
Μικροβιακή αποδόμηση γ
ύχρησιμοποιούνται σ

εσπεριδοειδών: Δημιουρρ ημ ρ
μικροβιακώ

Δημήτρης
Πανεπιστήμιο Θεσσαλίας, Τμήμήμ ς, μήμ

dkarpouz
http:plantenhttp:planten

γεωργικών φαρμάκων που 
ήστα συσκευαστήρια 

ργία νέων εξειδικευμένων ργ ξ μ
ών εμβολίων

ς Καρπούζας
μα Βιοχημείας και Βιοτεχνολογίαςμ χημ ς χ γ ς
zas@uth.gr
nvlab bio uth grnvlab.bio.uth.gr



ά όβλ όΥγρά απόβλητα από συσκ

Εφαρμογή μυκητοκτόνων κα
συντηρητικών για την 
διατήρηση της ποιότητας τω
φρούτων κατά την αποθήκευ

Μ άλ ό ώΜεγάλοι όγκοι υγρών 
αποβλήτων που περιέχουν 
ψ λέ ώυψηλές συγκεντρώσεις 

γεωργικών φαρμάκων

ή φ ύκευαστήρια φρούτων……

αι 

ων 
υση
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Γεωργικά φάρμακα που έργ φ ρμ
συσκευαστήρια φρούτων

Thiabendazole
 I lil Imazalil
 Fludioxonil
 Ortho‐phenylphenol
 Iprodione Iprodione
 Diphenylamine 

έχουν έγκριση χρήσης στα χ γ ρ η χρή ης
ν στην ΕΕ



λα τα παραπάνω γεωργικά φάρμ
κρισης χρήσης τους στην ΕΕ την 

Member States should pay particular attent
management practices to handle the waste smanagement practices to handle the waste s
pplication, including for instance the cleanin
ischarge of the processing waste are put in p

μακα περιέχουν στα έγγραφα 
παρακάτω παράγραφο….. …..

ion to ensure that appropriate waste 
solution remaining aftersolution remaining after 
ng water of the drenching system and the 
place



ως χειριζόμαστε τα συγκεκρις χ ρ ζ μ γ ρ

πευθείας απόρριψη στις μονάδες επεξεπευθείας απόρριψη στις μονάδες επεξε

ροβιακή κοινότητα των συστημάτων αυτών
εί να απομακρύνει τα συγκεκριμένα γ.φ.

μένα απόβλητα σήμερα?μ β η ήμ ρ

εργασίας αστικών αποβλήτωνεργασίας αστικών αποβλήτων

ν δεν 
Campo et al. (2013) J Hazard. Mat. 263P: 146‐



ως χειριζόμαστε αυτά τα απόως χειριζόμαστε αυτά τα από

φαρμογή σε παρακείμενους αγρούςφαρμογή σε παρακείμενους αγρούς

12000 mg/Kg

2m 4m 8m

400 mg/Kg

250 mg/Kg250 mg/Kg

12 mg/Kg

Κίνδυνος σοβαρής ρύπανσης του εδαφικο
φαρμάκων  με υψηλή

όβλητα σήμερα?όβλητα σήμερα?

ού ορίζοντα με ιδιαίτερα υψηλές συγκεντρώσεις γεωργικώ
ή υπολειμματικότητα (πχ. Thiabendazole)



ως επεξεργαζόμαστε αυτά ταως επεξεργαζόμαστε αυτά τα

πεξεργασία στο σύστημα CONTROL TecEπεξεργασία στο σύστημα CONTROL TecE
νεργού άνθρακα

Υψηλή αποτελεσματικότητα έναντι μυκητοκ
Ελάχιστη διείσδυση στην αγορά και χρήση αΕλάχιστη διείσδυση στην αγορά και χρήση α

α απόβλητα σήμερα?α απόβλητα σήμερα?

Eco® (Technidex) μέσω διήθηση από φίλτEco (Technidex) μέσω διήθηση από φίλτ

κτόνων όπως το thiabendazole
από τα συσκευαστήρια φρούτωναπό τα συσκευαστήρια φρούτων 



ως επεξεργαζόμαστε αυτά ταως επεξεργαζόμαστε αυτά τα

ιαχείριση από πιστοποιημένες εταιρείεςιαχείριση από πιστοποιημένες εταιρείες

Ιδιαίτερα Υψηλός Κόστος για τα Συσκευαστ

α απόβλητα σήμερα?α απόβλητα σήμερα?

ς διαχείρισης τοξικών αποβλήτων ex situς διαχείρισης τοξικών αποβλήτων ex situ

τήρια (0.70 – 3 € / λ)



οια είναι η ιδέα μας……οια είναι η ιδέα μας……
Απομόνωση μικροοργανισμών με εξειδ
ναντι των γεωργικών φαρμάκων πουναντι των γεωργικών φαρμάκων που 
πό τα συσκευαστήρια φρούτων 
Τ ί ό όΤαυτοποίηση, γενετικός χαρακτηρισμό
Ανάπτυξη εμβολίων για την εφαρμογή

βλή ή β ξ ίποβλήτων ή στην βιοεξυγίανση ρυπα

δικευμένη αποδομητική δράση 
περιέχονται στα υγρά απόβληταπεριέχονται στα υγρά απόβλητα 

ό β λ ό άός και μεταβολικό μονοπάτι 
ή στην επεξεργασία υγρών 

έ δ φώασμένων εδαφών 
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Τ έ έΤι έχουμε στα χέρια μα

Thiabendazole – Κοινοπραξία

 I lil St t ( όλ Imazalil – Streptomyces (μόλις

 Fludioxonil
 Ortho‐phenylphenol ‐ Sphin
 Iprodione P th b t Iprodione – Paenarthrobacter

 Diphenylamine ‐ Pseudomona

ήας σήμερα……………..

α proteobacteria

ώθ )ς απομονώθηκε)

gomonas haloaromaticamans

r sp.

as putida



Μικροβιακή αποδόμησηΜικροβιακή αποδόμησηη ortho‐phenyl phenolη ortho phenyl phenol
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Sphingomonas haloaromaticSphingomonas haloaromatic

Α δ ί ύ th h Αποδομεί ταχύτατα το ortho‐pheny
χρησιμοποιεί ως πηγή C 

ώθ ό έδ φ λ Απομονώθηκε από έδαφος που συλ
συσκευαστήριο απέρριπτε τα υγρά

Pe

camans στέλεχος OPPcamans στέλεχος OPP

l h l (OPP)ylphenol (OPP) και το 

λλέ θ ό ή όλλέχθηκε από περιοχή όπου 
ά του απόβλητα

erruchon et al., (2016) Pest Management Science 72(1): 113‐124  12



β λ ό άΜεταβολικό μονοπάτι του

 ή ά Γονιδιωματική ανάλυση

Τ β ή ύ θ ίΤο βακτήριο αναπτύχθηκε παρουσί
οξέος (εναλλακτική πηγή C)

 Πρωτεομική ανάλυση Πρωτεομική ανάλυση
 Ανάλυση έκφρασης επιλεγμένω

ρόλο στο μονοπάτι μεταβολισμο

 ό ύ λ δί Απομόνωση του ενζύμου‐κλειδί
από το βακτηριο Sphingomonas

ό β ήυ OPP από το βακτήριο

ί OPP b i id ή λ ύία OPP, benzoic acid ή ηλεκτρικού 

ων γονιδίων με πιθανό καταβολικό
ού το ΟΡΡ

ί β λ ό άί στο μεταβολικό μονοπάτι του ΟΡΡ 
s haloaromaticamans
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Γονιδιωματική ανάλυσηΓονιδιωματική ανάλυση

 Illumina Miseq 2x300 bp paq p p

Σ λ ό έ θ δ ώΣυνολικό μέγεθος γονιδιώμ
σε ένα βασικό ικρίωμα μεγέ
άλλ ώ έθάλλα ικριώματα μεγέθους 1

 4 οπερόνια με πιθανό κατα

Perruchon et al., (2017) Scientific R

aired‐end and mate‐pairp

4 8 Mb λ ήθατος 4.8 Mb, συναρμολογήθηκε 
θους 4.5 Mb (Scaffold 0) και δύο
9 d 90 kb91 and 90.7 kb

αβολικό ρόλο

14Reports:7:,Article 6449, doi:10.1038/s41598‐017‐06727‐6 



ονιδιωματική Ανάλυση 

 Operon 1 and 2 : ben/cat pathways Operon 1 and 2 : ben/cat pathways 
 Operon 3:  upper OPP pathway (?) and lo
 Operon 4: upper bph pathway

Perruchon et al., (2017) Scientific R

 Operon 4: upper bph pathway
ower bph pathway

15Reports:7:,Article 6449, doi:10.1038/s41598‐017‐06727‐6 



Μεταβολικό μονοπάτι βασισμένο
χρωματογραφικ

Perruchon et al., (2017) Scientific R

ο στη γονιδιωματική ανάλυση και 
κή επιβεβαίωση

16eports:7:,Article 6449, doi:10.1038/s41598‐017‐06727‐6 



Απομόνωση, υπερέκφραση και
vitro δοκιμές OppA1 (Flavin depvitro δοκιμές OppA1 (Flavin‐dep
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ι εκτίμηση της δράσης του σε in 
pendent Monoxygenase)pendent Monoxygenase)
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17ific Reports:7:,Article 6449, doi:10.1038/s41598‐017‐06727‐6 



Μικροβιακή αποδόμησηη thiabendazole
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Κοινοπραξία πρωτεοβακτηρίρ ξ ρ β ηρ

Thiabendazole
Ιδιαίτερα υπολειμματικό στο έδαφος
χρησιμοποιείται και ως αντιπαρασιτιχρη μ ς ρ
κτηνοτροφία

Βακτηριακή κοινοπραξία
Απομονώθηκε με καλλιέργειες εμπλοΑπομονώθηκε με καλλιέργειες εμπλο
δείγμα εδάφους που συλλέχθηκε απ
απορρίπτονταν τα απόβλητα συσκευαπορρίπτονταν τα απόβλητα συσκευ
φρούτων στην Κύπρο

Perruchon et al.

ίων

ς (DT50soil>1 y)
ικό στην η

ουτισμού απόουτισμού από 
πό περιοχή όπου 
υαστηρίουυαστηρίου 

19., (2017) Applied Microbiology and Biotechnology  101: 3881‐3893
Perruchon et al., (2018) Biodegradation28: 383‐394



ρησιμοποιεί το ΤΒΖ ως 
γή C και Nγή C και N 

αποδομητική τουαποδομητική του 
νότητα 
λτιστοποιήθηκε και η ή η η
λυπλοκότητα του 
ώθηκε (diversity) 
τερα από 24 μήνες 
νεχούς εμπλουτισμού

1       7      24

Thiobacillus

Hydrocarboniphag

Hydrogenophaga

Sphingomonas

Oligotropha
Hyphomicrobium



οιος είναι ο κύριος αποδο
able 
otopeotope 
robing –
ζ ήαζική 

λληλούχιση

ομητής;
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Ανοργανοποίηση 14C‐pργ η η p

14
14 14

14

14
14

phenyl‐thiabendazolep y



ροτεινόμενο Μεταβολικό Μορ μ β ονοπάτι thiabendazole



Μικροβιακός ΜεταβΜικροβιακός Μεταββολισμός iprodioneβολισμός iprodione
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ή δ ύΒακτήρια που αποδομούν το

Paenarthrobacter sp. C1 απομο
από έδαφος από την Χιλή χωρίαπό έδαφος από την Χιλή χωρί
χρήσης iprodione

Paenarthrobacter sp. NK απομο
από την ριζόσφαιρα και την φυ
φυτών πιπερίας που δέχτηκαν φ ρ ς χ η
εφαρμογές iprodione

Campos et al., (2015) Int. Biodeg. Biodeter. & Katsoula

i diο iprodione

ονώθηκε 
ίς ιστορικόίς ιστορικό 

ονώθηκε 
υλλόσφαιρα
πολλαπλές ς

26a et al., (2019) FEMS Microbiol. Ecol  (submitted) 



Date or Place

Ενδιαφέρον ότι και τα 4 
β ή έβακτήρια που έχουν 
απομονωθεί από 
Ελλάδα, Χιλή, Καναδά και 
Κίνα και έχουν τηνΚίνα και έχουν την 
δυνατότητα να 
αποδομούν το iprodioneαποδομούν το iprodione
ανήκουν στο γένος 
P h b !!!!Paenarthrobacter!!!!
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Campos et al., (2017) Env Sci Pollut Research

Εκλεκτικό θρεπτικό 
Met I

Iprodione

Isopropylamine

Πλούσιο θρεπτικό 

Met I Met II

3
Iprodione



Μικροβιακός μεταΜικροβιακός μετααβολισμός imazalilαβολισμός imazalil
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Απομονώθηκε από έδαφος επιβαρυμένο μεΑπομονώθηκε από έδαφος επιβαρυμένο με
Διασπά το imazalil (100 mg/L) τόσο σε εκλε

Αναμένεται η μοριακή ταυτοποίηση του μ

ε imazalilε imazalil
εκτικό μέσο όσο και σε PDB

ικροοργανισμού 
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Εφαρμογή βακτηΕφαρμογή βακτη
εξυγίανση ρυπασεξυγίανση ρυπασ
εδαφώνεδαφών

ηρίων για τηνηρίων για την 
σμένωνσμένων 
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Έδαφος επιβαρυμένο με
ώ ΤΒΖσυγκεντρώσεων ΤΒΖ

Βαθμίδωση συγκεντρώσεων ΤΒΖ στην ρυπασμένη ΗΒαθμίδωση συγκεντρώσεων ΤΒΖ στην ρυπασμένη 
περιοχή σ

2 4 8

12000 mg/Kg

2m 4m 8m

400 mg/Kg

250 mg/Kg

12 mg/Kg

 βαθμίδωση

Η ρυπασμένη περιοχή εντοπίστηκε δίπλα σε 
συσκευαστήριο φρούτων 
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Που βρισκόμαστε…
 Διαθέσιμη τράπεζα μικροοργανισμών π

Που βρισκόμαστε…
 Διαθέσιμη τράπεζα μικροοργανισμών, π

εμφανίζουν εξειδικευμένη δράση έναντι

χρησιμοποιούνται στα συσκευαστήρια φ

 Α λ ά φ έ β λ Αποτελεσματικά  σε εφαρμογές βιοεμπλ

εξυγίανση εδαφών σε περιοχές απόρριψ

συσκευαστήρια φρούτων 

…..
πλήρως χαρακτηρισμένων που

…..
πλήρως χαρακτηρισμένων, που 

ι των μυκητοκτόνων που 

φρούτων

λ ύ δ φώλουτισμού εδαφών για την 

ψης υγρών αποβλήτων από 



Που θέλουμε να π
 Δοκιμές των μικροβιακών εμβολίων σε σ

Που θέλουμε να π

βιοαντιδραστήρα

 Μοριακή ταυτοποίηση και χαρακτηρισμ
του μικροοργανισμού που αποδομεί το 

 Διευκρίνιση του ρόλου των υπολοίπων μ
της βακτηριακής κοινοπραξίας που διασ
thiabendazole

 Συμπλήρωση της συλλογής με την απομ
που αποδομούν το fludioxonil

 Εντοπισμός των γονιδίων/ενζύμων που 
μικροβιακό μεταβολισμό του iprodione

πάμε…..
συνθήκες 

πάμε…..

μός 
imazalil

μελών 
σπά το 

όνωση βακτηρίων 

εμπλέκονται στο 
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