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ΧΑΡΟΚΟΠΕΙΟ ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΜΙΚΡΟΒΙΟΛΟΓΙΑΣ


ΑΣΚΗΣΗ 6Η
ΖΥΜΩΜΕΝΑ ΤΡΟΦΙΜΑ
Το εύρος των τροφίμων που παρασκευάζονται αποκλειστικά ή οφείλουν τις χαρακτηριστικές τους ιδιότητες στους μικροοργανισμούς είναι πολύ μεγάλο. Πολλά από αυτά τα τρόφιμα, όπως τα τυριά, τα τουρσιά, τα αλλαντικά, οφείλουν τη δυνατότητα συντήρησής τους για πολύ μεγαλύτερο χρονικό διάστημα από ότι οι πρώτες ύλες από τις οποίες είναι κατασκευασμένα, στην επεξεργασία (ζύμωση) που έχουν υποστεί από τους μικροοργανισμούς.
Οι περισσότεροι μικροοργανισμοί που παίρνουν μέρος στις ζυμώσεις τροφίμων ανήκουν στα οξυγαλακτικά βακτήρια και στις ζύμες. Τα οξυγαλακτικά παίρνουν μέρος στην γαλακτική ζύμωση, ενώ οι ζύμες στην αλκοολική.

Ομοζυμωτικά – Ετεροζυμωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια 

Τα βακτήρια του γαλακτικού οξέος χωρίζονται σε δύο υποομάδες ανάλογα με τη φύση των προϊόντων που παράγονται κατά τη ζύμωση των σακχάρων:

· ομοζυμωτικά βακτήρια

· ετεροζυμωτικά βακτήρια

Τα ομοζυμωτικά παράγουν ως μοναδικό προϊόν το γαλακτικό οξύ, ενώ τα ετεροζυμωτικά παράγουν εκτός από γαλακτικό οξύ και άλλα προϊόντα όπως η αιθανόλη, το CO2 κ.α.

Οι πιο γνωστές μεταβολικές οδοί στους μικροοργανισμούς είναι η γλυκόλυση και η βιοχημική οδός των φωσφορο-πεντοζών, χωρίς βέβαια να αποκλείονται και εναλλακτικές μεταβολικές οδοί που προκύπτουν από αυτές. 

Τα ομοζυμωτικά βακτήρια χρησιμοποιούν κυρίως τη γλυκόλυση για την παραγωγή γαλακτικού οξέος ως τελικού προϊόντος. Τα ετεροζυμωτικά ακολουθούν άλλες μεταβολικές οδούς, όπως αυτή των φωσφορο-πεντοζών ως εναλλακτική για τα πρώτα στάδια της γλυκόλυσης.

Ομοζυμωτική ζύμωση της γλυκόζης: C6H12O6           2 CH3-CHOH-COOH
Εναλλακτικοί μηχανισμοί της ετεροζυμωτικής ζύμωσης της γλυκόζης:

C6H12O6                 CH3-CHOH-COOH + CH3COOH + CO2 + 2H

C6H12O6                 CH3-CHOH-COOH + CH3CH2OH + CO2
 C6H12O6                 2 CH3CH2OH + 2 CO2

C6H12O6                 CH3-CHOH-COOH + CH3COOH + HCOOH + 3H 

Στον επόμενο πίνακα φαίνεται η διαφοροποίηση ως προς τα προϊόντα της ζύμωσης των σακχάρων των κυριότερων γενών των βακτηρίων του γαλακτικού οξέος.

	Γένος
	Σχήμα κυττάρων
	Ζυμωτικός τύπος

	Streptococcus
	Κόκκοι σε αλυσίδες
	Ομοζυμωτικά

	Leuconostoc
	             >>
	Ετεροζυμωτικά

	Pediococcus
	Κόκκοι σε τετράδες
	Ομοζυμωτικά

	Lactobacillus
	Βάκιλλοι συνήθως σε αλυσίδες
	· Ομοζυμωτικά

· Ετεροζυμωτικά

	Enterococcus
	Κόκκοι σε αλυσίδες
	Ομοζυμωτικά

	Lactococcus
	             >>
	     >>


  Οι βιοχημικές οδοί των δύο ζυμωτικών τύπων σακχάρων που απαντώνται στα οξυγαλακτικά βακτήρια είναι οι ακόλουθοι:

Τα βακτήρια του γαλακτικού οξέος έχουν τη δυνατότητα να μεταβολίζουν τη γαλακτόζη, ιδιότητα που δεν διαθέτουν τα περισσότερα βακτήρια που απαντώνται στα τρόφιμα. Αυτή η ιδιότητα μπορεί να θεωρηθεί ως προσαρμογή στον εντερικό σωλήνα των θηλαστικών, αφού το συγκεκριμένο σάκχαρο παράγεται μόνο από τα θηλαστικά και εκκρίνεται στο γάλα.

Οι κύριες μεταβολικές οδοί της γαλακτόζης οδηγούν στην παραγωγή γαλακτικού οξέος ή γαλακτικού και αιθανόλης.

Υπάρχουν όμως πολλές εναλλακτικές οδοί οι οποίες έχουν ως τελικά προϊόντα ενώσεις που προσδίδουν χαρακτηριστικά αρώματα.

Επίσης αυτές οι εναλλακτικές μεταβολικές οδοί προσδίδουν περισσότερα ενέργεια (ATP), η οποία χρησιμοποιείται για πιο γρήγορη αύξηση και παραγωγή βιομάζας. 

Τυρί φέτα
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Η φέτα είναι ένα μαλακό λευκό τυρί που ωριμάζει και διατηρείται σε άλμη. Διαθέτει αλμυρή, ελαφρά όξινη γεύση και είναι το πιο δημοφιλές τυρί στην Ελλάδα με μεγάλη αναγνωρισημότητα στις ξένες αγορές. Η φέτα είναι προϊόν ονομασίας προέλευσης (ΠΟΠ) και παράγεται από πρόβειο γάλα αποκλειστικά, ή από μίγμα πρόβειου και κατσικίσιου γάλακτος το οποίο όμως δεν υπερβαίνει το 20-30% του συνολικού. 

Η παραγωγή της φέτας γίνεται πλέον αποκλειστικά από παστεριωμένο γάλα (72οC, 15sec), στο οποίο προστίθενται οξυγαλακτικές καλλιέργειες (ή γιαούρτι) και αφήνονται για επώαση στους 32-34 οC για 15-30min. Στη συνέχεια προστίθεται χλωριούχο ασβέστιο και πυτιά (ρεννίνη) σε ποσότητα ικανή να πήξει το γάλα και να δώσει πήγμα έτοιμο για διαίρεση μετά από 50min περίπου.

Μετά την ολοκλήρωση της πήξης του γάλακτος, το πήγμα διαιρείται σε κομμάτια σχήματος κύβου και αφήνεται για 5-10 min για να αποβάλλει μέρος του τυρογάλακτος. Στη συνέχεια μεταφέρεται σε καλούπια, μέχρι να ολοκληρωθεί ή στράγγιση στους 12-14 οC. Ακολουθεί το κόψιμο σε φέτες και το αλάτισμα με χονδρόκοκκο αλάτι, διαδικασία που επαναλαμβάνεται κάθε 12 ώρες και 4 φορές συνολικά.

Μετά το αλάτισμα οι φέτες παραμένουν στην τυροτράπεζα και αναστρέφονται κάθε 24 ώρες, μέχρι να σχηματιστεί μία λεπτή στρώση στην επιφάνειά τους από βακτήρια και ζύμες. Η μικροχλωρίδα αυτή συνεισφέρει πολύ στην ωρίμανση και στις ιδιαίτερες οργανοληπτικές ιδιότητες της φέτας.

Μετά από 1-2 εβδομάδες η φέτα καθαρίζεται με μαλακή βούρτσα και τοποθετείται στα βαρέλια σε άλμη περιεκτικότητας 7-8% χλωριούχου νατρίου έτσι ώστε να την καλύπτει πλήρως, για να ολοκληρωθεί η ωρίμανση. Τα βαρέλια τοποθετούνται σε χώρους με υψηλή σχετική υγρασία και σε θερμοκρασία 14-16 οC, μέχρι το pH φτάσει σε 4,4-4,6. Κατόπιν τοποθετείται σε ψυκτικούς θαλάμους σε 3-4 οC για τουλάχιστον 2 μήνες από την ημερομηνία παρασκευής του.

Η όλη διαδικασία ωρίμανσης της φέτας διαρκεί τουλάχιστον 60 ημέρες. Σε αυτό το χρονικό διάστημα οι μικροβιακοί πληθυσμοί που αναπτύσσονται αλλάζουν και παρατηρούνται φαινόμενα μικροβιακής διαδοχής. Τα βακτήρια που επικρατούν είναι οξυγαλακτικά βακτήρια, στα οποία οφείλεται και η οξυγαλακτική ζύμωση. Από αυτά, στην αρχή εμφανίζονται κυρίως λακτόκοκκοι και λακτοβάκιλλοι οι οποίοι μετά την 16η ημέρα φαίνεται ότι μειώνονται, αλλά παραμένουν, τουλάχιστον οι λακτοβάκιλλοι και κατά το διάστημα της ωρίμανσης. Εντερόκοκκοι εμφανίζονται, αλλά κυρίως κατά τη διαδικασία της ωρίμανσης του τυριού.

Εκτός όμως από τα οξυγαλακτικά βακτήρια αναπτύσσονται και άλλοι μικροοργανισμοί, στους οποίους μπορεί να οφείλονται αρκετά από τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του τυριού. Οι μικρόκοκκοι φαίνεται ότι αυξάνονται μέχρι την 16η ημέρα και μετά παραμένουν σταθεροί.

Οι ζύμες παίζουν σημαντικό ρόλο σε όλη τη διαδικασία και φαίνεται ότι μετά την 4η ημέρα παραμένουν σταθεροί οι πληθυσμοί τους.

Τα κολίμορφα βακτήρια εμφανίζονται στην αρχή, αλλά μετά μειώνονται οι πληθυσμοί τους, με αποτέλεσμα να μην ανιχνεύονται καθόλου στο τελικό προϊόν.

Σαλάμι αέρος
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Τα σαλάμια αέρος είναι κρεατοσκευάσματα που δεν έχουν υποστεί καμία θερμική  επεξεργασία. Παρασκευάζονται από λεπτοτεμαχισμένο νωπό χοιρινό κρέας, λίπος και ορισμένες πρόσθετες ουσίες όπως μαγειρικό αλάτι, νιτρικό άλας, νιτρώδες άλας, σάκχαρα και μπαχαρικά. 

Μετά από κατάλληλη επεξεργασία και παραμονή στους 3-4oC, για 24-48 ώρες, η κρεατόμαζα τοποθετείται σε περιβλήματα από φυσικό ή τεχνητό έντερο και κατόπιν τα σαλάμια τοποθετούνται για επώαση σε ειδικούς θαλάμους για ωρίμανση κα μερική αφυδάτωση για 2-3 ημέρες στους 26-28oC, και σχετική υγρασία 80-90%, όπου γίνεται η γαλακτική ζύμωση. Αποτέλεσμα είναι η πτώση του pH σε 5,2-5,4. 

Ακολουθεί ξήρανση τους 10-20 oC για 40-60 ημέρες.

 Στις μεγάλες μονάδες παραγωγής η ασφάλεια και η ποιότητα του τελικού προϊόντος διασφαλίζεται με τον εμβολιασμό της κρεατόμαζας με καλλιέργειες εκκίνησης (οξυγαλακτικά βακτήρια – λακτοβακιλλοι και Gram+ και καταλάση + κόκκους, σταφυλόκοκκοι).

Στα σαλάμια αέρος φυσικής ωρίμανσης όμως, είναι η ενδογενής μικροχλωρίδα που καθορίζει τις διαδικασίες ζύμωσης και η ποικιλία των βακτηριακών στελεχών που προσδίδει τις ιδιαίτερες οργανοληπτικές ιδιότητες.

Τα οξυγαλακτικά βακτήρια που βρίσκονται στο κρέας σε χαμηλούς πληθυσμούς, αυξάνονται λόγω των συνθηκών και μειώνουν γρήγορα το pH, λόγω της παραγωγής του γαλακτικού οξέος. Επίσης παράγουν μικρές ποσότητες από αιθανόλη, ακετόνη, πυροσταφυλικό οξύ και διοξείδιο του άνθρακα, ενώσεις στις οποίες οφείλεται το ιδιαίτερο άρωμα που διαθέτουν.

Οι σταφυλόκοκκοι συμμετέχουν στην ανάπτυξη και στην σταθεροποίηση του κόκκινου χρώματος των σαλαμιών μέσω της διάσπασης της νιτρικών και νιτρωδών αλάτων και τον σχηματισμό της ερυθράς χρωστικής νιτροζομυογλοβίνης. Επίσης οι σταφυλόκοκκοι, μέσω της λιπολυτικής και πρωτεολυτικής δράσης τους παράγουν διάφορες αρωματικές ουσίες και οργανικά οξέα που επηρεάζουν τη τελική γεύση.

Οι εντερόκοκκοι που πιθανά ανιχνεύονται, φαίνεται ότι συνεισφέρουν στην ανάπτυξη του αρώματος μέσω των γλυκολυτικών και λιπολυτικών τους ιδιοτήτων.

Σε πολλά σαλάμια επηρεάζεται η γεύση και από τη δευτερογενή μικροχλωρίδα από ζύμες και μύκητες που αναπτύσσονται στην εξωτερική επιφάνειά τους. 
Εργαστηριακό μέρος

Υλικά

Φέτα βαρελίσια μαλακή 

Σαλάμι αέρος

Ζυγός

Νυστέρια, λαβίδες αποστειρωμένα 

Σακούλες stomacher, Stomacher
2 κωνικές με 225 ml saline peptone (saline peptone 1 L: NaCl 8.5 g, peptone 1 g)

5 McCartney με 9 ml saline peptone και 1 McCartney άδειο αποστειρωμένο για να μοιραστεί η αραίωση 10-1 για κάθε ομάδα

Tips και πιπέτες 1ml και 0.1 ml 

Γυάλινη ράβδο για επίστρωση τρυβλίων

Τρυβλία με εκλεκτικά υποστρώματα για την καταμέτρηση των διαφορετικών ομάδων μικροοργανισμών και συνθήκες επώασης μετά τον εμβολιασμό:

Chromocult agar (για την καταμέτρηση των κολίμορφων βακτηρίων – E. coli), επώαση 370C, 24 h
Slanetz-Bartley agar (για την καταμέτρηση των εντερόκοκκων)

Baird Parker agar (για την καταμέτρηση των σταφυλόκοκκων)

Μ17 agar (για την καταμέτρηση των στρεπτόκοκκων)

MRS agar (για την καταμέτρηση των λακτοβακίλλων)

OGY agar (για την καταμέτρηση των ζυμών) 

Υλικά για χρώση Gram (αντικειμενοφόροι, χρωστικές)

Υλικά για τη δοκιμή της καταλάσης (Δμ. 3% Η2Ο2, αντικειμενοφόρος)

Μέθοδος

1. Ζυγίζουμε 25g από το δείγμα και τοποθετούνται σε σακούλα stomacher, μαζί με τα 225 ml saline peptone
2. Ομογενοποίηση στο stomacher για 2min.

3. Ετοιμάζουμε διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις. Τοποθετούμε στο άδειο φιαλίδιο McCartney ομογενοποιημένο δείγμα μέχρι τη μέση περίπου. Αυτό αποτελεί την αραίωση 10-1 

4. Μεταφέρουμε 1ml στο επόμενο φιαλίδιο που περιέχει 9 ml saline peptone και γίνεται η αραίωση 10-2 κ.ο.κ

5. Μεταφέρουμε 0.1ml αρχίζοντας από τη μεγαλύτερη αραίωση σε 3 τρυβλία για κάθε εκλεκτικό υλικό (επαναλήψεις) σύμφωνα με τον πίνακα που ακολουθεί

	Εκλεκτικό υπόστρωμα
	Αραιώσεις που εμβολιάζονται

	
	Συνθήκες επώασης
	Φέτα 
	Σαλάμι

	Chromocult agar
	370C, 24 h
	10-1
	10-1

	Slanetz-Bartley agar
	370C, 48 h

	10-2, 10-3
	10-1

	Baird Parker agar
	370C, 48 h
	10-1, 10-2
	10-1

	Μ17 agar
	370C, 48 h
	10-4, 10-5
	10-4, 10-5

	MRS agar
	370C, 48 h αναερόβια
	10-5, 10-6
	10-3, 10-4

	OGY agar
	300C, 72 h
	10-3, 10-4
	10-3, 10-4


6. Επώαση

7. Καταμέτρηση των τυπικών αποικιών σύμφωνα με τον πίνακα που ακολουθεί

	Εκλεκτικό υπόστρωμα
	Μορφολογία τυπικών αποικιών

	Chromocult agar
	Αποικίες ροζ χρώματος: κολίμορφα 

Αποικίες μπλε χρώματος: E.coli

	Slanetz-Bartley agar
	Αποικίες κόκκινο-καφέ χρώματος: Enterococcus spp.

	Manitol salt agar
	Αποικίες μαύρου χρώματος: Staphylococcus spp. 

Αλλαγή χρώματος του υποστρώματος σε κίτρινο: S.aureus

	Μ17 agar
	*Υπόλευκες αποικίες με λευκό κέντρο: στρεπτόκοκκοι

	MRS agar
	*Λευκές αποικίες: Lactobacillus spp.

	OGY agar
	Γυαλιστερές αποικίες: ζύμες και Βαμβακώδεις αποικίες: μύκητες


* Πριν από την καταμέτρηση αυτών των αποικιών πρέπει να επιβεβαιωθεί η μορφολογία των κυττάρων με χρώση Gram και να γίνει η δοκιμή καταλάσης. 

Στο Μ17 υπόστρωμα θα πρέπει να είναι Gram + κόκκοι και αρνητικοί στην καταλάση. Στο υπόστρωμα αυτό πιθανά να αναπτύσσονται και άλλα βακτήρια που εμφανίζουν παρόμοιο τύπο οι αποικίες τους

Στο MRS υπόστρωμα πρέπει να είναι  Gram + βάκιλλοι και αρνητικοί στην καταλάση. Στο υπόστρωμα αυτό πιθανά να αναπτύσσονται και άλλα βακτήρια που εμφανίζουν παρόμοιο τύπο οι αποικίες τους, όπως βακτήρια των γενών Pediococcus και Leuconostoc, που είναι επίσης οξυγαλακτικά βακτήρια

8. Υπολογισμός του κάθε μικροβιακού πληθυσμού στο αρχικό δείγμα (25g)

