ενϊςεισ με περιςςότερα από 40 άτομα άνκρακα. 

 

Σκοπό τθσ ζρευνασ ιταν θ παραγωγι ταςιενεργϊν ουςιϊν βιολογικι προζλευςθσ 

χωρίσ προςμίξεισ πετρελαίου. Ωσ πθγι άνκρακα ςτισ καλλιζργειεσ χρθςιμοποιικθκε 

βαρφ κλάςμα αργοφ πετρελαίου. Το κλάςμα αυτό ζχει τθν ιδιότθτα να ςχθματίηει 

μια ςτερει ‘ςε μορωι πλαςτελίνθσ’ ςτρϊςθ πάνω ςτθν επιωάνεια του υγροφ. Λόγω 

τθσ δυςκολίασ που παρουςιάηει το ςυγκεκριμζνο κλάςμα ςτο διαλυκεί ςτο νερό 

δθμιουργικθκε θ ιδζα ότι οι βιοταςιενεργζσ ουςίεσ που κα απομονϊνονταν από 

τθν υγρι ωάςθ δεν κα είχαν προςμίξεισ πετρελαίου.   
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Για τισ καλλιζργειεσ χρθςιμοποιικθκαν μικροοργανιςμοί προερχόμενοι από 

ρυπαςμζνθ καλάςςια περιοχι με πετρελαιοειδι. Οι μικροοργανιςμοί αυτοί, είναι 

(1) μια μικροβιακι κοινότθτα τθσ οποίασ το ωυλλογενετικό δζντρο ωαίνεται ςτθν 

εικόνα 10, (2) ο απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ Alcanivorax borkumensis SK2 και 

(3) ο απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ Paracoccus marcusii. Οι μικροοργανιςμοί 

αυτοί ζχουν τθν δυνατότθτα παραγωγισ ταςιενεργϊν ουςιϊν βιολογικισ 

προζλευςθσ και αποικοδομοφν υδρογονάνκρακεσ.  

Οι ταςιενεργζσ ουςίεσ είναι οργανικά, αμωίωιλα μόρια και αποτελοφνται από ζνα 

υδρόωοβο και ζνα υδρόωιλο τμιμα. Το υδρόωιλο τμιμα κάνει τισ ταςιενεργζσ 

ουςίεσ διαλυτζσ ςτο νερό και μζςω του υδρόωοβου τμιματόσ τουσ, 

ςυςςωματϊνονται ςε διεπιωάνειεσ και μειϊνουν τθν επιωανειακι τάςθ υδατικϊν 

διαλυμάτων. Ζτςι, με τθν προςκικθ ταςιενεργϊν ουςιϊν ςε ρυπαςμζνεσ με 

πετρελαιοειδι περιοχζσ, αυξάνεται θ διαλυτότθτα των υδρογονανκράκων και κατ’ 

επζκταςθ θ βιοδιακεςθμότθτα τουσ. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα τθν διευκόλυνςθ τθσ 

βιοαποικοδόμθςθσ του ρφπου από τουσ μικροοργανιςμοφσ. 

Οι βιοταςιενεργζσ ουςίεσ που απομονϊκθκαν ςτα πλαίςια αυτισ τθσ διπλωματικισ 

εργαςίασ αποτελοφνταν ωσ επί το πλείςτον από αμνολιπίδα, που είναι μια 

κατθγορία Γλυκολιπιδίων. Σιμερα, τα αμνολιπίδια κεωροφνται ωσ οι πιο 

αποτελεςματικζσ βιοταςιενεργζσ ενϊςεισ. 

Οι μικροοργανιςμοί καλλιεργικθκαν ςε τεχνθτό καλαςςινό νερό ONR7 με τθν 

προςκικθ κρεπτικϊν ουςιϊν αηϊτου και ωωςωόρου και με πθγι άνκρακα βαρζα 

κλάςματα αργοφ πετρελαίου. Τθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ αμνολιπιδίων τθν παράγει 

ο μικροοργανιςμόσ Alcanivorax borkumensis SK2. Θ ςυγκζντρωςθ αυτι είναι 52,5g/L 

και επιτυγχάνεται ζπειτα από 22 θμζρεσ. Στα πλαίςια αυτισ τθσ ζρευνασ 

περιγράωονται διάωορεσ χριςεισ που κα μποροφςαν να ζχουν οι ςυγκεκριμζνοι 

μικροοργανιςμοί.  
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ABSTRACT 

Every year, human activities release between 190 and 706 million gallons of crude oil 

or refined petroleum products in the sea. The components which dissolve in the 

water contain a variety of compounds which are toxic to a wide range of marine 

organisms. There are several methods for cleaning up an oil spill. Booms and 

skimmers are generally the first choice but can only remove a portion of the spill, 

which ranges from 10 to 15% when the method is applied shortly after the leak. 

Hence, it is necessary to implement secondary mechanisms to remove the remaining 

part of the spill. Bioremediation is the most ‘green’ method for this purpose 

(bioremediation can also be used as primary method when it is impossible to use 

mechanic methods). According to the United States EPA (Environmental Pollution 

Agency), bioremediation is a “treatment that uses naturally occurring organisms to 

break down hazardous substances into less toxic or non-toxic substances”. 

Biodegradation of oil is one of the most important processes included in oil 

weathering and in the final cleanup of the environment, specifically when it comes 

to the non-volatile components of oil. It is proven that more than 200 species of 

bacteria and fungi have the ability to degrade hydrocarbons consisting of 10 to 40 

carbon atoms. 

 

The main purpose of this thesis was to produce biosurfactants of high quality. The 

carbon source used in the cultures was heavy fraction of crude oil. This fraction has 

the characteristic that it forms a kind of a solid layer on the surface of the liquid. 

Because of its difficulty to get dissolved in the water, the idea was created that 

surfactants isolated from the liquid would not have any oil impurities.           

The bacteria used for this thesis were derived from a sea area polluted with oil. 

These microorganisms are 1) a microbial community whose phylogenetic tree is 

shown in Figure 10, 2) the isolated microorganism Alcanivorax borkumensis SK2 and 

3) the isolated microorganism Paracoccus marcusii. All of these microorganisms have 

the ability to produce biosurfactants and to degrade hydrocarbons. Surfactants are 

usually organic compounds that are amphiphilic, meaning they contain both 
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hydrophobic groups (their tails) and hydrophilic groups (their heads). Surfactants will 

diffuse in water and adsorb at interfaces between oil and water reducing thus, the 

surface tension of the solution. Hence, adding surfactants in areas which are 

polluted with petroleum increases the solubility of hydrocarbons and like this, the 

bioavailability of them. By increasing the bioavailability of the oil, it is much easier 

for the microorganisms to biodegrade it.  

The biosurfactants which have been isolated during the experiments of this thesis 

are characterized to be Rhamnolipids which is a category of Glycolipids. Nowadays, 

Rhamnolipids are considered to be the most effective types of biosurfactants. 

The solution in which the microorganisms were cultured consisted of artificial 

seawater ONR7, nutrients such as nitrogen and phosphorus, and heavy crude oil 

fractions. From the microorganisms which were used, Alcanivorax borkumensis SK2 

is the one that produces the highest concentration of Ramnolipids. This 

concentration is 52,5g/L and its production takes place after 22 days. Furthermore, 

included in this thesis are the descriptions of some possible applications for every 

microorganism.  
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 1: 

ΕΙΑΓΨΓΗ 

1.1 Πετρέλαιο  

Θ λζξθ πετρζλαιο προζρχεται από τθν ελλθνικι λζξθ πζτρα και τθν λατινικι λζξθ 

oleum που ςθμαίνει «λάδι» και χρθςιμοποιικθκε για πρϊτθ ωορά από τον Γερμανό 

ορυκτολόγο Agricola, το 1556. Θ πρϊτθ μνεία χρθςιμοποίθςθσ του γίνεται ςτθ 

Βίβλο, ςτο ςθμείο όπου αναωζρεται ότι ο Νϊε πραγματοποίθςε επάλειψθ τθσ 

Κιβωτοφ, πριν από τον κατακλυςμό, με κάποιο υλικό αςωαλτικισ ςφςταςθσ. Πςον 

αωορά ςτθν νεότερθ ιςτορία, θ πρϊτθ γεϊτρθςθ ειδικά για τθν αναηιτθςθ 

πετρελαίου, ζγινε από τον Ζντγουιν Ντρζικ ςτθν δυτικι Ρενςυλβανία τον Αφγουςτο 

του 1859 και ςε βάκοσ 21 μζτρων. Ζτςι άνοιξε ο δρόμοσ για τθν βιομθχανία του 

πετρελαίου. Τθν ίδια περίπου περίοδο, πετρελαϊκά πεδία ανακαλφωκθκαν ςτθν 

Ευρϊπθ και τθν Άπω Ανατολι. Με τθν αρχι του 20ου αιϊνα, θ Βιομθχανικι 

Επανάςταςθ που χαρακτθρίηεται από τθν εμωάνιςθ του αυτοκινιτου, είχε 

προχωριςει τόςο πολφ,  ϊςτε το επεξεργαςμζνο πετρζλαιο για ωωτιςτικι χριςθ 

ζπαυε να ζχει τθν πρϊτθ ςθμαςία και θ πετρελαϊκι βιομθχανία ζγινε θ πρϊτθ πθγι 

ενζργειασ ςτον κόςμο. Ζτςι, ενϊ το 1870 θ παγκόςμια παραγωγι πετρελαίου ιταν 

μικρότερθ από 1 εκατ. τόνουσ το χρόνο, ςτθν πορεία ζωταςε να ξεπερνά τουσ 3 δισ 

εκατ. τόνουσ. Σιμερα το πετρζλαιο αποτελεί ςθμαντικι πρϊτθ φλθ ςτθν βιομθχανία 

των πετροχθμικϊν, αλλά τθν μεγαλφτερθ εωαρμογι τθν βρίςκει ςτθν παραγωγι 

ενζργειασ, από τθν οποία εξαρτάται το παρόν και το μζλλον τθσ παγκόςμιασ 

οικονομίασ (2). 

Το πετρζλαιο, που μερικζσ ωορζσ ςτθν κακθμερινι γλϊςςα αποκαλείται και μαφροσ 

χρυςόσ, είναι παχφρρευςτο, μαφρο ι βακφ καωετί ι πραςινωπό υγρό πζτρωμα. Το 

αργό (ακατζργαςτο) πετρζλαιο είναι υγρό πζτρωμα, μείγμα υδρογονανκράκων, 

δθλαδι ουςιϊν που περιζχουν άνκρακα και υδρογόνο, κατά ζνα μεγάλο μζροσ τθσ 

ςειράσ των αλκανίων, που όμωσ περιζχει και αρκετοφσ αρωματικοφσ 

υδρογονάνκρακεσ, κακϊσ και άλλεσ οργανικζσ ενϊςεισ. Το αργό πετρζλαιο 
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βρίςκεται μζςα ςε πορϊδθ πετρϊματα ςτα ανϊτερα ςτρϊματα μερικϊν περιοχϊν 

του ωλοιοφ τθσ Γθσ. Σε μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ περιλαμβάνονται μθ 

υδρογονανκρακικζσ κειοφχεσ ενϊςεισ (υδρόκειο, μερκαπτάνεσ, ςουλωίδια, 

διςουλωίδια, πολυςουλωίδια και κειοωαίνια) και αηωτοφχεσ ενϊςεισ, που είναι 

γενικά ανεπικφμθτεσ κατά τθν επεξεργαςία, ωσ διαβρωτικζσ για τον εξοπλιςμό, 

δθλθτθριϊδεισ για τουσ καταλφτεσ και ςυμβάλλουςεσ ςτθν ατμοςωαιρικι ρφπανςθ 

από τον ςχθματιςμό διοξειδίου και τριοξειδίου του κείου και οξειδίων του αηϊτου 

αντίςτοιχα, όταν αυτζσ καίγονται (3). 

 

1.2 Ρύπανςη περιβάλλοντοσ από πετρελαιοειδή 

Σφμωωνα με τθν National Academy of Sciences θ πλειοψθωία του πετρελαίου που 

καταλιγει ςτουσ ωκεανοφσ (περίπου το 52%), προζρχεται από ανκρωπογενείσ 

δραςτθριότθτεσ. Το υπόλοιπο 48% προζρχεται από  ωυςικζσ πθγζσ όπωσ ρωγμζσ ςε 

διαβρϊςιμα ιηθματογενι πετρϊματα ι ςτον βυκό των ωκεανϊν (4).  

Κάκε χρόνο, ανκρϊπινεσ δραςτθριότθτεσ εναποκζτουν μεταξφ 190 και 706 

εκατομμυρίων γαλονιϊν αργοφ πετρελαίου ι διυλιςμζνων προϊόντων αργοφ 

πετρελαίου ςτισ κάλαςςεσ (4). Στο Σχιμα 1 ωαίνονται οι διάωορεσ ανκρωπογενείσ 

δραςτθριότθτεσ που αποβάλουν πετρζλαιο ςτθν κάλαςςα, κακϊσ και το ποςοςτό 

ςυνειςωοράσ κάκε δραςτθριότθτασ.   

 

 

χήμα  1: Ανθρωπογενήσ πηγζσ ρφπανςησ θαλαςςών με πετρελαιοειδή, 2003 (5) 
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Από το Σχιμα 1 ωαίνεται επίςθσ ότι το 46% του πετρελαίου των ανκρωπογενϊν 

δραςτθριοτιτων εναποτίκεται παράνομα  ςτουσ ωκεανοφσ από πλοία. Ριςτεφεται 

ότι το 5 με 15% των μεγάλων πλοίων παγκοςμίωσ παραβιάηουν τουσ διεκνείσ 

κανονιςμοφσ πάνω ςε αυτό το ηιτθμα (4).  

Για τθν πρόλθψθ τθσ ρφπανςθσ του καλάςςιου περιβάλλοντοσ από πλοία 

(λειτουργικά ι τυχαία αίτια) δθμιουργικθκε θ ςφμβαςθ MARPOL. Θ ςφμβαςθ αυτι, 

γράωτθκε το 1973 και ανακεωρικθκε το 1978 από τον Διεκνι Ναυτιλιακό 

Οργανιςμό (International Maritime Organization, IMO). Θ ςφμβαςθ αποτελείται από 

6 παραρτιματα, το κακζνα εκ των οποίων αναωζρεται ςε διαωορετικό είδοσ 

καλάςςιασ ρφπανςθσ. Στο παράτθμα Ι, αγγλιςτί Annex I, περιγράωονται οι 

κανονιςμοί για τθν πρόλθψθ τθσ ρφπανςθσ από πετρζλαιο. Συνοπτικά μζςω αυτοφ 

του παραρτιματοσ: 

 Κακορίηονται πρότυπα για τθν καταςκευι πετρελαιοωόρων. 

 Υποχρεοφνται όλα τα εμπορικά πλοία να διατθροφν ζνα βιβλίο (oil record book) 

όπου με ακρίβεια και με τεκμθρίωςθ καταγράωονται όλεσ οι κινιςεισ του 

πετρελαίου που ειςζρχεται ςτο πλοίο.  

 Τα χρθςιμοποιθμζνα λάδια των πλοίων πρζπει να υποβάλλονται ςε επεξεργαςία 

(θ οποία παρακολουκείται και καταγράωεται) για τον διαχωριςμό τθσ ελαιϊδθσ 

από τθν υδάτινθ ωάςθ. Για τθν απόρριψθ τθσ υδάτινθσ ωάςθσ ςτθν κάλαςςα, 

αυτι δεν πρζπει να ζχει ςυγκζντρωςθ λαδιοφ μεγαλφτερθ από 15ppm. Επιπλζον 

κα πρζπει να ιςχφουν και άλλεσ ςυνκικεσ κατά τθν απόρριψθ, οι οποίεσ 

ςχετίηονται με το είδοσ του πλοίου και τθν εκάςτοτε κάλαςςα.  

Ραρότι θ ςφμβαςθ MARPOL ζχει υπογραωεί από 163 χϊρεσ, αρικμόσ που καλφπτει 

το 98% τθσ παγκόςμιασ εμπορικισ χωρθτικότθτασ των πλοίων, εξακολουκείτε θ 

παραβίαςι τθσ με αποτζλεςμα τθν ρφπανςθ των καλαςςϊν και των ωκεανϊν (6).     

 

Θα πρζπει να ςθμειωκεί ότι πζρα των πετρελαιοκθλίδων ςτο καλάςςιο περιβάλλον, 

υπάρχουν ςυχνά διαρροζσ πετρελαίου και διυλιςμζνων κλαςμάτων αυτοφ και ςτθν 

γθ. Μερικά παραδείγματα είναι οι διαρροζσ από υπόγειεσ δεξαμενζσ πρατθρίων 

καυςίμου, οι διαρροζσ από ατυχιματα οχθμάτων που μεταωζρουν καφςιμα κ.α..  
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1.2.1 Φαρακτηριςτικά παραδείγματα ατυχημάτων και μόλυνςησ 

θαλαςςών με πετρελαιοειδή  

Δεν πρζπει ωυςικά να υποτιμθκεί ςτο ςθμείο αυτό θ ηθμιά που μπορεί να 

προκλθκεί από ατυχιματα που ςυμβαίνουν ςτο καλάςςιο περιβάλλον. Τα 

ατυχιματα των πετρελαιοωόρων είναι μια πθγι ρφπανςθσ, θ ςυνειςωορά τθσ 

οποίασ μειϊνεται διαρκϊσ με τα χρόνια, λόγω των κανονιςμϊν που αωοροφν το ίδιο 

το πλοίο (π.χ. διπλά τοιχϊματα, ανκεκτικά υλικά), τουσ ελζγχουσ, τθν εκπαίδευςθ 

των ναυτικϊν και τα πρότυπα αςωαλείασ. Τα περιςςότερα από τα ατυχιματα δεν 

ςυνεπάγονται ρφπανςθ. Υπάρχουν όμωσ περιπτϊςεισ ατυχθμάτων που προκάλεςαν 

μεγάλεσ καταςτροωζσ, διότι οι ποςότθτεσ του πετρελαίου ιταν μεγάλεσ και οι 

μετεωρολογικζσ ςυνκικεσ τζτοιεσ που το πετρζλαιο μεταωζρκθκε γριγορα ςτισ 

ακτζσ. Χαρακτθριςτικό παράδειγμα ενόσ τζτοιου ατυχιματοσ είναι το ατφχθμα του 

Exxon Valdez.  

Ατφχημα Exxon Valdez 

Γφρω ςτα μεςάνυχτα τθσ 24θσ Μαρτίου 1989, το υπό Αμερικάνικθ ςθμαία 

πετρελαιοωόρο Exxon Valdez, το οποίο μετζωερε 180.000 τόνουσ αργοφ πετρελαίου 

από τον ςτακμό ωόρτωςθσ Valdez (Alaska) με προοριςμό το Λοσ Άντηελεσ / Λονγκ 

Μπιτσ, προςάραξε με ταχφτθτα 12 κόμβων ςτον φωαλο Bligh Reef ςτα 

βορειοανατολικά του πορκμοφ Ρρινσ Ουίλιαμ ςτθν Αλάςκα. Θ προςάραξθ 

προκάλεςε βλάβθ ςε 11 από τισ 18 δεξαμενζσ του πλοίου. Ρερίπου το 1/5 του 

ωορτίου του (36.000 τόνοι πετρελαίου) χφκθκε ςτθ κάλαςςα. Ράνω από 7.000 km2 

πετρελαιοκθλίδων ρφπαναν περίπου 800 km ακτϊν (2.000 km, αν ςυμπεριλθωκοφν 

τα μικρά νθςιά). Το ατφχθμα αυτό ιταν το μεγαλφτερο που είχε ςυμβεί ςτισ ΘΡΑ και 

θ περιοχι ςτθν οποία ςυνζβθ ιταν παρκζνα και περιελάμβανε μεγάλο αρικμό 

προςτατευόμενων περιοχϊν, όπωσ εκνικά πάρκα και καταωφγια άγριασ ηωισ. Στο 

ατφχθμα αυτό ελζγχκθκε θ αποτελεςματικότθτα τθσ βιοδιάςπαςθσ, που είναι μια 

μζκοδοσ κακαριςμοφ που προτάκθκε από τθν Αμερικανικι υπθρεςία EPA 

(Environmental Protection Agency). Συγκεκριμζνα, τον Ιοφλιο του 1989, ςτο βαριά 

ρυπαςμζνο Γκριν Άιλαντ ρίχτθκαν νιτρικά και ωωςωορικά άλατα (λιπάςματα), με 
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ςκοπό να υποβοθκιςουν τουσ πλθκυςμοφσ των μικροβίων να διαςπάςουν το 

πετρζλαιο. Θ εωαρμογι αυτι ζδειξε ότι θ μζκοδοσ ιταν ελπιδοωόρα και ζωσ το 

τζλοσ του καλοκαιριοφ είχε χρθςιμοποιθκεί ςε 176 km ακτϊν. Συνολικά, 

χρθςιμοποιικθκαν 48.600 kg νιτρικϊν λιπαςμάτων από το 1989 ζωσ το 1991. Το 

τελικό ςυμπζραςμα ιταν ότι θ μζκοδοσ δεν ιταν πανάκεια ςτθν αντιμετϊπιςθ του 

πετρελαίου όπωσ αρχικά είχε κεωρθκεί, ενϊ ιταν άγνωςτεσ οι ςυνζπειεσ τθσ 

ειςαγωγισ ςτο καλάςςιο οικοςφςτθμα μεγάλων ποςοτιτων λιπαςμάτων 

(ενδεχόμενθ πρόκλθςθ ευτροωιςμοφ). Πςον αωορά ςτουσ οργανιςμοφσ τθσ 

κάλαςςασ, αναωζρεται ότι πζκαναν 250.000 καλαςςοποφλια, 2.800 ενυδρίδεσ, 900 

ωαλακροί αετοί, 22 όρκεσ και 300 ωϊκιεσ. Το ατφχθμα επίςθσ ζβλαψε άγνωςτο, 

αλλά τεράςτιο, αρικμό αυγϊν ςολομοφ και ρζγκασ (7). 

 

 

Εικόνα 1: Ατφχημα πετρελαιοφόρου Exxon Valdez, η φωτογραφία τραβηχτικζ 1 Απριλίου του 1989 (8) 

 

Μεγάλεσ οικολογικζσ καταςτροωζσ ζχουν προκλθκεί και από ατυχιματα ςε εξζδρεσ 

εξόρυξθσ πετρελαίου. Χαρακτθριςτικά παραδείγματα του περιβαλλοντικοφ 

κινδφνου που εμπεριζχουν οι εξορφξεισ κοιταςμάτων πετρελαίου αποτελοφν τα 

τρία μεγαλφτερα ατυχιματα που ςυνζβθςαν ςε υπεράκτιεσ εξζδρεσ εξόρυξθσ. Το 

πρϊτο χρονολογικά ςυνζβθ το 1979 ςτθν πλατωόρμα Ixtoc I ςτον Κόλπο του 
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Μεξικοφ (διαρροι περίπου 3,5 εκατ. βαρελιϊν πετρελαίου). Στθ ςυνζχεια, το 1983, 

ςτισ πετρελαϊκζσ εγκαταςτάςεισ Nowruz ςτον Ρερςικό Κόλπο ζγινε διαρροι 1,9 

εκατ. βαρελιϊν. Τζλοσ, το πιο πρόςωατο, ςυνζβθ τον Απρίλιο του 2010 ςτθν εξζδρα 

Deepwater Horizon τθσ BP ςτον Κόλπο του Μεξικοφ. Θ ζκρθξθ ςτθν εξζδρα 

Deepwater Horizon προκάλεςε τθ βφκιςι τθσ, το κάνατο ζντεκα ανκρϊπων και τθ 

ςυνολικι διαρροι ςχεδόν 5 εκατ. βαρελιϊν πετρελαίου. Μετά τθν βφκιςθ τθσ 

πλατωόρμασ εκχυνόταν ςτθν κάλαςςα 60 χιλιάδεσ βαρζλια αργοφ πετρελαίου κάκε 

μζρα για τρεισ μινεσ (9). Ζχει χαρακτθριςτεί ωσ το χειρότερο ατφχθμα καλάςςιασ 

ρφπανςθσ από διαρροι πετρελαίου ςτθν παγκόςμια ιςτορία. Ρροκάλεςε τθν 

οικολογικι καταςτροωι 32.000 km2 υγροτόπων τθσ Λουϊηιάνασ, ενόσ απ τα πιο 

παραγωγικά οικοςυςτιματα τθσ Βόρειασ Αμερικισ και ςυνολικά ρυπάνκθκαν 

περίπου 5000 km ακτζσ (10). Επιπλζον είχε και καταςτροωικό κοινωνικοοικονομικό 

αντίκτυπο, δθμιουργϊντασ τεράςτια ανεργία λόγω αναςτολισ τθσ υποκαλάςςιασ 

εξόρυξθσ και καταςτροωισ τθσ αλιείασ (11).  

 

1.2.2 Επιπτώςεισ ρύπανςησ από πετρελαιοειδή ςτο περιβάλλον 

Τα υδατοδιαλυτά ςυςτατικά του αργοφ πετρελαίου και των διυλιςµζνων προϊόντων 

του, περιζχουν µια ποικιλία ενϊςεων που είναι τοξικζσ για ζνα ευρφ ωάςµα 

καλάςςιων οργανιςµϊν. Τα αυγά, οι προνφµωεσ των ψαριϊν και τα νεαρά άτοµα 

είναι γενικά πιο ευαίςκθτα ςτθ ρφπανςθ από πετρελαιοειδι. Το πετρζλαιο 

προκαλεί διαταραχζσ ςτθ ωυςιολογία και τθ ςυμπεριωορά των οργανιςµϊν, κακϊσ 

και ανωµαλίεσ ςτθν ανάπτυξθ των ψαριϊν, οδθγϊντασ τελικά ςτον πρόωρο κάνατό 

τουσ. Ακόμθ και 1 µg/l (1ppb) πετρελαίου ςτθ κάλαςςα μπορεί να βλάψει τουσ πιο 

ευαίςκθτουσ οργανιςµοφσ. Κχνθ πετρελαίου ςτο νερό επθρεάηουν τθ ςεξουαλικι 

ςυµπεριωορά των καλαςςίων οργανιςµϊν, τθ δυνατότθτα προςανατολιςµοφ τουσ 

και τουσ ρυκµοφσ αωοµοίωςθσ τθσ τροωισ. Κάποιεσ από τισ ςυνζπειεσ αυτζσ 

ενιςχφονται από τθ χαµθλι αλατότθτα και τισ υψθλζσ κερµοκραςίεσ, ενϊ υπάρχει 

ςυνεργιςτικι δράςθ ανάµεςα ςτουσ αρωµατικοφσ υδρογονάνκρακεσ και κάποια 

µζταλλα (12).  
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Μόλισ 0,2 µg/l (0,2ppb) πετρελαίου ςτο καλαςςινό νερό µποροφν να επθρεάςουν 

τθν αναπαραγωγι οριςµζνων αλγϊν. Σε ςυγκεντρϊςεισ 2-10 µg/l το πετρζλαιο 

επθρεάηει τθν επιβίωςθ των νυµωϊν των ψαριϊν και ελαττϊνει τθν παραγωγι 

αυγϊν και τθν πικανότθτα επιτυχοφσ ωοτοκίασ. Σε ςυγκεντρϊςεισ 20-40 µg/l το 

πετρζλαιο µπορεί να επιωζρει αλλαγζσ ςτθ ςφςταςθ του ωυτοπλαγκτοφ, ευνοϊντασ 

πχ. τα µικρότερα είδθ, ανατρζποντασ κατ' αυτό τον τρόπο τισ ιςορροπίεσ ολόκλθρθσ 

τθσ τροωικισ αλυςίδασ. Συγκεντρϊςεισ τθσ τάξθσ των 0,1 g/Kg ςτα ιηιµατα µποροφν 

να επιωζρουν δυςµενείσ επιπτϊςεισ ςτουσ βενκικοφσ οργανιςµοφσ (12). 

Τα καλάςςια πτθνά, τα κθλαςτικά και οι χελϊνεσ επθρεάηονται άμεςα από τισ 

πετρελαιοκθλίδεσ ςτθν επιωάνεια τθσ κάλαςςα. Πταν τα ωτερά των πτθνϊν 

καλυωκοφν με πετρζλαιο, ςυγκολλοφνται, με αποτζλεςμα να δυςχεραίνεται θ 

πλεφςθ και το πζταγμά τουσ και να μειϊνεται θ κερμικι μόνωςθ του ςϊματοσ τουσ 

από το ψυχρό νερό.  Το ωαινόμενο αυτό οδθγεί ςτθν αςωυξία και το κάνατο τουσ 

(13). Πςον αωορά ςτα καλάςςια κθλαςτικά, αυτά είναι ιδιαίτερα ευάλωτα διότι 

ζρχονται ςε επαωι με τθν επιωάνεια του νεροφ, όπου πλζει το πετρζλαιο, για να 

αναπνεφςουν με αποτζλεςμα τα ρουκοφνια τουσ και το δζρμα τουσ να εκτίκεται 

ςτισ τοξικζσ ουςίεσ του πετρελαίου (14). Επιπλζον το δζρμα τουσ χάνει τθν 

ικανότθτα κερμομόνωςθσ και τα κθλαςτικά πεκαίνουν από υποκερμία (15).  Για τισ 

καλάςςιεσ χελϊνεσ από τθν άλλθ, ο κίνδυνοσ ζγκειται όταν αυτζσ προςβάλλονται 

από τθσ χθμικζσ ουςίεσ που περιζχει το πετρζλαιο. Ριο ςυγκεκριμζνα, το πετρζλαιο 

είναι βλαπτικό για τισ καλάςςιεσ χελϊνεσ ςε όλα τα ςτάδια τθσ ηωισ τουσ κακϊσ 

αυξάνει τθν κνθςιμότθτα των αυγϊν, προκαλεί γενετικζσ ανωμαλίεσ και τον κάνατο 

όταν επικαλφψει νεογζννθτεσ, υποενιλικεσ και ενιλικεσ χελϊνεσ. Επιπλζον ζχει 

αρνθτικζσ επιπτϊςεισ ςτο δζρμα, ςτο αίμα, ςτον μεταβολιςμό, ςτο ανοςοποιθτικό 

τουσ ςφςτθμα και ςτουσ αδζνεσ που ρυκμίηουν τθν αλατότθτα (salt gland) (16).  

 

Στθν Εικόνα 2 ωαίνεται ζνα πτθνό καλυμμζνο με πετρζλαιο. Το ςυγκεκριμζνο πουλί 

βρζκθκε ςτο Knights Island, περίπου 35 μίλια από τθν πετρελαιοκθλίδα, ςτισ 30 

Μαρτίου 1989 (Ατφχθμα Exxon Valdez). Το πτθνό μεταωζρκθκε για κακαριςμό ςτο 

αρμόδιο κζντρου ςτο Valdez από τουσ ωωτογράωουσ. 

Τα κθλαςτικά τθσ Εικόνασ 3 βρζκθκαν νεκρά ςτο Green Island beach ςτισ 3 Απριλίου 

του 1989 (Ατφχθμα Exxon Valdez). 
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Εικόνα 2: Πτηνό καλυμμζνο με πετρζλαιο (8) 

 

 

Εικόνα 3: Ζνα βρζφοσ και 5 θαλάςςιεσ ενυδρίδεσ νεκρζσ και επικαλυμμζνεσ με πετρζλαιο (8) 

 

1.3 Υυςική πορεία πετρελαίου ςτο περιβάλλον 

1.3.1 Διεργαςίεσ γήρανςησ πετρελαίου 

Φςτερα από τθν διαρροι του ςτθν κάλαςςα, το πετρζλαιο υπόκειται ςε διάωορεσ 

ωυςικοχθμικζσ μεταβολζσ, ανάλογα με τθ ωφςθ του και τισ ωκεανολογικζσ 
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ςυνκικεσ. Αυτζσ οι μεταβολζσ επθρεάηουν ςε μεγάλο βακμό τθν επιλογι των 

τεχνικϊν καταπολζμθςθσ του πετρελαίου, που πρόκειται να χρθςιμοποιθκοφν.  

 

 

Εικόνα 4: ημαντικότερεσ διεργαςίεσ γήρανςησ μια πετρελαιοκηλίδασ (17) 

 

Οι ωυςικοχθμικζσ μεταβολζσ των πετρελαιοειδϊν ωαίνονται ςχθματικά ςτθν Εικόνα 

4 και ζχουν ωσ εξισ: 

Εξάπλωςη (spreading): Το πετρζλαιο ζχει τθν τάςθ να διαςκορπίηεται οριηόντια 

πάνω ςτθν επιωάνεια τθσ κάλαςςασ, κάτω από τθν δράςθ τθσ βαρφτθτασ, του 

ιξϊδουσ και τθσ επιωανειακισ τάςθσ. Τα περιςςότερα είδθ αργοφ πετρελαίου 

εξαπλϊνονται ςε ςτρϊμα πάχουσ περίπου 0,3mm εντόσ 12 ωρϊν. Πταν δεν 

υπάρχουν άλλεσ επιδράςεισ, θ εξάπλωςθ ςυνεχίηεται μζχρισ ότου ςχθματιςτεί ζνα 

ςτρϊμα πετρελαίου πάχουσ 0,5μm (18). 

Εξάτμιςη (evaporation): Θ διεργαςία αυτι λαμβάνει χϊρα μζςα ςε λίγεσ ϊρεσ από 

τθν διαρροι και τα πλζον πτθτικά κλάςματα μιασ πετρελαιοκθλίδασ χάνονται ςτθν 

ατμόςωαιρα με ρυκμό που αυξάνεται με τθν αφξθςθ τθσ ταχφτθτασ του ανζμου, του 

κυματιςμοφ τθσ κάλαςςασ και τθσ κερμοκραςίασ. Ο ρυκμόσ εξάτμιςθσ εξαρτάται 

επίςθσ από τον τφπο του πετρελαίου.  Το πετρζλαιο που παραμζνει ςτθν κάλαςςα 
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ζχει μεγαλφτερθ πυκνότθτα και ιξϊδεσ από το αρχικό. Στισ περιςςότερεσ κθλίδεσ 

αργοφ πετρελαίου χάνεται μζχρι και το 40% του όγκου τουσ ςτισ πρϊτεσ 48 ϊρεσ, 

ενϊ το βαρφ πετρζλαιο που περιζχει λίγεσ πτθτικζσ ενϊςεισ κα παρουςιάςει λίγθ 

εξάτμιςθ ακόμθ και μετά από αρκετζσ θμζρεσ. Τα ελαωρά προϊόντα διφλιςθσ, όπωσ 

βενηίνθ, κθροηίνθ και πετρζλαιο ντίηελ εξατμίηονται ςχεδόν τελείωσ ςε διάςτθμα 

μερικϊν ωρϊν, δθμιουργϊντασ κίνδυνο πυρκαγιάσ ςε κλειςτζσ περιοχζσ, όπωσ 

λιμάνια (18).  

Διάλυςη (dissolution): Οι απϊλειεσ από διάλυςθ είναι ςχετικά μικρζσ, αωοφ οι 

περιςςότεροι υδρογονάνκρακεσ από τουσ οποίουσ αποτελείται το πετρζλαιο ζχουν 

μικρι διαλυτότθτα ςτο νερό τθσ κάλαςςασ. Στθν πραγματικότθτα, όςο αλμυρότερθ 

είναι θ κάλαςςα, τόςο αςκενζςτερθ είναι θ διάλυςθ (18).  

Βιοαποικοδόμηςη (biodegradation): Θ βιοαποικοδόμθςθ του πετρελαίου από 

μικροοργανιςμοφσ που ηουν ςτθν κάλαςςα, ςυμβάλει ςτθ μετατροπι του ςε 

οξειδωμζνα προϊόντα. Ο ρυκμόσ αποικοδόμθςθσ εξαρτάται από τθ κερμοκραςία 

του περιβάλλοντοσ, τισ κρεπτικζσ ουςίεσ, το διαλυμζνο οξυγόνο και τον τφπο του 

πετρελαίου. Επειδι τα βακτιρια είναι ενεργά ςτθ διαχωριςτικι επιωάνεια 

πετρελαίου/νεροφ, ο ρυκμόσ αποικοδόμθςθσ αυξάνεται όταν ςχθματίηονται λεπτζσ 

μεμβράνεσ ι ςταγονίδια διαςκορπιςμζνου πετρελαίου με μεγάλθ επιωάνεια (18), 

όταν δθλαδι αυξάνεται θ βιοδιακεςιμότθτα του ρφπου.  

Φωτο-οξείδωςη (oxidation): Θ ωωτο-οξείδωςθ μπορεί να ζχει ςθμαντικζσ 

βιολογικζσ ςυνζπειεσ. Ραρουςία οξυγόνου, το ωυςικό ωωσ του θλίου ζχει ικανι 

ενζργεια για να μεταςχθματίςει πολλζσ ςφνκετεσ πετρελαϊκζσ ενϊςεισ, όπωσ είναι 

οι αρωματικζσ ενϊςεισ υψθλοφ μοριακοφ βάρουσ και οι πολικζσ ενϊςεισ, ςε 

απλοφςτερεσ ενϊςεισ μζςω μιασ ςειράσ αλυςιδωτϊν αντιδράςεων ελευκζρων 

ριηϊν. Αυτι θ διεργαςία μπορεί να αυξιςει τθ διαλυτότθτα του πετρελαίου ςτο 

νερό, λόγω του ςχθματιςμοφ πολικϊν ενϊςεων (υδροπεροξείδια, αλδεψδεσ, 

κετόνεσ, ωαινόλεσ, καρβοξυλικά οξζα). Τα καταςτρεπτικά αποτελζςματα μποροφν 

να ςυνδεκοφν με αυτιν τθν αφξθςθ ςτθ διαλυτότθτα του πετρελαίου ςτο νερό και 

το ςχθματιςμό τοξικϊν ενϊςεων από τθ ωωτο-οξείδωςθ (19). Από τθν άλλθ, θ 

αφξθςθ τθσ διαλυτότθτασ του πετρελαίου ςτον νερό (βιοδιακεςιμότθτα) μπορεί να 

αυξιςει τον ρυκμό βιοαποικοδόμθςθσ του ρφπου.    
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Γαλακτωματοποίηςη (emulsification): Υπάρχουν δφο ειδϊν γαλακτοματοποιιςεισ. 

1. Πετρζλαιο ςε νερό: Αν θ ροι ςτθν επιωάνεια του νεροφ είναι τυρβϊδθσ, το 

πετρζλαιο είναι δυνατόν να διαςπαςτεί ςε ςταγονίδια που αιωροφνται ςτο 

νερό. Τότε θ κθλίδα δεν επθρεάηεται από τον άνεμο και μπορεί να 

ξαναςχθματιςτεί ςε κάποια απόςταςθ από τθν περιοχι που ζγινε θ αρχικι 

διαρροι.  

2. Νερό ςε πετρζλαιο (‘chocolate mousse’): Αυτόσ ο τφποσ γαλακτϊματοσ μπορεί 

να ςχθματιςκεί εντόσ ολίγων ωρϊν και περιζχει μζχρι 80-90% νερό. Συνεπϊσ θ 

πυκνότθτα και το ειδικό βάροσ αυξάνουν κακϊσ επίςθσ και οι όγκοι που κα 

πρζπει να καταπολεμθκοφν. Ο ςχθματιςμόσ των γαλακτωμάτων μεγαλϊνει 

μζχρι και ςτο δεκαπλάςιο τον όγκο του ρφπου, επιβραδφνει τισ υπόλοιπεσ 

διαδικαςίεσ γιρανςθσ και μεταςχθματίηει τον ρφπο ςε μορωι που μοιάηει να 

είναι περιςςότερο ςτερει παρά υγρι (18). Τα επιωανειοδραςτικά υλικά, ι 

αλλιϊσ ταςιενεργά υλικά, που παράγονται μζςω των ωωτοχθμικϊν και 

βιολογικϊν διεργαςιϊν περιλαμβάνονται επίςθσ ςτο ςχθματιςμό των 

γαλακτωμάτων (19). 

Βφθιςη και κατακάθιςη (sedimentation and sinking): Θ αφξθςθ τθσ πυκνότθτασ του 

ρφπου, που προκφπτει από τθν εξάτμιςθ και τθν γαλακτωματοποίθςθ, μπορεί να 

βοθκιςει ςτθ βφκιςθ τθσ κθλίδασ. Συχνά, θ αιτία τθσ βφκιςθσ είναι θ προςκόλλθςθ 

ιηθμάτων και άλλων οργανικϊν ουςιϊν ι και άμμου ςε ρθχζσ κάλαςςεσ με αμμϊδθ 

βυκό. Θ βφκιςθ είναι επίςθσ δυνατι όταν παρατθρείται ςθμαντικι πτϊςθ τθσ 

πυκνότθτασ των επιωανειακϊν νερϊν. 

Στθν Εικόνα 5 ωαίνεται θ πορεία μιασ πετρελαιοκθλίδασ ςτο νερό. Το μικοσ τθσ 

γραμμισ δείχνει τθν διάρκεια του κάκε ςταδίου και το πάχοσ τθσ δείχνει τθν πιο 

κρίςιμθ ωάςθ κάκε ςταδίου.  
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Εικόνα 5: Πορεία πετρελαιοκηλίδασ ςτο νερό (19) 

 

1.3.2 Εξάπλωςη πετρελαίου ςε ακτέσ 

Θ ςυμπεριωορά του πετρελαίου ςτο περιβάλλον των ακτϊν εξαρτάται κυρίωσ από 

τισ ιδιότθτεσ τθσ εκάςτοτε ακτισ, το πορϊδεσ του υποςτρϊματοσ και τθν ενζργεια 

των κυμάτων που δρουν ςτθν ακτι. Θ υψθλότερθ ζκκεςθ ςτο κυματιςμό ενιςχφει, 

τόςο τισ ωυςικζσ διεργαςίεσ απομάκρυνςθσ του πετρελαίου όςο και τισ διεργαςίεσ 

γιρανςθσ του. Οι βαλλόμενεσ από κφματα βραχϊδεισ ακτζσ τείνουν να κακαριςτοφν 

από τισ πετρελαιοκθλίδεσ μζςα ςε ζνα διάςτθμα μθνϊν. Ωςτόςο, θ παλιρροιακι 

κίνθςθ είναι επίςθσ ζνασ παράγοντασ που προωκεί τθ διείςδυςθ πετρελαίου ςτα 

ιηιματα. Ο ρυκμόσ και το βάκοσ τθσ διείςδυςθσ πετρελαίου εξαρτϊνται πρϊτιςτα 

από το πορϊδεσ του υποςτρϊματοσ. Στισ χονδρόκοκκεσ ακτζσ όπωσ είναι οι 

χαλικϊδεισ και αμμϊδεισ παραλίεσ, το πετρζλαιο διειςδφει βακφτερα και 

παραμζνει περιςςότερο (όταν παγιδευτεί κάτω από το όριο δράςθσ των κυμάτων), 

ζναντι των λεπτότερων κοκκωδϊν ιηθμάτων όπωσ είναι θ ιλφσ και θ άργιλοσ. 

Ραρόλα  αυτά, το πετρζλαιο αωαιρείται ευκολότερα με ζκπλυςθ φδατοσ από τα 

χονδρόκοκκα ιηιματα. Οι αλλθλεπιδράςεισ του πετρελαίου με τθν παλιρροιακι 

δράςθ, τα κφματα και το υπόςτρωμα των ακτϊν, μποροφν επιπλζον να 

διαμορωϊςουν τάπθτεσ από αςωαλτζνια (asphalt-like oil-sediment mats) που είναι 

ανκεκτικοί ςτθν περαιτζρω βιολογικι και ωωτοχθμικι γιρανςθ. Σθμαντικό ρόλο ςτο 
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ωυςικό κακαριςμό των ακτϊν διαδραματίηουν επίςθσ οι αλλθλεπιδράςεισ μεταξφ 

του πετρελαίου και των λεπτϊν ανόργανων ςωματιδίων κακϊσ μειϊνεται θ 

προςκόλλθςθ του πετρελαίου ςτα υποςτρϊματα των ακτϊν, μζςω του 

ςχθματιςμοφ λεπτϊν ςυςςωματωμάτων πετρελαίου–ανόργανων ςωματιδίων, που 

διαςκορπίηονται εφκολα από τθν παλιρροιακι δράςθ και τα ρεφματα. Αυτά τα 

ςυςςωματϊματα ενιςχφουν τθ βιοδιακεςιμότθτα του πετρελαίου για βιοδιάςπαςθ 

και ζτςι οι ρυκμοί βιοαποικοδόμθςθσ του πετρελαίου επιταχφνονται με αυτιν τθν 

διαδικαςία (19).   

 

1.4 Σεχνικέσ απορρύπανςησ  

Υπάρχουν αρκετζσ τεχνικζσ εξυγίανςθσ του περιβάλλοντοσ και διαωοροποιοφνται 

ανάλογα με τθν εωαρμογι τουσ ςε ζδαωοσ, ςε ιηιματα, ςε υπόγεια ι επιωανειακά 

νερά. Οι μζκοδοι για τθν απορρφπανςθ πετρελαιοκθλίδων είναι μθ-χθμικζσ, 

χθμικζσ, ωυςικζσ, βιολογικζσ και κερμικζσ. Θ επιλογι τθσ κατάλλθλθσ μεκόδου 

ποικίλει ανά περιςτατικό και εξαρτάται από τον τφπο του πετρελαίου, τα 

χαρακτθριςτικά τθσ πλθγείςασ περιοχισ και περιςταςιακά από πολιτικζσ εκτιμιςεισ.  

Στον Ρίνακα 1 ωαίνονται οι ςυνικεισ μζκοδοι που χρθςιμοποιοφνται για τθν 

αντιμετϊπιςθ πετρελαιοκθλίδων.  

 

Πίνακασ 1: υμβατικζσ μζθοδοι αντιμετώπιςησ πετρελαιοκηλίδων 

Κατηγορία 

μεθόδου 

Σεχνολογία 

Μθ-χθμικζσ 

μζκοδοι 

Booming and Skimming: Χριςθ πλωτϊν ωραγμάτων για τθν ςυγκράτθςθ και τον ζλεγχο τθσ 

μετακίνθςθσ του επιπλζοντοσ πετρελαίου (όπωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 6) και χριςθ ολεοςυλλεκτϊν 

για τθν ανάκτθςι του.  

Θ περιβαλλοντικι επίδραςθ αυτισ τθσ μεκόδου είναι ελάχιςτθ εάν ελζγχεται θ κυκλοωορία του 

εργατικοφ δυναμικοφ κακαριςμοφ (19). 

Wiping with absorbent materials: Χριςθ υδροωοβικϊν υλικϊν για τθν απομάκρυνςθ του 

πετρελαίου επάνω από τθν ρυπαςμζνθ επιωάνεια. Αν και θ διάκεςθ των ρυπαςμζνων 

απορριμμάτων είναι ζνα ηιτθμα, θ περιβαλλοντικι επίπτωςθ αυτισ τθσ μεκόδου είναι επίςθσ 

περιοριςμζνθ εάν θ κυκλοωορία των πλθρωμάτων κακαριςμοφ και θ παραγωγι αποβλιτων 

ελζγχεται (19). 
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Μηχανική απομάκρυνςη: Συλλογι και απομάκρυνςθ των ρυπαςμζνων επιωανειϊν των ιηθμάτων, 

χρθςιμοποιϊντασ μθχανικό εξοπλιςμό.  

Αυτι θ μζκοδοσ πρζπει να χρθςιμοποιθκεί μόνο όταν είναι απαραίτθτο να αωαιρεκοφν μικρά 

ποςά υλικϊν με πετρζλαιο. Δεν πρζπει να λθωκεί υπόψθ ςτον κακαριςμό των ευαίςκθτων 

βιότοπων ι όπου θ διάβρωςθ είναι ηιτθμα (19). 

Sediment relocation and tilling: Μετακίνθςθ του ρυπαςμζνου με πετρζλαιο ιηιματοσ από το ζνα 

τμιμα τθσ παραλίασ ςε άλλο ι με επιωανειακι κατεργαςία του εδάωουσ (tilling) και ανάμιξθ του 

ρυπαςμζνου ιηιματοσ για να ενιςχυκεί ο ωυςικόσ κακαριςμόσ μζςω τθσ διαςποράσ του 

πετρελαίου ςτθν υδάτινθ ςτιλθ και τθν προϊκθςθ τθσ αλλθλεπίδραςθσ μεταξφ του πετρελαίου και 

των ανόργανων ςωματιδίων.  

Θ επιωανειακι κατεργαςία του εδάωουσ μπορεί να προκαλζςει διείςδυςθ του πετρελαίου βακιά 

ςτα ιηιματα των ακτϊν. Οι πικανζσ περιβαλλοντικζσ επιδράςεισ από τθν απελευκζρωςθ του 

πετρελαίου και τα ρυπαςμζνα ιηιματα ςτα παρακείμενα υδάτινα ςτρϊματα πρζπει επίςθσ να  

λθωκοφν υπόψθ (19). 

Χθμικζσ 

μζκοδοι 

Χημικζσ ενώςεισ διαςποράσ: Ρρόκειται για παράγοντεσ διαςποράσ που περιζχουν ταςιενεργζσ 

ουςίεσ. Χρθςιμοποιοφνται για να αωαιρζςουν το επιπλζον πετρζλαιο από τθν υδάτινθ επιωάνεια 

και να το διαςκορπίςουν ςτθν υδάτινθ ςτιλθ προτοφ το πετρζλαιο ωκάςει και μολφνει τθν ακτι. 

Αυτι θ πρακτικι χρθςιμοποιείται για να μειωκοφν οι τοξικζσ επιδράςεισ του πετρελαίου με τθ 

διάλυςθ του ςε κατϊτατεσ ςυγκεντρϊςεισ και να επιταχυνκεί ο ρυκμόσ βιοδιάςπαςθσ του με τθν 

αφξθςθ τθσ αποτελεςματικισ περιοχισ επιωάνειάσ του (19). 

Ραρόλο που θ μζκοδοσ αυτι ζχει εωαρμοςτεί ςε πολλζσ χϊρεσ, θ χριςθ τθσ επιτρζπεται μόνο όταν 

το βάκοσ τθσ ακτογραμμισ ξεπερνά τα 15m (20). 

Demulsifiers: Χρθςιμοποιοφνται για να διαςπάςουν τα πετρζλαιο ςε νερό (oil-in-water) 

γαλακτϊματα και για να ενιςχυκεί θ ωυςικι διαςπορά (19). 

Solidifiers: Οι χθμικζσ ουςίεσ που ενιςχφουν τον πολυμεριςμό του πετρελαίου χρθςιμοποιοφνται 

για να ςτακεροποιιςουν το πετρζλαιο, οφτωσ ϊςτε να ελαχιςτοποιιςουν τθ διάδοςθ και για να 

αυξιςουν τθν αποτελεςματικότθτα των ωυςικϊν διεργαςιϊν αποκατάςταςθσ (19). 

Surface film chemicals: Οι film-forming agents μποροφν να χρθςιμοποιθκοφν για να αποτρζψουν το 

πετρζλαιο από το να προςκολλθκεί ςτα υποςτρϊματα των ακτϊν και για να ενιςχφςουν τθν 

αωαίρεςθ του πετρελαίου που εμμζνει τθσ επιωάνειεσ με διαδικαςίεσ ζκπλυςθσ με πίεςθ (19). 

Άλλα Για τον κακαριςμό τθσ κάλαςςασ χρθςιμοποιοφνται και διάωορα άλλα χθμικά προϊόντα, όπωσ 

είναι τα μζςα καταβφθιςησ (sinking agents), πτητικά μζςα - ςτερεοποιητζσ (viscoelastic additives), 

απογαλακτοποιητζσ (emulsion breakers) και βιολογικά μζςα (bioremediation chemicals). 
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Θερμικζσ 

μζκοδοι 

Πλφςη: Ζκπλυςθ του πετρελαίου που εμμζνει κατά μικοσ των ακτϊν ςτο νερό για ςυλλογι. Οι 

ςτρατθγικζσ ζκπλυςθσ κυμαίνονται από χαμθλισ πιζςεωσ ζκπλυςθ με κρφο νερό ςε ζκπλυςθ 

υψθλισ πίεςθσ με καυτό νερό. 

Αυτι θ μζκοδοσ, όταν χρθςιμοποιείται ειδικά με υψθλι πίεςθ ι καυτό νερό, πρζπει να 

αποωεφγεται ςε υγρότοπουσ ι ςε ευαίςκθτουσ βιότοπουσ (19). 

Φυςικι 

μζκοδοσ 

Θ τακτικι αυτι δεν χρθςιμοποιείται ςυχνά και ςυνίςταται μόνο ςτθν παρακολοφκθςθ τθσ κίνθςθσ 

τθσ κθλίδασ. Συνικωσ εωαρμόηεται ςτισ περιπτϊςεισ εκείνεσ όπου πετρζλαιο, και ςυνθκζςτερα 

ελαωριά κλάςματα, διαρρζουν ςτθν ανοικτι κάλαςςα, μακριά από ακτζσ και ςε καταςτάςεισ 

καλαςςοταραχισ (21). 

Επί τόπου 

καφςθ 

Το πετρζλαιο ςτθν ακτι καίγεται ςυνικωσ όταν βρίςκεται πάνω ςε καφςιμο υπόςτρωμα,  ςε 

βλάςτθςθ, ςε κοφτςουρα και άλλα ςυντρίμμια. Αυτι θ μζκοδοσ μπορεί να προκαλζςει ςθμαντικι 

ατμοςωαιρικι ρφπανςθ και καταςτροωι των ωυτϊν και των ηϊων (19). 

Επίςθσ γίνεται καφςθ κθλίδων πετρελαίου ςτθν κάλαςςα (21). Θ μζκοδοσ αυτι ζχει τθ δυνατότθτα 

να απομακρφνει μεγάλεσ ποςότθτεσ πετρελαίου από τθν επιωάνεια τθσ κάλαςςασ. 

Ρρακτικά προβλιματά τθσ περιορίηουν τθσ δυνατότθτεσ τθσ χριςθσ τθσ μεκόδου αυτισ. Τζτοια 

προβλιματα είναι θ ανάωλεξθ, θ διατιρθςθ τθσ καφςθσ, οι μεγάλεσ ποςότθτεσ καπνοφ ςτθν 

ατμόςωαιρα, θ δθμιουργία και πικανι βφκιςθ εξαιρετικά παχφρρευςτων υπολειμμάτων και λόγοι 

αςωαλείασ (21). 

 

 

Εικόνα 6: υλλογή πετρελαιοκηλίδασ με πλωτό φράγμα (22) 

 

Ραρόλο που οι ςυμβατικζσ μζκοδοι για τθν αντιμετϊπιςθ πετρελαιοκθλίδων, όπωσ 

τα πλωτά ωράγματα και οι ολεοςυλλζκτεσ (booms and skimmers) και θ χριςθ 

υδροωοβικϊν υλικϊν αποτελοφν τθν πρϊτθ επιλογι, δεν απομακρφνουν παρά μόνο 

ζνα μζροσ του πετρελαίου από τθν κάλαςςα (περίπου 10-15%) όταν εωαρμόηονται 

ςφντομα μετά τθν διαρροι (20).  
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1.5 Βιοεξυγίανςη ωσ μέθοδοσ καθαριςμού πετρελαιοκηλίδων  

Θ βιοεξυγίανςθ ζχει οριςτεί ωσ "θ ενζργεια προςκικθσ υλικϊν ςτα ρυπαςμζνα 

περιβάλλοντα οφτωσ ϊςτε να προκλθκεί επιτάχυνςθ των ωυςικϊν διαδικαςιϊν 

βιοδιάςπαςθσ" (1). Αυτι θ τεχνολογία βαςίηεται ςτθν προχπόκεςθ ότι ζνα μεγάλο 

ποςοςτό του πετρελαίου είναι εφκολα βιοδιαςπάςιμο ςτθ ωφςθ. Θ επιτυχία τθσ 

βιοεξυγίανςθσ των πετρελαιοκθλίδων εξαρτάται από τθ δυνατότθτά να 

κακιερωκοφν και να διατθρθκοφν οι ςυνκικεσ που ευνοοφν τουσ ρυκμοφσ 

ενιςχυμζνθσ βιοδιάςπαςθσ του πετρελαίου ςτο ρυπαςμζνο περιβάλλον. Υπάρχουν 

δφο κφριεσ προςεγγίςεισ ςτθ βιοεξυγίανςθ των πετρελαιοκθλίδων: 

 Βιοενίςχυςθ (bioaugmentation), ςτθν οποία γνωςτά βακτιρια που 

αποικοδομοφν το πετρζλαιο προςτίκενται για να ςυμπλθρϊςουν τον υπάρχοντα 

μικροβιακό πλθκυςμό, και 

 Βιοδιζγερςθ (biostimulation), ςτθν οποία θ αφξθςθ των γθγενϊν μικροβιακϊν 

αποδομθτϊν πετρελαίου υποκινείται με τθν προςκικθ κρεπτικϊν ουςιϊν ι 

άλλων περιοριςτικϊν υποςτρωμάτων, ι/και από τισ αλλαγζσ των 

περιβαλλοντικϊν ςυνκθκϊν (π.χ. ζκπλυςθ από τα κφματα (surf-washing), 

προςκικθ οξυγόνου από τθν ανάπτυξθ των ωυτϊν, κ.λπ.). 

 

Μελζτεσ ζχουν δείξει ότι θ βιοεξυγίανςθ, και θ βιοδιζγερςθ ειδικότερα, μπορεί να 

ενιςχφςει τθ βιοδιάςπαςθ πετρελαίου ςτισ ρυπαςμζνεσ ακτζσ. Επιπλζον ζχει δειχκεί 

ότι θ βιοδιζγερςθ είναι αποτελεςματικότερθ από τθν βιοενίςχυςθ επειδι θ 

προςκικθ μικροοργανιςμϊν που αποικοδομοφν υδρογονάνκρακεσ δεν κα 

ενιςχφςει τθν διάςπαςθ πετρελαίου περιςςότερο από τθν απλι προςκικθ 

κρεπτικϊν (19). Θ βιοεξυγίανςθ, ωςτόςο ωσ μζκοδοσ αποκατάςταςθσ ρυπαςμζνων 

περιοχϊν, ζχει διάωορα πλεονεκτιματα ζναντι των ςυμβατικϊν τεχνολογιϊν. Αυτά 

είναι: 

 Το χαμθλό κόςτοσ εωαρμογισ.  

 Ριο ωιλικι προσ το περιβάλλον διότι περιλαμβάνει τθν τελικι αποικοδόμθςθ 

του πετρελαίου ςε ανόργανα προϊόντα (CO2 και H2O). 
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 Το γεγονόσ ότι είναι λιγότερο παρειςωρθτικι για το περιβάλλον κακϊσ είναι 

βαςιςμζνθ ςε ωυςικζσ διεργαςίεσ. 

 Ωσ πράςινθ τεχνολογία μπορεί ευκολότερα να γίνει αποδεκτι από το ευρφ 

κοινό. 

 

1.6 Βιοαποικοδόμηςη πετρελαίου  

Θ βιοδιάςπαςθ του πετρελαίου είναι μια από τισ ςθμαντικότερεσ διεργαςίεσ που 

περιλαμβάνονται ςτθ γιρανςθ και τθν τελικι απομάκρυνςθ του πετρελαίου από το 

περιβάλλον, ιδιαίτερα για τα μθ πτθτικά ςυςτατικά του πετρελαίου. Ράνω από 200 

είδθ βακτθρίων και μυκιτων ζχουν αποδείξει ότι αποικοδομοφν τουσ 

υδρογονάνκρακεσ που κυμαίνονται από το μεκάνιο ωσ τισ ενϊςεισ με περιςςότερα 

από 40 άτομα άνκρακα. Στο καλάςςιο περιβάλλον, τα βακτιρια κεωροφνται οι 

κυρίαρχοι βιοαποδομθτζσ υδρογονανκράκων με εφροσ κατανομισ που καλφπτει 

ακόμθ και τα ακραία κρφα ανταρκτικά και αρκτικά περιβάλλοντα. Θ κατανομι των 

μικροοργανιςμϊν που καταναλίςκουν υδρογονάνκρακεσ ςυςχετίηεται επίςθσ με τθν 

ιςτορικι ζκκεςθ του περιβάλλοντοσ ςε υδρογονάνκρακεσ. Εκείνα τα περιβάλλοντα 

με μια πρόςωατθ ι χρόνια ρφπανςθ πετρελαίου κα ζχουν υψθλότερο ποςοςτό των 

μικροβιακϊν αποδομθτϊν υδρογονανκράκων ςε ςχζςθ με τισ αρρφπαντεσ περιοχζσ. 

Ρρζπει να ςθμειωκεί ότι δεν υπάρχει οφτε ζνα γζνοσ βακτθρίων με τθ μεταβολικι 

ικανότθτα να αποικοδομεί όλα τα ςυςτατικά που βρίςκονται μζςα ςτο αργό 

πετρζλαιο. Στθ ωφςθ, θ βιοδιάςπαςθ ενόσ αργοφ πετρελαίου περιλαμβάνει 

χαρακτθριςτικά μια διαδοχι ειδϊν μζςα ςτα ςυςςωματϊματα μικροοργανιςμϊν με 

ςυνεργιςτικι δράςθ (consortia). Οι μικροοργανιςμοί που δεν καταναλϊνουν 

υδρογονάνκρακεσ μποροφν επίςθσ να διαδραματίςουν ζναν ςθμαντικό ρόλο ςτθν 

τελικι απομάκρυνςθ του πετρελαίου από το περιβάλλον. Θ αποικοδόμθςθ του 

πετρελαίου περιλαμβάνει προοδευτικζσ ι διαδοχικζσ αντιδράςεισ, ςτισ οποίεσ 

οριςμζνοι οργανιςμοί μποροφν να πραγματοποιιςουν τθν αρχικι επίκεςθ ςτο 

ςυςτατικό του πετρελαίου. Ζτςι παράγονται ενδιάμεςεσ ενϊςεισ που 

χρθςιμοποιοφνται ςτθ ςυνζχεια από μια διαωορετικι ομάδα οργανιςμϊν, με μια 

διαδικαςία που οδθγεί ςε περαιτζρω αποικοδόμθςθ (19). 
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Σθμαντικοί περιβαλλοντικοί παράγοντεσ που ζχουν επιπτϊςεισ ςτθ βιοδιάςπαςθ 

πετρελαίου είναι οι διεργαςίεσ γιρανςθσ, θ κερμοκραςία, θ διακεςιμότθτα και θ 

ςυγκζντρωςθ των κρεπτικϊν ουςιϊν, θ διακεςιμότθτα και θ ςυγκζντρωςθ του 

οξυγόνου και το pH (19). 

 

1.7 Σαςιενεργέσ ουςίεσ 

Οι ταςιενεργζσ ουςίεσ (surfactants) είναι οργανικά, αμωίωιλα μόρια και 

αποτελοφνται από ζνα υδρόωοβο και ζνα υδρόωιλο τμιμα. Το υδρόωιλο τμιμα 

κάνει τισ ταςιενεργζσ ουςίεσ διαλυτζσ ςτο νερό και μζςω του υδρόωοβου τμιματόσ 

τουσ, ςυςςωματϊνονται ςε διεπιωάνειεσ και μειϊνουν τθν επιωανειακι τάςθ 

υδατικϊν διαλυμάτων (21). Θ υδροωοβικι ουρά αποτελείται είτε από μια αλυςίδα 

υδρογονανκράκων είτε από αρωματικοφσ υδρογονάνκρακεσ (23). Συνικωσ θ 

ταξινόμθςθ των ταςιενεργϊν ουςιϊν γίνεται βάςθ τθσ υδρόωιλθσ κεωαλισ. 

Υπάρχουν ανιονικζσ, κατιονικζσ, διιονικζσ και μθ ιονικζσ βιοταςιενεργζσ ουςίεσ (21). 

Τα υδρόωιλα τμιματα ςυνικωσ αποτελοφνται από μία καρβοξυλικι ι κειικι ομάδα 

(ανιονικζσ), μία ομάδα τεταρτοταγοφσ αμμωνίου (κατιονικι), πολυοξυαικυλζνιο, 

ςακχαρόηθ, ι ζνα πολυπετίδιο (ουδζτερθ). Σε μικρζσ ςυγκεντρϊςεισ, οι ταςιενεργζσ 

ουςίεσ βρίςκονται ωσ μονομερι αιωροφμενεσ ςτθν υδάτινθ ωάςθ. Πταν όμωσ θ 

ςυγκζντρωςθ τουσ μεγαλϊςει και ωτάςει τθ κρίςιμθ ςυγκζντρωςθ μικκυλίου 

(critical micelle concentration, CMC) και θ κερμοκραςία του ςυςτιματοσ είναι 

μεγαλφτερθ από τθν κρίςιμθ κερμοκραςία μικκυλίου (κερμοκραςία Krafft), τότε  τα 

μονομερι ενϊνονται και ςχθματίηουν μικκφλια 20 ζωσ 200 μορίων (24). 

Ραράδειγμα ενόσ μικκυλίου ωαίνεται ςτθν Εικόνα 7. Ο ςχθματιςμόσ των μικκυλίων 

ακολουκεί τουσ νόμουσ τθσ κερμοδυναμικισ. Σε υδάτινο διαλφτθ, θ κινθτιρια 

δφναμθ για τον ςχθματιςμό μικκυλίων είναι θ υδροωοβικότθτα των ταςιενεργϊν 

ουςιϊν (24). Οι ταςιενεργζσ ουςίεσ είναι κυρίωσ προϊόντα του πετρελαίου, παράγονται 

ςε μεγάλθ κλίμακα και ζχουν πολλζσ εωαρμογζσ. Ρροϊόντα που περιζχουν ταςιενεργζσ 

ουςίεσ είναι τα ςαποφνια, οι κρζμεσ, τα αωρόλουτρα, τα μελάνια, οι κόλλεσ, τα 

ςαμπουάν, οι μπογιζσ, οι οδοντόκρεμεσ κ.α. (25). Οι επιωανειοδραςτικζσ ι 

ταςιενεργζσ ουςίεσ μποροφν να παραχκοφν είτε ςυνκετικά, είτε βιολογικά. 
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Εικόνα 7:  Μικκφλιο ταςιενεργών ουςιών ςτο νερό (26) 

 

Στθν Εικόνα 8 ωαίνεται θ λειτουργία των ουςιϊν διαποράσ όταν αυτζσ 

χρθςιμοποιοφνται για τθν αποκατάςταςθ πετρελαιοκθλίδων. Στθν αρχι, τα μζςα 

διαςποράσ ψεκάηονται ςτθν πετρελαιοκθλίδα. Ζπειτα ο διαλφτθσ μεταωζρει τισ 

ταςιενεργζσ ουςίεσ ςτθν ελαιϊδθ ωάςθ όπου τα μόρια των ταςιενεργϊν ουςιϊν 

μεταωζρονται ςτθν διεπιωάνεια πετρελαίου-νεροφ. Τότε τα ςταγονίδια του 

πετρελαιου απομακρφνονται από τθν πετρελαιοκθλίδα και διαςπείρονται ςτθν 

υδάτινθ ωάςθ (21).  

 

 

Εικόνα 8: Αρχή λειτουργίασ μζςων διαςποράσ ςε περίπτωςη πετρελαιοκηλίδασ ςε θαλάςςιο περιβάλλον (21) 
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1.7.1 υνθετικέσ ταςιενεργέσ ουςίεσ  

Οι ςυνκετικζσ ταςιενεργζσ ουςίεσ αναμιγνφονται με μείγμα διαλυτϊν και 

χρθςιμοποιοφνται για τθν αποκατάςταςθ του περιβάλλοντοσ από 

πετρελαιοκθλίδεσ.   Ζχουν τθν ιδιότθτα να  μειϊνουν τθν διεπιωανειακι τάςθ 

νεροφ-πετρελαίου, και επομζνωσ, το πετρζλαιο, διαςπείρεται ςτθν υδάτινθ ωάςθ 

ςε μορωι ςταγονιδίων και παραςφρεται με τθν κίνθςθ τθσ κάλαςςασ. Με αυτό τον 

τρόπο οι οργανιςμοί που ζρχονται ςε επαωι με τθν επιωάνεια τθσ κάλαςςασ 

(καλαςςοποφλια, κθλαςτικά κ.α.), δεν ζρχονται ςε επαωι με το πετρζλαιο και 

επιπλζον το πετρζλαιο δεν ωτάνει ςτισ ακτογραμμζσ ςε μορωι κθλίδασ. Ραρόλα 

αυτά θ μζκοδοσ αυτι ζχει ςθμαντικά μειονεκτιματα. Με τθν διαλυτοποίθςθ του 

πετρελαίου ςτθν υδάτινθ ωάςθ και τθν ειςχϊρθςθ των ουςιϊν διαςποράσ ςε αυτιν, 

ακολουκεί θ αυτόματθ υποβάκμιςι τθσ. Οι ουςίεσ διαςποράσ ζχουν πικανότατα 

τοξικζσ επιπτϊςεισ ςτουσ οργανιςμοφσ τθσ κάλαςςασ και είναι μθ βιοδιαςπάςιμεσ. 

Επιπλζον μποροφν να βιοςυςςωρευτοφν και θ παραγωγι τουσ, οι διεργαςίεσ και τα 

παραπροϊόντα τουσ μποροφν να είναι περιβαλλοντικά επικίνδυνα. Θ χριςθ τουσ 

επιτρζπεται υπό ςυγκεκριμζνεσ προχποκζςεισ και αωοφ ζχουν πραγματοποιθκεί 

αρκετζσ δοκιμζσ και ζχει εγκρικεί θ χριςθ τουσ. Από τθν άλλθ, θ διαλυτοποίθςθ του 

πετρελαίου ςτθν υδάτινθ ωάςθ αυξάνει τθν βιοδιακεςιμότθτα του ρφπου και άρα 

τθν επιωάνεια επαωισ του με τουσ μικροοργανιςμοφσ. Με αυτόν τον τρόπο, αν οι 

ουςίεσ αυτζσ δεν είναι ιδιαίτερα τοξικζσ για το καλάςςιο περιβάλλον, αναμζνεται 

να αυξάνουν τον ρυκμό βιοαποικοδόμθςθσ του πετρελαίου. Άλλθ προχπόκεςθ για 

τθν αφξθςθ του ρυκμοφ βιοαποικοδόμθςθσ του πετρελαίου είναι να υπάρχουν 

κατάλλθλα κρεπτικά, όπωσ είναι το άηωτο και το ωϊςωορο, διαλυμζνα ςτο νερό και 

ζτςι να επιτυγχάνεται θ ανάπτυξθ των μικροοργανιςμϊν. Λόγω τον προβλθμάτων 

που προκφπτουν από τθν χθμικι μζκοδο τθσ προςκικθσ ουςιϊν διαςποράσ, το 

ενδιαωζρον ζχει ςτραωεί προσ τισ ταςιενεργζσ ουςίεσ βιολογικισ προζλευςθσ. Οι 

βιοταςιενεργζσ ουςίεσ ζχουν ελάχιςτεσ περιβαλλοντικζσ επιπτϊςεισ και τθν 

ικανότθτα τθσ διάςπαςθσ ποικίλων οργανικϊν ρφπων (20).  
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1.7.2 Σαςιενεργέσ ουςίεσ βιολογικήσ προέλευςησ (βιοταςιενεργέσ 

ουςίεσ)  

Οι ταςιενεργζσ ουςίεσ βιολογικισ προζλευςθσ παράγονται από μεγάλο αρικμό 

μικροοργανιςμϊν, βακτθρίων, ηυμϊν και μυκιτων. Τα βακτιρια αυτά ανικουν ωσ 

επί το πλείςτον ςτα γζνθ Bacillus, Pseudomonas, Acinetobacter, Mycobacterium, 

Alcanivorax. Οι βιολογικά παραγόμενεσ ταςιενεργζσ ουςίεσ ζχουν τα ίδια 

χαρακτθριςτικά με τισ ςυνκετικζσ ταςιενεργζσ ουςίεσ και οι περιςςότερεσ από 

αυτζσ ζχουν ανιονικό ι ουδζτερο χαρακτιρα. Ελάχιςτεσ είναι κατιονικζσ και 

αποτελοφνται κυρίωσ από αμινομάδεσ. Το υδρόωοβο τμιμα τουσ μπορεί να ανικει 

ςε λιπαρά οξζα με μεγάλθ αλυςίδα, όπωσ ςτα υδρόξυ-λιπαρά οξζα, ι α-αλκυλ-β-

υδροξυ-λιπαρά οξζα. Το υδρόωιλο τμιμα τουσ μπορεί να είναι καρβοξυλικό οξφ, 

αμινοξφ, πεπτίδιο, ωωςωορικι ομάδα ι αλκοόλθ. Οι βιοταςιενεργζσ ουςίεσ 

κατατάςςονται ςε πζντε μεγάλεσ κατθγορίεσ: (1) γλυκολιπίδια, (2) ωωςωολιπίδια και 

λιπαρά οξζα, (3) λιποπεπτίδια/λιποπρωτεϊνεσ, (4) πολυμερικζσ επιωανειοδραςτικζσ 

ενϊςεισ (polymeric surfactants) και (5) particulate surfactants (19). Οι βιολογικά 

επιωανειακά δραςτικζσ ενϊςεισ χαρακτθρίηονται από πολλά από τα πλεονεκτιματα 

των ςυνκετικά επιωανειακά δραςτικϊν ουςιϊν, απουςία των μειονεκτθμάτων τουσ 

(21). Κακϊσ οι περιβαλλοντικοί κανονιςμοί γίνονται όλο και πιο αυςτθροί και θ 

ςυνειδθτοποίθςθ για τθν ανάγκθ τθσ προςταςίασ του οικοςυςτιματοσ αυξάνεται, το 

ενδιαωζρον για επιωανειοδραςτικζσ ενϊςεισ βιολογικισ προζλευςθσ (biosurfactants) 

ωσ πικανζσ εναλλακτικζσ λφςεισ αντί των χθμικϊν επιωανειοδραςτικϊν ενϊςεων 

αντίςτοιχα αυξάνεται (19). Οι βιολογικά παραγόμενεσ ταςιενεργζσ ουςίεσ είναι μθ 

τοξικζσ, μθ-επικίνδυνεσ, βιοδιαςπάςιμεσ και ωιλικζσ προσ το περιβάλλον ενϊςεισ, που 

μποροφν να παραχκοφν επικερδϊσ υπό ex situ ςυνκικεσ. Θ in situ παραγωγι 

βιοταςιενεργϊν ουςιϊν μπορεί να υποκινθκεί ςτθ περιοχι τθσ ρφπανςθσ και οι ουςίεσ 

αυτζσ μποροφν να ανακτθκοφν και να ανακυκλωκοφν. Επιπρόςκετα ζρευνεσ ζχουν 

δείξει τθν δραςτικι ικανότθτα των επιωανειοδραςτικϊν ενϊςεων βιολογικισ 

προζλευςθσ να ςτακεροποιοφν νερό ςε πετρζλαιο γαλακτϊματα με τθ χριςθ λιγότερο 

από 1% επιωανειοδραςτικϊν ενϊςεων βιολογικισ προζλευςθσ (κατ’ όγκο) (19). 
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Θ επαωι των μικροοργανιςμϊν με τουσ υδρογονάνκρακεσ γίνεται με ζναν ι 

περιςςότερουσ από τουσ τρεισ μθχανιςμοφσ που ακολουκοφν: 

1. Ρρόςλθψθ των διαλυμζνων υδρογονανκράκων ςτθν υδατικι ωάςθ. Ο 

μθχανιςμόσ αυτόσ ωαίνεται να λειτουργεί ςε υδρογονάνκρακεσ μικρισ 

αλυςίδασ (21).  

2. Άμεςθ επαωι με τα ςταγονίδια ι τισ επιωάνειεσ τθσ αδιάλυτθσ ωάςθσ (19).  

3. Αλλθλεπίδραςθ με υδρογονάνκρακεσ οι οποίοι ζχουν υποςτεί «διάλυςθ» 

φςτερα από τθν εωαρμογι ταςιενεργϊν ουςιϊν (19).  

Οι ταςιενεργζσ ουςίεσ βιολογικισ προζλευςθσ παίηουν ςθμαντικό ρόλο ςτουσ 

μθχανιςμοφσ αυτοφσ. Δθλαδι, πρϊτα προςαρτϊνται ςτθν επιωάνεια του κυττάρου 

για να ενιςχφςουν τθν προςκόλλθςθ του μικροοργανιςμοφ ςτο πετρζλαιο και 

ζπειτα εκκρίνονται ςτο μζςο για να ενιςχφςουν τθν «ψευδοδιαλυτοποίθςθ» (19). 

Θ αφξθςθ τθσ βιοδιακεςιμότθτασ των υδρογονανκράκων με τθν προςκικθ 

ταςιενεργϊν ουςιϊν ακολουκεί τθν εξισ διαδικαςία:  

1. Μείωςθ τθσ επιωανειακισ τάςθσ μεταξφ υδατικισ και μθ-υδατικισ ωάςθσ.  

2. Αφξθςθ τθσ διαλυτότθτασ των υδρογονανκράκων. Το ωαινόμενο αυτό ορίηεται 

ωσ διαλυτοποίθςθ και προκαλείται από τθν παρουςία μικκυλίων. Θ 

διαλυτοποίθςθ εξαρτάται από τον τφπο και τθ ςυγκζντρωςθ τθσ ταςιενεργισ 

ουςίασ, τθν υδροωοβικότθτα, τισ αλλθλεπιδράςεισ καλαςςινοφ νεροφ-

δραςτικισ ουςίασ και τον χρόνο παραμονισ του ρφπου ςτθ κάλαςςα.  

3. Οριςμζνεσ από αυτζσ διευκολφνουν ςτθν προςκόλλθςθ ι τθν αποκόλλθςθ των 

μικροοργανιςμϊν από τθν επιωάνεια του ρφπου, επθρεάηοντασ τθν 

υδροωοβικότθτα τθσ επιωάνειασ των κυττάρων ι των ρυπογόνων ενϊςεων (21).  

Αν και ςτισ περιςςότερεσ περιπτϊςεισ ζχει αναωερκεί ότι θ προςκικθ ταςιενεργϊν 

ουςιϊν διευκολφνει τθ βιοαποικοδόμθςθ ρυπογόνων ουςιϊν, υπάρχουν περιπτϊςεισ 

ςτισ οποίεσ θ προςκικθ ζχει αρνθτικζσ ςυνζπειεσ. Αυτό οωείλεται ςτθν προςρόωθςθ 

των ταςιενεργϊν ουςιϊν, ςτο ότι οι ουςίεσ αυτζσ χρθςιμοποιοφνται ωσ κρεπτικά 

υποςτρϊματα από τουσ μικροοργανιςμοφσ, ςτθν αυξθμζνθ τοξικότθτα των ρφπων λόγω 

τθσ υψθλισ βιοδιακεςιμότθτασ τουσ και τζλοσ ςτθ μείωςθ τθσ βιοδιακεςιμότθτασ των 

ρφπων κακϊσ αυτοί δεςμεφονται ςε μικκφλια (21). 

Στον Ρίνακα 2Ρίνακασ 2 ωαίνονται  τα είδθ και οι ποςότθτεσ βιοταςιενεργϊν ουςιϊν 

που παράγονται από διάωορουσ μικροοργανιςμοφσ με διάωορεσ πθγζσ άνκρακα.   
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Πίνακασ 2: Ποςότητεσ παραγωγήσ βιοταςιενεργών ουςιών από διάφορουσ μικροοργανιςμοφσ και ποικιλία 
πηγών άνθρακα (27) 

Βιοταςιενεργή 
ουςία 

Μικροοργανιςμόσ Πηγή άνθρακα Παραγωγή BSs 
(g/L) 

Surfactin Bacillus subtilis ATCC 
21332 

Γλυκόηθ 6,45 

Surfactin +  Fengycin B. circulans Γλυκόηθ 6,98 

Lipopedtide B. subtilis C9 Γλυκόηθ 7,0 

Sophorolipid Candida bombicola 
ATCC 22214 

Λακτόηθ + 
ζλαιο κράμβθσ 

422 

Sophorolipid C. bombicola ATCC 
22214 

Γλυκόηθ + λίπθ 120 

Rhamnolipid P. aeruginosa DSM 
7107 

Σογιζλαιο 112 

Rhamnolipid P. aeruginosa UI 
29791 

Καλαμποκζλαιο 46 

Trehaloselipid Rhodococcus 
erythropolis DSM 

43215 

Mihagol L 32 

Trehaloselipid Rhodococcus 
wratislaviensis BN38 

Hexadecane 3,1 

Mannosylerythitol 
lipid + Cellobiose 

lipid 

Ustilago maydis Γλυκόηθ 23 

 

1.7.1.1 Ραμνολιπίδια (RLs) 

Τα αμνολιπίδια ανικουν ςτθν κατθγορία των Γλυκολιπιδίων. Σιμερα, τα 

αμνολιπίδια κεωροφνται ωσ οι πιο αποτελεςματικζσ βιοταςιενεργζσ ενϊςεισ. Θ 

ςυνικθσ χθμικι τουσ δομι είναι τα monorhamnolipids, αποτελοφμενα από ζνα 

μόριο ραμνόηθσ και δφο μόρια β-υδροξυδεκανοϊκοφ οξζοσ και τα dirhamnolipids, 

ςτα οποία δφο μόρια ραμνόηθσ ςυνδζονται με δφο μόρια β-υδροξυδεκανοϊκοφ 

οξζοσ. αμνολιπίδια που περιζχουν μόνο μία αλυςίδα β-υδροξυδεκανοϊκοφ οξζοσ 

ςυνδεόμενα με ζνα ι δφο μόρια ραμνόηθσ ζχουν επίςθσ αναωερκεί. 

Τα αμνολιπίδια μποροφν να μειϊςουν τθν επιωανειακι τάςθ του νεροφ από 

72mN/m ςε 30 mN/m και τθ διεπιωανειακι τάςθ του νεροφ-ελαίου ςε τιμζσ < 1 

mN/m. Ρρόκειται για αςκενι οξζα, λόγω τθσ χαρακτθριςτικισ ομάδασ 

καρβοξυλικοφ οξζοσ και είναι γνωςτό ότι υωίςτανται ςυςςωμάτωςθ ςε διαλφματα. 

Τα αμνολιπίδια παρουςιάηουν όλεσ τισ βαςικζσ ιδιότθτεσ των βιοταςιενεργϊν 
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ουςιϊν. Δθλαδι, τισ ιδιότθτεσ τθσ απορρφπανςθσ, του αωριςμοφ, τθσ 

γαλακτωματοποίθςθσ, τθσ απογαλακτωματοποίθςθσ, τθσ διαλυτοποίθςθσ, τθσ 

διαβροχισ, τθσ πφκνωςθσ, τθσ απομόνωςθσ μετάλλων, του ςχθματιςμοφ κυςτιδίων 

και τθσ διαςποράσ ωάςεων. Ζτςι το ωάςμα των εωαρμογϊν τουσ ςτο περιβάλλον, 

ςτα τρόωιμα, ςτθ γεωργία, ςτα καλλυντικά και ςε ωαρμακευτικζσ χριςεισ, είναι 

δυνθτικά τόςο εκτεταμζνεσ όςο οι ιδιότθτζσ τουσ (28). Θ παραγωγι των 

αμνολιπιδίων εξαρτάται από τισ πθγζσ άνκρακα και άλλων κρεπτικϊν υλικϊν κακϊσ 

επίςθσ και από περιβαλλοντικοφσ παράγοντεσ, όπωσ το pH, τθ κερμοκραςία και το 

οξυγόνο (21). 

 

 

Εικόνα 9: Αντιπροςωπευτικοί τφποι monorhamnolipid και dirhamnolipid (28) 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 2: 

ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

2.1 Μικροβιολογικέσ αναλύςεισ  

Για τθν παραγωγι των βιοταςιενεργϊν (BSs) ουςιϊν χρθςιμοποιικθκαν 

μικροοργανιςμοί που είχαν απομονωκεί ςτο παρελκόν από περιοχι ρυπαςμζνθ με 

πετρελαιοειδι.  

 

2.1.1 Επιλογή μικροοργανιςμών  

Θ υδροωοβικότθτα αποτελεί ζνα από τα ςθμαντικότερα χαρακτθριςτικά τθσ κάκε 

κοινότθτασ, κακϊσ βάςει αυτοφ του μεγζκουσ μπορεί να γίνει μία ζμμεςθ εκτίμθςθ 

παραγωγισ βιοταςιενεργϊν ουςιϊν. Θ κοινότθτα με τον κωδικό Ε8, από παλαιότερθ 

μελζτθ, ζχει δείξει πολφ μεγάλο ποςοςτό υδροωοβικότθτασ, το οποίο ωτάνει το 67% 

(21). Ζτςι επιλζχκθκε θ ςυγκεκριμζνθ μικροβιακι κοινότθτα. Το ωυλλογενετικό 

δζντρο τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ Ε8 δίνεται ςτθν Εικόνα 10. 

Από το ωυλλογενετικό αυτό δζντρο, διαπιςτϊκθκε ότι ο απομονωμζνοσ 

μικροοργανιςμόσ με τον κωδικό Υ παρουςιάηει ομοιότθτα με τον μικροοργανιςμό 

Alcanivorax borkumensis SK2. Το βακτιριο αυτό ςυγκαταλζγεται ςτο γζνοσ 

Alcanivorax και είναι ζνα κατά gram αρνθτικό βακτιριο. Τα βακτιρια αυτοφ του 

γζνουσ αποτελοφν τουσ πιο γνωςτοφσ αποικοδομθτζσ αλκανίων και ταυτόχρονα, 

παράγουν ςε μεγάλθ κλίμακα βιοταςιενεργζσ ουςίεσ και ςχθματίηουν βιοωίλμ. Ζτςι 

κεωρικθκε εφλογο να χρθςιμοποιθκεί αυτόσ ο μικροοργανιςμόσ για το 

ςυγκεκριμζνο πείραμα. Στθν Εικόνα 11 ωαίνεται ο μθχανιςμόσ αποικοδόμθςθσ του 

πετρελαίου από το γζνοσ Alcanivorax.  

Ο απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ με τον κωδικό ESPA προιλκε από ρυπαςμζνο με 

πετρελαιοειδι ίηθμα. Ο ςυγκεκριμζνοσ μικροοργανιςμόσ ταυτοποιικθκε με τον 

μικροοργανιςμό Paracoccus marcusii του γζνουσ Paracoccus και τθσ οικογενείασ 
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Rhodobacteraceae. Ρρόκειται για ζνα κατά gram αρνθτικό βακτιριο.  Σε 

προγενζςτερθ μελζτθ είχε διαπιςτωκεί ότι ο μικροοργανιςμόσ αυτόσ προςκολλάται 

ςτθν ελαιϊδθ ωάςθ περιςςότερο από ότι  ςτθν υδάτινθ. Ζτςι κα μποροφςε με 

περαιτζρω μελζτθ ίςωσ να διαπιςτωκεί ότι ο μικροοργανιςμόσ αυτόσ αποτελεί τθν 

βζλτιςτθ λφςθ για τθν βιοαποκατάςταςθ ρυπαςμζνων καλάςςιων περιοχϊν, μιασ 

και θ βιομάηα του κα ιταν προςκολλθμζνθ ςτθν ελαιϊδθ ωάςθ και δεν κα 

υπόκειται ςε αραίωςθ λόγω των καλάςςιων ρευμάτων (29). Για τον λόγο αυτό, 

επιλζχκθκε να γίνει περιςςότερθ ζρευνα πάνω ςε αυτόν τον μικροοργανιςμό ςε 

ςχζςθ με τθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν.  

Οι μικροοργανιςμοί που αναωζρκθκαν ιταν αποκθκευμζνοι ςτθν κατάψυξθ από το 

2013 ςε διάλυμα γλυκερόλθσ 30% και διάλυμα ONR7. 

 

 

Εικόνα 10: Φυλλογενετικό δζντρο τησ μικροβιακήσ κοινότητασ Ε8 (21) 
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Εικόνα 11: Ο μικροοργανιςμόσ Alcanivorax κατά την βιοαποικοδόμηςη πετρελαίου (30) 

 

2.1.2 Καλλιέργεια μικροοργανιςμών  

Οι μικροοργανιςμοί  ζπειτα από απόψυξθ, καλλιεργικθκαν ςε υγρζσ καλλιζργειεσ 

οφτωσ ϊςτε να αυξθκεί ο πλθκυςμόσ τουσ και να καταγραωεί θ καμπφλθ ανάπτυξισ 

τουσ.  

Οι μικροβιακι κοινότθτα Ε8 και ο απομονωμζνοσ από αυτιν μικροοργανιςμόσ Υ  

καλλιεργικθκαν ςε τεχνθτό καλαςςινό νερό ONR7 όπου προςτζκθκαν ωωςωόρο 

και άηωτο ωσ κρεπτικά και αργό πετρζλαιο ωσ πθγι άνκρακα (ςε αναλογία 

C:N:P=100:10:1). Θ αναλογία τθσ πθγισ άνκρακα και του όγκου τθσ υγρισ 

καλλιζργειασ ιταν 0,5%w/v.  

Ο απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ ESPA καλλιεργικθκε ςε διάλυμα ZOBELL 

MARINE 2216. 

Οι καλλιζργειεσ των μικροοργανιςμϊν ζγιναν ςε αποςτειρωμζνα ποτιρια ηζςεωσ 

των 400ml. Θ ετοιμαςία των καλλιεργειϊν ζγινε με τθν χριςθ αποκλειςτικά και 

μόνο αποςτειρωμζνων ςκευϊν και κάτω από αποςτειρωμζνο απαγωγζα με ωλόγα. 

Ζπειτα οι καλλιζργειεσ τοποκετικθκαν ςε επωαςτιρα ςτουσ 20οC και αναδευόταν 

ςυνεχόμενα ςτισ 120rpm.  
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Αναλογίεσ διαλυμάτων για τα δείγματα Ε8 και Υ: 

190ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1,25ml Αργό πετρζλαιο (πυκνότθτασ 0,8g/ml) και 

2ml μικροοργανιςμϊν ζπειτα από απόψυξθ.  

 

Αναλογίεσ  διαλυμάτων για το δείγμα ESPA: 

200ml  διαλφματοσ ZOBELL MARINE 2216 και 

0,5ml μικροοργανιςμϊν ζπειτα από απόψυξθ. 

 

Για τθν δθμιουργία τθσ καμπφλθσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν μετρικθκαν ςε 

κακθμερινι βάςθ θ οπτικι απορρόωθςθ (OD) και θ ςυγκζντρωςθ των   

μικροοργανιςμϊν κάκε καλλιζργειασ (CFUs/ml) μζςω τθσ καλλιεργθτικισ μεκόδου 

των διαδοχικϊν αραιϊςεων.  

 

Ραραςκευι διαλφματοσ ONR7:  

Για τθν παραςκευι του τεχνθτοφ καλαςςινοφ νεροφ ONR7 παραςκευάςτθκαν 

αρχικά τρία πυκνά διαλφματα (5x). Πλα τα διαλφματα αποςτειρϊκθκαν ξεχωριςτά 

ςε κερμοκραςία 120οC και ςε πίεςθ 1.1bar για 20 λεπτά.  

Διάλυμα 1 (ςε 1L H2O)    Διάλυμα 2 (ςε 500ml H2O) 

NaCl    113,95g   MgCl2 x 6H2O  55,9g  

Na2SO4   19,9g    CaCl2 x 2H2O  7,3g  

KCl   3,6g    SrCl2 x 6H2O  120mg 

NaBr   415mg        

NaHCO3  155mg    Διάλυμα 3 (ςε 100ml H2O)  

H3BO3   135mg    FeC2 x 4H2O   10mg  

NaF   13mg 

NH4Cl   0,35g 

Na2HPO4 x 7H2O 445mg 

TAPSO   6,5g 

Για τθν παραςκευι του τελικοφ διαλφματοσ ONR7 ακολουκικθκαν τα εξισ βιματα: 
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1. Ανάμειξθ 200ml από το διάλυμα 1 με 133ml απιονιςμζνου νεροφ και ρφκμιςθ 

του pH ςτο 7,6 με χριςθ διαλφματοσ NaOH (2M). 

2. Ρροςκικθ 100ml από το διάλυμα 2. 

3. Ρροςκικθ 20ml από το διάλυμα 3. 

4. Ρροςκικθ 446ml απιονιςμζνου νεροφ.  

Το τελικό διάλυμα ONR7 αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 1.1bar 

για 20 λεπτά. 

 

Ραραςκευι διαλφματοσ NP:  

Για τθν παραςκευι αυτοφ του διαλφματοσ επιλζχκθκε θ ςυγκζντρωςθ του αηϊτου 

να είναι 10g/L και θ ςυγκζντρωςθ του ωωςωόρου να είναι 1g/L.  

Χρθςιμοποιικθκαν για αυτό το ςκοπό τα άλατα KNO3 και K2HPO4 μοριακοφ βάρουσ 

101,10g/mol και 174,18g/mol αντίςτοιχα. Το ποςοςτό που περιλαμβάνει το άηωτο 

και ο ωϊςωοροσ ςτισ ενϊςεισ αυτζσ είναι 14,15% και 53,94% αντίςτοιχα. Επομζνωσ 

για να προκφψουν 10g N και 1g P χρειάςτθκαν 71,44g KNO3 και 3,23g K2HPO4 τα 

οποία διαλφκθκαν ςε ζνα λίτρο απιονιςμζνου νεροφ. Το διάλυμα Ν 

αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 1.1bar για 20 λεπτά. 

  

Ραραςκευι διαλφματοσ ZOBELL MARINE 2216:  

Σε ζνα λίτρο απιονιςμζνου νεροφ διαλφκθκαν 40,25g ZOBELL MARINE BROTH 2216. 

Το κρεπτικό διάλυμα αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 1.1bar για 20 

λεπτά.  

 

Στοιχεία αργοφ πετρελαίου (CO): 

Πςον αωορά ςτο αργό πετρζλαιο που χρθςιμοποιικθκε ωσ πθγι άνκρακα, αυτό 

προιλκε από το Καηακςτάν. Ρριν τθν χριςθ του ωσ κρεπτικό για τουσ 

μικροοργανιςμοφσ, το πετρζλαιο αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 

1.1bar για 20 λεπτά.  
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2.1.3 Μέθοδοσ οπτικήσ απορρόφηςησ  

Το ωωσ αποτελείται από θλεκτρομαγνθτικά κφματα που όταν αλλθλεπιδροφν με τθν 

φλθ απορροωοφνται, ςκεδάηονται, ανακλϊνται ι διαδίδονται μζςα ςε αυτι. 

Μετρϊντασ τθν απορρόωθςθ μιασ δζςμθσ ωωτόσ, ςυγκεκριμζνου μικουσ κφματοσ, 

από ζνα δείγμα και καταςκευάηοντασ τθν καμπφλθ απορρόωθςθσ-ςυγκζντρωςθσ, 

μποροφμε να βγάλουμε χριςιμα ςυμπεράςματα για τθ ςυγκζντρωςθ μιασ ουςίασ 

που περιζχεται ςτο δείγμα (31). Ζτςι μετρϊντασ τθν απορρόωθςθ μιασ δζςμθσ 

ωωτόσ 600nm για ζνα δείγμα μικροοργανιςμϊν, μπορεί ζμμεςα να προςδιοριςτεί θ 

κυτταρικι ανάπτυξθ τουσ. Θ οπτικι απορρόωθςθ (OD) είναι ζνα αδιάςτατο μζγεκοσ 

και ςυχνά ςυμβολίηεται με ABS. Θ μζκοδοσ αυτι, είναι λιγότερο ακριβισ λόγω του 

ότι λαμβάνει υπόψθ νεκρά κφτταρα, και ςτισ καλλιζργειεσ με το αργό πετρζλαιο, 

λαμβάνει υπόψθ και τθν οπτικι απορρόωθςθ του διαλυμζνου πετρελαίου.   

 

2.1.4 Καλλιεργητική μέθοδοσ διαδοχικών αραιώςεων  

Θ καλλιεργθτικι μζκοδοσ των διαδοχικϊν αραιϊςεων βαςίηεται ςτθν υπόκεςθ ότι 

τα μικροβιακά κφτταρα που υπάρχουν ςτθν καλλιζργεια, όταν επιςτρωκοφν ςε 

κατάλλθλο ςτζρεο κρεπτικό μζςο, ςχθματίηουν ορατζσ και ξεχωριςτζσ αποικίεσ (21). 

Μονάδα μζτρθςθσ των αποικιϊν είναι το CFU (colony forming units). Λόγω τθσ 

ςυνικουσ υψθλισ ςυγκζντρωςθσ μικροοργανιςμϊν ςτα δείγματα, για τθν 

εωαρμογι τθσ μεκόδου κα πρζπει να γίνουν κατάλλθλεσ αραιϊςεισ. Οι αραιϊςεισ 

ζγιναν ςε διάλυμα χλωριοφχου νατρίου (buffer NaCl). Σε περίπτωςθ υψθλισ 

ςυγκζντρωςθσ μικροοργανιςμϊν ςτον όγκο του δείγματοσ που πρόκειται να 

επιςτρωκεί ςτο ςτζρεο υπόςτρωμα, οι αποικίεσ που κα ςχθματιςτοφν κα 

επικαλφπτονται. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα να κακίςταται αδφνατο το μζτρθμά τουσ. 

Σκοπόσ είναι οι αρικμόσ των αποικιϊν ςε κάκε τρυβλίο Ρετρί να είναι από 30 ζωσ 

300. Για λόγουσ μεγαλφτερθσ ακρίβειασ, γίνεται επίςτρωςθ τριϊν ςυνεχόμενων 

αραιϊςεων και από δφο ωορζσ θ κάκε αραίωςθ. Οι αραιϊςεισ αυτζσ, διαωζρουν 

ςυνικωσ κατά μία τάξθ μεγζκουσ θ μία από τθν άλλθ. Ζτςι για παράδειγμα, κα 

αναμενόταν ςτο ποιο πυκνό διάλυμα να μετρθκοφν 220 αποικίεσ, ςτο αμζςωσ πιο 
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αραιό 22 και ςτο αραιότερο 2 με 3. Τα τρυβλία Ρετρί που χρθςιμοποιικθκαν για 

τθν καλλιζργεια ςε ςτζρεο υπόςτρωμα, είχαν ωσ κρεπτικό ZOBELL MARINE AGAR 

και παρζμεναν για επϊαςθ 96 ϊρεσ ςτουσ 20οC. 

 

Ραραςκευι ςτζρεου υποςτρϊματοσ ZOBELL MARINE AGAR: 

Για τθν παραςκευι του κρεπτικοφ αυτοφ υποςτρϊματοσ, ςε ζνα λίτρο 

απιονιςμζνου νεροφ, προςτζκθκαν 40,25g ZOBELL MARINE BROTH 2216 και 15g 

Agar. Το διάλυμα αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 1.1bar για 20 

λεπτά και ζπειτα, όντασ ακόμα ηεςτό και ρευςτό, τοποκετικθκε μζςα ςε τρυβλία 

όπου κρυϊνοντασ ςτερεοποιικθκε.  

 

Ραραςκευι διαλφματοσ Buffer NaCl: 

Σε ζνα λίτρο απιονιςμζνου νεροφ διαλφκθκαν 8,5gr NaCl. Μετά τθν παραςκευι το 

διάλυμα αποςτειρϊκθκε ςε κερμοκραςία 120οC και πίεςθ 1.1bar για 20 λεπτά. 

  

2.1.5 Απομόνωςη μικροοργανιςμών μέςω ςτέρεου υποςτρώματοσ  

Πςον αωορά ςτουσ απομονωμζνουσ μικροοργανιςμοφσ Y και ESPA, διαπιςτϊκθκε 

ότι είχαν επιμολυνκεί με άλλουσ μικροοργανιςμοφσ και ζτςι ακολοφκθςε θ 

απομόνωςι τουσ. Θ επιμόλυνςθ ενόσ δείγματοσ απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ 

ωαίνεται όταν εμωανιςτοφν διαωορετικϊν ειδϊν αποικίεσ ςε ζνα τρυβλίο Ρζτρι 

όπου ζχει καλλιεργθκεί το δείγμα. Για τθν απομόνωςθ του μικροοργανιςμοφ αυτοφ, 

με τθν χριςθ ενόσ κρίκου, παίρνεται μία κακαρι αποικία του. Θ αποικία αυτι 

διαλφεται ςε μία ςταγόνα κρεπτικοφ μζςου ONR7 και ζπειτα με τθν βοικεια του 

κρίκου επιςτρϊνεται λίγο από το διάλυμα τθσ ςταγόνασ ςε τρυβλίο Ρζτρι με ςτζρεο 

κρεπτικό υπόςτρωμα MARINE BROTH AGAR. Το τρυβλίο Ρζτρι αυτό αωινεται για 

επϊαςθ ςτουσ 20οC για περίπου 96 ϊρεσ.   
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2.2 Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών 

2.2.1 Επιλογή βαρέωσ κλάςματοσ αργού πετρελαίου ωσ πηγή 

άνθρακα  

Επιλζχκθκε να χρθςιμοποιθκεί βαρφ κλάςμα αργοφ πετρελαίου (Heavy Oil Fraction, 

HOF) ωσ πθγι άνκρακα για τισ καλλιζργειεσ των μικροοργανιςμϊν κακϊσ το HOF 

ςχθματίηει μια ςτερει ‘ςε μορωι πλαςτελίνθσ’, ςτρϊςθ επάνω ςτθν επιωάνεια τθσ 

υγρισ ωάςθσ όπωσ ωαίνεται ςτθν Εικόνα 12. Από αυτι τθν ιδιότθτα του κλάςματοσ 

αυτοφ, δθμιουργικθκε θ ιδζα, ότι οι μικροοργανιςμοί κα μποροφςαν ίςωσ να 

παράγουν περιςςότερεσ βιοταςιενεργζσ ουςίεσ λόγω τθσ ανάγκθσ τουσ να 

διαλυτοποιιςουν το πετρζλαιο. Επιπλζον, αν τελικά τουσ ιταν αδφνατο να 

διαλφςουν το HOF, οι ταςιενεργζσ ουςίεσ κα βριςκόντουςαν ςτθν υδάτινθ ωάςθ 

χωρίσ τθν προςκικθ πετρελαίου και ζτςι θ απομόνωςθ τουσ κα ιταν αρκετά 

ευκολότερθ. Δθλαδι κα γινόταν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν υψθλισ 

κακαρότθτασ. Αυτι ιταν θ κφρια ιδζα για τθν διεκπεραίωςθ των πειραμάτων.  

 

 

Εικόνα 12: Μορφή βαρζωσ κλάςματοσ αργοφ πετρελαίου ςτην καλλιζργεια 
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Τα χαρακτθριςτικά του βαρζωσ κλάςματοσ πετρελαίου χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε 

κείο ωαίνονται ςτον Ρίνακα 3. 

 

Πίνακασ 3: τοιχεία βαρζωσ κλάςματοσ πετρελαίου χαμηλήσ περιεκτικότητασ ςε θείο (HOF) 

 

 

2.2.2 Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών με αναπλήρωςη 

θρεπτικών και ONR7 ςτην καλλιέργεια 

Σε αυτό το πείραμα καλλιεργικθκαν θ μικροβιακι κοινότθτα Ε8 και οι 

απομονωμζνοι μικροοργανιςμοί Υ και ESPA. Οι καλλιζργειεσ ζγιναν ςε κρεπτικό 

μζςω ONR7 με τθν προςκικθ αηϊτου και ωωςωόρου και με πθγι άνκρακα βαρφ 

κλάςμα αργοφ πετρελαίου (HOF). Ανά αόριςτα τακτά χρονικά διαςτιματα (1-7 

θμερϊν) αωαιροφνταν από τθν υγρι ωάςθ κάκε καλλιζργειασ 25ml με ςκοπό τθν 

μζτρθςθ τθσ ποςότθτασ των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν. Τα χρονικά διαςτιματα που 

μεςολαβοφςαν ςε κάκε δειγματολθψία ιταν εςκεμμζνα αόριςτα. Σκοπόσ ιταν να 

βρεκεί το κατάλλθλο χρονικό διάςτθμα για τθν αωαίρεςθ υλικοφ, ςτο οποίο κα 

είχαν επανζλκει ςτθν καλλιζργεια θ ςυνκικεσ που επικρατοφςαν κατά 

προθγοφμενθ δειγματολθψία. Μετά από κάκε δειγματολθψία γινόταν αναπλιρωςθ 

του όγκου που απομακρφνκθκε με ONR7 και τθν αντίςτοιχθ ποςότθτα κρεπτικϊν 

αηϊτου και ωωςωόρου ϊςτε θ αναλογία τουσ προσ τον άνκρακα να ιταν ίςθ τθσ 

αρχικισ (δθλαδι C:N:P = 100:10:1). Ραράλλθλα με τθν διαδικαςία ςυλλογισ του 

δείγματοσ γινόταν και μζτρθςθ τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ για τθν εκτίμθςθ τθσ 

βιομάηασ και ςε κάποιεσ περιπτϊςεισ εωαρμόςτθκε και θ καλλιεργθτικι μζκοδοσ 
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των διαδοχικϊν αραιϊςεων για να διαπιςτωκοφν τυχόν αλλαγζσ ςτισ μικροβιακζσ 

κοινότθτεσ.  

Ο ςκοπόσ αυτοφ του πειράματοσ ιταν να βρεκεί το χρονικό διάςτθμα που 

απαιτείται από τθν καλλιζργεια ζτςι ϊςτε να αναπλθρωκοφν  οι βιοταςιενεργζσ 

ουςίεσ που αωαιρζκθκαν. Αυτό, ζγινε με απϊτερο ςκοπό να γίνει μια πρϊτθ 

εκτίμθςθ τθσ παροχισ που κα μποροφςε να ζχει ζνασ βιοαντιδραςτιρασ παραγωγισ 

βιοταςιενεργϊν ουςιϊν ςυνεχοφσ ροισ. 

   

Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ Ε8: 

200ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

15ml από τθν αρχικι καλλιζργεια E8 με OD=0,9655 ABS   

Ζπειτα από καλλιζργεια δείγματοσ ςε ςτζρεο υπόςτρωμα εκτιμικθκε θ 

ςυγκζντρωςθ των μικροοργανιςμϊν ανά ml. 

      

                    
           

   

  
 

 

Στα 15 ml κα είναι 735*107 CFUs. 

Αραιϊνοντασ τουσ μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε 210ml διαλφματοσ προζκυψε 

περίπου ςυγκζντρωςθ ίςθ με 3,5*107 CFUs/ml. 

 

Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια του απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ Υ: 

190ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

10 ml από τθν προθγοφμενθ καλλιζργεια του μικροοργανιςμοφ Υ με OD=0,8157 ABS 

Ζπειτα από καλλιζργεια δείγματοσ ςε ςτζρεο υπόςτρωμα εκτιμικθκε θ 

ςυγκζντρωςθ των μικροοργανιςμϊν ανά ml. 
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Στα 10 ml κα είναι 2,24*107 CFU.  

Αραιϊνοντασ τουσ μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε 200ml διαλφματοσ προζκυψε 

περίπου ςυγκζντρωςθ ίςθ με 1,12*105 CFU/ml. 

 

Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια του απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ 

ESPA: 

200ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

10 ml από τθν προθγοφμενθ καλλιζργεια του μικροοργανιςμοφ ESPA με OD=2,3451 

ABS 

Για τον μικροοργανιςμό ESPA ςε δεφτερθ καλλιζργεια, αντί για HOF προςτζκθκε CO. 

Οι αναλογίεσ των διαλυμάτων ιταν όμοιεσ και ςτισ δφο καλλιζργειεσ.  

Ζπειτα από καλλιζργεια δείγματοσ ςε ςτζρεο υπόςτρωμα εκτιμικθκε θ 

ςυγκζντρωςθ των μικροοργανιςμϊν ανά ml. 

      

                    
            

   

  
 

 

Στα 10 ml κα είναι 1,7*109 CFU. 

Αραιϊνοντασ τουσ μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε 200ml διαλφματοσ προζκυψε 

ςυγκζντρωςθ  περίπου ίςθ με 8,5*107 CFU/ml. 

 

Για τθν ηφγιςθ του βαρζωσ κλάςματοσ πετρελαίου, αυτό πρϊτα κερμάνκθκε ςτουσ 

2000C. 

Ο όγκοσ που πάρκθκε ςε κάκε περίπτωςθ από προθγοφμενθ καλλιζργεια 

μικροοργανιςμϊν ωυγοκεντρικθκε για 15 λεπτά ςτισ 7000 ςτροωζσ. Θ πελζτα 

(pellet) που ςχθματίςτθκε πλφκθκε ςε κρεπτικό μζςω ONR7 και ωυγοκεντρικθκε 

ξανά. Θ διαδικαςία αυτι επαναλιωκθκε 2 ωορζσ. Στθν τελικι καλλιζργεια 

προςτζκθκε κάκε ωορά μόνο θ πελζτα των μικροοργανιςμϊν.  

Οι καλλιζργειεσ των μικροοργανιςμϊν ζγιναν ςε αποςτειρωμζνα ποτιρια ηζςεωσ 

των 400ml. Θ ετοιμαςία των καλλιεργειϊν ζγινε με τθν χριςθ αποκλειςτικά και 

μόνο αποςτειρωμζνων ςκευϊν και κάτω από αποςτειρωμζνο απαγωγζα με ωλόγα. 
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Ζπειτα, οι καλλιζργειεσ τοποκετικθκαν ςε επωαςτιρα ςτουσ 20οC και αναδευόταν 

ςυνεχόμενα ςτισ 120rpm.  

 

2.2.3 Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών χωρίσ την αναπλήρωςη 

θρεπτικών και ONR7 ςτην καλλιέργεια 

Σε αυτό το πείραμα δθμιουργικθκαν ξανά καλλιζργειεσ των Ε8, Υ και ESPΑ ςε 

κρεπτικό μζςω ONR7 με τθν προςκικθ κρεπτικϊν αηϊτου και ωωςωόρου και με 

πθγι άνκρακα HOF. Σε αυτι τθν περίπτωςθ αωαιροφταν, ανά ίςα χρονικά 

διαςτιματα, 20ml ποςότθτασ από τθν υγρι ωάςθ τθσ κάκε καλλιζργειασ για τθν 

μζτρθςθ τθσ ποςότθτασ των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν. Δεν ακολουκοφςε 

αναπλιρωςθ του όγκου αυτοφ.  Θ ανάπτυξθ τθσ βιομάηασ παρακολουκικθκε με 

τακτικι μζτρθςθ τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ των καλλιεργειϊν. 

Σκοπόσ αυτοφ του πειράματοσ ιταν να διαπιςτωκεί για κάκε καλλιζργεια ςε ποιά 

χρονικι ςτιγμι, ι ςε ποιά τιμι τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ, παρατθρείται θ μζγιςτθ 

ποςότθτα βιοταςιενεργϊν ουςιϊν ςτθν υδάτινθ ωάςθ.  Για λόγουσ ακριβείασ, κάκε 

καλλιζργεια ζγινε τρεισ ωορζσ.  

 

Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ Ε8: 

190ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

10ml από προθγοφμενθ καλλιζργεια τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ Ε8 με OD=0,7568 

ABS.  

Βάςει τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ εκτιμάται ςυγκζντρωςθ μικροοργανιςμϊν να είναι 

ίςθ με 2*108CFUs/ml. Στα 10ml κα είναι 2*109CFUs/ml. Αραιϊνοντασ τουσ 

μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε καλλιζργεια των 200ml προκφπτει αρχικι 

ςυγκζντρωςθ ίςθ με 1*107CFUs/ml. 
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Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια του απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ Υ: 

190ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

7ml από προθγοφμενθ καλλιζργεια τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ Υ με OD=0,2600 

ABS.  

Βάςει τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ εκτιμάται ςυγκζντρωςθ μικροοργανιςμϊν να είναι 

ίςθ με 4*106CFUs/ml. Στα 7ml κα είναι 2,8*107CFUs/ml. Αραιϊνοντασ τουσ 

μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε καλλιζργεια των 200ml προκφπτει αρχικι 

ςυγκζντρωςθ ίςθ με 1,4*105CFUs/ml. 

 

Αναλογίεσ διαλυμάτων για τθν καλλιζργεια του απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ 

ESPA: 

190ml διαλφματοσ ONR7, 

10ml διαλφματοσ NP, 

1gr HOF χαμθλισ περιεκτικότθτασ ςε κείο και 

0,6ml από προθγοφμενθ καλλιζργεια τθσ μικροβιακισ κοινότθτασ ESPA με 

OD=0,9873 ABS.  

Βάςει τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ εκτιμάται ςυγκζντρωςθ μικροοργανιςμϊν να είναι 

ίςθ με 2*108CFUs/ml. Στα 0,6ml κα είναι 1,2*108CFUs/ml. Αραιϊνοντασ τουσ 

μικροοργανιςμοφσ αυτοφσ ςε καλλιζργεια των 200ml προκφπτει αρχικι 

ςυγκζντρωςθ ίςθ με 6*105CFUs/ml. 

 

2.3 Απομόνωςη βιοταςιενεργών ουςιών 

Για τθν απομόνωςθ των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν από το κάκε δείγμα ζπρεπε να 

διαχωριςτοφν αρχικά τα κφτταρα από τθν υγρι ωάςθ και ζπειτα οι βιοταςιενεργζσ 

ουςίεσ. Το βαρφ κλάςμα πετρελαίου δεν διαλυτοποιείται ςτθν υγρι ωάςθ αλλά 

επιπλζει ςτθν επιωάνεια (ςαν μια ηελατίνα). (Υπάρχει διαλυτοποίθςθ του HOF μετά 

από αρκετζσ μζρεσ αλλά ςκοπόσ είναι θ απομόνωςθ των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν να 

γίνει νωρίτερα). 
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Πςον αωορά ςτθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν από τουσ μικροοργανιςμοφσ 

που επιλζχκθκαν, παλαιότερθ ζρευνα ζχει δείξει ότι θ μζγιςτθ παραγωγι 

αποτελείται από Γλυκολιπίδια και για τθν ακρίβεια, από αμνολιπίδια (21). Θ 

απομόνωςθ των αμνολιπιδίων ζγινε με τθν μζκοδο τθσ εκχφλιςθσ (solvent 

extraction). 

 

2.3.1 Απομόνωςη Ραμνολιπιδίων με εκχύλιςη   

Θ μζκοδοσ αυτι αποτελείται από τα ακόλουκα βιματα: 

1. Απομάκρυνςθ κυττάρων με ωυγοκζντριςθ ςτισ 13000 ςτροωζσ για 15 λεπτά.  

2. Μείωςθ του pH ςτο 3 με διάλυμα HCl 2M και μεταωορά του δείγματοσ ςε 

διαχωριςτικι χοάνθ των 100ml. 

3. Τριπλι εκχφλιςθ του δείγματοσ με ίςου όγκου ποςότθτασ οξικοφ αικυλεςτζρα 

(ethyl acetate). Σε αυτό το ςτάδιο απαιτείται καλι ανάμιξθ του διαλφτθ με το 

δείγμα και ζπειτα αναμονι για τον διαχωριςμό των δφο ωάςεων.  

4. Μεταωορά τθσ ανϊτερθσ ςτιβάδασ (ςτιβάδασ οξικοφ αικυλεςτζρα) ςε κωνικι 

ωιάλθ με κειικό μαγνιςιο (0,5g ανά 100ml οξικοφ αικυλεςτζρα) για τθν 

απορρόωθςθ, από το αλάτι, τυχόν υγραςίασ.   

5. Φιλτράριςμα τθσ ανϊτερθσ ςτιβάδασ από ωίλτρο Whatman nr 125. 

6. Εκχφλιςθ τθσ κατϊτερθσ ςτιβάδασ άλλεσ δφο ωορζσ. (32)   

Μζςω τθσ εκχφλιςθσ, τα αμνολιπίδια περνοφν ςτον διαλφτθ (οξικόσ αικυλεςτζρασ).  

Ζπειτα ο διαλφτθσ εξατμίηεται ςε περιςτροωικό εξατμιςτιρα (rotory evaporator). Για 

τθν μζτρθςθ τθσ μάηασ των αμνολιπιδίων ηυγίηεται άδειο μπουκαλάκι των 4ml και 

ζπειτα μεταωζρονται ςε αυτό, με τθν χριςθ οξικοφ αικυλεςτζρα, τα αμνολιπίδια. 

Στθν ςυνζχεια εξατμίηεται ο νζοσ διαλφτθσ και ηυγίηεται ξανά το μπουκαλάκι. Θ 

διαωορά μάηασ των δφο ηυγιςμάτων είναι θ μάηα των αμνολιπιδίων. Τζλοσ, 

ακολουκεί αναγωγι αυτισ τθσ μάηασ ςε 1L δείγματοσ.    
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2.4 Φρωματογραφία λεπτήσ ςτοιβάδασ TLC 

Θ χρωματογραωία λεπτισ ςτοιβάδασ είναι μία χριςιμθ μζκοδοσ για τον διαχωριςμό 

και τθν ταυτοποίθςθ ουςιϊν. Ρρόκειται ουςιαςτικά για τον διαχωριςμό των ουςιϊν 

μεταξφ δφο ωάςεων, τθσ κινθτισ υγρισ ωάςθσ και τθσ ςτατικισ ςτερεισ ωάςθσ 

μεγάλθσ επιωάνειασ (high surface area). Θ ςτατικι ωάςθ, ςυνικωσ, αποτελείται από 

γζλθ πυριτίου (silica gel, SiO2) ι λιγότερο ςυχνά από οξείδιο αργιλίου και είναι 

τοποκετθμζνθ ςε γυαλί ι μζταλλο. Θ κινθτι ωάςθ αποτελείται από κάποιο πτθτικό 

οργανικό διάλυμα (33). 

Για τον χαρακτθριςμό των αμνολιπιδίων με χρωματογραωία λεπτισ ςτοιβάδασ 

ακολουκικθκαν τα εξισ βιματα:        

1. Διαλυτοποίθςθ μικρισ ποςότθτασ δείγματοσ ςε χλωροωόρμιο και τοποκζτθςθ 

μιασ ςταγόνασ 10μl κοντά ςτο κάτω άκρο πλάκασ (περίπου 2cm από το κάτω 

άκρο) επιςτρωμζνθσ με γζλθ πυριτίου. Το ςθμείο τοποκζτθςθσ κεωρείται ωσ το 

ςθμείο αωετθρίασ.  

2. Για τθν εξακρίβωςθ του είδουσ του αμνολιπιδίου, κα πρζπει να γίνει ςφγκριςθ 

των αποτελεςμάτων τθσ λεπτισ χρωματογραωίασ ςτιλθσ με αποτελζςματα από 

τυποποιθμζνα αμνολιπίδια. 

3. Πταν ςτεγνϊςει θ ςταγόνα πάνω ςτο υλικό, θ πλάκα τοποκετείται ςε κλειςτό 

δοχείο με ςφςτθμα διαλυτϊν χλωροωόρμιο:μεκανόλθ:οξικό αικυλεςτζρα 

(6,5:1,5:0,2, v/v/v). Οι διαλφτεσ κα πρζπει να ζχουν παραμείνει τουλάχιςτον 

10min ςτο δοχείο προκειμζνου ο υπερκείμενοσ αζρασ μζςα ςτο δοχείο να είναι 

κορεςμζνοσ από αυτοφσ. Επιπλζον, θ ςτάκμθ των διαλυτϊν μζςα ςτο δοχείο κα 

πρζπει να είναι μικρότερου φψουσ από το φψοσ τοποκζτθςθσ του δείγματοσ 

πάνω ςτθν πλάκα (από το ςθμείο αωετθρίασ).  

4. Θ πλάκα αωινεται μζςα ςτο δοχείο ζωσ οι διαλφτεσ τθν εμποτίςουν μζχρι 

ςχεδόν το πάνω άκρο τθσ. Θ εμπότιςθ λαμβάνει χϊρα χάρθ ςτα τριχοειδι 

ωαινόμενα. Οι διάωορεσ ουςίεσ που περιζχονται ςτο δείγμα κινοφνται με 

διαωορετικζσ ταχφτθτεσ κατά μικοσ τθσ πλάκασ. Θ ταχφτθτα αυτι είναι ανάλογθ 

τθσ πολικότθτασ τθσ κάκε ουςίασ. Μετά τθν αωαίρεςθ τθσ πλάκασ από το δοχείο 

ακολουκεί το ςτζγνωμά τθσ κάτω από ρεφμα αζροσ.  
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5. Δθμιουργία αντιδραςτθρίου anthrone reagent με τθν μίξθ 63ml κειικοφ οξζωσ, 

25ml απιονιςμζνου νεροφ και 0,125g anthrone. Ρρόκειται για μία ζντονα 

εξϊκερμθ αντίδραςθ άρα κα πρζπει να πραγματοποιείται κάτω από ςυνκικεσ 

ψφχουσ. Το αντιδραςτιριο αυτό είναι απαραίτθτο για τθν εμωάνιςθ των 

κθλίδων πάνω ςτθν πλάκα.  

6. Ψεκαςμόσ τθσ πλάκασ με anthrone reagent και τοποκζτθςι τθσ πάνω ςε 

αναμμζνο μάτι κερμοκραςίασ 110oC για περίπου 20min. 

7. Θ πλθςιζςτερθ ςτο ςθμείο αωετθρίασ κθλίδα που κα εμωανιςτεί, 

αντιπροςωπεφει τα Διραμνολιπίδια (Dirhamnolipids) ενϊ θ κθλίδα ςε 

μεγαλφτερθ απόςταςθ από το ςθμείο αωετθρίασ αντιπροςωπεφει τα 

Μονοραμνολιπίδια (Monorhamnolipid).  

8. Στο τυποποιθμζνο δείγμα των αμνολιπιδίων μετράμε τισ αποςτάςεισ από το 

ςθμείο εκκίνθςθσ του δείγματοσ ζωσ τθν εμωανιηόμενθ κθλίδα και από το 

ςθμείο εκκίνθςθσ του δείγματοσ ζωσ το ςθμείο που ζωταςε το μίγμα των 

διαλυτϊν. Αυτι θ διαδικαςία γίνεται και για τα Διραμνολιπίδια και για τα 

Μονοραμνολιπίδια και υπολογίηεται για κάκε δείγμα ο ςυντελεςτισ RF βάςει 

αυτϊν των αποςτάςεων. Θ διαδικαςία επαναλαμβάνεται για τα πειραματικά 

δείγματα και οι πειραματικοί ςυντελεςτζσ RF ςυγκρίνονται με τουσ ςυντελεςτζσ 

των τυποποιθμζνων δειγμάτων ϊςτε να προκφψουν τα ανάλογα ςυμπεράςματα 

(32). 

 

Εικόνα 13: Πειραματική διάταξη χρωματογραφίασ λεπτήσ ςτοιβάδασ (TLC) 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 3: 

ΑΠΟΣΕΛΕΜΑΣΑ-ΤΖΗΣΗΗ   

3.1 Καμπύλεσ ανάπτυξησ μικροβιακών κοινοτήτων 

Για τουσ μικροοργανιςμοφσ που επιλζχκθκαν, ζγιναν οι καμπφλεσ ανάπτυξθσ όπωσ 

περιγράωεται ςτθν παράγραωο 2.1.2. Στα Σχιματα Σχιμα  2, Σχιμα  3 και Σχιμα  4 

παρουςιάηονται οι καμπφλεσ αυτζσ. Ππωσ παρατθρείται, υπάρχει καλι ςυςχζτιςθ 

μεταξφ τθσ μεκόδου τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ και τθσ καλλιεργθτικισ μεκόδου των 

διαδοχικϊν αραιϊςεων.  

Κατά τθν διεκπεραίωςθ τθσ διεργαςίασ αυτισ, διαπιςτϊκθκε ότι θ μικροβιακι 

κοινότθτα Ε8 και ο μικροοργανιςμόσ Υ ζχουν τθν δυνατότθτα να διαλφςουν το αργό 

πετρζλαιο μζςα ςτθν υδατικι ωάςθ.  

Από τα Σχιματα Σχιμα  2 και Σχιμα  3, που αναωζρονται ςτουσ μικροοργανιςμοφσ 

Ε8 και Υ αντίςτοιχα, ςυμπεραίνεται, ότι θ ςτακεροποίθςθ τθσ ανάπτυξθσ των 

μικροοργανιςμϊν, ςυμβαίνει ζπειτα από περίπου 140 και 170 ϊρεσ αντίςτοιχα. Στα 

ςθμεία τθσ ςτακεροποίθςθσ, θ απορρόωθςθ, ςε αντίκεςθ με τα αποτελζςματα τθσ 

καλλιεργθτικισ μεκόδου των διαδοχικϊν αραιϊςεων, ςτακεροποιείται για λίγο και 

ζπειτα ςυνεχίηει να αυξάνεται. Θ αφξθςθ αυτι, οωείλεται ςτθν διάλυςθ του αργοφ 

πετρελαίου και ςτα νεκρά κφτταρα τα οποία ςυμβάλλουν ςτθν απορρόωθςθ του 

ωωτόσ.  
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χήμα  2: Καμπφλη ανάπτυξησ τησ μικροβιακήσ κοινότητασ Ε8 

 

 

χήμα  3: Καμπφλη ανάπτυξησ απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ Τ 

 

Στο Σχιμα 4, που αναωζρεται ςτον μικροοργανιςμό ESPA, παρατθρείται 

ςτακεροποίθςθ τθσ ανάπτυξθσ του μικροοργανιςμοφ ζπειτα από περίπου 210 ϊρεσ. 

Θ μζκοδοσ τθσ οπτικισ απορρόωθςθσ και τθσ καλλιεργθτικισ μεκόδου των 

διαδοχικϊν αραιϊςεων ωαίνεται να ςυμωωνοφν απολφτωσ ςε αυτι τθν περίπτωςθ.  
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χήμα  4: Καμπφλη ανάπτυξησ απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ ESPA 

 

Κατά τθν διάρκεια τθσ ανάπτυξθσ των μικροοργανιςμϊν, και ιδίωσ με το πζρασ του 

χρόνου, παρουςιάςτθκαν κάποιεσ μεταλλάξεισ ςτουσ μικροβιακοφσ πλθκυςμοφσ 

των τριϊν καλλιεργειϊν. Αυτό, οωείλεται κυρίωσ ςτισ μεταλλάξεισ του DNA των 

μικροοργανιςμϊν που λαμβάνουν χϊρα για τθν καλφτερθ προςαρμογι τουσ ςτο 

περιβάλλον που βρίςκονται. Με τθν καλλιεργθτικι μζκοδο των διαδοχικϊν 

αραιϊςεων, ιταν εφκολο να διαπιςτωκοφν οι όποιεσ μεταλλάξεισ του πλθκυςμοφ, 

λόγω των αλλαγϊν που παρατθροφνταν ςτθν εμωάνιςθ των αποικιϊν. Στθν 

καλλιζργεια του απομονωμζνου μικροοργανιςμοφ ESPA βρζκθκε ςε μικρζσ 

ςυγκεντρϊςεισ μια αποικία ςτρογγυλι, κίτρινθ, και ςτο μζγεκοσ των αποικιϊν που 

παρουςιάηει ο ESPA.  Στθν ςυνζχεια ο μικροοργανιςμόσ αυτόσ απομονϊκθκε με τθν 

διαδικαςία που περιγράωεται ςτθν παράγραωο 2.1.5 και καλλιεργικθκε ϊςτε να 

παρατθρθκεί θ ςυμπεριωορά του ςτα επόμενα πειράματα. Ο ςυγκεκριμζνοσ 

μικροοργανιςμόσ δεν ζχει ταυτοποιθκεί και αναωζρεται ςτθν εργαςία αυτι με το 

όνομα YELLOW.   
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3.2 Παραγωγή και απομόνωςη βιοταςιενεργών ουςιών με 

αναπλήρωςη θρεπτικών και ONR7 ςτην καλλιέργεια 

Από τθν διεργαςία που ακολουκικθκε για τθν αποτφπωςθ τθσ καμπφλθσ ανάπτυξθσ 

των μικροοργανιςμϊν, διαπιςτϊκθκε, ότι θ μικροβιακι κοινότθτα Ε8 και ο 

μικροοργανιςμόσ Υ, μποροφν να αναπτυχκοφν ςε περιβάλλον μολυςμζνο με αργό 

πετρζλαιο. Σε αυτό το πείραμα θ πθγι άνκρακα ιταν βαρφ κλάςμα αργοφ 

πετρελαίου. Πςον αωορά ςτουσ μικροοργανιςμοφσ ESPA και YELLOW, αυτοί, 

καλλιεργικθκαν ςε κρεπτικό μζςω ONR7 με NP και HOF  αλλά και ςε ONR7 με NP 

και CO για να αποτυπωκεί θ ςυμπεριωορά τουσ και με τισ δφο αυτζσ πθγζσ 

άνκρακα.  

Οι απομονωμζνοι μικροοργανιςμοί ESPA και YELLOW μποροφν με ευκολία να 

διαλφςουν το CO μζςα ςτο νερό. Ζπειτα από δοκιμι απομόνωςθσ βιοταςιενερϊν  

ουςιϊν από αυτζσ τισ καλλιζργειεσ, διαπιςτϊκθκε ότι ςτο τελικό προϊόν υπάρχει 

αρκετά μεγάλθ ποςότθτα διαλυμζνου πετρελαίου οπότε θ μελζτθ των καλλιεργειϊν 

αυτϊν δεν ςυνεχίςτθκε.  

Σκοπόσ του πειράματοσ αυτοφ ιταν θ απομόνωςθ, ο χαρακτθριςμόσ και θ 

ποςοτικοποίθςθ των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν από τισ καλλιζργειεσ με πθγι άνκρακα 

HOF. Θ απομόνωςθ των BSs ζγινε μζςω εκχφλιςθσ με οξικό αικυλεςτζρα 

(παράγραωοσ 2.3.1), ο χαρακτθριςμόσ μζςω χρωματογραωίασ λεπτισ ςτοιβάδασ 

(παράγραωοσ 2.4) και θ ποςοτικοποίθςθ με τθν χριςθ ηυγοφ. 

Στισ καλλιζργειεσ Ε8 και Υ δεν ζλαβε χϊρα διάλυςθ του HOF και ζτςι το τελικό 

προϊόν ιταν κακαρό από πετρζλαιο. Πςον αωορά ςτισ καλλιζργειεσ ESPA και 

YELLOW, ςε αυτζσ παρατθρικθκε θ διάλυςθ ακόμα και του HOF ζπειτα από το 

πζρασ αρκετϊν θμερϊν. Ζτςι το τελικό προϊόν αυτϊν των δφο καλλιεργειϊν, ςτισ 

πρϊτεσ μζρεσ ιταν κακαρό ενϊ ςτθν πορεία, όταν δθλαδι άρχιςε να 

διαλυτοποιείται το HOF ςτθν υδάτινθ ωάςθ, το τελικό προϊόν είχε μεγάλεσ 

ποςότθτεσ πετρελαίου.  

Ππωσ προκφπτει από τα Σχιματα 5 και 6, θ μικροβιακι κοινότθτα Ε8 και ο 

απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ Υ, είναι κατάλλθλα βακτιρια για τθν παραγωγι 
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BSs ςε βιοαντιδραςτιρεσ ςυνεχοφσ λειτουργίασ επειδι παράγουν BSs υψθλισ 

κακαρότθτασ. Το ποςό τθσ καλλιζργειασ που αωαιροφνταν κάκε ωορά για τθν 

απομόνωςθ των BSs και αναπλθρωνόταν με ONR7 και NP, αντιςτοιχοφςε ςτο 12,5% 

τθσ ολικισ καλλιζργειασ. Σε αυτό το ςθμείο μπορεί να γίνει μια πρϊτθ εκτίμθςθ τθσ 

παροχισ που κα μποροφςε να ζχει ζνασ τζτοιοσ βιοαντιδραςτιρασ ςυνεχοφσ 

λειτουργίασ.  

Πςον αωορά ςτθν μικροβιακι κοινότθτα Ε8, όπωσ ωαίνεται και από το Σχιμα 5, θ 

αναπλιρωςθ των BSs ζπειτα από αωαίρεςθ του 12,5% τθσ καλλιζργειεσ, λάμβανε 

χϊρα με το πζρασ 5 θμερϊν. Ζτςι θ παροχι ενόσ βιοαντιδραςτιρα κα μποροφςε να 

είναι περίπου 2,5% του όγκου τθσ ολικισ καλλιζργειασ ανά θμζρα.   

Πςον αωορά ςτον απομονωμζνο μικροοργανιςμό Υ, από το Σχιμα 6 διαπιςτϊνεται 

ότι θ αναπλιρωςθ των BSs του 12,5% τθσ καλλιζργειασ γίνεται ςε διάςτθμα περίπου 

6 θμερϊν. Επομζνωσ θ παροχι ενόσ βιοαντιδραςτιρα κα μποροφςε να είναι 

περίπου 2,1% του όγκου τθσ ολικισ καλλιζργειασ ανά θμζρα.   

Οι τιμζσ που προζκυψαν για τθν παροχι των βιοαντιδραςτιρων ςυνεχοφσ 

λειτουργίασ, αναμζνεται ςτθν πραγματικότθτα να είναι μεγαλφτερεσ για τουσ 

ακόλουκουσ λόγουσ: 

 Στο πείραμα, θ απομάκρυνςθ του 12,5% τθσ καλλιζργειασ γινόταν ακαριαία και 

ζτςι οι μικροοργανιςμοί κα ζπρεπε να ςυνθκίςουν ςτο καινοφριο περιβάλλον, 

να αυξιςουν τον πλθκυςμό τουσ και να αναπλθρϊςουν το ποςό των BSs που 

απομακρφνκθκε.  

 Μζςα ςτον όγκο που απομακρφνεται, δθλαδι ςτο 12,5% τθσ καλλιζργειασ, 

βρίςκεται περίπου και το 12,5% των μικροοργανιςμϊν τθσ καλλιζργειασ. Ο 

αρικμόσ των μικροοργανιςμϊν κα πρζπει να αναπλθρωκεί ζπειτα από τθν 

προςκικθ ONR7 και NP και αυτό απαιτεί κάποιο τθν πάροδο κάποιου χρονικοφ 

διαςτιματοσ.  

 Θ διεργαςία τθσ ςυνεχοφσ απομάκρυνςθσ μικρισ ποςότθτασ καλλιζργειασ και θ 

απευκείασ αναπλιρωςθ τθσ με ONR7 και NP, κα ωζρνει τθν καλλιζργεια ςε 

ςτακερζσ ςυνκικεσ και το περιβάλλον κα είναι πιο εφωορο για τθν δθμιουργία 

BSs από τουσ μικροοργανιςμοφσ. Δθλαδι κα μθδενίηεται ο χρόνοσ προςαρμογισ 

που χρειάηονται οι μικροοργανιςμοί και άρα κα επιταχυνκεί θ διεργαςία 

παραγωγισ BSs.  
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χήμα  5: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από την μικροβιακή κοινότητα Ε8 με αναπλήρωςη NP και ONR7 

 

 

χήμα  6: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από τον απομονωμζνο μικροοργανιςμό Τ με αναπλήρωςη NP 

και ONR7 

 

Πςον αωορά ςτισ καλλιζργειεσ ESPA και YELOW, όπωσ ωαίνεται και από τα Σχιματα 

7 και 8 αντίςτοιχα, ζπειτα από περίπου 10 με 12 μζρεσ, παρατθρείται ότι το HOF 

αρχίηει να διαλφεται ςτθν υγρι ωάςθ. Αυτό ζχει ωσ αποτζλεςμα οι BSs ουςίεσ που 

λαμβάνονται από τθν εκχφλιςθ να είναι εμπλουτιςμζνεσ με πετρζλαιο. Στα πλαίςια 

αυτισ τθσ μελζτθσ, αναηθτοφνται μικροοργανιςμοί για τθν παραγωγι υψθλισ 

κακαρότθτασ BSs. Οι μικροοργανιςμοί ESPA και YELLOW κα μποροφςαν να 

χρθςιμοποιθκοφν γιϋ αυτό το ςκοπό ςε βιοαντιδραςτιρεσ διαλείποντοσ ζργου, 
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όπου θ απομόνωςθ των BSs κα λαμβάνει χϊρα περίπου ςτισ 10 θμζρεσ. 

Εναλλακτικά, οι μικροοργανιςμοί αυτοί, κα μποροφςαν να χρθςιμοποιθκοφν 

απευκείασ ςε μολυςμζνεσ περιοχζσ με βαρζα κλάςματα πετρελαίου.  

 

 

χήμα  7: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από τον απομονωμζνο μικροοργανιςμό ESPA με αναπλήρωςη 

NP και ONR7 

 

 

χήμα  8: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από τον απομονωμζνο μικροοργανιςμό YELLOW με 

αναπλήρωςη NP και ONR7 

 

Κατά τθν διάρκεια αυτοφ του πειράματοσ γινόταν μζτρθςθ τθσ οπτικισ 
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εκτίμθςθ τθσ ςυγκζντρωςθσ των μικροοργανιςμϊν. Επιπλζον, ζγινε και μζτρθςθ τθσ 

ςυγκζντρωςθσ αυτισ μζςω τθσ καλλιεργθτικισ μεκόδου των διαδοχικϊν 

αραιϊςεων.  Θ ςυγκζντρωςθ των μικροοργανιςμϊν ςε όλεσ τισ καλλιζργειεσ ιταν 

τθσ τάξθσ του 107 με 108 CFUs/ml. Μζςω τθσ καλλιεργθτικισ μεκόδου των 

διαδοχικϊν αραιϊςεων, παρακολουκικθκε επίςθσ θ μετάλλαξθ των 

μικροοργανιςμϊν κατά τθν διάρκεια του πειράματοσ. Ακολουκοφν παρακάτω οι 

αλλαγζσ που παρατθρικθκαν. 

 Το ESPA ςτθν καλλιζργεια με το HOF δεν μεταλλάςςεται ιδιαίτερα. Τυχόν 

διαωορετικζσ αποικίεσ μπορεί να οωείλονται και ςε εξωτερικζσ επιμολφνςεισ.  

 Το ESPA ςτθν καλλιζργεια με το CO μεταλλάςςεται αρκετά με το πζρασ του 

χρόνου.  

 Το Υ ςτθν καλλιζργεια με το HOF ζχει κάποιεσ επιμολφνςεισ αλλά εξακολουκεί 

να είναι το επικρατζςτερο βακτιριο μζςα ςτθν καλλιζργεια.  

 Πςον αωορά ςτθν κοινότθτα Ε8, είναι δφςκολο να εντοπιςτοφν τυχόν αλλαγζσ 

κακϊσ πρόκειται για μία κοινότθτα μικροοργανιςμϊν που εξαρχισ παρουςιάηει 

πολλϊν ειδϊν διαωορετικζσ αποικίεσ.  

 

3.3 Παραγωγή και απομόνωςη βιοταςιενεργών ουςιών χωρίσ την 

αναπλήρωςη θρεπτικών και ONR7 ςτην καλλιέργεια 

Σκοπόσ αυτοφ του πειράματοσ ιταν να βρεκεί θ χρονικι ςτιγμι ςτθν οποία 

παρουςιάηεται μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ BSs ςτισ καλλιζργειεσ. Να ςθμειωκεί ότι ςτο 

ςυγκεκριμζνο πείραμα δεν μελετικθκε ο μικροοργανιςμόσ YELLOW , κακϊσ ςτόχοσ 

ιταν μονάχα να διαπιςτωκεί αν παράγει BSs και αν διαλφει το CO και το  

HOF.  

Μοναδικι πθγι άνκρακα ςε αυτό το πείραμα ιταν το βαρφ κλάςμα αργοφ 

πετρελαίου (HOF).  

Θ απομόνωςθ των BSs, όπωσ και ςτο προθγοφμενο πείραμα, ζγινε μζςω εκχφλιςθσ 

με οξικό αικυλεςτζρα (παράγραωοσ 2.3.1), ο χαρακτθριςμόσ μζςω τθσ 
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χρωματογραωίασ λεπτισ ςτοιβάδασ (παράγραωοσ 2.4) και θ ποςοτικοποίθςθ με τθν 

χριςθ ηυγοφ. 

Κάκε καλλιζργεια ζγινε 3 ωορζσ, ϊςτε να υπάρχει μεγαλφτερθ ακρίβεια ςτα 

αποτελζςματα. Στα Σχιματα 9, 10 και 11 παρουςιάηονται οι τιμζσ τισ οπτικισ 

απορρόωθςθσ ωσ ζχουν (από όλεσ τισ καλλιζργειεσ) και ο μζςοσ όροσ παραγωγισ 

BSs για κάκε μικροοργανιςμό. Στο πείραμα με τον μικροοργανιςμό Υ ζχουν λθωκεί 

υπόψθ μόνο οι δφο καλλιζργειεσ κακϊσ θ τρίτθ απείχε πολφ ςτα αποτελζςματά τθσ 

από τισ άλλεσ δφο.  

Στα Σχιματα 9, 10 και 11 δίνονται με διαωορετικό χρϊμα οι ποςότθτεσ BSs που 

είναι κακαρζσ από πετρζλαιο, και με άλλο οι ποςότθτεσ ςτισ οποίεσ περιλαμβάνεται 

ζνα μζροσ πετρζλαιου. Πςον αωορά ςτθν μικροβιακι κοινότθτα Ε8 και ςτον 

απομονωμζνο μικροοργανιςμό Υ, το HOF, αρχίηει να διαλφεται ςτθν υδατικι ωάςθ 

ζπειτα από περίπου 23 θμζρεσ. Αντικζτωσ, ςτθν καλλιζργεια με τον μικροοργανιςμό 

ESPA θ διάλυςθ του HOF λαμβάνει χϊρα πολφ νωρίτερα, περίπου ζπειτα από το 

πζρασ 15 θμερϊν.  

Θ μζγιςτθ ποςότθτα κακαρϊν BSs από τθν καλλιζργεια Ε8 και Υ λαμβάνεται ζπειτα 

από 22 μζρεσ. Για τθν καλλιζργεια ESPA θ μζγιςτθ τιμι κακαροφ προϊόντοσ 

παρουςιάηεται τθν 14θ μζρα. Οι κοινότθτα Ε8 και ο ESPA ζχουν μζγιςτθ παραγωγι 

ίςθ με 35mg/L ενϊ ο Υ ζχει 52,5g/L.  
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χήμα  9: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από την μικροβιακή κοινότητα Ε8 χωρίσ αναπλήρωςη NP και 

ONR7   

 

 

χήμα  10: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από τον απομονωμζνο μικροοργανιςμό Y χωρίσ αναπλήρωςη 

NP και ONR7   
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χήμα  11: Παραγωγή βιοταςιενεργών ουςιών από τον απομονωμζνο μικροοργανιςμό ESPA χωρίσ 

αναπλήρωςη NP και ONR7   

 

Υποκζτοντασ ότι ζχουμε δφο βιοαντιδραςτιρεσ του ενόσ κυβικοφ με τθν κοινότθτα 

Ε8 ςτον ζνα και τον μικροοργανιςμό Υ ςτον άλλο και ότι απομακρφνεται από αυτοφσ 

το 2,5% και το 2,1% του όγκου τθσ καλλιζργειασ κακθμερινά. Θ παραγωγι 

βιοταςιενεργϊν ουςιϊν από το Ε8 κα ιταν 0,87g/day ενϊ από τον Υ κα ιταν 

1,1g/day. Συγκρίνοντασ αυτζσ τιμζσ, καταλιγουμε ςτο ςυμπζραςμα ότι ο 

μικροοργανιςμόσ Υ ζχει τθν δυνατότθτα παραγωγισ μεγαλφτερων ποςοτιτων BSs 

υψθλισ κακαρότθτασ. Ο Υ λοιπόν είναι ο πλζον κατάλλθλοσ μικροοργανιςμόσ για 

ζναν βιοαντιδραςτιρα ςυνεχοφσ λειτουργίασ  για τθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν 

ουςιϊν. 

 

3.4 Φαρακτηριςμόσ βιοταςιενεργών ουςιών με TLC 

Για τον χαρακτθριςμό των παραγόμενων BSs ζγινε χρωματογραωία λεπτισ 

ςτοιβάδασ (TLC) με τθν διαδικαςία που περιγράωεται ςτθν παράγραωο 2.4. Αρχικά, 
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ςυγκρίκθκε με τουσ ςυντελεςτζσ RF των προϊόντων που προζκυψαν από τα 
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πειράματα. Ο ςυντελεςτισ RF ορίηεται ωσ ο λόγοσ του φψουσ όπου εμωανίηεται θ 

κουκίδα προσ το φψοσ που ανιλκε ο διαλφτθσ.  

 

Πίνακασ 4: Χαρακτηριςμόσ Ραμνολιπιδίων πειράματοσ παραγωγήσ και απομόνωςησ βιοταςιενεργών ουςιών 

με αναπλήρωςη NP και ONR7 ςτην καλλιζργεια 

Δείγμα Μονοραμνολιπίδια 
RF 

Απόκλιςθ Διραμνολιπίδια 
RF 

Απόκλιςθ 

Τυποποιθμζνο 
δείγμα 95% 

κακαρότθτασ 

0,303 
 

0% 0,667 
 

0% 

E8 0,242 20,11% 0,684 2,63% 

Y 0,200 34,00% 0,700 5,00% 

ESPA 0,348 14,78% 0,565 15,22% 

ESPA CO 0,114 62,50% 0,455 31,82% 

YELOW 0,435 43,48% 0,783 17,39% 

 

Πίνακασ 5: Χαρακτηριςμόσ Ραμνολιπιδίων πειράματοσ παραγωγήσ και απομόνωςησ βιοταςιενεργών ουςιών 

χωρίσ αναπλήρωςη NP και ONR7 ςτην καλλιζργεια 

Δείγμα Μονοραμνολιπίδια 
RF 

Απόκλιςθ Διραμνολιπίδια 
RF 

Απόκλιςθ 

Τυποποιθμζνο 
δείγμα 95% 

κακαρότθτασ 

0,303 
 

0% 0,667 
 

0% 

E8 0,571 88,57% 0,771 15,71% 

Y 0,276 8,97% 0,759 13,79% 

ESPA 0,286 5,71% 0,556 16,67% 

 

Τα δείγματα που αναλφκθκαν με TLC επιλζχκθκαν τυχαία. Ππωσ ωαίνεται ςτουσ 

Ρίνακεσ 4 και 5, το τελικό προϊόν δεν αποτελείται μονάχα από αμνολιπίδια. Αυτό 

είναι λογικό κακϊσ οι μικροοργανιςμοί δεν παράγουν μονάχα αμνολιπίδια, αλλά 

και άλλα είδθ βιοταςιενεργϊν ουςιϊν ταυτόχρονα. Θ μικροβιακι κοινότθτα Ε8 

εμωανίηει τθν μζγιςτθ απόκλιςθ ςτον ςυντελεςτι RF ςε ςχζςθ με τον αντίςτοιχο 

ςυντελεςτι του τυποποιθμζνου προϊόντοσ. Θ απόκλιςθ αυτι ωτάνει το 88,57%. 

Λόγω του ότι πρόκειται για μία κοινότθτα μικροοργανιςμϊν και όχι για ζνα 

απομονωμζνο μικροοργανιςμό, το αποτζλεςμα αυτό ιταν αναμενόμενο. Ο 

απομονωμζνοσ μικροοργανιςμόσ Υ που ζχει δείξει να παράγει τθν μεγαλφτερθ 

ποςότθτα BSs ςε ςχζςθ με τουσ άλλου μικροοργανιςμοφσ, ωαίνεται να ζχει και τισ 

μικρότερεσ αποκλίςεισ ςτον ςυντελεςτι RF. Συμπεραίνουμε λοιπόν, ότι ο 
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ςυγκεκριμζνοσ μικροοργανιςμόσ, είναι ο καταλλθλότεροσ από αυτοφσ που 

μελετικθκαν για τθν παραγωγι αμνολιπιδίων.  

 

 

Εικόνα 14: φγκριςη τυποποιημζνου Ραμνολιπιδίου καθαρότητασ 95% και δείγματοσ Ε8 με TLC  

 

Τζλοσ, ςυγκρίνοντασ τθν μζγιςτθ ςυγκζντρωςθ αμνολιπιδίων που παράγει ο 

μικροοργανιςμόσ Υ με τισ ςυγκεντρϊςεισ αμνολιπιδίων που ζχουν παραχκεί ςε 

άλλεσ μελζτεσ (πίνακασ 6),  καταλιγουμε ςτο ςυμπζραςμα ότι ο ςυγκεκριμζνοσ 

μικροοργανιςμόσ με τθν ςυγκεκριμζνθ πθγι άνκρακα (HOF) δεν είναι τόςο 

αποδοτικόσ.  

 

Πίνακασ 6: Απόςπαςμα του Πίνακα  2 (Ποςότητεσ παραγωγήσ βιοταςιενεργών ουςιών από διάφορουσ 
μικροοργανιςμοφσ και ποικιλία πηγών άνθρακα) (27) 

Rhamnolipid P. aeruginosa DSM 
7107 

Σογιζλαιο 112g 

Rhamnolipid P. aeruginosa UI 
29791 

Καλαμποκζλαιο 46g 
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ΚΕΥΑΛΑΙΟ 4: 

ΤΜΠΕΡΑΜΑΣΑ  

Μελετϊντασ τα αποτελζςματα των πειραμάτων που ζλαβαν χϊρα, καταλιγουμε 

ςτο ςυμπζραςμα ότι το βαρφ κλάςμα αργοφ πετρελαίου ωσ πθγι άνκρακα, είναι 

μία πολφ καλι επιλογι ςτθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν χωρίσ προςμίξεισ. Θ 

χριςθ άλλων κλαςμάτων πετρελαίου ι άλλων πθγϊν άνκρακα (π.χ. το ςογιζλαιο) 

δεν επιτρζπει τθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν υψθλισ κακαρότθτασ διότι θ 

πθγι άνκρακα βρίςκεται ςε μεγάλο ποςοςτό ςτθν υγρι ωάςθ. Για τθν απομόνωςθ 

των βιοταςιενεργϊν ουςιϊν απαιτοφνται περιςςότερεσ διεργαςίεσ (και άρα 

μεγαλφτερο κόςτοσ) απϋ ότι χρειάςτθκαν ςτο παρόν πείραμα, κακϊσ πρζπει να 

αωαιρεκεί ο άνκρακασ από το τελικό προϊόν. Μια τζτοια διεργαςίασ είναι θ υγρι 

χρωματογραωία ςτιλθσ.  

 

Ο μικροοργανιςμόσ Alcanivorax borkumensis SK2 κεωρείται ο πιο αποτελεςματικόσ, 

από αυτοφσ που μελετικθκαν, ςτθν παραγωγι βιοταςιενεργϊν ουςιϊν και 

ςυγκεκριμζνα ςτθν παραγωγι αμνολιπιδίων. Μπορεί να μθν παράγει μεγάλεσ 

ποςότθτεσ βιοταςιενεργϊν ουςιϊν ςε ςχζςθ με τιμζσ τθσ βιβλιογραωίασ, παράγει 

όμωσ ζνα προϊόν ελεφκερο από προςμίξεισ κακϊσ δεν διαλφει το εφκολα το βαρφ 

κλάςμα αργοφ πετρελαίου ςτθν υδάτινθ ωάςθ. Το τελικό ςυμπζραςμα για τον 

ςυγκεκριμζνο μικροοργανιςμό είναι ότι μπορεί να χρθςιμοποιθκεί αποτελεςματικά 

ςε βιοαντιδραςτιρα ςυνεχοφσ λειτουργίασ.   

Αντικζτωσ, ο μικροοργανιςμόσ Paracoccus marcusii διαλφει το βαρφ κλάςμα αργοφ 

πετρελαίου με μεγάλθ ευκολία. Το ίδιο ιςχφει και για τον μθ ταυτοποιθμζνο 

μικροοργανιςμό YELLOW. Οι μικροοργανιςμοί αυτοί κα μποροφςαν να είναι 

χριςιμοι ςτθν βιοαποικοδόμθςθ βαρζων κλαςμάτων πετρελαίου. Μια δεφτερθ 

εναλλακτικι είναι να χρθςιμοποιοφνται ςε βιοαντιδραςτιρεσ διαλείποντοσ ζργου, 

όπου το δείγμα κα απομακρφνεται προτοφ λάβει χϊρα θ διάλυςθ του βαρζωσ 

κλάςματοσ πετρελαίου.  
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ΠΑΡΑΡΣΗΜΑ: ΠΙΝΑΚΕ ΜΕΣΡΗΕΨΝ  

Πίνακασ 7: Πίνακασ τιμών καμπυλών ανάπτυξησ μικροοργανιςμών 

 E8 Y ESPA 

Χρόνοσ 
(hr) 

Απορρόφηςη 
(ABS) 

CFUs/ml Απορρόφηςη 
(ABS) 

CFUs/ml Απορρόφηςη 
(ABS) 

CFUs/ml 

0 0   0   0   

25 0,086   0   0,044   

47 0,110 1400000 0,027 1000000 0,038 282000 

72 0,262 62085000 0,322 4310000 1,113 121400000 

98 0,577 189500000 0,445 16500000 1,813 485000000 

124 0,984 189000000 0,740 12650000 2,075 246000000 

140 1,089 341500000 0,744 40000000 2,197 660000000 

166,5 1,063 -  0,815 60000000 2,382 1335000000 

190,5 1,294 365000000 0,823 58000000 2,482 2800000000 

214,3 1,317 -  0,943   2,515 2700000000 

239 1,369 365000000 0,982   2,311   

262 1,352   1,033   2,369   

291,5   1,103     

311,5   1,141     

332,5   1,169     

357   1,241     

381,5   1,244     

405,5   1,310     

430,5   1,293     

453,5   1,346     

477,5   1,387     

501,3   1,452     
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Πίνακασ 8: Αναλυτικόσ πίνακασ μετρήςεων πειράματοσ παραγωγήσ BSs με αναπλήρωςη NP και ONR7 

Θμζρα Ποςότητα 
καλλιζργειασ 

(ml) 

OD 
(ABS) 

BSs ςτον 
όγκο του 

δείγματοσ 
(mg) 

BSs 
(mg/L) 

ΒΑΡΤ ΚΛΑΜΑ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ 

E814C ΒΑΡΤ ΚΛΑΜΑ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ 

23 50 0,3247 2,4 48 

27 25 0,2163 2,1 84 

27 25 0,2163 1,6 64 

36 25 0,1176 3,3 132 

40 25 0,3346 1,1 44 

41 25 0,2979 0,9 36 

46 25 0,2908 0,9 36 

50 25 0,4397 1,2 48 

YPAH ΒΑΡΤ ΚΛΑΜΑ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ 

10 25 0,0392 0,3 12 

17 25 0,2169 1 40 

42 12 0,2600 0,6 24 

48 25 0,2968 0,7 28 

56 25 0,2545 0,5 20 

ESPA ΒΑΡΤ ΚΛΑΜΑ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ 

7 25 0,2185 1,2 48 

8 25 0,2620 1,1 44 

10 25 0,4365 1,5 60 

Ζπειτα από διάλυςθ του HOF ςτθν υδατικι ωάςθ 

13 25 0,8971 2,1 84 

17 25 1,2468 1,8 72 

20 25 1,4376 1,7 68 

YELLOW ΒΑΡΤ ΚΛΑΜΑ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟΤ 

4 25 0,2310 0,6 24 

8 25 0,1680 0,9 36 

11 25 0,4137 0,4 16 

Ζπειτα από διάλυςθ του HOF ςτθν υδατικι ωάςθ 

23 25 1,6906 2,6 104 

29 25 1,5242 2,2 88 

37 25 1,4028 2,2 88 

ΑΡΓΟ ΠΕΣΡΕΛΑΙΟ BSs +CO 
(mg/L) 

ESPA C.O. 

 50 2,6345 30,9 618 

 50 2,3818 29,9 598 

 50 2,7994 32,3 646 

YELLOW C.O. 

 50 0,5009 38,8 776 

 50 0,7180 4,6 92 

 50 2,3005 35,9 718 
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Πίνακασ 9: Αναλυτικόσ πίνακασ μετρήςεων πειράματοσ παραγωγήσ BSs χωρίσ αναπλήρωςη NP και ONR7 

Μζρα Απορρόφηςη 
(ABS) 

Ποςότητα 
καλλιζργειασ (ml) 

OD (ABS) υγκζντρωςη BSs 
(mg/L) 

E8 1 

0 - - - - 

2 0,0433 - - - 

6 0,0948 20 0,5 25 

8 0,1317 - - 0 

10 0,1398 20 0,3 15 

13 0,1990 - - - 

14 0,1792 20 0,4 20 

16 0,1771 - - - 

18 0,1942 20 0,4 20 

20 0,2212 - - - 

22 0,1433 20 0,7 35 

24 0,2991 - - - 

26 0,4728 20 1,2 60 

28 0,5234 - - - 

30 0,7196 50 3,4 68 

E8 2 

0 - - - - 

2 0,0643 - - - 

6 0,1144 20 0,5 25 

8 0,1342 - - - 

10 0,1743 20 0,2 10 

13 0,1733 - - - 

14 0,1465 20 0,2 10 

16 0,1360 - - - 

18 0,1431 20 0,7 35 

20 0,1981 - - - 

22 0,1425 20 0,7 35 

24 0,2875 - - - 

26 0,4574 20 1,1 55 

28 0,5356 - - - 

30 0,7616 50 2,9 58 

E8 3 

0  - - - 

2 0,0627 - - - 

6 0,1340 20 0,5 25 

8 0,1552 - - - 

10 0,2019 20 0,6 30 

13 0,2549 - - - 

14 0,2368 20 0,3 15 

16 0,2252 - - - 

18 0,2727 20 0,7 35 

20 0,3203 - - - 

22 0,2679 20 0,7 35 

24 0,5651 - - - 

26 0,7278 20 1 50 

28 0,7322 - - - 

30 0,9407 50 4,3 86 
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Πίνακασ 9 (υνζχεια): Αναλυτικόσ πίνακασ μετρήςεων πειράματοσ παραγωγήσ BSs χωρίσ αναπλήρωςη NP και 

ONR7 

Μζρα Απορρόφηςη 
(ABS) 

Ποςότητα 
καλλιζργειασ (ml) 

OD (ABS) υγκζντρωςη BSs 
(mg/L) 

Y 1 

0 - - - - 

2 0,0117 - - - 

6 0,1108 20 0,8 40 

8 0,2266 - - - 

10 0,3771 20 0,4 20 

13 0,7517 - - - 

14 0,7823 20 - - 

16 0,8545 - - - 

18 0,8971 20 0,6 30 

20 0,9927 - - - 

22 0,9932 20 1 50 

24 1,2032 - - - 

26 1,3607 20 1,5 75 

28 1,0536 - - - 

30 0,7579 29 2,5 86 

Y 2 

0 - - - - 

2 0,0159 - - - 

6 0,0985 20 0,5 25 

8 0,2047 - - - 

10 0,4698 20 0,6 30 

13 0,7003 - - - 

14 0,7367 10 0,3 30 

16 0,8938 - - - 

18 0,9360 20 0,7 35 

20 1,0751 - - - 

22 1,0732 20 1,1 55 

24 1,2974 - - - 

26 1,3428 20 1,6 80 

28 1,2258 - - - 

30 1,5952 35 4,1 117 

Y 3 

0 - - - - 

2 0,0018 - - - 

6 0,0938 20 0,6 30 

8 0,1547 - - - 

10 0,2505 20 0,3 15 

13 0,2980 - - - 

14 0,2914 20 0,2 10 

16 0,3899 - - - 

18 0,4995 20 1,1 55 

20 0,5841 - - - 

22 0,4835 20 0,6 30 

24 0,5375 - - - 

26 0,6622 10,5 0,8 76 

28 0,7166 - - - 

30 0,9000 40 2,4 60 
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Πίνακασ 9 (υνζχεια): Αναλυτικόσ πίνακασ μετρήςεων πειράματοσ παραγωγήσ BSs χωρίσ αναπλήρωςη NP και 

ONR7 

Μζρα Απορρόφηςη 
(ABS) 

Ποςότητα 
καλλιζργειασ (ml) 

OD (ABS) υγκζντρωςη BSs 
(mg/L) 

ESPA 1 

0 - - - - 

2 0,1104 - - - 

6 0,5060 20 1,1 55 

8 0,8234 - - - 

10 1,0997 20 0,8 40 

13 1,3279 - - - 

14 1,3883 20 0,8 40 

16 1,4055 - - - 

18 1,4362 20 1,2 60 

20 1,3755 - - - 

22 1,1567 20 1,2 60 

24 1,2339 - - - 

26 1,5295 20 1,7 85 

28 1,5349 - - - 

30 1,4015 50 4,6 92 

ESPA 2 

0 - - - - 

2 0,1661 - - - 

6 0,4912 20 0,5 25 

8 0,5430 - - - 

10 0,8027 20 0,6 30 

13 1,2506 - - - 

14 1,3113 20 0,6 30 

16 1,3198 - - - 

18 1,2769 20 0,9 45 

20 1,2830 - - - 

22 1,3245 20 1,3 65 

24 1,3313 - - - 

26 1,3486 20 1,6 80 

28 1,4724 - - - 

30 1,4028 54 4 74 

ESPA 3 

0 - - - - 

2 0,2340 - - - 

6 0,4319 20 0,5 25 

8 0,4818 - - - 

10 0,5874 20 0,6 30 

13 0,8341 - - - 

14 1,1605 20 0,3 15 

16 1,3818 - - - 

18 1,4495 20 0,9 45 

20 1,4756 - - - 

22 1,3558 20 0,8 40 

24 1,6932 - - - 

26 1,8306 20 2,1 105 

28 1,8270 - - - 

30 1,9890 34 5 147 

 


