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Στην παρούσα  μεταπτυχιακή μελέτη, με τίτλο «Το Κυπριακό τυρί ΧΑΛΙΤΖΙ: Παρασκευή και μελέτη των μικροβιολογικών, φυσικοχημικών και οργανοληπτικών του χαρακτηριστικών», μελετήθηκαν οι μικροβιολογικές και φυσικοχημικές μεταβολές στο παραδοσιακό κυπριακό τυρί Χαλίτζι κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης του, με κλασσικές και σύγχρονες μεθόδους. Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι για πρώτη φορά γίνεται η συστηματική παρακολούθηση της παρασκευής και ωρίμανσης του Κυπριακού τυριού Χαλίτζι καθώς και η εφαρμογή της μεταγονιδιωματικής στο εν λόγω τυρί. Συγκεκριμένα, πραγματοποιήθηκαν τρεις τυροκομήσεις επί δυο επαναλήψεις οι οποίες περιλάμβαναν: (A) τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά (B) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με εμπορική πυτιά και (C) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς και οξυγαλακτικής καλλιέργειας (Mesophilic Homofermentative Culture/ Freeze-dried lactic culture). Τα δείγματα τυριού αναλύθηκαν ως προς τα μικροβιολογικά τους χαρακτηριστικά με κλασσικές μικροβιολογικές αναλύσεις καθώς και τη προσέγγιση της μεταγονιδιωματικής ανάλυσης. Επιπλέον, υποβλήθηκαν σε φυσικοχημικές αναλύσεις ως προς το pH, οξύτητα, υγρασία, λίπος, αλάτι, πρωτεΐνη και ανόργανη ύλη (τέφρα). Προκειμένου να ολοκληρωθεί η έρευνα, πραγματοποιήθηκε οργανοληπτική αξιολόγηση των τυριών Χαλίτζι 40 και 60 ημερών ωρίμανσης, σε ομάδα δοκιμαστών-καταναλωτών (φοιτητές) ως προς τις παραμέτρους: εμφάνιση, υφή, οσμή, γεύση και άρωμα. Όπως φάνηκε τα τρία είδη τυριών παρουσίασαν διαφορές ως προς τα μικροβιολογικά, φυσικοχημικά και οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τους. Η κλασική μικροβιολογική ανάλυση αποκάλυψε ότι οι κυρίαρχες ομάδες μικροοργανισμών ήταν οι μεσόφιλοι και θερμόφιλοι κόκκοι και γαλακτοβάκιλλοι, τα NSLAB και ΟΜΧ. Παράλληλα, με τη χρήση της μεταγονδιωματικής ανάλυσης, φάνηκε ότι τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτέλεσαν την κυρίαρχη μικροχλωρίδα στο νωπό αίγειο γάλα και στο A τυρί 40 και 60 ημερών αντίστοιχα. Επίσης, ανιχνεύθηκε ποικιλομορφία βακτηρίων και ζυμών τόσο στο νωπό αίγειο γάλα όσο και στο A τυρί 40 και 60 ημερών ωρίμανσης. Τέλος, ιδιαίτερο ενδιαφέρον παρουσίασαν τα αποτελέσματα της οργανοληπτικής εξέτασης αφού έδειξαν τις προτιμήσεις καθώς και κάποια σχόλια των καταναλωτών στις τρεις εκδοχές (A, B and C) του τυριού Χαλίτζι. Σημαντική παρατήρηση όσον αφορά την εμφάνιση, ιδιαίτερα στα τυριά A και B, αποτέλεσαν οι χαρακτηριστικές οπές στην επιφάνεια του τυριού. 
Λέξεις κλειδιά: [παραδοσιακό Κυπριακό τυρί Χαλίτζι, εναρκτήρια καλλιέργεια, ωρίμανση, μεταγονιδιωματική ανάλυση]
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In this postgraduate study titled "The Cypriot HALIJI cheese: Preparation and study of its microbiological, physicochemical and organoleptic characteristics", the microbiological and physico-chemical changes in the traditional Cypriot Haliji cheese were studied during maturation, using classical and modern methods. It is remarkable that for the first time systematic monitoring of the preparation and maturation of the Cypriot Haliji cheese and the application of the post-genomic to this cheese is done. In particular, three cheese-making operations were carried out over two repetitions which included: (A) cheese-making of raw milk with commercial rennet (B) cheese-making of pasteurized milk with commercial rennet and (C) cheese pasteurized milk with addition of commercial rennet and lactic acid culture (Mesophilic Homofermentative Culture –dried lactic culture). Cheese samples were analyzed for their microbiological characteristics by standard microbiological analyzes as well as the approach of the metagenomic assay. In addition, they were subjected to physicochemical analyzes of pH, acidity, moisture, fat, salt, protein and inorganic matter (ash). In order to complete the survey, organoleptic evaluation of the cheeses 40- and 60-days was conducted in a group of tasters-consumers (students) in terms of appearance, texture, odor, flavor and aroma. As it turned out, the three types of cheeses showed differences in their microbiological, physicochemical and organoleptic characteristics. Classical microbiological analysis revealed that the predominant groups of microorganisms were mesophilic and thermophilic cocci and lactobacilli, NSLAB and TBC (Total bacterial count). At the same time, using metagenomic analysis, it was shown that lactic acid bacteria were the dominant microbiota in raw goat milk and raw goat milk cheese (40 and 60 days). Also, a variety of bacteria and yeasts were detected the examined samples. Last but not least, the results of the sensory analysis showed a great deal of interest, as they showed the preferences as well as some of the consumer's comments on the three versions of Haliji cheese (A, B and C). An important observation regarding the appearance, especially in the A and B cheeses, was the characteristic holes on the surface of the cheese.                                                                         
Keywords: [traditional Cypriot Haliji cheese, starter culture, maturation, metagenomic analysis]
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Από αρχαιοτάτων χρόνων, το γάλα αποτελούσε εξαιρετική  τροφή για τον άνθρωπο, αφού περιέχει σχεδόν όλες τις θρεπτικές ουσίες που είναι απαραίτητες για τη διατήρηση της ζωής. Για τον σκοπό αυτό, πριν από 8000-10000 χρόνια, εξημέρωσε τα πρώτα ζώα που ήταν οι αίγες και τα πρόβατα. Ακολούθως, εξημερώθηκαν τα βοοειδή που αποτελούν πλέον τα κύρια γαλακτοπαραγωγά ζώα στον πλανήτη. Σύμφωνα με τον Codex Alimentarius του FAO (1973), ως γάλα ορίζεται η φυσιολογική έκκριση του μαστού που λαμβάνεται από μία η περισσότερες αμέλξεις, χωρίς καμία προσθήκη ή αφαίρεση, η οποία προορίζεται να καταναλωθεί ως πόσιμο γάλα ή για περαιτέρω επεξεργασία. Καθένα από τα 4000 είδη θηλαστικών παράγει γάλα με χημική σύσταση ανάλογη των διατροφικών αναγκών του νεογνού (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). Ο ρόλος του γάλακτος είναι να θρέφει και να παρέχει ανοσολογική προστασία (Robinson, 2005). Παράλληλα, το γάλα αποτελεί την πλήρη απλή φυσική τροφή, επειδή περιέχει συστατικά που εφοδιάζουν τον οργανισμό με ενέργεια (λίπος, λακτόζη), με δομικά συστατικά (πρωτεΐνες, ανόργανα άλατα) και με επαρκείς ποσότητες βιταμινών και ιχνοστοιχείων για την πραγματοποίηση των βιοχημικών διεργασιών που είναι απαραίτητες για την ζωή (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). 
Αναμφισβήτητα, το γάλα αποτελεί τη τροφή που η φύση προόρισε για τη διατροφή και τη ταχεία ανάπτυξη του νεογέννητου στα θηλαστικά. Συντίθεται στο αδενικό επιθήλιο του μαστικού αδένα από συστατικά που μεταφέρει το αίμα στο μαστό (Μάντη, 2005). Τα γάλατα των θηλαστικών που έχουν μελετηθεί μέχρι στιγμής, παρουσιάζουν παρόμοια γενικά χαρακτηριστικά και περιέχουν μεγάλη ποικιλία όμοιων συστατικών σε σημαντικά διαφορετικές αναλογίες. Το συστατικό που βρίσκεται σε μεγαλύτερη αφθονία στο γάλα είναι το νερό . Παράλληλα, περιέχει σε μεγάλη σχετική αναλογία πρωτεΐνες, λίπος και λακτόζη που μαζί με τα άλατα αποτελούν τα κύρια συστατικά του. Σε μικρότερες συγκεντρώσεις περιέχονται βιταμίνες, ιχνοστοιχεία και ένζυμα που καθορίζουν τις βιολογικές και τεχνολογικές τους ιδιότητες (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009).  Στον Πίνακα 1 παρουσιάζεται ενδεικτικά η μέση σύσταση αίγειου, πρόβειου, αγελαδινού και ανθρώπινου γάλακτος, καθώς αυτή μπορεί να διαφέρει εξαιτίας διαφόρων παραγόντων όπως είναι η διατροφή, η φυλή, η εποχή και η κατάσταση υγείας του μαστού (Park, Y.W., Juarez, M., Ramos, M., Haenlein, 2007).
[bookmark: _Toc518242866]Πίνακας 1: Μέση σύσταση αίγειου, πρόβειου, αγελαδινού και ανθρώπινου γάλακτος
	Composition
	Goat
	Sheep
	Cow
	Human

	Fat (%)
	3.8
	7.9
	3.6
	4.0

	Solids-not-fat (%)
	8.9
	12.0
	9.0
	8.9

	Lactose (%)
	4.1
	4.9
	4.7
	6.9

	Protein (%)
	3.4
	6.2
	3.2
	1.2

	Casein (%)
	2.4
	4.2
	2.6
	0.4

	Albumin, globulin (%)
	0.6
	1.0
	0.6
	0.7

	Non-protein N (%)
	0.4
	0.8
	0.2
	0.5

	Ash (%)
	0.8
	0.9
	0.7
	0.3

	Calories/ 100 ml
	70
	105
	69
	68


( Park et al., 2007)

Ο άνθρωπος καταναλώνει μεγάλες ποσότητες γάλακτος διαφόρων θηλαστικών σε όλες τις ηλικίες του. Το γάλα αποτελεί πλούσιο θρεπτικό υπόστρωμα για ποικίλους μικροοργανισμούς (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). Κατά την έκκριση του  από τα αδενικά κύτταρα του μαστού είναι στείρο από μικροοργανισμούς αλλά κατά τη συγκέντρωση του στο γαλακτοφόρο κόλπο παρουσιάζει αριθμό βακτηρίων τα οποία ανήκουν συνήθως στα γένη Streptococcus, Lactococcus και Micrococcus. Ο αριθμός αυτός αυξάνει σημαντικά σε περιπτώσεις λοιμώξεων του μαστού (μαστίτιδες). Επομένως, η εφαρμογή των υγειονομικών μέτρων που επιβάλλει η νομοθεσία και η τήρηση των κανόνων ορθής υγιεινής πρακτικής είναι απαραίτητα για την παραγωγή γάλακτος ασφαλές για την υγεία του καταναλωτή (Μάντη, 2005). Σύμφωνα με την Οδηγία 92/46 (Π. Δ. 56/95) το νωπό γάλα κατά την παραλαβή του από την εκμετάλλευση προς επεξεργασία θα πρέπει να ανταποκρίνεται στις προδιαγραφές που παρουσιάζονται στον Πίνακα 2.



[bookmark: _Toc518242867]Πίνακας 2: Μικροβιολογικές προδιαγραφές νωπού γάλακτος  
	Είδος γάλακτος
	Αριθμός μικροβίων (30°C)
	Σωματικά κύτταρα

	1.Νωπό γάλα αγελάδας

	<100.000/ml
	<400.000/ml

	2.Νωπό γάλα αιγοπροβάτων και βουβάλων
Α) για παρασκευή θερμικά επεξεργασμένου γάλακτος ή προϊόντων
Β) για παρασκευή προϊόντων χωρίς θερμική επεξεργασία
	


<1.500.000/ml

<500.000/ml

	


(Μάντη, 2005)

Αναμφίβολα, η γαλακτοκομία αποτελεί ένα από τους σημαντικότερους  παραγωγικούς κλάδους παγκοσμίως. Παρόλα αυτά η σημασία της δεν είναι ίδια για όλες τις χώρες (Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009). Ο κλάδος της Γαλακτοκομίας και Τυροκομίας εξελίσσεται ραγδαία τα τελευταία χρόνια και έχει επιτύχει σημαντικές βελτιώσεις τόσο στην ποιότητα των τυροκομικών προϊόντων, όσο και στην αύξηση της παραγωγικότητας. Στο Πίνακα 3 αναγράφεται το ύψος παραγωγής των τριών κύριων ειδών γάλακτος στη Κύπρο (πρόβειο, αίγειου και αγελαδινό) για τα έτη 2011-2016. 

[bookmark: _Toc518242868]Πίνακας 3: Συνολική παραγωγή πρόβειου, αίγειου  και αγελαδινού γάλακτος στη Κύπρο, για τα έτη 2011-2016

	
	Παραγωγή γάλακτος

	
	2011
	2012
	2013
	2014
	2015
	2016

	
Πρόβειο  γάλα (L)
	
26.037
	
24.477
	
21.077
	
23.553
	
25.853
	
27.477

	Αίγειο γάλα (L)
	27.075
	25.856
	20.238
	22.218
	22.937
	24.146

	Αγελαδινό γάλα (t)
	153.220
	152.097
	152.991
	158.850
	163.310
	200.400


(ΥΠΟΥΡΓΕΙΟ ΓΕΩΡΓΙΑΣ, ΑΓΡΟΤΙΚΗΣ ΑΝΑΠΤΥΞΗΣ ΚΑΙ ΠΕΡΙΒΑΛΛΟΝΤΟΣ ΚΥΠΡΟΥ, 2016)

[bookmark: _Toc517699257]Το τυρί και η τυροκόμηση
[bookmark: _Toc517699258] Η καταγωγή του τυριού 

Το τυρί αποτελεί ένα πολύπλοκο ζυμούμενο προϊόν, που παράγεται σε όλο το κόσμο σε μεγάλη ποικιλία γεύσεων, υφών και μορφών. Παρασκευάστηκε τυχαία πριν από περίπου 8000 χρόνια και αποτελεί μέχρι σήμερα βασικό τρόφιμο στη διατροφή των ανθρώπων (Patrick F. Fox, Guinee, Gogan, & McSweeney, 2000). Με τον όρο τυρί (αγγλικά-cheese, γαλλικά-fromage, ιταλικά-formaggio, γερμανικά-kase) ονομάζονται διάφορα προϊόντα διατροφής, με βάση το γάλα, που υφίστανται πήξη και ζύμωση και παράγονται σε ποικιλία σχημάτων και γεύσεων, σε όλο τον κόσμο (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009). Παρόλο, που αρχικός σκοπός της τυροκόμησης ήταν η συντήρηση των συστατικών του γάλακτος για μεγαλύτερο χρονικό διάστημα, το τυρί εξελίχθηκε σε τρόφιμο υψηλής γαστρονομικής και διατροφικής σημασίας. 
Πιστεύεται ότι το τυρί γεννήθηκε στην περιοχή που είναι γνωστή ως η «γόνιμη ημισέληνος»,  και εκτείνεται από τους ποταμούς Τίγρη και Ευφράτη, στη σημερινή Ν.Τουρκία, μέχρι τη Μεσογειακή ακτή (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009). Παράλληλα, υπάρχουν πολλές εκδοχές για το πότε, που και πως πρωτοπαρασκευάστηκε το τυρί. Κατά μια εκδοχή, το τυρί πρωτοπαρασκευάστηκε, συμπτωματικά, από ένα Άραβα έμπορο που θέλησε να μεταφέρει γάλα σε έναν ασκό από στομάχι προβάτου, κατά τη διάρκεια ταξιδιού του στην έρημο. Τα ένζυμα που υπήρχαν στα τοιχώματα του ασκού σε συνδυασμό με τη ζέστη που επικρατούσε στη περιοχή προκάλεσαν την πήξη του γάλακτος και το διαχωρισμό του σε πήγμα-τυρί-και τυρόγαλο (Ανυφαντάκης, 2004). 
Ταυτόχρονα, μια άλλη άποψη υποστηρίζει ότι η πρώτη παρασκευή τυριού δεν είναι τυχαία, αφού ήταν αποτέλεσμα της ανάγκης του ανθρώπου για την εύρεση τρόπων διατήρησης των συστατικών του γάλακτος. Επομένως, η ξήρανση σε πήλινα ή ξύλινα δοχεία, πιθανόν να οδήγησε στην ανάπτυξη βακτηρίων που υπήρχαν στο γάλα και να προκάλεσαν την πήξη και το σχηματισμό όξινου πήγματος που διατηρείται περισσότερο από το γάλα, και έτσι ξεκίνησε η παρασκευή του τυριού. Στον Ελληνικό χώρο, τα πρώτα τεκμηριωμένα ίχνη κατανάλωσης γάλακτος φτάνουν στο 5400 π.Χ., όπως απέδειξε χημική ανάλυση των κατάλοιπων διατροφής σε προϊστορικά αγγεία, μαγειρικό σκεύος και κύπελλο στην Κεντρική Μακεδονία (Ανυφαντάκης, 2004). Παρόλο που η κατανάλωση γάλακτος προηγείται της παρασκευής του τυριού, στην ιστορία της Ελληνικής γλώσσας εμφανίζεται πρώτα η λέξη «τυρός». Είναι γνωστό ότι σύμφωνα με την Ελληνική μυθολογία οι θεοί του Ολύμπου αποφάσισαν να κάνουν στον άνθρωπο ένα δώρο που να έχει παντοτινή αξία και του δίδαξαν τη τέχνη της τυροκομίας. Κατόπιν, το τυρί καταναλωνόταν στην Ασία και την Αφρική μερικές χιλιάδες χρόνια προ Χριστού. Ο ιστορικός Διόδωρος αναφέρει, 3000 π.Χ., ότι παρασκευαζόταν τυρί από πρόβειο γάλα ενώ σε γραπτά κείμενα των Βαβυλωνίων, 2000 π.Χ., γίνεται συχνά λόγος για γάλα, βούτυρο και τυρί (Ανυφαντάκης, 2004).
 Η επόμενη χρονική μαρτυρία για το τυρί απαντάται στα Ομηρικά έπη. Πρώτη φορά στην Ιλιάδα αναφέρεται ξερό τυρί αίγας, τριμμένο μέσα σε ρόφημα, που πρόσφερε η δούλη του Νέστορος, Εκαμήδη, στον Πάτροκλο, όταν αυτός επισκέφθηκε τη σκηνή του βασιλιά της Πύλου: «πράμνειο οίνο και τυρί της αίγας που με τρίφτη χάλκινο έτριψε, κι έρανε απάνω αλεύρι λευκό». Στην Οδύσσεια, το τυρί εμφανίζεται πάλι ως συστατικό ποτού, με το οποίο η Κίρκη πότισε τους συντρόφους του Οδυσσέα για να τους μεταμορφώσει σε χοίρους (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009).  
Παράλληλα, σε κείμενα πολλών Ελλήνων επικών συγγραφέων γίνεται συχνά λόγος για τα γαλακτοκομικά προϊόντα. Η Τυρώ, κόρη του Σαλμωνέα και της Αλκιδίκης, σύμφωνα με το Διόδωρο τον Σικελιώτη θεωρείται ότι πήρε το όνομά της από το τυρί «…δια την λευκότητα και την του σώματος μαλακότητα ταύτης της προσηγορίας έτυχεν…». Με το τυρί επίσης, έχουν ασχοληθεί και πολλοί άλλοι αρχαίοι Έλληνες συγγραφείς. Ο Ιπποκράτης (460-356 π.Χ.) αναφέρει ότι στην Ελλάδα χρησιμοποιούσαν το γάλα της κατσίκας και της φοράδας για την παρασκευή τυριών. Συνάμα, ο Ηρόδοτος (484-421 π.Χ.) αναφέρει ότι αυτό των «Σκυθίων» παρασκευαζόταν από γάλα φοράδας και ο Αριστοτέλης (384-322 π.Χ.) ότι το τυρί των Φρυγίων παρασκευαζόταν από γάλα γαϊδούρας και φοράδας, ενώ κάνει συχνά αναφορά στη χρήση του χυμού της συκιάς στο πήξιμο του γάλακτος κατά τη παρασκευή τυριών (Ανυφαντάκης, 2004). Ακόμα, πολλοί είναι οι Ρωμαίοι συγγραφείς που αναφέρονται στη παραγωγή τυριού (Patrick F. Fox et al., 2000). 
Αξίζει επιπλέον, να αναφερθεί η συμβολή των μοναστηριών στην ανάπτυξη της τεχνολογίας της τυροκομίας κατά τον Μεσαίωνα στην Ευρώπη. Ορισμένες τεχνικές ανακαλύφθηκαν τυχαία, όπως για παράδειγμα το Γαλλικό «Rοquefort», τυρί επιμολυσμένο με μούχλα από ψωμί που αφέθηκε δίπλα του, μέσα σε σπηλιά με συνθήκες υψηλής υγρασίας, και έδωσε στο τυρί τη ξεχωριστή γεύση. Η παραγωγή τυριών μέχρι τα μέσα ου 19ου αιώνα, γινόταν σε μικρά οικογενειακά τυροκομεία ή μικρές βιοτεχνίες, συνήθως σε ορεινές περιοχές. 
Η τοπική παραγωγή διαφόρων ποικιλιών τυριών διατηρείται ακόμη και σήμερα και προστατεύεται από ειδική νομοθεσία της Ευρωπαϊκής Ένωσης. Ο Κανονισμός 2081/92 Ε.Ο.Κ. του Συμβουλίου δίδει την δυνατότητα σε χώρες μέλη της Ευρωπαϊκής Ένωσης να κατοχυρώσουν τα παραδοσιακά τους τρόφιμα που έχουν πρωτότυπα χαρακτηριστικά, μεταξύ των οποίων και τα τυριά (Π.Ο.Π) Προστατευόμενης Ονομασίας Προέλευσης (Ανυφαντάκης, 2004). 
Με τη πάροδο των χρόνων, την ανάπτυξη της επιστήμης και της τεχνολογίας, η τυροκομική τέχνη και οι συνθήκες παρασκευής των τυριών άλλαξαν. Η αλματώδης πρόοδος της τυροκομίας άρχισε από τη στιγμή της δημιουργίας της πρώτης βιομηχανίας τυριού που δημιουργήθηκε στην Αμερική το 1851. Έπειτα, στις γαλακτοκομικά εξελιγμένες χώρες οι μικρές βιοτεχνίες αντικαταστήθηκαν με σύγχρονες βιομηχανίες με πλήρως αυτοματοποιημένη  διαδικασία , με ειδικευμένο προσωπικό και σύγχρονο εξοπλισμό.  
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Το τυρί ως πλούσια πηγή γάλακτος είναι τρόφιμο μεγάλης βιολογικής αξίας, που για τον οργανισμό αποτελεί σημαντική πηγή ασβεστίου, φωσφόρου και πρωτεΐνης. Παράλληλα, λόγω της περιεκτικότητας του σε υψηλής βιολογικής αξίας πρωτεΐνη συνιστάται για τη διατροφή των παιδιών λόγω των αυξημένων αναγκών τους σε αμινοξέα. 
Το τυρί ως γαλακτοκομικό προϊόν είναι πλούσια πηγή ασβεστίου και φωσφόρου που είναι πολύ σημαντικά στην ανάπτυξη των δοντιών και των οστών, καθώς και στην αποφυγή εμφάνισης της οστεοπόρωσης. Για παράδειγμα, μια μερίδα (30 g) τυριού Cheddar περιέχει περίπου 7 g πρωτεΐνη, 200 mg ασβεστίου και 150 mg φωσφόρο. Αυτές οι ποσότητες αντιστοιχούν με 14% πρωτεΐνης, 20% ασβέστιο και 15% φωσφόρου της ημερήσιας τιμής που χρειάζεται ένας ενήλικας, βασισμένη σε διατροφή 2000 θερμίδων (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009). Αναλόγως του τύπου του τυριού, ποικίλει η συγκέντρωση του ασβεστίου. Δηλαδή, σε σκληρά τυριά η συγκέντρωση του ασβεστίου είναι μεγαλύτερη από αυτή στα μαλακά, καθώς μειώνεται με την αύξηση της λιποπεριεκτικότητας. Ουσιαστικά, 100g μαλακού τυριού καλύπτουν το 30-60% των ημερήσιων αναγκών σε ασβέστιο ενός ενήλικου ατόμου, ενώ ίση ποσότητα σκληρού τυριού καλύπτει πλήρως τις ημερήσιες ανάγκες του σε ασβέστιο. Πέραν του ασβεστίου και του φωσφόρου, τα τυριά αποτελούν σημαντική πηγή νατρίου, καλίου αλλά και διαφόρων ιχνοστοιχείων.
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	Ιχνοστοιχεία
	Εύρος τιμών
	Ιχνοστοιχεία
	Εύρος τιμών

	Fe
	0,3-12,0
	F
	0,1-3,0

	Cu
	0,2-3,6
	Cr
	0,05-1,6

	Mn
	0,3-5,3
	I
	0,05-1,0

	Mo
	0,05-0,5
	Se
	0,05-0,12

	Zn
	2,7-120
	B
	0,2-7,9

	Ni
	0,05-1,4
	Co
	0,004-0,038


(Ανυφαντάκης, 2004)

[bookmark: _Toc450164445]Παράλληλα, τα τυριά είναι από τις πλουσιότερες τροφές σε πρωτεΐνες. Υπάρχουν τυριά,  πιο πλούσια ακόμη και από το κρέας που περιέχει περίπου 20% σε αντίθεση με αυτά που περιέχουν 10-35%. Εκτιμάται ότι 100g μαλακών τυριών καλύπτουν 30-40% των ημερήσιων αναγκών των ενηλίκων σε πρωτεΐνες, ενώ 100g σκληρών, το 40-50% (Ανυφαντάκης, 2004). Στα αρχικά στάδια της ωρίμανσης των τυριών υπάρχουν σχεδόν αποκλειστικά καζεΐνες οι οποίες με τη πάροδο του χρόνου μετατρέπονται σε απλούστερες ενώσεις όπως αμινοξέα, πολυπεπτίδια, αμμωνία κ.α., χάρη στη δράση διαφόρων ενζύμων. Συγχρόνως, τα τυριά περιέχουν όλα τα απαραίτητα αμινοξέα και είναι πλούσια σε ιστιδίνη, ένα αμινοξύ που χρειάζεται ο οργανισμός των παιδιών. Προφανώς, οι πρωτεΐνες είναι ουσίες απαραίτητες για τη διατροφή του ανθρώπου που πρέπει να συμπεριλαμβάνονται στο καθημερινό του διαιτολόγιο και προσφέρουν ενέργεια 4 kcal/g.

	Προϊόντα
	Απαιτούμενη ποσότητα ( g/ημέρα) για την κάλυψη των ημερήσιων αναγκών

	
	Λυσίνη
	Τρυπτοφάνη
	Φαινυλαλανίνη
	Μεθειονίνη
	Θρεονίνη
	Λευκίνη
	Ισολευκίνη
	Βαλίνη

	-Γάλα
	276
	463
	610
	1000
	333
	323
	33
	348

	-Καζεΐνη
	10
	15
	20
	34
	11
	11
	11
	11

	-Γαλλικά τυριά
	61
	93
	125
	216
	70
	68
	69
	70

	-Μαλακά τυριά    (Camembert)
	44
	68
	91
	151
	51
	50
	50
	51

	-Ανακατεργασμένα τυριά (Emmental)
	33
	49
	67
	114
	37
	36
	37
	37

	Ελάχιστες ημερήσιες ανάγκες
	0,8
	0,25
	1,1
	1,2
	0,5
	1,1
	0,7
	0,8

	Προτεινόμενη πρόσληψη                 ( g/kg/ημέρα)
	16,0
	0,5
	2,2
	2,2
	1,0
	2,2
	1,4
	1,6


[bookmark: _Toc518242870] Πίνακας 5: Ποσότητα γάλακτος και τυριών που απαιτούνται για τη κάλυψη των ημερήσιων αναγκών ενήλικα σε απαραίτητα αμινοξέα, G. Miller et al.
(Ανυφαντάκης, 2004)


 Επιπρόσθετα, τα τυριά περιέχουν λιποδιαλυτές βιταμίνες A, D, E και K , οι οποίες υπάρχουν στο γάλα και μεταφέρονται κατά τη τυροκόμηση μέσω του λίπους σε ποσοστό    80-85% στο τυρί. Ωστόσο, η περιεκτικότητα των τυριών σε υδατοδιαλυτές βιταμίνες είναι περιορισμένη. Ειδικότερα, η Βιταμίνη Α που βρίσκεται στα τυριά είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη των κυττάρων, της όρασης και του ανοσοποιητικού συστήματος (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009).
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Βιταμίνες
	Περιεκτικότητα σε βιταμίνες ( mg/kg )

	
	Emmental
	Cheddar
	Edam
	Blue
	Camembert
	Cottage
	Fresh

	Βιταμίνη Α
	3,3
	3,6
	2,5
	3,6
	3,0
	0,4
	0-1

	Θειαμίνη
	0,5
	0,4
	0,5
	0,3
	0,4
	0,3
	0,3

	Ριβοφλαβίνη
	3,5
	4,7
	3,5
	2,9
	5,8
	2,9
	2,8

	Πυριδοξίνη
	0,9
	0,7
	0,6
	--
	2,0
	0,25
	--

	Κοβαλαμίνη 
	0,02
	0,01
	0,02
	0,02
	--
	0,02
	0,02

	Νικοτινικό οξύ
	1,0
	1,0
	1,0
	1,0
	12,0
	1,0
	1,0

	Φολικό οξύ
	0,2
	0,15
	--
	0,4
	--
	0,3
	--

	Τοκοφερόλη 
	3
	10
	--
	6,0
	3,0
	2,4
	--


[bookmark: _Toc518242871] Πίνακας 6: Περιεκτικότητα σε βιταμίνες ορισμένων τύπων τυριού 
(Ανυφαντάκης, 2004)

Επιπλέον, τα φρέσκα τυριά περιέχουν λακτόζη σε αναλογία (1-3 % w/w), ενώ αυτά που ωριμάζουν περιέχουν ελάχιστη ή και καθόλου, γιατί ζυμώνονται προς γαλακτικό οξύ κατά τη διάρκεια της παρασκευής και ωρίμανσής τους, με το μεγαλύτερο μέρος να χάνεται στη στράγγιση (Ανυφαντάκης, 2004). Επομένως, τα φρέσκα τυριά δεν είναι κατάλληλα για ανθρώπους που πάσχουν από δυσανεξία στη λακτόζη, λόγω της έλλειψης του ενζύμου λακτάση στον οργανισμό τους. 
Τέλος, τα λιπίδια υπάρχουν στο γάλα σε μορφή γαλακτώματος και προσφέρουν στον οργανισμό μας ενέργεια 9 kcal/g, απαραίτητα λιπαρά οξέα, ενώ είναι και φορείς των λιποδιαλυτών βιταμινών. Κατά την ωρίμανση των τυριών, υπό την επίδραση των φυσικών λιπασών του γάλακτος (όταν είναι απαστερίωτο) και λιπασών που παράγονται από μικροοργανισμούς ή που προστίθενται, μικρό μέρος της λιπαρής φάσης που υδρολύεται και παράγονται διάφορα ελεύθερα λιπαρά οξέα, από τα οποία τα μακρομοριακά επηρεάζουν σημαντικά τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά τους (Ανυφαντάκης, 2004).
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Σύμφωνα με τη Διεθνή Οργάνωση Τροφίμων και Γεωργίας FAO (Food and Agriculture. Organization of the United Nations) τα τυριά κατατάσσονται στις εξής κατηγορίες (Παπαδήμας και Μπίντζης, 2009):
1. Φυσικά τυριά (περιλαμβάνει τα φρέσκα, ωριμασμένα, και τα τυριά που ωριμάζουν με την ανάπτυξη μυκήτων και/ ή βακτηρίων)
2. Τυριά τυρογάλακτος
3. Επεξεργασμένα τυριά
Ο FAO και ο Παγκόσμιος Οργανισμός Υγείας (WHO: World Health Organization), ταξινομούν τα τυριά με κριτήρια την επί % υγρασία στο άνευ λίπους τυρί (MFFB: Moisture on a Fat-Free Basis), την επί % λιποπεριεκτικότητας στην ξηρά ουσία του τυριού (FDM: Fat on the Dry Basis) και τον τρόπο ωρίμανσής τους (Ανυφαντάκης, 2004). Η πιο διαδεδομένη κατηγοριοποίηση των τυριών γίνεται με βάση τη περιεχόμενη υγρασία.


1. Πολύ σκληρά τυριά (Υ<32)
Τα τυριά της κατηγορίας αυτής χαρακτηρίζονται από μεγάλη διάρκεια ωρίμανσης, πάνω από 6 μήνες, και επομένως, μεγάλη διάρκεια ζωής λόγω χαμηλής υγρασίας, μικρότερη από 32% . Παράλληλα, έχουν τη δυνατότητα να παρασκευαστούν με νωπό γάλα. Τυριά που ανήκουν στη κατηγορία αυτή είναι φημισμένα ιταλικά τυριά όπως Grana Padano, Parmigiano Reggiano, Pecorino Romano αλλά και άλλα όπως Κεφαλοτύρι, Sbrinz.


2. Σκληρά τυριά (32≤ Υ<38) 
Τα κύρια χαρακτηριστικά της κατηγορίας αυτής είναι η μεγάλη διάρκεια ζωής, λόγω της χαμηλής υγρασίας και η μέση ή μεγάλη διάρκεια ωρίμανσης (από 3-12 μήνες). Σ’ αυτή ανήκουν φημισμένα τυριά όπως το αγγλικό Cheddar και οι ελληνικές Γραβιέρες.

3. Ημίσκληρα τυριά (38≤Υ<46)
Τα τυριά της κατηγορίας αυτής έχουν υγρασία μεγαλύτερη από 38% και μικρότερη από 46% και ωριμάζουν για χρονικό διάστημα από 2 εβδομάδες ως 2 χρόνια. Παρασκευάζονται από παστεριωμένο, αγελαδινό γάλα, συχνά μερικώς αποβουτυρωμένο. Σ’ αυτή τη κατηγορία κατατάσσονται διάφορα τυριά, κάποια από τα οποία μπορούν να χαρακτηριστούν ως σκληρά και άλλα που ωριμάζουν λιγότερο, με αποτέλεσμα η υγρασία τους να μην έχει προλάβει να πέσει κάτω από 38%. Μερικά από τα τυριά αυτά η Gouda και το Edam.

4. Μαλακά τυριά (46≤Υ<58)
Τα τυριά της κατηγορίας αυτής έχουν υγρασία μεγαλύτερη από 46%. Μπορούν να καταναλωθούν μετά από ωρίμανση, είτε φρέσκα στα οποία το γάλα που προορίζεται γι΄ αυτά πρέπει να είναι παστεριωμένο. Κατά τη παρασκευή τους δεν πραγματοποιείται διαίρεση του τυροπήγματος έτσι ώστε να κατακρατηθεί υγρασία.  Ως εκ τούτου, λόγω της υψηλής υγρασίας και του υψηλού pH, είναι υψηλής επικινδυνότητας τρόφιμα με περιορισμένη διάρκεια ζωής. Παραδείγματα μαλακών τυριών είναι τα Γαλλικά Roquefort, Brie και Camembert.

5. Τυριά με επιφανειακή ανάπτυξη μυκήτων (Surface mould-ripening)
Χαρακτηριστικό των τυριών της κατηγορίας αυτής είναι η ωρίμανση τους με τη βοήθεια μυκήτων που αναπτύσσονται στην επιφάνεια δημιουργώντας έτσι μια λευκή κρούστα. Πρόκειται για μύκητες του είδους Penicillium camemberti που προστίθενται είτε με σπόρια στο γάλα είτε με ψεκασμό απευθείας στην επιφάνεια του τυριού. Το Penicillium camemberti παράγει λευκές αποικίες που με το πέρασμα του χρόνου γίνονται ανοικτές γκρι-πράσινες. Ουσιαστικά, ο μύκητας μεταβολίζει το γαλακτικό οξύ στην επιφάνεια όπου και αναπτύσσεται, προκαλεί μεταβολές του pΗ σε όλη την μάζα του τυριού, μετανάστευση του Ca 2+ και του γαλακτικού στην επιφάνεια με ταυτόχρονη μαλάκυνση του τυριού. Τέλος, κατά την ωρίμανση των τυριών το Penicillium camemberti παράγει ένζυμα, κυρίως πρωτεολυτικά και λιπολυτικά που συμμετέχουν σε αντιδράσεις παραγωγής ουσιών, προσδίδοντας χαρακτηριστικό άρωμα και γεύση στα τυριά καθώς επίσης παίζουν καθοριστικό ρόλο στην υφή τους.  

6. Μπλε τυριά (Blue cheeses)
Τα μπλε τυριά ωριμάζουν και αυτά με τη βοήθεια μυκήτων στο εσωτερικό του τυριού και έχουν χαρακτηριστικό μπλε-πράσινο χρώμα. Χαρακτηριστικό της διαδικασίας παρασκευής τους είναι το τρύπημα των τυριών αφού για την ανάπτυξη του μύκητα Penicillium roqueforti απαιτείται οξυγόνο. Βασικό ελάττωμα των τυριών αυτών είναι η ανάπτυξη ανεπιθύμητων μυκήτων στην επιφάνεια, κυρίως λόγω των κακών συνθηκών στην υγιεινή της παραγωγής. Αξιοσημείωτο παράδειγμα αποτελεί το Roquefort, γνωστό και ως «βασιλιάς των μπλε τυριών».

7. Τυριά με επιφανειακή ανάπτυξη βακτηρίων (Bacterial surfaceripened-smear cheeses)
Τα τυριά αυτά ωριμάζουν με τη βοήθεια βακτηρίων στην επιφάνεια, δημιουργώντας ένα πορτοκαλί-κόκκινο χρώμα. Παραδείγματα τυριών με επιφανειακή ανάπτυξη μυκήτων είναι το γαλλικό Epoisses de Bourggonge , το ιταλικό Taleggio και το γερμανικό Limburger.

8. Λευκά τυριά άλμης
Η Φέτα και το Χαλλούμι αποτελούν λευκά τυριά που ωριμάζουν μέσα σε άλμη για διάρκεια μέχρι ένα χρόνο. Συνήθως παρουσιάζουν ελαττώματα όπως πρώιμα φουσκώματα, μούχλα στην επιφάνεια των τυριών, μαλακή υφή, σχοινοειδή άλμη και αύξηση της όξινης γεύσης.

9. Τυριά με οπές
Χαρακτηριστικά παραδείγματα των τυριών με οπές αποτελούν τα φημισμένα ελβετικά τυριά όπως Έμμενταλ (Emmentaler) και Απεντσέλερ (Appenzeller). Εξαιτίας της προπιονικής ζύμωσης, παράγεται αέριο διοξείδιο του άνθρακα (CO2) από τα προπιονικά βακτήρια και ως εκ τούτου προκύπτουν οι χαρακτηριστικές λείες οπές.

10. Τυριά με αναπλαθόμενη μάζα ή φιλαρίσματος (pasta filata)
Φιλάρισμα ονομάζεται το στάδιο μετά την αναθέρμανση και τη πίεση, όπου η τυρομάζα υπόκειται ζύμωμα μέσα σε νερό υψηλής θερμοκρασίας 70-80°C. Παραδείγματα αυτών των τυριών είναι τα Κασέρι, Provolone, Mozzarella, Μετσοβόνε.

11. Τυριά που πήζουν με οξύ
Τα τυριά που πήζουν με οξύ προκύπτουν όταν το pH του γάλακτος φτάσει την τιμή 4,6 που είναι το ισοηλεκτρικό σημείο της καζεΐνης. Παρασκευάζονται με τη προσθήκη οξυγαλακτικής καλλιέργειας, συνήθως καταναλώνονται φρέσκα και έχουν αυξημένη υγρασία και μειωμένη διάρκεια ζωής. Το γαλλικό Chevre και γερμανικό Quark αποτελούν παραδείγματα της κατηγορίας αυτής.

12. Τυριά τυρογάλακτος
Η παρασκευή των τυριών αυτών γίνεται με πρώτη ύλη το τυρόγαλο δηλαδή το προϊόν που λαμβάνεται με τη χρήση οξέων ή πυτιάς κατά τη παραγωγή τυριών. Η παρασκευή τυριών με πρώτη ύλη μόνο τυρόγαλα μπορεί να δώσει μέτριας ποιότητας τυριά, αλλά με τη προσθήκη κάποιας ποσότητας γάλακτος η κρέμας γάλακτος μπορεί να δώσει εξαιρετικά τυριά. Παραδείγματα τυριών τυρογάλακτος αποτελούν η Μυζήθρα, το Μανούρι, το Ανθότυρο και η Κυπριακή Αναρή.

13. Ανακατεργασμένα τυριά
Τα ανακατεργασμένα τυριά παρασκευάζονται με ανάμειξη, άλεση και θέρμανση-τήξη διαφόρων τυριών, μαζί με διάφορα πρόσθετα, όπως γαλακτοματοποιητές, συντηρητικά, άλατα, καρυκεύματα, μπαχαρικά κ.α. Παρόλο που θεωρούνται τυριά κατώτερης αξίας, πλεονεκτούν σε σταθερότητα και κάλυψη διατροφικών αναγκών παρόμοιων με αυτών των φυσικών.
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Τα  Χαλίτζι αποτελεί παραδοσιακό τυρί της περιοχής Τηλλυρίας της Κύπρου. Η ονομασία του πιθανόν να προέρχεται από το σχήμα του, αφού μοιάζουν με βότσαλα και χαλίκια. Το μαλακό αυτό τυρί παραδοσιακά παραγόταν τους μήνες Μάιο και Ιούνιο, την εποχή που τα πρόβατα και οι αίγες βοσκούσαν τα υπολείμματα του θερισμού των σιτηρών και είχαν πλούσιο γάλα (Στάλω Λαζάρου, Δήμητρα Δημητρίου, Αντωνία Ματάλα, 2010).
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Οι αναφορές στο συγκεκριμένο τυρί είναι ελάχιστες. Τα Χαλίτζια Τηλλυρίας  παρασκευάζονται στην περιοχή Τηλλυρίας αλλά και της Τσακκίστρας, από νωπό πρόβειο ή αιγινό γάλα, ή μίγμα αυτών. Αποτελούν είδος μαλακού, λευκού τυριού με υπόξινη γεύση. Μοιάζει στο χρώμα και στη γεύση με την ελληνική φέτα, αλλά η υφή του μοιάζει περισσότερο με  χαλλούμι (Στάλω Λαζάρου, Δήμητρα Δημητρίου, Αντωνία Ματάλα, 2010). Ανήκουν στην κατηγορία λευκών τυριών άλμης δηλαδή ωριμάζουν και διατηρούνται σε άλμη για ορισμένο χρονικό διάστημα, συγκεκριμένα 40 ημερών, μέχρι να καταναλωθούν. Παράλληλα έχουν καθαρό λευκό χρώμα, ελαφρώς εύθρυπτα με χαρακτηριστική υφή με μικρά μηχανικά ανοίγματα (Moatsou & Govaris, 2011). Τα Χαλίτζια έχουν χαρακτηριστική φρέσκια, ξινή γεύση που είναι μέτρια αλμυρή (Papademas & Bintsis, 2018). Τέλος, μπορούν να καταναλωθούν στη σαλάτα, είτε με ψωμί, ή μόνα τους ραντισμένα με ελαιόλαδο και πασπαλισμένα με ρίγανη.  
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Από τα αρχαία χρόνια, η παραγωγή του τυριού έχει αποδειχθεί αποτελεσματικός τρόπος για την εκμετάλλευση του γάλακτος από ιθαγενή μικρά μηρυκαστικά (Moatsou & Govaris, 2011). Αναμφισβήτητα, το γάλα αποτελεί τη βασική πρώτη ύλη για τη παρασκευή του τυριού το οποίο κατά τη τυροκόμηση μετατρέπεται σε τυρί με μια σειρά διαδικασιών-φάσεων κάθε μια από τις οποίες έχει καθοριστικό ρόλο (Μπίντσης & Παπαδήμας, 2009). Η καλύτερη ποιότητα του Χαλιτζιού επιτυγχάνεται τους μήνες Μάιο και Ιούνιο όπου τα πρόβατα και οι αίγες βόσκουν τα υπολείμματα του θερισμού. Εντούτοις, σήμερα το τυρί παράγεται επίσης τους μήνες Οκτώβριο έως Δεκέμβριο αφού η ποιότητα του γάλακτος είναι καλή και οι καιρικές συνθήκες είναι ευνοϊκές για την ωρίμανση του τυριού (Papademas & Bintsis, 2018). Παραδοσιακά, το γάλα  θερμαινόταν ελαφρώς χωρίς να φθάσει σε θερμοκρασίες παστερίωσης. Η πήξη του γάλακτος επέρχεται στους 34-36°C για διάρκεια 40-60 λεπτά. Ακολούθως, γίνεται διαίρεση και εξαγωγή του τυροπήγματος σε καλούπια (ταλάρια) μέσα στα οποία πιέζεται καλά για την απομάκρυνση της υγρασίας. Στη συνέχεια γίνεται εξαγωγή από τα ταλάρια και τα κόβουν σε φέτες πάχους 1 ½ -2 ½ cm. Αφού αλατιστούν και αφεθούν η μια φέτα πάνω στην άλλη για να κρυώσουν, τοποθετούνται σε δοχείο με αλατισμένο τυρόγαλο. Στο πάνω μέρος του δοχείου τοποθετούνται καλάμια σταυροειδώς έτσι ώστε  να πιέζονται όλες οι φέτες μέσα στο τυρόγαλο και πριν κλείσει το δοχείο γίνεται προσθήκη μερικών σταγόνων λαδιού στην επιφάνεια του αλατισμένου τυρόγαλου. Σε εποχές με χαμηλές θερμοκρασίες η ωρίμανση του τυριού ολοκληρώνεται σε 40 ημέρες ενώ αντίθετα σε υψηλές θερμοκρασίες ολοκληρώνεται σε μικρότερο χρονικό διάστημα. Συγχρόνως, το τυρί μπορεί να διατηρηθεί μέσα στο τυρόγαλο για ένα χρόνο (Οικονομίδης, 2004). 
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Τα Χαλίτζια, όπως όλα τα τυριά χαρακτηρίζονται από μικροβιακή ποικιλομορφία που συμβάλλει στη διατήρηση και στην ανάπτυξη οργανοληπτικών ιδιοτήτων των τυριών. Το γάλα που αποτελεί την πρώτη ύλη στη παρασκευή του τυριού, περιέχει πάντα έναν αριθμό μικροοργανισμών, μικρό ή μεγάλο ανάλογα με την υγιεινή κατάσταση του μαστού και τις προφυλάξεις που λαμβάνονται κατά το άρμεγμα, τη μετέπειτα διακίνηση και την επεξεργασία του. Αν το γάλα προέρχεται από υγιή ζώα ο αριθμός των μικροβίων του ανέρχεται σε εκατοντάδες ανά ml και είναι κυρίως μικρόκοκκοι, λακτόκοκκοι και Corynebacterium bovis (Ανυφαντάκης,  2004). Τα βακτήρια που αναπτύσσονται στο γάλα ανήκουν στα γένη Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Escherichia, Enterobacter, Brucella, Staphylococcus, Bacillus, Clostridium, Arthrobacter, Corynebacterium, Mycobacterium, Micrococcus, Streptococcus, Pseudomonas. Για προστασία της δημόσιας υγείας η Ευρωπαϊκή Ένωση έχει θεσπίσει για τα κράτη-μέλη της όρους για τη παραγωγή του νωπού γάλακτος που αφορούν την υγεία των γαλακτοπαραγωγών ζώων, την υγιεινή της εκμετάλλευσης, την υγιεινή του αρμέγματος, την υγιεινή των χώρων, των υλικών και των εργαλείων, την υγιεινή του προσωπικού και την υγιεινή της παραγωγής. Παράλληλα, έχει καθορίσει μικροβιολογικά όρια νωπού αγελαδινού, βουβαλινού και αιγοπρόβειου. Σύμφωνα με τη Νομοθεσία (Κανονισμός 853/2004), οι μικροοργανισμοί σε  νωπό αιγοπρόβειο γάλα δεν πρέπει να ξεπερνούν τις 1.500.000 ανά ml (Ανυφαντάκης, 2004). 
Για πολλά χρόνια, τα γαλακτοκομικά προϊόντα γενικά και ειδικά τα παραδοσιακά τυριά θεωρούνται ιδιαίτερα θρεπτικά και ασφαλή. Ωστόσο, η βιομηχανία γαλακτοκομικών προϊόντων παρουσιάζει κατά καιρούς δυσάρεστα περιστατικά όσον αφορά την παρουσία παθογόνων βακτηρίων στο τυρί. Παθογόνα όπως Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Escherichia coli O157:H7 και Staphylococcus aureus αναπτύσσονται πιο συχνά στα τυριά (Bintsis & Papademas, 2002). Αναμφίβολα,  οι μικροοργανισμοί του γάλακτος  περνούν στα γαλακτοκομικά προϊόντα που παρασκευάζονται από αυτό, εάν δεν έχει υποστεί παστερίωση. Το Mycobacterium tuberculosis αποτελεί ένα από τα σοβαρότερα παθογόνα στον άνθρωπο, το οποίο προκαλεί φυματίωση η οποία αποτελεί μια από τις μεγαλύτερες μάστιγες της ανθρωπότητας. Σύμφωνα με τα δεδομένα του Παγκόσμιου Οργανισμού Υγείας 15 με 20 εκατομμύρια άνθρωποι πάσχουν από φυματίωση σε όλο τον κόσμο. Η φυματίωση μπορεί να καταπολεμηθεί μόνο με την κτηνιατρική παρακολούθηση των ζώων και με τη παστερίωση του γάλακτος (Ανυφαντάκης, 2004). Επίσης, η Listeria monocytogenes είναι ένας ιδιαίτερα επικίνδυνος μικροοργανισμός με ποσοστό θνησιμότητας 20-30%. Η παρουσία της στο τυρί  αποτελεί αποτέλεσμα επιμόλυνσης του, αφού καταστρέφεται με παστερίωση στους 72°C για 15 δευτερόλεπτα. Επιπλέον, το στέλεχος Escherichia coli O157:H7 προκαλεί  αιμορραγική κολίτιδα και θεωρείται πολύ επικίνδυνο. Ανεπιθύμητη στο τυρί είναι και η παρουσία ζυμών και μυκήτων. Οι ζύμες και οι μύκητες υπάρχουν πάντα στο νωπό γάλα και οι πιο γνωστοί είναι του γένους Penicillium, Fusarium, Mucor, Rhizopus, Aspergillus, Cladosporium, Alternaria και Verticillium. Ταυτόχρονα, εκτός από παθογόνους μικροοργανισμούς, αλλοιώσεις στο τυρί προκαλούνται και από οξυγαλακτικά βακτήρια τα οποία παράγουν εκτός από γαλακτικό οξύ αιθανόλη και διοξείδιο του άνθρακα.
Το Χαλίτζι ως λευκό τυρί άλμης ωριμάζει για κάποιο χρονικό διάστημα (40ημερών) μέσα σε άλμη και κατά συνέπεια η κυρίαρχη μικροχλωρίδα συμβάλλει σημαντικά στη διαδικασία ωρίμανσης και επηρεάζει κατά κάποιο βαθμό την ποιότητα του τελικού προϊόντος. Καθώς, τα συγκεκριμένα τυριά χαρακτηρίζονται από χαμηλό pH και υψηλή περιεκτικότητα σε αλάτι ευνοείται η ανάπτυξη γαλακτοβάκιλλων. Στο μεταξύ, μια άλλη μελέτη που πραγματοποιήθηκε σε λευκά τυριά τύπου Φέτας παρατηρήθηκε αυξημένος αριθμός εντερόκκοκων που μειώθηκε κατά τη διάρκεια της ωρίμανσής τους. Επιπλέον, σε λευκά τυριά άλμης που παρασκευάζονται αποκλειστικά με κατσικίσιο γάλα, έχει παρατηρηθεί ότι οι ζύμες δεν αποτελούσαν μέρος της κυρίαρχης μικροχλωρίδας, ενώ αντίθετα οι Mansour και Alais ανέφεραν ότι οι ζύμες κυριαρχούσαν σε γαλλικά λευκά τυριά άλμης. Παράλληλα, τα κολοβακτηρίδια απαντώνται συχνά σε λευκά τυριά άλμης σε μεγάλες ποσότητες. Σύμφωνα με τους Yanai et al.,1977 εντοπίστηκαν κολοβακτηρίδια σε τυρί, παρόλο που απουσίαζαν από το παστεριωμένο γάλα και την καλλιέργεια εκκίνησης, αλλά ο αριθμός τους μειώθηκε με τη μείωση του pH. Τέτοιου είδους τυριά χαρακτηρίζονται από καθαρή, όξινη και αλμυρή γεύση και  έντονα αρώματα. Παρόλο που οι μικρόκοκκοι παράγουν πρωτεολυτικά, εστερολυτικά και λιπολυτικά ένζυμα που μπορεί να έχουν ευεργετικό ρόλο στην ανάπτυξη της γεύσης και του αρώματος του τυριού τα λευκά τυριά άλμης λόγω χαμηλού pH δεν αναπτύσσουν μεγάλο αριθμό τέτοιων βακτηρίων (Bintsis & Papademas, 2002).
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Ο τρόπος παρασκευής του τυριού Χαλίτζι παραδοσιακά διέφερε σε ορισμένα σημεία από την διαδικασία τυροκόμησης που γίνεται τώρα στα μικρά υποστατικά της περιοχής Τηλλυρίας της Κύπρου. Βασική διαφορά αποτελεί η παστερίωση του γάλακτος που παραδοσιακά δεν γινόταν. Στο διάγραμμα ροής που ακολουθεί φαίνονται τα διάφορα στάδια της σύγχρονης διαδικασίας παρασκευής του τυριού.
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Η έννοια των οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) πρωτοεμφανίστηκε στις αρχές του 1900. Η πρώτη καθαρή καλλιέργεια (Bacterium lactis, γνωστή σήμερα ως Lactococcus lactis) απομονώθηκε το 1873 από τον Lister. Σύμφωνα με τον Orla-Jensen (1919) τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτελούν μια ομάδα gram θετικών, μη σπορογόνων, σε σχήμα ράβδου και κόκκου που ζυμώνουν τους υδατάνθρακες και τις ανώτερες αλκοόλες κυρίως σε γαλακτικό οξύ (König & Fröhlich, 2009). Τα οξυγαλακτικά βακτήρια είναι μια ετερογενής ομάδα γενών που μοιράζονται πολλές φυσιολογικές λειτουργίες. Αναμφίβολα, αποτελούν σημαντικούς μικροοργανισμούς στο σώμα και το περιβάλλον των ανθρώπων. Στο σώμα, αποικίζουν το στόμα και τον ρινοφαρυγγικό βλεννογόνο, το έντερο και τον βλεννογόνο του κόλπου. Στο περιβάλλον, τα οξυγαλακτικά βακτήρια είναι εμφανείς σε αυθόρμητες ζυμώσεις οργανικών ουσιών ζωικής και φυτικής προέλευσης που περιέχουν επαρκή επίπεδα μονο- και δισακχαριτών (Teuber, 2017). 
Τα  οξυγαλακτικά  βακτήρια αποτελούν μια ομάδα βακτηρίων που έχουν μορφολογικές, μεταβολικές και φυσιολογικές ομοιότητες και είναι σχετικά στενά συνδεδεμένα φυλογενετικά (Khalid, 2011). Ταξινομούνται σε διαφορετικά γένη ανάλογα με τη μορφολογία, τον τρόπο ζύμωσης της  γλυκόζης, την ανάπτυξη σε διαφορετικές θερμοκρασίες, τη διαμόρφωση του παραγόμενου γαλακτικού οξέος, την ικανότητα ανάπτυξης σε υψηλές συγκεντρώσεις άλατος και την όξινη ή αλκαλική ανοχή (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). Παράλληλα, για μερικά από τα νεότερα περιγραφόμενα γένη χρησιμοποιούνται στην ταξινόμηση επιπλέον χαρακτηριστικά όπως είναι η σύνθεση και η κινητικότητα των λιπαρών οξέων (Khalid, 2011). 
Για πολλές δεκαετίες, η ταξινόμησή των LAB βασιζόταν στα μορφολογικά και φαινοτυπικά τους χαρακτηριστικά (Khalid, 2011). Εντούτοις, η συνεχής ανακάλυψη νέων γονιδίων 16S rRNA και ο ταυτόχρονος εμπλουτισμός των βάσεων δεδομένων οδήγησε σε μεγάλες αλλαγές στην ταξινόμηση των οξυγαλακτικών βακτηρίων. Τα LAB ανήκουν στη τάξη Lactobacillales της κλάσης Bacilli του φύλου Firmicutes. Περιλαμβάνουν τα ακόλουθα γένη: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, Weissella, Alloiococcus, Symbiobacterium και Vagococcuswhich, όλα με χαμηλή περιεκτικότητα σε γουανίνη-κυτοσίνη (Wedajo, 2015).  Στον Πίνακα 7 παρουσιάζονται τα πιο σημαντικά οξυγαλακτικά βακτήρια που αναπτύσσονται στο γάλα.
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	Ομοιοζυμωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια 
	Ετεροζυμωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια

	Κόκκοι
	Κόκκοι

	Lactococcus lactis ssp. Lactis
	Leuconostoc mesenteroides spp. cremoris (Leuc. citrovorum)

	Lactococcus lactis ssp. lactis spp. Cremoris
	Leuconostoc lactis

	Lactococcus lactis ssp. lactis biovar. diacetylactis
	Βάκιλλοι

	Streptococcus thermophilus*
	Lactobacillus kefir

	Pediococcus acidilactici*
	Lactobacillus brevis

	Pediococcus pentosaceus
	Lactobacillus fermentum*

	Enterococcus faecium
	

	Enterococcus faecalis
	

	Enterococcus durans
	

	Βάκιλλοι
	

	Lactobacillus delbrueckii spp. Bulgaricus
	

	Lactobacillus delbrueckii spp. Lactis
	

	Lactobacillus helveticus*
	

	Lactobacillus acidophilus*
	

	Lactobacillus casei subsp. Casei
	

	Lactobacillus plantarum
	


*θερμόφιλοι
(Καμιναρίδης & Μοάτσου, 2009)
Αναντίρρητα, η φύση της ταξινόμησης των οξυγαλακτικών βακτηρίων δεν είναι απλή αν αναφερθεί για παράδειγμα ότι μέχρι σήμερα έχουν απομονωθεί από διαφορετικές πηγές 154 είδη μόνο του γένους Lactobacillus (Liu, Pang, Zhang, & Cai, 2014). Πολλά είδη χρησιμοποιούνται στη βιομηχανία τροφίμων και  ιδιαίτερα στη βιομηχανία παραγωγής γαλακτοκομικών προϊόντων.  Νέα εργαλεία για την ταξινόμηση και ταυτοποίηση βακτηρίων γαλακτικού οξέος βρίσκονται σε εξέλιξη (Sascha and Magdalena 2010). Από τα πιο ελπιδοφόρα  που χρησιμοποιούνται είναι οι τεχνικές ανίχνευσης νουκλεϊκών οξέων, η μερική αλληλούχιση του γονιδίου rRNA, χρησιμοποιώντας την αλυσιδωτή αντίδραση πολυμεράσης και τα διαλυτά μοτίβα πρωτεϊνών (Halász, 2009).
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Τα οξυγαλακτικά βακτήρια είναι χημειοτροφικά αφού βρίσκουν την ενέργεια που απαιτείται για ολόκληρο το μεταβολισμό τους από την οξείδωση των χημικών ενώσεων, με σημαντικότερη πηγή ενέργειας τα σάκχαρα (Khalid, 2011). Στον κύκλο άνθρακα, τα LAB εμπλέκονται στα πρώτα στάδια, συμπεριλαμβανομένου του αποπολυμερισμού των βιοπολυμερών και της ζύμωσης των υδατανθράκων και ορισμένων αμινοξέων (Teuber, 2017). Γενικά, το κυρίαρχο τελικό προϊόν είναι το γαλακτικό οξύ (> 50% άνθρακα σακχάρου). Ωστόσο, τα LAB προσαρμόζονται σε διάφορες καταστάσεις και αλλαγές ανάλογα του μεταβολισμού τους, ως αποτέλεσμα αυτό να οδηγεί σε διαφορετικά μοτίβα τελικού προϊόντος (Todar, 2012).

[bookmark: _Toc517699270]Μεταβολισμός σακχάρων

Βασικό χαρακτηριστικό του μεταβολισμού των LAB είναι η αποτελεσματική ζύμωση υδατανθράκων συζευγμένη με τη φωσφορυλίωση σε επίπεδο υποστρώματος. Επειδή τα LAB στερούνται αναπνευστικών αλυσίδων, χρησιμοποιούν τους «αρχαϊκούς» μηχανισμούς φωσφορυλίωσης επιπέδου υποστρώματος για την εξασφάλιση της απαραίτητης ενέργειας για ζωή (Teuber, 2017). Τα κύρια μεταβολικά μονοπάτια των σακχάρων από τα οξυγαλακτικά βακτήρια έχουν προσδιοριστεί από καιρό, το γλυκολυτικό ή ομοζυμωτικό μονοπάτι ή οδός Embden-Meyehof-Parnas (Γλυκόλυση) και το ετεροζυμωτικό μονοπάτι ή μονοπάτι των φωσφορικών πεντοζών.
 	Tο ομοζυμωτικό μονοπάτι περιλαμβάνει την πρώτη φάση από όλες τις αντιδράσεις της γλυκόλυσης που οδηγούν από εξόζη σε πυροσταφυλικό οξύ (Khalid, 2011). Τα ομοζυμωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια θεωρητικά παράγουν δύο μόρια γαλακτικού οξέος από ένα μόριο γλυκόζης (Halász, 2009). Στην κατηγορία αυτή περιλαμβάνονται μερικοί γαλακτοβάκιλλοι και τα περισσότερα είδη εντερόκοκκων, Lactococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, και Vagococcus. Υπό συνθήκες περίσσειας γλυκόζης και περιορισμένου οξυγόνου, τα ομοζυμωτικά LAB καταβολίζουν ένα γραμμομόριο γλυκόζης στην οδό Embden-Meyerhof-Parnas για να δώσει δύο γραμμομόρια πυροσταφυλικού οξέος. Η ενδοκυτταρική οξειδοαναγωγική ισορροπία διατηρείται μέσω της οξείδωσης του NADH, την ίδια ώρα μου το πυροσταφυλικού οξύ μετατρέπεται  σε γαλακτικό οξύ. Από τη διαδικασία αυτή προκύπτουν 2 mol ΑΤP ανά mol γλυκόζης. Παράλληλα, η μεταφορά και η φωσφορυλίωση των σακχάρων γίνεται με μεταφορά ελεύθερης γλυκόζης και φωσφορυλίωσης της από μια ΑΤΡ εξαρτώμενη γλυκοκινάση είτε με το σύστημα της φωσφο-τρανσφεράσης (PTS), με το φωσφο-ενολο-πυροσταφυλικό οξύ (ΡΕΡ) να αποτελεί δότη φωσφορικής ομάδας (Todar, 2012). Επομένως, η γλυκολυτική οδός, που απεικονίζεται στην Εικόνα 1, έχει ως αποτέλεσμα τον μετασχηματισμό της γλυκόζης σε πυροσταφυλικό μέσω της οδού Embden Meyerhof-Parnas (ΕΜΡ ή γλυκόλυση), με τελικό προϊόν το γαλακτικό οξύ (Kenneth C, Fugelsang and Charles G, 2002).
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[bookmark: _Toc518242827]Εικόνα 1: Ομοζυμωτικό μεταβολικό μονοπάτι της γλυκόζης (Γλυκόλυση)
(Kenneth C, Fugelsang and Charles G, 2002)



Τα ετεροζυμωτικά οξυγαλακτικά βακτήρια χαρακτηρίζονται από την απουσία του ενζύμου αλδολάση, χρησιμοποιούν όμως το μονοπάτι των φωσφορικών πεντοζων για τον καταβολισμό των σακχάρων. Υποχρεωτικά ετεροζυμωτικά βακτήρια περιλαμβάνουν τα είδη Leuconostoc, Oenococcus, Weissella και ορισμένους γαλακτοβάκιλλους. Αρχικά, ένα γραμμομόριο 6-φωσφορικής γλυκόζης αφυδρογονώνεται σε 6-φωσφογλυκονικό οξύ το οποίο στη συνέχεια αποκαρβοξυλιώνεται και δίνει CO2. Η προκύπτουσα 6-φωσφορική πεντόζη διασπάται σε 3-φωσφορική γλυκεριναλδεΰδη (GAP) και ακετυλο-φωσφορικό οξύ με τη βοήθεια της φωσφοκετολάσης. Ακολούθως, η 3-φωσφορική γλυκεριναλδεΰδη (GAP) μεταβολίζεται περεταίρω σε γαλακτικό οξύ, δια μέσου της γλυκολυτικής οδού. Το ακετυλο-φωσφορικό οξύ μέσω του ακετυλο-CoA και της ακεταλδεΰδης ανάγεται σε αιθανόλη ή αποφωσφορυλιώνεται προς οξικό οξύ και ATP ή ενώνεται με ένα μόριο CoA που στη συνέχεια ανάγεται σε ακεταλδεΰδη,  η οποία ανάγεται σε αιθανόλη, αντίδραση που αναγεννά οξειδωμένη μορφή NAD+ (Law, 1997). Επομένως, τα τελικά προϊόντα του μεταβολισμού των υδατανθράκων που προκύπτουν από το μονοπάτι των φωσφορικων πεντοζών (Εικόνα 2) είναι το γαλακτικό οξύ, αιθανόλη (ή/και οξικό οξύ) και CO2.
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[bookmark: _Toc518242828]Εικόνα 2: Ετεροζυμωτικό μεταβολικό μονοπάτι της γλυκόζης
(Kenneth C, Fugelsang and Charles G, 2002)


Είναι γεγονός ότι αναλόγως της φύσης και της συγκέντρωσης των σακχάρων που μεταβολίζονται, μερικοί υδρογονάνθρακες προτιμούνται περισσότερο από τα οξυγαλακτικά βακτήρια και τα τελικά προϊόντα του μεταβολισμού των σακχάρων  διαφέρουν σημαντικά. Οι μεταβολικές οδοί των υδατανθράκων ρυθμίζονται σε δυο επίπεδα, το ένα εξαρτάται από το διαθέσιμο ενζυμικό σύστημα του βακτηρίου και το άλλο από τα ίδια τα μεταβολικά προϊόντα πάνω στα αλλοεστερικά ένζυμα που συμμετέχουν στις μεταβολικές αντιδράσεις (Thompson, 1987).
Στη περίπτωση των δισακχαριτών, ανάλογα με τον τρόπο μεταφοράς εισέρχονται στο κύτταρο ως ελεύθερα σάκχαρα που υδρολύονται στη συνέχεια σε μονοσακχαρίτες και ακολουθούν τα κύρια μεταβολικά μονοπάτια, είτε σε φωσφορικά σάκχαρα που με την σειρά τους διασπόνται σε μονοσακχαρίτη και φωσφορικό μονοσακχαρίτη με την δράση των φωσφοϋδρολάσων. Από βιομηχανικής κλίμακας, στο τομέα των γαλακτοκομικών η ζύμωση της λακτόζης αποκτά περισσότερο ενδιαφέρον (Halász, 2009). 
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Η πρωτεόλυση και η λιπόλυση του γάλακτος από οξυγαλακτικά βακτήρια αποτελούν τις κύριες βιοχημικές αλλαγές στην ανάπτυξη του αρώματος του τυριού (Katz, Medina, Gonzalez, & Oliver, 2002). Η λιπόλυση αποτελεί μια βιοχημική, ενζυμική διεργασία, η οποία συμβάλλει στη γεύση του τυριού.  Η λιπόλυση έχει ως αποτέλεσμα το σχηματισμό ελεύθερων λιπαρών οξέων, τα οποία μπορεί να αποτελούν πρόδρομες ενώσεις γεύσης όπως μεθυλοκετόνες, αλκοόλες, λακτόνες και εστέρες (Kranenburg, Kleerebezem, & Hylckama, 2002). Ο βαθμός λιπόλυσης ισοδυναμεί με την ποσότητα των ελεύθερων λιπαρών οξέων, εκφρασμένη σε επίπεδο οξύτητας της λιπαρής φάσης του τυριού. Στις πλείστες περιπτώσεις, η λιπόλυση στο τυρί οφείλεται στη δραστικότητα των μικροβιακών λιπασών. Η αργή και μερική λιπόλυση ορισμένων συστατικών λίπους παράγει ενώσεις που μπορούν να ενισχύσουν τη γεύση στα τυριά ωρίμανσης. Αντίθετα, η απελευθέρωση μεγάλων ποσοτήτων ελεύθερων λιπαρών οξέων, κυρίως βουτυρικό οξύ, συχνά προκαλεί ελαττωματικά τυριά (Québec, 1985).

[image: ][bookmark: _Toc518242829]Εικόνα 3: Λιπόλυση και καταβολισμός λιπαρών οξέων στο τυρί
(P. F. Fox, McSweeney, Cogan, & Guinee, 2004)
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Το πρωτεολυτικό σύστημα των οξυγαλακτικών βακτηρίων έχει μελετηθεί αρκετά τα τελευταία χρόνια, με έμφαση σ’ αυτό του Lactococcus lactis (Teuber, 2017). Το πρωτεολυτικό σύστημα του L. lactis περιγράφεται ως ένα πλήρες μοντέλο διάσπασης της καζεΐνης, μεταφοράς και, αποικοδόμησης πεπτιδίων της καζεΐνης και την ρύθμιση αυτών. Σήμερα, η πρωτεόλυση αποτελεί ένα από τα ιδιαίτερα φυσιολογικά χαρακτηριστικά της  ποικιλόμορφης ομάδας των LAB που περιγράφεται λεπτομερώς. Με βάση τη λειτουργία τους, τα δομικά συστατικά του πρωτεολυτικού συστήματος των οξυγαλακτικών βακτηρίων κατηγοριοποιούνται σε: α. πρωτεϊνάσες που διασπούν καζεΐνες σε πεπτίδια, β. συστήματα μεταφοράς των προϊόντων διάσπασης δια μέσου της κυτταροπλασματικής μεμβράνης και γ. πεπτιδάσες που αποικοδομούν πεπτίδια (Edmund, Igor, Anja, Bert, & Wil, 1996).
[image: ]Καθώς, οι ποσότητες ελεύθερων αμινοξέων και πεπτιδίων στο γάλα είναι ελάχιστες, τα οξυγαλακτικά βακτήρια εξαρτώνται από την ενεργότητα του πρωτεολυτικού τους συστήματος (Εικόνα 3) για την αποικοδόμηση της καζεΐνης, την κυριότερη πηγή αμινοξέων και πιο άφθονη πρωτεΐνη στο γάλα (Kirsi, Hanne, & Pekka, 2006). Ουσιαστικά, η εκμετάλλευση της καζείνης αρχίζει με μια πρωτεϊνάση του κυτταρικού φακέλου (CEP: Сell-Envelope Proteinase) η οποία αποικοδομεί την πρωτεΐνη σε ολιγοπεπτίδια, που στη συνέχεια απορροφώνται από τα κύτταρα μέσω ειδικών συστημάτων μεταφοράς πεπτιδίων για περαιτέρω αποικοδόμηση σε μικρότερα πεπτίδια και αμινοξέα με συντονισμένη δράση διαφόρων ενδοκυτταρικών πεπτιδασών (Kirsi et al., 2006). Παρόλα αυτά, υπάρχουν στελέχη LAB που δεν περιέχουν μια τέτοια εξωκυτταρική πρωτεϊνάση και ως εκ τούτου εξαρτώνται κυρίως από άλλα στελέχη της καλλιέργειας εκκίνησης για την παραγωγή πεπτιδίων και αμινοξέων (Kranenburg et al., 2002). Την ίδια στιγμή όμως, εκτός από τον μηχανισμό εκμετάλλευσης της καζεΐνης, τα οξυγαλακτικά βακτήρια κωδικοποιούν επαγόμενα από στρες πρωτεολυτικά ένζυμα τα οποία είναι ενεργά στη καζεΐνη in vitro αλλά και in vivo. Αυτά είναι υπεύθυνα για την επεξεργασία μη φυσιολογικών πρωτεϊνών που δημιουργούνται για παράδειγμα σε συνθήκες στρες (Kirsi et al., 2006). [bookmark: _Toc518242830]Εικόνα 4: Αποικοδόμηση καζεϊνών σε ενδοκυτταρικά αμινοξέα και α-κετοξέα  και οδοί αποικοδόμησής τους σε δυνητικές αρωματικές ενώσεις.                                                                                                                      
(Kranenburg et al., 2002)


Το πρωτεολυτικό σύστημα των οξυγαλακτικών βακτηρίων είναι ύψιστης σημασίας για την ανάπτυξη τους σε πρωτεϊνούχα υποστρώματα. Η πρωτεόλυση αποτελεί αναμφισβήτητα την πιο σημαντική βιοχημική διαδικασία προσδιορισμού της γεύσης και της υφής σε σκληρά και ημίσκληρα τυριά. Η αποικοδόμηση των καζεϊνών από την δράση των πρωτεολυτικών ενζύμων, της πρωτεϊνάσης και των πεπτιδάσων των LAB αποδίδουν μικρά πεπτίδια και ελεύθερα αμινοξέα (Kranenburg et al., 2002).

[bookmark: _Toc517699273]Αντιμικροβιακές ενώσεις

Η βιοσυντήρηση με χρήση οξυγαλακτικών βακτηρίων και των αντιμικροβιακών μεταβολιτών τους αποτελεί εναλλακτική λύση στη χρήση φυσικών συντηρητικών για τη βελτίωση της ασφάλειας των τροφίμων. Οι αντιμικροβιακές ιδιότητες των LAB προέρχονται από τον ανταγωνισμό τους σε θρεπτικά συστατικά και την παραγωγή ενός ή περισσοτέρων αντιμικροβιακών δραστικών μεταβολιτών όπως οργανικά οξέα (κυρίως γαλακτικό και οξικό οξύ), υπεροξείδιο του υδρογόνου και άλλες ενώσεις, όπως βακτηριοσίνες και αντιμυκητιακά πεπτίδια (Reis, Paula, Casarotti, & Penna, 2012). Τα οργανικά οξέα γενικότερα δρουν αντιμικροβιακά μεταβάλλοντας το δυναμικό της κυτταρικής μεμβράνης, αναστέλλοντας την ενεργή μεταφορά, μειώνοντας το ενδοκυτταρικό pH  και αναστέλλοντας μια ποικιλία μεταβολικών λειτουργιών (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). Παράλληλα, η παραγωγή υπεροξειδίου του υδρογόνου έχει θεωρηθεί ως ο κύριος μεταβολίτης των LAB που προστατεύει από ουρογεννητικές προσβολές, ειδικότερα της βακτηριακής κολπίτιδας (Siiskovic, Kos, Beganovic, & Pavunc, 2010).  Η παραγωγή αντιμικροβιακών ενώσεων από οξυγαλακτικά βακτήρια παρατηρήθηκε για πρώτη φορά πριν από περίπου 50-60 χρόνια. Ορισμένα προβιοτικά LAB παρουσιάζουν την ικανότητα να αντιστέκονται στις όξινες συνθήκες και τα χολικά άλατα και παράγουν βακτηριοσίνες οι οποίες δρουν έναντι των παθογόνων και των μικροοργανισμών αλλοίωσης των τροφίμων. Τέτοια  LAB ανήκουν στα γένη: Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus, Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Aerococcus, Oenococcus, Tetragenococcus, Vagococcus και Weisell (Reis et al., 2012). Η πρώτη παραγωγή βακτηριοσίνης ανακαλύφθηκε από τον André Gratia το 1925 (Reis et al., 2012). Ως βακτηριοσίνες χαρακτηρίζονται τα αντιμικροβιακά πεπτίδια ή πρωτεΐνες που συντίθενται ριβοσωμικά από Gram-θετικά και Gram-αρνητικά βακτήρια (Siiskovic et al., 2010). Ορισμένες βακτηριοσίνες που παράγονται από οξυγαλακτικά βακτήρια, όπως η νισίνη, δρουν ανασταλτικά σε στενά συγγενή είδη, αλλά είναι επίσης αποτελεσματικές σε τροφιμογενή παθογόνα και Gram θετικούς μικροοργανισμούς αλλοίωσης (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). Επομένως, για το λόγο αυτό οι βακτηριοσίνες έχουν προσελκύσει σημαντικά το ενδιαφέρον χρήσης τους ως φυσικά συντηρητικά τροφίμων τα τελευταία χρόνια. Η ταξινόμηση τους αλλάζει συνεχώς. Ωστόσο, έχουν καθοριστεί τέσσερις κλάσεις βακτηριοσινών (I, II, III και IV) βάσει χημικής δομής, μοριακού βάρους και θερμικής σταθερότητας (Reis et al., 2012). Συνεπώς, σύμφωνα με τη διαδικασία ταξινόμησης που προτάθηκε από τον Klaenhammer (1993) και τροποποιήθηκε από τους Nes et al. (1996), οι βακτηριοσίνες ταξινομούνται σε τέσσερις κλάσεις (Πίνακας 8) με την πλειοψηφία αυτών που παράγονται από βακτήρια που σχετίζονται με τα [image: ]τρόφιμα να ανήκουν στις κλάσεις Ι και ΙΙ (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010).[bookmark: _Toc518242873]Πίνακας 8: Κλάσεις βακτηριοσίνων που παράγονται από οξυγαλακτικά βακτήρια.

  (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010)

Τέλος, η χρήση των βακτηριοσινών στη βιομηχανία τροφίμων μπορεί να συμβάλει στην ελάττωση της χρήσης χημικών συντηρητικών καθώς, και της έντασης της θερμικής επεξεργασίας ή σε συνδυασμό με άλλες συμβατικές επεξεργασίες ως μέρος της τεχνολογίας εμποδίων, ως αποτέλεσμα τα τρόφιμα να διατηρούνται πιο φυσικά και με καλύτερες οργανοληπτικές και θρεπτικές ιδιότητες. Παράλληλα, η εφαρμογή των βακτηριοσινών στη συντήρηση των τροφίμων μπορεί να προσφέρει πολλά πλεονεκτήματα, όπως είναι η μείωση του κινδύνου μετάδοσης διατροφικών παθογόνων παραγόντων μέσω της τροφικής αλυσίδας και  η μείωση των απωλειών τροφίμων που επέρχεται λόγω αλλοίωσης. Επιπρόσθετα, επιτρέπουν την εμπορία «νέων» τροφίμων (λιγότερο όξινων, με χαμηλότερη περιεκτικότητα σε αλάτι και υψηλότερη περιεκτικότητα σε νερό) για την ικανοποιήσουν των απαιτήσεων τόσο της βιομηχανίας όσο και του καταναλωτή (Reis et al., 2012).

[bookmark: _Toc517699274]Προβιοτικές ιδιότητες

Ο Elie Metchnikoff εισήγαγε την έννοια των προβιοτικών μικροοργανισμών, από το ελληνικό «pro bios» (προ-βίος, προάγω τη ζωή), το 1907. Ο όρος «προβιοτικά» απασχόλησε διάφορους: το 1954 με τον  Ferdinand Vergin να τα χαρακτηρίζει ως  «δραστικές ουσίες που είναι απαραίτητες για μια υγιή ανάπτυξη της ζωής ", το 1953 από τον Werner Kollath και από τους Lilly και Stillwell το 1965 (Ebner, Smug, Kneifel, Salminen, & Sanders, 2014). Ο Fuller (1989) όρισε τα προβιοτικά ως «ένα ζωντανό μικροβιακό συμπλήρωμα τροφής, το οποίο επηρεάζει ευεργετικά τον ξενιστή βελτιώνοντας την εντερική μικροβιακή του ισορροπία» (Dicks & Botes, 2010). Σύμφωνα με τον Οργανισμό Τροφίμων και Γεωργίας και τον Παγκόσμιο Οργανισμό Υγείας (FAO/WHO, 2001),  προβιοτικά ορίζονται οι «ζωντανοί μικροοργανισμοί οι οποίοι όταν χορηγούνται σε επαρκείς ποσότητες, προσδίδουν οφέλη για την υγεία του ξενιστή». Αύξηση του παγκόσμιου ενδιαφέροντος προκαλεί τα τελευταία χρόνια, η χρήση των LAB για την προαγωγή της υγείας και την πρόληψη των ασθενειών σε ανθρώπους και ζώα (Raspor, 2014). Τα οξυγαλακτικά βακτήρια αποτελούν μια ομάδα προβιοτικών μικροοργανισμών με ιδιαίτερο ενδιαφέρον κυρίως στα ζυμούμενα γαλακτοκομικά προϊόντα. Αρκετά είδη Lactobacillus και Bifidobacterium έχουν διερευνηθεί έντονα όπως επίσης και ορισμένα στελέχη ειδών Saccharomyces, Enterococcus, Lactococcus, Propionibacterium και Streptococcus έχουν θεωρηθεί ως μικροοργανισμοί με προβιοτικές ιδιότητες.
Αναφορικά με μελέτες που πραγματοποιήθηκαν, οι προβιοτικές ιδιότητες των οξυγαλακτικών βακτηρίων εξαρτώνται κυρίως από το στέλεχος και όχι από το είδος του μικροοργανισμού. Το στέλεχος θα πρέπει να πληροί ορισμένα  χαρακτηριστικά έτσι ώστε να μπορεί να κριθεί ωφέλιμο για την ανθρώπινη υγεία. Απαιτείται να έχει καλές τεχνολογικές ιδιότητες, διατηρώντας  λοιπόν τη βιωσιμότητα και τη λειτουργικότητά του μέσα στο τρόφιμο. Παράλληλα, να είναι σε θέση να φθάνει ζωντανό δια μέσου της άνω γαστρεντερικής οδού στο σημείο δράσης του, χωρίς να χάνει την λειτουργικότητά του στο περιβάλλον του εντέρου (Saarela, Mogensen, & Fonde, 2000). Η θεωρητική βάση για την επιλογή προβιοτικών στελεχών  (Εικόνα 6) χαρακτηρίζεται από τις ακόλουθες πτυχές: 1) να είναι ανθρώπινης προέλευσης και να απομονώνεται από υγιή ανθρώπινο γαστρεντερικό σωλήνα, 2) αποδεδειγμένα να μην έχει παθογόνο χαρακτήρα, 3) να παρουσιάζει ανθεκτικότητα σε χολικά άλατα, 4) να προσδένεται στο επιθηλιακό ιστό του εντέρου, 5) να μην έχει ιστορικό παθογόνου και να μην συνδέεται με ασθένειες και  6) να μην φέρει μεταφερόμενα γονίδια αντοχής στα αντιβιοτικά (Dunne et al., 2014) (Saarela et al., 2000).
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Συνήθως, τα προβιοτικά οξυγαλακτικά βακτήρια δεν προκαλούν ανοσολογικές παρενέργειες. Παρόλα αυτά, το Lactobacillus casei έχει συσχετιστεί με συμπτώματα πυρετού, αρθρίτιδας και ηπατοβλαβικών αλλοιώσεων. Παράλληλα, ορισμένα στελέχη LAB έχουν συσχετιστεί με λοιμώξεις  του ουροποιητικού συστήματος, του τραύματος, των ιστών και άλλων λοιμώξεων. Επιπλέον, σε ανοσοκατεσταλμένους ασθενείς, ορισμένοι γαλακτοβάκιλλοι έχουν συσχετιστεί με αρθρίτιδες και μηνιγγίτιδες (Dicks & Botes, 2010).
Πράγματι, πολλές είναι οι μελέτες που έδειξαν τα ευεργετικά οφέλη των προβιοτικών. Εξαιτίας της παραγωγής αντιικροβιακών μεταβολιτών, τα LAB βελτιώνουν την ισορροπία της μικροβιακής κοινότητας στο έντερο, παρέχουν προστασία από πιθανά παθογόνα βακτήρια και προλαμβάνουν και / ή θεραπεύουν εντερικές παθήσεις. Ταυτόχρονα, τα θεραπευτικά αποτελέσματα περιλαμβάνουν μεταξύ άλλων ενισχυμένη ανοσολογική λειτουργία, διατήρηση αντικαρκινικής δραστηριότητας, μείωση του πληθυσμού επιβλαβών μικροοργανισμών, βελτίωση της ισορροπίας της μικροχλωρίδας στο κόλον και πρόληψη ενάντια σε κάποια εντερική μόλυνση (Azat, Liu, Li, & Kayir, 2016). Σε κλινικές δοκιμές  φάνηκε ότι το προβιοτικό Enterococcus faecium SF68 είναι αποτελεσματικό στην πρόληψη και θεραπεία της διάρροιας όπως επίσης και στην μείωσης της χοληστερόλης. Το Ε. Faecium Fargo 688®  μετά από επιτυχή χρήση του στο τυρί Cheddar ανακούφισε τα συμπτώματα του συνδρόμου του ευερέθιστου εντέρου (Dicks & Botes, 2010). Αναντίρρητα, τα προβιοτικά  εξ ορισμού είναι ευεργετικά για την υγεία, καθώς τα οφέλη μπορεί να είναι διατροφικά, κλινικά, ιατρικά και θεραπευτικά (Ebner et al., 2014).
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Αναμφισβήτητα, τα  οξυγαλακτικά βακτήρια παίζουν σημαντικό ρόλο στη βιομηχανία για τη σύνθεση χημικών, φαρμακευτικών ή άλλων χρήσιμων προϊόντων, και χρησιμοποιούνται σε ευρεία κλίμακα στη βιομηχανία τροφίμων (Εικόνα 6)  (Florou-Paneri, Christaki, & Bonos, 2013). Εξαιτίας των περιορισμένων βιοσυνθετικών δυνατοτήτων και των υψηλών απαιτήσεων τους σε πηγές άνθρακα και αζώτου, το φυσικό περιβάλλον ανάπτυξης των LAB χαρακτηρίζεται από πλούσια πηγή θρεπτικών συστατικών. Αναμφίβολα, τα τρόφιμα και οι ζωοτροφές που έχουν υποστεί ζύμωση και οι αντίστοιχες καλλιέργειες εκκίνησης αποτελούν τις σημαντικότερες βιομηχανικές εφαρμογές των οξυγαλακτικών βακτηρίων (Teuber, 2017). Η εφαρμογή προσεκτικά επιλεγμένων στελεχών ως αρχικών καλλιεργειών ή συν-καλλιεργειών σε διαδικασίες ζύμωσης μπορεί να βοηθήσει στην έκφραση συγκεκριμένων ιδιοτήτων διατηρώντας ένα απολύτως φυσικό και ασφαλές προϊόν (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010). Τα LAB χρησιμοποιούνται ως καλλιέργειες εκκίνησης σε γαλακτοκομικά και μη προϊόντα (Πίνακας 9). Παγκοσμίως η χρήση των LAB συνδέεται με της βελτίωση της συντήρησης, των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών και της θρεπτικής αξίας μιας μεγάλης ποικιλίας τροφίμων και ποτών (Zannini & Coffey, 2016). Προκαλούν ταχεία οξύνιση της πρώτης ύλης μέσω της παραγωγής οργανικών οξέων, κυρίως γαλακτικού οξέος. Επιπλέον, παράγουν οξικό οξύ, αιθανόλη, ενώσεις αρώματος και γεύσης, βακτηριοσίνες, εξωπολυσακχαρίτες και διάφορα ένζυμα. Επομένως, με τον τρόπο αυτό βελτιώνουν τη διάρκεια ζωής, βελτιώνουν την υφή και συμβάλλουν στο ευχάριστο αισθητηριακό προφίλ του τελικού προϊόντος (Rattanachaikunsopon & Phumkhachorn, 2010).
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Ήδη από τις αρχές της ανθρώπινης ιστορίας χρησιμοποιήθηκε η συντήρηση του γάλακτος με ζύμωση. Είναι γνωστό, ότι το γάλα και τα γαλακτοκομικά προϊόντα που έχουν υποστεί ζύμωση διατηρούνται εν μέρει από το οξύ που παράγεται από την βακτηριακή δραστηριότητα. Οι καλλιέργειες οξυγαλακτικών βακτηρίων χρησιμοποιούνται σε ευρεία κλίμακα στη γαλακτοβιομηχανία σε προϊόντα όπως είναι τα τυριά, το γιαούρτι, το βουτυρόγαλα, το κεφίρ κ.α. Η ζύμωση γαλακτικού οξέος εμπλέκεται στην παρασκευή των περισσότερων ειδών τυριού. Το Cottage cheese παρασκευάζεται με παστεριωμένο γάλα με τη πήξη του να επιτυγχάνεται με προσθήκη γαλακτικών στρεπτόκοκκων και πυτιά. Το ζυμωμένο βουτυρόγαλα λαμβάνεται από παστεριωμένο αποβουτυρωμένο ή μερικώς αποβουτυρωμένο γάλα μέσα στο οποίο αναπτύχθηκαν καλλιέργειες γαλακτοβάκιλλων οι οποίοι ως γνωστό παράγουν γαλακτικό οξύ. Στη παραγωγή γιαουρτιού χρησιμοποιούνται καλλιέργειες οξυγαλακτικών βακτηρίων Lactobacillus bulgaricus και Streptococcus thermophylus. Παράλληλα, το κεφίρ ανήκει στην κατηγορία των όξινων, χαμηλής περιεκτικότητας σε αλκοόλη γαλακτοκομικών προϊόντων και παράγεται με ζύμωση μικτής καλλιέργειας LAB (Halász, 2009).
Σε ζυμούμενα τρόφιμα εξαιτίας της παραγωγής οργανικών οξέων και άλλων ενώσεων, όπως βακτηριοσίνων και αντιμυκητιακών πεπτιδίων από τα οξυγαλακτικά βακτήρια, παρατηρείται αντιμικροβιακή δραστηριότητα. Οι βακτηριοσίνες που παράγονται από τα LAB καλύπτουν ένα ευρύ πεδίο εφαρμογής, συμπεριλαμβανομένων τόσο της βιομηχανίας τροφίμων κυρίως ως πρόσθετα, όσο και του τομέα της ιατρικής (Vuyst & Leroy, 2007). Παράδειγμα βακτηριοσίνης αποτελεί η νισίνη η οποία εισήχθηκε  για πρώτη φορά εμπορικά ως βιοσυντηρητικό τροφίμων στο Ηνωμένο Βασίλειο πριν από περίπου 30 χρόνια (Delves-Broughton, Blackburn, Evans, & Hugenholtz, 1996). Παράγεται από στελέχη του Lactococcus lactis subsp. lactis και αναστέλλει αποτελεσματικά Gram-θετικά και Gram-αρνητικά βακτήρια όπως επίσης και το σχηματισμό σπορίων από βάκιλους και κλοστρίδια (Arauz, Jozala, Mazzola, & Penna, 2009). Η πρώτη καθιερωμένη χρήση της νισίνης ήταν ως συντηρητικό στα επεξεργασμένα τυροκομικά προϊόντα. Πρόσφατες εφαρμογές της νισίνης περιλαμβάνουν τη χρήση της ως συντηρητικού σε προϊόντα υψηλής υγρασίας, ζεστού αρτοποιημένου αλεύρου (ψωμάκια) και παστεριωμένου υγρού αυγού (Delves-Broughton et al., 1996) Σε διάφορα ζυμούμενα τρόφιμα όπως αλλαντικά, λουκάνικα, ελιές και γαλακτοκομικά προϊόντα γίνεται προσθήκη καλλιέργειας εκκίνησης LAB που είναι ικανή για την παραγωγή βακτηριοσίνων προσδίδοντας στο τρόφιμο ανασταλτική δραστικότητα έναντι της ευαίσθητης αλλοίωσης ή των παθογόνων βακτηρίων (Vuyst & Leroy, 2007).
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Αρχή της εξερεύνησης του πολύπλοκου κόσμου των μικροβίων αποτέλεσε ο Antony van Leeuwenhoek, ο οποίος χρησιμοποιώντας ένα πρωτόγονο μικροσκόπιο του 17ου αιώνα, ανακάλυψε τα μικρόβια. Με τη πάροδο των χρόνων η επιστημονική κοινότητα ανακαλύπτει συνεχώς νέους τρόπους κατανόησης των μικροβίων. Η πρόοδος της μικροβιολογίας, από την ανακάλυψη του μικροσκοπίου μέχρι την επιστήμη της μεταγονιδιωματικής φαίνεται στην Εικόνα 7. Ο όρος «μεταγονιδιωματική ανάλυση» επινοήθηκε για πρώτη φορά το 1998 με σκοπό τη μελέτη των γονιδιωμάτων της μικροχλωρίδας του εδάφους (Handelsman et al., 1998). Χωρίς αμφιβολία, η μεταγονιδιωματική ανάλυση αποτελεί ένα από τα σπουδαιότερα επιτεύγματα των τελευταίων χρόνων στο τομέα της μικροβιακής οικολογίας καθώς επιτυγχάνεται η ταυτοποίηση όχι μόνο των κυρίαρχων γενών, αλλά και των πιο σπάνιων ή αυτών με χαμηλό επιπολασμό σε διάφορα οικοσυστήματα (π.χ. έδαφος, τρόφιμα κ.α.) (Thomas, Gilbert, & Meyer, 2012; Almeida et al., 2014; Escobar &  Sanchez-Flores, 2016).  Για τον σκοπό αυτό έχουν δημιουργηθεί βάσεις δεδομένων αναφοράς οι οποίες συνεχώς ανανεώνονται και περιέχουν αλληλουχίες γνωστής προέλευσης και φαινοτύπου. Πολλές είναι οι πρόσφατες μελέτες που ασχολήθηκαν με την μεταγονιδιωματική ανάλυση σε ζυμούμενα προϊόντα και πιο συγκεκριμένα σε τυριά, όπως είναι αυτές των Escobar and Sanchez-Flores και Delcenserie, Taminiau, Delhalle, Nezer, Doyen, Crevecoeur, Roussey and Korsak (Escobar & Sanchez-Flores, 2016; Delcenserie et al., 2014)
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Το πρώτο βήμα σε μια τυπική μεταγονιδιωματική μελέτη αποτελεί η λήψη δείγματος από ένα συγκεκριμένο περιβάλλον (νερό, έδαφος, ζώα κ.α.) και ακολούθως η απομόνωση του γενετικού υλικού από όλους τους οργανισμούς του δείγματος. Στη συνέχεια, σχηματίζεται μεταγονιδιωματική «βιβλιοθήκη» ή µεταγονιδίωµα που αποτελείται από εκατομμύρια τυχαία τµήµατα DNA, τα οποία αντιστοιχούν σε κάθε οργανισμό του δείγματος. Τέλος, γίνεται αλληλούχιση της µεταγονιδιωµατικής «βιβλιοθήκης»  και προσδιορίζεται η νουκλεοτιδική αλληλουχία της βιοκοινότητας ως σύνολο, προσφέροντας έτσι πολύτιμες πληροφορίες σχετικά με την οικολογία και την εξέλιξη των πληθυσμών (THE NATIONAL ACADEMIES PRESS, 2007). Μια τυπική διάταξη της διαδικασίας της μεταγονιδιωματικής ανάλυσης φαίνεται στην Εικόνα 8. 
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Με την πάροδο των χρόνων η επιστήμη αναπτύσσεται ραγδαία, με τις τεχνολογίες αλληλούχησης υψηλής απόδοσης  να επιτρέπουν την ανάπτυξη νέων προσεγγίσεων για τη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των μικροβιακών κοινοτήτων. Μέχρι στιγμής, μόνο ένα πολύ μικρό ποσοστό από τα εκατομμύρια είδη μικροβίων που εκτιμάται ότι υπάρχουν στη γη μπορεί να καλλιεργηθεί σε εργαστηριακές συνθήκες με τους επιστήμονες να εκτιμούν ότι το ποσοστό αυτό είναι μικρότερο από 1%. Η μεταγονιδιωματική υπερβαίνει τους περιορισμούς της κλασικής γονιδιωματικής και μικροβιολογίας, παρέχοντας στους επιστήμονες πρόσβαση στο γονιδίωμα μίας βιοκοινότητας μικροβίων χωρίς τη χρήση αμιγών καλλιεργειών. Εντούτοις,  το γεγονός αυτό δεν αναιρεί την ανάγκη για μελέτη της γενετικής σύστασης μεμονωμένων ειδών ή μικρών ομάδων μικροβίων με τη χρήση της κλασικής γονιδιωματικής και μικροβιολογίας. Σίγουρα, η συμβολή της κλασσικής μικροβιολογίας είναι πολύ σημαντική καθώς περιλαμβάνει την απόκτηση καθαρής καλλιέργειας των μικροοργανισμών που απομονώνονται και ταυτοποιούνται. Επομένως, η ανάπτυξη της μεταγονιδιωματικής δεν καταργεί την χρήση της κλασσικής μικροβιολογικής ανάλυσης.  
Αναντίρρητα, το τυρί αποτελεί ένα πολύπλοκο οικοσύστημα μικροοργανισμών, συμπεριλαμβανομένου βακτηρίων, ζυμών και μυκήτων (Ogier, Son, Gruss, Tailliez, & Delacroix-buchet, 2002). Ο γαλακτοκομικός εξοπλισμός καθώς και οι πρακτικές που χρησιμοποιούνται κατά την παρασκευή πολλών παραδοσιακών τυριών εμπλουτίζουν το τυρί με πολυάριθμους μικροβιακούς πληθυσμούς (Montel et al., 2014). Οι μικροβιακές κοινότητες των γαλακτοκομικών προϊόντων γενικότερα και συγκεκριμένα των τυριών αντιπροσωπεύουν σε μεγάλο βαθμό ανεξερεύνητες δεξαμενές γενετικής και μεταβολικής ποικιλομορφίας, με πιθανή ευεργετική χρήση στην παραγωγή ζυμούμενων προϊόντων. Ασφαλώς, η σύνθεση και η συμπεριφορά των μικροβιακών κοινοτήτων σε ένα τυρί είναι σημαντικές για τις χαρακτηριστικές οργανοληπτικές του ιδιότητες, τη διάρκεια ζωής και την ασφάλεια του. Τα τελευταία χρόνια, οι τεχνολογίες προσδιορισμού της ακολουθίας υψηλής τεχνολογίας και οι τεχνολογίες της πληροφορίας επέτρεψαν την ανάπτυξη νέων προσεγγίσεων για τη μελέτη της γενετικής ποικιλομορφίας των μικροβιακών κοινοτήτων, με την μεταγονιδιωματική να είναι ανάμεσα σ’ αυτές (Almeida et al., 2014). Επομένως, με τον τρόπο αυτό, ο τομέας της τυροκομίας μπορεί να χρησιμοποιήσει το πολύτιμο εργαλείο της μεταγονιδιωματικής για να επεξηγήσει και να συνοψίσει τους διάφορους στόχους και τις ανησυχίες, οι οποίες μπορούν να αντιμετωπιστούν (Kergourlay et al., 2015).
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Ο σκοπός της παρούσας μεταπτυχιακής μελέτης ήταν η παρασκευή και η μελέτη του παραδοσιακού κυπριακού τυριού «Χαλίτζι» ως προς τα μικροβιολογικά, φυσικοχημικά και οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά με κλασσικές και σύγχρονες μεθόδους. Στα πλαίσια της μελέτης πραγματοποιήθηκαν συνολικά  τρεις τυροκομήσεις επί δυο επαναλήψεις του Κυπριακού τυριού Χαλίτζι στο μοναδικό τυροκομείο παραγωγής του, στη περιοχή Πύργος Τηλλυρίας της Κύπρου. Οι τρεις τυροκομήσεις περιλάμβαναν: (A) τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά (B) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με εμπορική πυτιά και (C) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς και καλλιέργειας. Τα δείγματα τυριού εξετάστηκαν  για την μικροβιολογική τους ποιότητα (κλασσική μικροβιολογική ανάλυση και μεταγονιδιωματική ανάλυση) και τα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά την 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης του τυριού. Επιπρόσθετα, διεξάχθηκε οργανοληπτική εξέταση σε μια ομάδα μη εξειδικευμένων ατόμων, για το χαρακτηρισμό των παραμέτρων: εμφάνιση, υφή, οσμή, γεύση και επίγευση του τελικού προϊόντος, δηλαδή των τυριών  40 και 60 ημερών ωρίμανσης. 
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Στα πλαίσια της μελέτης, πραγματοποιήθηκε επίσκεψη στο χωριό Πηγαίνια της περιοχής Τηλλυρίας της Κύπρου, όπου διενεργήθηκαν τρεις τυροκομήσεις επί δυο επαναλήψεις που περιλάμβαναν: (A) τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά (B) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με βιοτεχνολογική πυτιά και (C) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς (Nobel spice) και καλλιέργειας (Mesophilic Homofermentative Culture/ Freeze-dried Lactic culture, R-703, Chr. Hansen) που περιείχε Lactococcus lactis sub sp. lactis και Lactococcus lactis sub sp. cremoris. Τα τυριά τοποθετήθηκαν σε άλμη για 60 ημέρες (ωρίμανση). Ακολούθησαν, κλασσικές μικροβιολογικές και φυσικοχημικές αναλύσεις στα δείγματα νωπό αίγειο γάλα που χρησιμοποιήθηκε ως ά-ύλη και των τυριών 1ης, 7ης, 20ης, 40ης και 60ης ημέρας ωρίμανσης. Επιπλέον, πραγματοποιήθηκε μεταγονιδιωματική ανάλυση στην πρώτη ύλη και στα τυριά  40 και 60 ημερών ωρίμανσης. Τέλος, έγινε οργανοληπτική εξέταση για τα τυριά 40 και 60 ημερών ωρίμανσης (τελικό προϊόν). 
[image: C:\Users\USER\Desktop\MARIA (ALL)\Μεταπτυχιακή Διατριβή\images\IMG_3091.JPG]
[image: C:\Users\USER\Desktop\MARIA (ALL)\Μεταπτυχιακή Διατριβή\images\IMG_3134.JPG]
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[bookmark: _Toc518242835]Εικόνα 9: Περιοχή Τηλλυρίας της Κύπρου


 3 Τυροκομήσεις    (x2)




30 Δείγματα τυριού Χαλίτζι




Τυρί από παστεριωμένο γάλα + Καλλιέργεια              (10 Δείγματα)
Τυρί από παστεριωμένο γάλα     (10 Δείγματα)
Τυρί από νωπό γάλα                   (10 Δείγματα)






Πάρθηκαν δείγματα από κάθε τύπο τυριού κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης, συγκεκριμένα τις ακόλουθες ημέρες:
· 1η ημέρα ωρίμανσης
· 7η ημέρα ωρίμανσης  
· 20η ημέρα ωρίμανσης
· 40η ημέρα ωρίμανσης
· 60η ημέρα ωρίμανσης 











[bookmark: _Toc517699280]Μεθοδολογία
[bookmark: _Toc517699281]Διαγράμματα ροής τυροκομήσεων  
(α) Τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά 

1 (B) Παραλαβή και αποθήκευση λοιπών πρώτων υλών (πυτιά και βιομηχανικό αλάτι)
1 (A) Παραλαβή και διήθηση νωπού αίγειου γάλακτος



2. Το γάλα θερμαίνεται σταδιακά με ανάδευση μέχρι τους 32-35°С




4.Προσθήκη πυτιάς                                      (12-15 λεπτά μέχρι τη δημιουργία τυροπήγματος) 



5. Διαίρεση τυροπήγματος



6. Το τυρόπηγμα  τοποθετείται στα ταλάρια και πιέζεται ελαφρώς όπου και παραμένει  για 15-20 λεπτά  




7. Αποβολή τυρογάλακτος και εξαγωγή τυροπήγματος από τα ταλάρια


8. Τεμαχισμός σε φέτες 2-5 εκ. και ξανά σε τέσσερις φέτες


9.Αλάτισμα


10. Το τυρί παραμένει στο τυρόγαλο για 12-18 ώρες.


11. Οι φέτες τυριών τοποθετούνται σε πλαστικά ή γυάλινα δοχεία ελάχιστου βάρους 1 κιλού και καλύπτονται πλήρως με το τυρόγαλο.



12. Αποθήκευση σε δροσερό μέρος (κάτω των 25°C) για
τουλάχιστο 40 μέρες ώστε να ωριμάσουν.





(β) Τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με εμπορική πυτιά 

1 (B) Παραλαβή και αποθήκευση λοιπών πρώτων υλών (πυτιά και βιομηχανικό αλάτι).
1 (A) Παραλαβή και διήθηση νωπού αίγειου  γάλακτος.




2. Το γάλα θερμαίνεται σταδιακά με ανάδευση μέχρι τους 65°C και παραμένει στην αναφερόμενη  θερμοκρασία  για 30 λεπτά (Παστερίωση)



3. Ψύξη γάλακτος    
(Συνθήκες: 32-35°)



4.Προσθήκη πυτιάς
(12-15 λεπτά μέχρι τη δημιουργία τυροπήγματος) 



5. Διαίρεση τυροπήγματος

6. Το τυρόπηγμα  τοποθετείται στα ταλάρια και πιέζεται ελαφρώς όπου και παραμένει  για 15-20 λεπτά




	7. Αποβολή τυρογάλακτος και εξαγωγή τυροπήγματος από τα ταλάρια



8. Τεμαχισμός σε φέτες 2-5 εκ. και ξανά σε τέσσερις φέτες



9.Αλάτισμα


10.Αναθέρμανση τυρογάλακτος στους 95°С 





11 (Β) Παραγωγή αναρής  
11 (Α) Ψύξη τυρογάλακτος και αλάτισμα




12. Το τυρί παραμένει στο τυρόγαλο για 12-18 ώρες



		13. Οι φέτες τυριών τοποθετούνται σε πλαστικά ή γυάλινα δοχεία ελάχιστου βάρους 1 κιλού και καλύπτονται πλήρως με το τυρόγαλο.

	
14. Αποθήκευση σε δροσερό μέρος (κάτω των 25°C) για τουλάχιστο 40 μέρες ώστε να ωριμάσουν.

(γ) Τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς και εναρκτήριας καλλιέργειας (Mesophilic Homofermentative Culture/ Freeze-dried Lactic culture)

1 (B) Παραλαβή και αποθήκευση λοιπών πρώτων υλών (πυτιά και βιομηχανικό αλάτι).
1 (A) Παραλαβή και διήθηση νωπού αίγειου  γάλακτος.




2. Το γάλα ζεσταίνεται σταδιακά με ανάδευση μέχρι τους 65°C και παραμένει στην αναφερόμενη  θερμοκρασία  για 30’ (Παστερίωση)



3. Ψύξη γάλακτος    
(Συνθήκες: 32-35°)




4.Προσθήκη καλλιέργειας 0,5%
(60 λεπτά ωρίμανση του γάλακτος με την καλλιέργεια) 



5.Προσθήκη πυτιάς
(12-15 λεπτά μέχρι τη δημιουργία τυροπήγματος) 




6. Διαίρεση τυροπήγματος



7. Το τυρόπηγμα  τοποθετείται στα ταλάρια και πιέζεται ελαφρώς όπου και παραμένει  για 15-20 λεπτά


	
8. Αποβολή τυρογάλακτος και εξαγωγή τυροπήγματος από τα ταλάρια


9. Τεμαχισμός σε φέτες 2-5 εκ. και ξανά σε τέσσερις φέτες



10. Αλάτισμα


11. Αναθέρμανση τυργάλακτος στους 95°С 





12 (Β) Παραγωγή αναρής  
12 (Α) Ψύξη τυρογάλακτος και αλάτισμα




13. Το τυρί παραμένει στο τυρόγαλο για 12-18 ώρες



		14. Οι φέτες τυριών τοποθετούνται σε πλαστικά ή γυάλινα δοχεία ελάχιστου βάρους 1 κιλού και καλύπτονται πλήρως με το τυρόγαλο.

	
15. Αποθήκευση σε δροσερό μέρος (κάτω των 25°C) για τουλάχιστο 40 μέρες ώστε να ωριμάσουν.





[bookmark: _Toc517699282]Μικροβιολογικές Αναλύσεις

Αρχή Μεθόδου

Η μικροβιακή ποιότητα ενός τροφίμου μπορεί να εκτιμηθεί με τον προσδιορισμό των διάφορων μικροβιακών μονάδων. Η κάθε μια από αυτές μπορεί να εκτιμηθεί με την χρήση ειδικού υποστρώματος και τεχνικής.
Δειγματοληψία

Για την εκτέλεση του πειράματος πάρθηκαν συνολικά 30 αντιπροσωπευτικά δείγματα κατά την διαδικασία ωρίμανσης των τυριών (Νωπό, Παστεριωμένο, Παστεριωμένο με προσθήκη καλλιέργειας). Τα δείγματα μεταφέρθηκαν στο εργαστήριο όπου πραγματοποιήθηκε η μικροβιολογική τους ανάλυση.
Ομογενοποίηση δείγματος

Κατά την ομογενοποίηση, 10 γραμμάρια από κάθε δείγμα μεταφέρθηκαν υπό ασηπτικές συνθήκες εντός πλαστικού περιέκτη, stomacher bag. Στη συνέχεια, προστέθηκε αποστειρωμένο διάλυμα MRD (Maximum Recovery Diluent)  και τοποθετήθηκε στη συσκευή Stomacher. Η ποσότητα του δείγματος υφίστατο ομογενοποίηση για συνολικό χρόνο 60 δευτερολέπτων.
Διαδοχικές Αραιώσεις

Το μικροβιακό φορτίο των τροφίμων διαφέρει αφού υπάρχουν τρόφιμα τα οποία μπορεί να περιέχουν από χίλια έως και εκατομμύρια βακτηριακά κύτταρα. Για τον προσδιορισμό τους απαιτείται μια διαδικασία διαχωρισμού των βακτηρίων έτσι ώστε αφού καλλιεργηθούν σε ένα στείρο θρεπτικό υπόστρωμα να σχηματίσουν διακριτές και μεμονωμένες αποικίες.


Διαδικασία Αραιώσεων

1. Σε 8 δοκιμαστικούς σωλήνες προσθέτουμε 9 ml MRD και επισημαίνουμε τους
συντελεστές αραίωσης (από 10-2 μέχρι 10-9).
2. 1ml από το ομογενοποιημένο δείγμα το οποίο ουσιαστικά αποτελεί την αραίωση 10-1,
μεταφέρεται ασηπτικά στο πρώτο δοκιμαστικό σωλήνα και έτσι αυτό αποτελεί την
αραίωση 10-2.
3. Για να εξασφαλίσουμε επαρκεί διασπορά αναδεύουμε με τη χρήση της πιπέττας.
4. [image: Αποτέλεσμα εικόνας για Serial Dilutions]Με τον ίδιο τρόπο φτιάχνουμε και τις υπόλοιπες αραιώσεις όπως αναλύεται στην Εικόνα 10. [bookmark: _Toc518242836]Εικόνα 10: Διαγραμματική απεικόνιση σχηματισμού διαδοχικών αραιώσεων 










    


Ενοφθαλμισμός θρεπτικών υποστρωμάτων

[bookmark: _Toc513026873][bookmark: _Toc513035261][bookmark: _Toc513035611][bookmark: _Toc513035976][bookmark: _Toc516398003][bookmark: _Toc516931901][bookmark: _Toc516936241][bookmark: _Toc516997140][bookmark: _Toc517000953][bookmark: _Toc517003741][bookmark: _Toc517651485][bookmark: _Toc517699283][bookmark: _Toc448778722]Ο ενοφθαλμισμός σε στερεό θρεπτικό υπόστρωμα γίνεται με δύο ποσοτικές τεχνικές, την τεχνική επιφανειακής εξάπλωσης (spread plate technique) καθώς, και την τεχνική της ενσωμάτωσης (pour plate technique).    
[bookmark: _Toc513026874][bookmark: _Toc513035262][bookmark: _Toc513035612][bookmark: _Toc513035977][bookmark: _Toc516398004][bookmark: _Toc516931902][bookmark: _Toc516936242][bookmark: _Toc516997141][bookmark: _Toc517000954][bookmark: _Toc517003742][bookmark: _Toc517651486][bookmark: _Toc517699284]Στην τεχνική επιφανειακής εξάπλωσης γίνεται διασπορά μικρού όγκου από το αραιωμένο δείγμα, στην περίπτωση μας χρησιμοποιήθηκαν 100μl, στην επιφάνεια του στερεού υποστρώματος μέσα στο τρυβλίο και ακολούθως ομοιόμορφη διασπορά του αιωρήματος. Κατόπιν, μεταφέρονται σε κλίβανο επώασης για καθορισμένη θερμοκρασία και χρόνο ανάλογα με το θρεπτικό υπόστρωμα, επωάζονται στις κατάλληλες συνθήκες σχηματίζοντας ευδιάκριτες αποικίες οι οποίες μπορούν να μετρηθούν. Η τεχνική της επιφανειακής διασποράς προτιμάται στις περιπτώσεις υποχρεωτικά αερόβιων μικροοργανισμών.
· [bookmark: _Toc448778723][bookmark: _Toc513026875][bookmark: _Toc513035263][bookmark: _Toc513035613][bookmark: _Toc513035978][bookmark: _Toc516398005][bookmark: _Toc516931903][bookmark: _Toc516936243][bookmark: _Toc516997142][bookmark: _Toc517000955][bookmark: _Toc517003743][bookmark: _Toc517651487][bookmark: _Toc517699285]Αρχικά,  στη βάση των τρυβλίων αναγράφεται ο συντελεστής αραίωσης με τους οποίους θα ενοφθαλμιστεί το θρεπτικό υπόστρωμα.
· [bookmark: _Toc448778724][bookmark: _Toc513026876][bookmark: _Toc513035264][bookmark: _Toc513035614][bookmark: _Toc513035979][bookmark: _Toc516398006][bookmark: _Toc516931904][bookmark: _Toc516936244][bookmark: _Toc516997143][bookmark: _Toc517000956][bookmark: _Toc517003744][bookmark: _Toc517651488][bookmark: _Toc517699286]Τοποθετούμε στο κέντρο του τρυβλίου μικρό όγκο θρεπτικού υλικού, 0.1ml βακτηριακού εναιωρήματος από τα falcons με την αντίστοιχη αναγραφόμενη αραίωση.
· [bookmark: _Toc448778725][bookmark: _Toc513026877][bookmark: _Toc513035265][bookmark: _Toc513035615][bookmark: _Toc513035980][bookmark: _Toc516398007][bookmark: _Toc516931905][bookmark: _Toc516936245][bookmark: _Toc516997144][bookmark: _Toc517000957][bookmark: _Toc517003745][bookmark: _Toc517651489][bookmark: _Toc517699287]Με τη βοήθεια διασπορέα σχήματος L, γίνεται διασπορά του βακτηριακού εναιωρήματος σε όλη την επιφάνεια του θρεπτικού υλικού με κυκλικές κινήσεις.
· [bookmark: _Toc448778726][bookmark: _Toc513026878][bookmark: _Toc513035266][bookmark: _Toc513035616][bookmark: _Toc513035981][bookmark: _Toc516398008][bookmark: _Toc516931906][bookmark: _Toc516936246][bookmark: _Toc516997145][bookmark: _Toc517000958][bookmark: _Toc517003746][bookmark: _Toc517651490][bookmark: _Toc517699288]Τα τρυβλία αναποδογυρίζονται και τοποθετούνται για επώαση σε κατάλληλες συνθήκες θερμοκρασίας και χρόνου.
[bookmark: _Toc517651491][bookmark: _Toc517699289][image: ]


[bookmark: _Toc513026879][bookmark: _Toc513035267][bookmark: _Toc513035617][bookmark: _Toc513035982][bookmark: _Toc516398009][bookmark: _Toc516931907][bookmark: _Toc516936247][bookmark: _Toc516997146][bookmark: _Toc517000959][bookmark: _Toc517003747][bookmark: _Toc517651492][bookmark: _Toc517699290][bookmark: _Toc448778728][bookmark: _Toc513026880][bookmark: _Toc513035268][bookmark: _Toc513035618][bookmark: _Toc513035983][bookmark: _Toc516398010][bookmark: _Toc516931908][bookmark: _Toc516936248][bookmark: _Toc516997147][bookmark: _Toc517000960][bookmark: _Toc517003748]        [bookmark: _Toc518242837]Εικόνα 11: Τεχνική επιφανειακής εξάπλωσης

                                    
[bookmark: _Toc517651493][bookmark: _Toc517699291]Στη τεχνική της ενσωμάτωσης (pour plate technique) οι μικροοργανισμοί διασπείρονται στη μάζα ρευστού θρεπτικού υποστρώματος το οποίο αφήνεται να στερεοποιηθεί. Η τεχνική της ενσωμάτωσης προτιμάται σε περιπτώσεις προαιρετικά αναερόβιων μικροοργανισμών. 
· [bookmark: _Toc448778729][bookmark: _Toc513026881][bookmark: _Toc513035269][bookmark: _Toc513035619][bookmark: _Toc513035984][bookmark: _Toc516398011][bookmark: _Toc516931909][bookmark: _Toc516936249][bookmark: _Toc516997148][bookmark: _Toc517000961][bookmark: _Toc517003749][bookmark: _Toc517651494][bookmark: _Toc517699292]Αρχικά,  στη βάση των τρυβλίων αναγράφεται ο συντελεστής αραίωσης με τους οποίους θα ενοφθαλμιστεί το θρεπτικό υπόστρωμα.
· [bookmark: _Toc448778730][bookmark: _Toc513026882][bookmark: _Toc513035270][bookmark: _Toc513035620][bookmark: _Toc513035985][bookmark: _Toc516398012][bookmark: _Toc516931910][bookmark: _Toc516936250][bookmark: _Toc516997149][bookmark: _Toc517000962][bookmark: _Toc517003750][bookmark: _Toc517651495][bookmark: _Toc517699293]Τοποθετούμε στο κέντρο του τρυβλίου μικρό όγκο θρεπτικού υλικού, 1ml βακτηριακού εναιωρήματος από τα falcons με την αντίστοιχη αναγραφόμενη αραίωση.
· [bookmark: _Toc448778731][bookmark: _Toc513026883][bookmark: _Toc513035271][bookmark: _Toc513035621][bookmark: _Toc513035986][bookmark: _Toc516398013][bookmark: _Toc516931911][bookmark: _Toc516936251][bookmark: _Toc516997150][bookmark: _Toc517000963][bookmark: _Toc517003751][bookmark: _Toc517651496][bookmark: _Toc517699294]Προσθέτουμε ποσότητα θρεπτικού υποστρώματος στα τρυβλία και αναδεύουμε ελαφρά.
· [bookmark: _Toc448778732][bookmark: _Toc513026884][bookmark: _Toc513035272][bookmark: _Toc513035622][bookmark: _Toc513035987][bookmark: _Toc516398014][bookmark: _Toc516931912][bookmark: _Toc516936252][bookmark: _Toc516997151][bookmark: _Toc517000964][bookmark: _Toc517003752][bookmark: _Toc517651497][bookmark: _Toc517699295]Αφού, στερεοποιηθεί  γίνεται επικάλυψη του με το ίδιο θρεπτικό υπόστρωμα και αφήνονται να στερεοποιηθούν.
· [bookmark: _Toc448778733][bookmark: _Toc513026885][bookmark: _Toc513035273][bookmark: _Toc513035623][bookmark: _Toc513035988][bookmark: _Toc516398015][bookmark: _Toc516931913][bookmark: _Toc516936253][bookmark: _Toc516997152][bookmark: _Toc517000965][bookmark: _Toc517003753][bookmark: _Toc517651498][bookmark: _Toc517699296][bookmark: _Toc448778734]Τα τρυβλία αναποδογυρίζονται και τοποθετούνται για επώαση σε κατάλληλες συνθήκες θερμοκρασίας και χρόνου.
[bookmark: _Toc513026886][bookmark: _Toc513035274][bookmark: _Toc513035624][bookmark: _Toc513035989][bookmark: _Toc516398016][bookmark: _Toc516931914][bookmark: _Toc516936254][bookmark: _Toc516997153][bookmark: _Toc517000966][bookmark: _Toc517003754][bookmark: _Toc517651499][bookmark: _Toc517699297][image: Description: C:\Users\USER\Desktop\image006.jpg]


[bookmark: _Toc518242838]Εικόνα 12: Τεχνική της ενσωμάτωσης


Μικροοργανισμοί που εξετάστηκαν 

Όλα τα δείγματα τυριών εξετάστηκαν για την μικροβιακή τους ποιότητα ως προς τις πιο κάτω ομάδες μικροοργανισμών :
	ΟΜΑΔΕΣ ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙΣΜΩΝ
	ΣΥΝΘΗΚΕΣ
	ΘΕΡΜΟΚΡΑΣΙΑ (°C)

	ΧΡΟΝΟΣ
	ΜΕΣΟ
	ΤΕΧΝΙΚΗ

	Thermophilic cocci
	Μικροαερόφιλες
	42
	2
	M17 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	Thermophilic lactobacilli
	Αναερόβιες (διπλή στρώση άγαρ)
	42
	2
	MRS 

	Eνσωμάτωση (1mL)


	Mesophilic lactobacilli
	Αναερόβιες (διπλή στρώση άγαρ)
	22
	1-3
	MRS 

	Eνσωμάτωση (1mL)


	Mesophilic cocci
	Μικροαερόφιλες
	22
	2
	M17 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	Enterococci
	Μικροαερόφιλες
	37
	1
	KAA 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	Micrococci
	Μικροαερόφιλες
	30
	2
	MKPA 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	Staphylococci
	Μικροαερόφιλες
	30
	2
	Baird Parker 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	NSLAB
	Αναερόβιες  (διπλή στρώση άγαρ)
	30
	5
	Rogosa 

	Eνσωμάτωση (1mL)


	Total plate count (ΟΜΧ)
	Μικροαερόφιλες
	30
	4
	PCA 

	Eνσωμάτωση (1mL)


	Yeasts
	Αερόβιες
	25
	3-5
	Rose Bengal 

	Eπιφανειακά (0,1mL)


	Coliforms
	Αναερόβιες (διπλή στρώση άγαρ)
	37
	1
	VRBG 
	Eνσωμάτωση (1mL)


	Listeria monocytogenes
	Μικροαερόφιλες
	30
	1
	HAL010 ± Supplements 
	Eπιφανειακά (0,1mL)



Τα θρεπτικά υποστρώματα που χρησιμοποιήθηκαν για τις ανάγκες του πειραματικού μέρους παρασκευάστηκαν με βάση τις οδηγίες της κατασκευαστικής τους εταιρείας και περιγράφονται στο Παράρτημα I.
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[bookmark: _Toc448778746][bookmark: _Toc513026887][bookmark: _Toc513035275][bookmark: _Toc513035625][bookmark: _Toc513035990][bookmark: _Toc516398017][bookmark: _Toc516931915][bookmark: _Toc516936255][bookmark: _Toc516997154][bookmark: _Toc517000967][bookmark: _Toc517003755][bookmark: _Toc517651500][bookmark: _Toc517699298]Η μέθοδος αρίθμησης των αποικιών είναι μια προσαρμογή του τρόπου καλλιέργειας δια μετασποράς. Ξεκινάνε και οι δύο από την ίδια αρχή, ότι δηλαδή από ένα μικροβιακό κύτταρο αναπτύσσεται μία και μόνο αποικία και συνεπώς η μέτρηση των αποικιών δίνει τον αριθμό των μικροοργανισμών απ' όπου προήλθαν. Μετά την επώαση των τρυβλίων αναπτύσσονται αποικίες που στις μικρές αραιώσεις είναι πιο πυκνές και δυσδιάκριτες ενώ στις μεγαλύτερες αραιώνουν. Η μέτρηση των αποικιών ανά τρυβλίο πραγματοποιείται με γυμνό μάτι και με τη χρήση εργαστηριακού οργάνου μέτρησης αποικιών. 
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[image: ][bookmark: _Toc518242839]Εικόνα 13: Όργανο μέτρησης αποικιών









[image: C:\Users\USER\Desktop\MARIA (ALL)\myphone\20171130_184809.jpg][bookmark: _Toc518242840]Εικόνα 14: Τρυβλία με ανάπτυξη αποικιών του γένους Enterococcus σε διαδοχικές αραιώσεις
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Συνολικά όλα τα δείγματα τυριού εξετάστηκαν εκτός από την μικροβιακή τους ποιότητα και για τα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά. Ο προσδιορισμός των χημικών παραμέτρων στα τυριά είναι αναγκαίος τόσο από τεχνολογικής άποψης όσο και από θέμα διατροφής Οι αναλύσεις για κάθε παράμετρο έγιναν εις διπλούν για κάθε δείγμα.

pH/ Οξύτητα

Η ποσότητα οξέων που περιέχονται στα διάφορα τρόφιμα είναι καθοριστική για την ποιότητα του. Επομένως, η μέτρηση της οξύτητας είναι από τις πιο σημαντικές αναλύσεις που γίνονται στα τρόφιμα.

· Υλικά
· Διάλυμα ΝαΟΗ (0,1Ν) [4 g NaOH διαλύονται σε 1L νερό]
· Διάλυμα φαινολοφθαλεΐνης 1% [1 g φαινολοφθαλεΐνης διαλύεται σε 75 ml αλκοόλης και προστίθενται 25 ml νερό]

· Πειραματικό μέρος
· 20  g  τυριού ζυγίζονται στο ποτήρι ζέσεως και ομογενοποιούνται σταδιακά με  νερό (40οC), με τη βοήθεια ραβδιού. 
· Το μίγμα μεταφέρεται σε κωνική φιάλη, όπου συμπληρώνεται νερό ως 210 ml και προσδιορίζεται το pΗ. Εναλλακτικά, το pΗ μπορεί να μετρηθεί με απευθείας εμβάπτιση του ηλεκτροδίου μέσα στο δείγμα.
· Ακολούθως, το περιεχόμενο διηθείται από πτυχωτό ηθμό. 
· 25 ml διηθήματος, που αντιστοιχούν σε 2.5 g δείγματος, τιτλοδοτούνται με διάλυμα ΝαΟΗ (0.1Μ) και δείκτη φαινολοφθαλεϊνη προσδιορίζοντας την οξύτητα του τυριού.  
Η οξύτητα εκφράζεται σε % γαλακτικό οξύ.
1 ml NaOH 0.1 Μ αντιστοιχεί σε 9 mg γαλακτικού οξέος.

Υγρασία

Αρχή Μεθόδου
Είναι γνωστό ότι η περιεκτικότητα σε υγρασία προσδιορίζεται με τη μέτρηση της μάζας του τροφίμου πριν και μετά την απομάκρυνση του νερού με εξάτμιση. Η μέθοδος βασίζεται στο ότι το νερό έχει χαμηλότερο σημείο ζέσεως από τα άλλα κύρια συστατικά του τροφίμου (λιπίδια, πρωτεΐνες, υδατάνθρακες και ανόργανα άλατα). Ωστόσο, οι υψηλές θερμοκρασίες και ο χρόνος που απαιτείται για την εξάτμιση του νερού, μπορεί να προκαλέσει την απομάκρυνση πτητικών ουσιών του τροφίμου. 

· Πειραματικό μέρος
· Σε γυάλινη κάψα ή δίσκο νικελίου ή αλουμινίου τοποθετείται γυάλινη ράβδος και ~10g άμμος, ξηραίνεται σε κλίβανο 105C για ~30 min, ψύχεται σε ξηραντήριο και ζυγίζεται  (βάρος Α).
· 3.0 g  τριμμένου τυριού (Θ=20C) ζυγίζονται μέσα στην κάψα  (βάρος Β) και ακολουθεί προσθήκη 3 σταγόνων οξικού οξέος, πάνω από το δείγμα.
· Τοποθέτηση σε κλίβανο θερμοκρασίας 105oC για 18 ±2 ώρες.
Στα πρώτα 30 λεπτά το περιεχόμενο της κάψας ανακατεύεται συχνά, για αποφυγή επιφανειακής ξήρανσης και σχηματισμού υμένα.
· Μετά την ξήρανση (t=3-4h), η κάψα αφήνεται να κρυώσει σε ξηραντήρα.
· Ζύγιση δίσκου με το περιεχόμενο (βάρος Γ).

Η υγρασία του δείγματος υπολογίζεται από τον τύπο:


Στερεό Υπόλειμμα = 1- {(Β-Γ)/(Β-Α)} 
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[bookmark: _Toc518242841]Εικόνα 15:  Κάψες με το περιεχόμενο τυρί μέσα σε κλίβανο για την απομάκρυνση της υγρασίας

Λίπος

Ο προσδιορισμός του λίπους του τυριού έγινε με τη Μέθοδο Gerber-Van Gulik.

Αρχή Μεθόδου
Η μέθοδος Gerber-Van Gulik στηρίζεται στην καταστροφή όλων των συστατικών του γάλακτος, με εξαίρεση το λίπος, με τη χρήση θειϊκού οξέος. Το οξύ διασπά την μεμβράνη των λιποσφαιρίων και αυτό έχει ως αποτέλεσμα την απελευθέρωση του λίπους. Η λιπαρή ύλη διαχωρίζεται με τη βοήθεια της αμυλικής αλκοόλης και της φυγοκέντρησης.

· Υλικά
· Θειϊκό οξύ (d=1,53), απαλλαγμένο οξειδίων αζώτου 
· Αμυλική αλκοόλη  (d=0,815)

· Πειραματικό μέρος

· 3,00 g δείγματος (θ=20C) ζυγίζονται σε βουτυρόμετρο με δύο ανοίγματα, τοποθετείται ο υποδοχέας του βουτυρόμετρου και από το μικρό άνοιγμα προστίθεται θειΐκό οξύ (d=1,53), όσο χρειάζεται για να σκεπαστεί το τυρί. Κλείνεται το άνοιγμα με λαστιχένιο πώμα και το βουτυρόμετρο θερμαίνεται σε υδατόλουτρο (65οC), με ελαφρά ανακίνηση, μέχρι να διαλυθούν τελείως οι πρωτεΐνες του δείγματος (t=30 min).
· Προστίθεται 1 ml αμυλικής αλκοόλης (d=0,815) και το μίγμα ανακινείται ελαφρά.
· Προστίθεται τόσο θειΐκό οξύ (d=1,53), ώστε η στάθμη του μίγματος να βρίσκεται μέσα στη βαθμολογημένη κλίμακα.
· Πωματίζεται το βουτυρόμετρο, ανακατεύεται καλά και τοποθετείται σε υδατόλουτρο 65οC για ~10 min.
· Φυγοκέντρηση για 5 min σε θερμαινόμενη φυγόκεντρο 65°C και 1200 rpm, και επανατοποθέτηση σε υδατόλουτρο για 5 min. 
· Η ανάγνωση του αποτελέσματος (g λίπους / 100g τυριού) επαναλαμβάνεται και κατόπιν νέας φυγοκέντρησης και τοποθέτησης σε υδατόλουτρο.
[image: Î�Ï�Î¿Ï�Î­Î»ÎµÏ�Î¼Î± ÎµÎ¹ÎºÏ�Î½Î±Ï� Î³Î¹Î± Ï�Ï�Î¿Ï�Î´Î¹Î¿Ï�Î¹Ï�Î¼Î¿Ï� Ï�ÎµÏ�Ï�Î± Ï�Î¿Ï� Ï�Ï�Ï�Î¹Î¿Ï�][image: C:\Users\USER\AppData\Local\Microsoft\Windows\INetCache\Content.Word\20180208_102114.jpg]





[bookmark: _Toc518242842]Εικόνα 16: Βουτυρόμετρα  τυριού 


Αλάτι

Ο προσδιορισμός του χλωριούχου νατρίου έγινε με τη Μέθοδο Vohlard.
· Σε κωνική φιάλη ζυγίζονται 6g τυριού και προστίθενται 50ml AgNO3 0,1Ν.
· Προστίθενται 20ml πυκνού ΗΝO3 και 100 ml απεσταγμένου νερού.
· Τοποθετείται η κωνική φιάλη σε θερμαντικό σώμα και φέρεται όλο το μίγμα σε θερμοκρασία 150οC μέχρι βρασμού.
· Προστίθενται 30 ml KMnO4 5% σε εξι δόσεις, από 5 ml τη φορά μετά τον αποχρωματισμό του δείγματος ( Το σκούρο χρώμα γίνεται κίτρινο/μπεζ).
· Μετά τον αποχρωματισμό αφήνεται το διάλυμα να κρυώσει.
· Μόλις σχηματιστεί ίζημα το υπερκείμενο διάλυμα διηθείται.
· Με ογκομετρικό κύλινδρο μεταφέρονται 100 ml του διηθήματος σε κωνική φιάλη και προστίθεται 1 ml διαλύματος ferric ammonium sulfate ως δείκτη.
· Τιτλοδότηση με διάλυμα 0,1 mol / L θειοκυανικού καλίου. 
(Εμφάνιση σκούρου κόκκινου χρώματος λόγω του συμπλόκου θειοκυανικού σιδήρου)
· Επανάληψη  τιτλοδότησης με δείγματα των 100 ml του διαλύματος εκχυλίσματος τυριού.

Η επί τοις % περιεκτικότητα του τυριού σε αλάτι δίνεται από τον τύπο:


Όπου:

V1 = τα ml του 0,1Ν AgNO3 που χρησιμοποιήθηκαν (25ml)
V2 = τα ml του 0,1Ν KSCN που καταναλώθηκαν για την τιτλοδότηση
Ρ = το βάρος (3g) του τυριού που χρησιμοποιήθηκε για την ανάλυση


Πρωτεΐνη 
 
Πολλές είναι οι μέθοδοι που εφαρμόζονται για τον προσδιορισμό του οργανικού αζώτου στα τρόφιμα από το οποίο με διάφορους συντελεστές υπολογίζεται η τις % περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες. Οι μέθοδοι αυτές είναι ειδικές μέθοδοι καύσης στις οποίες το οργανικό άζωτο προσδιορίζεται με τη μορφή αμμωνίας (μέθοδος Kjeldahl) ή με τη μορφή αερίου αζώτου (μέθοδος Dumas).
Για τα γαλακτοκομικά προϊόντα χρησιμοποιείται ο συντελεστής  6,38.
Για τον προσδιορισμό του ολικού αζώτου στο τυρί χρησιμοποιήθηκε η Μέθοδος Kjeldahl.

Αρχή Μεθόδου
Κατάλληλη ποσότητα τυριού υποβάλλεται σε υγρή καύση με πυκνό θειικό οξύ παρουσία θειικού καλίου και θειικού χαλκού. Η αμμωνία ψύχεται και διαβιβάζεται σε διάλυμα βορικού οξέος που δεσμεύεται με τη μορφή βορικού αμμωνίου. Ακολουθεί ογκομέτρηση με υδροχλωρικό οξύ (HCl)  και δείκτη (μίγμα ερυθρού του μεθυλίου και πράσινου της βρωμοκρεσόλης), με τον όγκο του HCl  που καταναλώνεται να προσδιορίζει την περιεχόμενη αμμωνία. 
Η μέθοδος KJeldahl περιλαμβάνει τρία στάδια:  1. την καύση του δείγματος, 2. την απόσταξη και 3. την τιτλοδότηση.
Πειραματικό μέρος
· Ζυγίζονται 1 g τυριού και τοποθετούνται στην ειδική φιάλη πέψης.
· Προσθήκη στη φιάλη πέψης 2 δισκία  Kjeltabs (5g K2SO4 & 0,5g CuSO4 H2O) και 25ml πυκνού H2SO4.
· Η φιάλη ανακινείται προσεκτικά προκειμένου να αναμιχθούν τα αντιδραστήρια με το δείγμα και τοποθετείται στη συνέχεια στη συσκευή καύσης Kjeldahl.
· Το περιεχόμενό της φιάλης, μετά από μια καλή ανάμιξη που επιτυγχάνεται με διαδοχικές περιστροφές της, θερμαίνεται προκειμένου να αποστάξει πλήρως η αμμωνία. Η θέρμανση πρέπει να είναι αρχικώς ήπια και ακολούθως εντονότερη, ώστε να αποφευχθεί ο έντονος αφρισμός (Απόσταξη αμμωνίας).
· Αφήνεται το δείγμα για ψύξη.
· Τοποθέτηση της φιάλης πέψης στη συσκευή απόσταξης (80 ml H2O, 90 ml NaOH 40%, 50ml H3BO3 4%).
· Μετά τη συλλογή του αποστάγματος διακόπτεται η θέρμανση και απομακρύνεται η φιάλη Kjeldahl από τη συσκευή.
· Προσθήκη 2-3 σταγόνων δείκτη ( 0.2% ερυθρό του μεθυλίου και 0.2% πράσινο της βρωμοκρεσόλης σε αναλογία 1:5).
· Τιτλοδότηση του αποστάγματος με HCL 0.1N (μετατροπή γαλάζιου χρώματος σε ροζ)
· Πραγματοποιείται λευκός προσδιορισμός στα αντιδραστήρια.

Η επί τοις % περιεκτικότητα του τυριού σε ολικό άζωτο δίνεται από τον τύπο:

% Ολικό άζωτο



Όπου:
α: ml HCL που καταναλώθηκαν κατά τον προσδιορισμό στο τυρί                                                             β: ml HCL που καταναλώθηκαν κατά τον λευκό προσδιορισμό                                               Ν: κανονικότητα του HCL                                                                                                                 Β: το βάρος του δείγματος σε g
Η περιεκτικότητα του τυριού σε πρωτεΐνη ισούται με το % Ολικό άζωτο * 6,38
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[bookmark: _Toc518242843]Εικόνα 17: Συσκευή καύσης που χρησιμοποιήθηκε στη δοκιμή Kjeldahl


 Ash (Τέφρα) 
[bookmark: _Toc513026890][bookmark: _Toc513035278][bookmark: _Toc513035628][bookmark: _Toc513035993][bookmark: _Toc516398020][bookmark: _Toc516931918][bookmark: _Toc516936258][bookmark: _Toc516997157][bookmark: _Toc517000970][bookmark: _Toc517003758][bookmark: _Toc517651503][bookmark: _Toc517699301]Η τέφρα ενός τροφίμου ορίζεται ως το απομένον ανόργανο υπόλειμμα μετά την τέλεια καύση του τροφίμου. Ο προσδιορισμός της στο τυρί έγινε σύμφωνα με την μέθοδο:

AOAC Official Method 935.42
Ζυγίζονται 3-5g δείγματος σε δισκία. Η καύση γίνεται σε κλίβανο στους 550°С για 1 ώρα. Αφήνεται να κρυώσει και μετά ζυγίζεται. 

[bookmark: _Toc517651504][bookmark: _Toc517699302]Μεταγονιδιωματική ανάλυση

Η απομόνωση του ολικού DNA από τα δείγματα νωπού αίγειου γάλακτος και των νωπών τυριών Χαλίτζι των 40 και 60 ημερών ωρίμανσης πραγματοποιήθηκε με πρωτόκολλο που αναπτύχθηκε στο Εργαστήριο της Γαλακτοκομίας του Γεωπονικού Πανεπιστημίου Αθηνών.
Τα στάδια της διαδικασίας περιγράφονται και είναι τα ακόλουθα:
1. Προσθήκη 0,5 mL γάλακτος ή 0,5 g τυριού σε μικροφιαλίδιο eppendorf. 
2. Προσθήκη 1 mL αποστειρωμένου νερού.
3. Φυγοκέντρηση 12.500 rpm / 10 min / 4 οC. 
4. Στα δείγματα τυριών αφαίρεση του λίπους από την επιφάνεια και απόχυση του υπερκειμένου. Στο δείγμα γάλακτος απόχυση του υπερκειμένου.
5. Επανάληψη της διαδικασίας έτσι ώστε να αφαιρεθεί όσον το δυνατόν περισσότερο λίπος στα δείγματα των τυριών.
6. Προσθήκη 1 mL αποστειρωμένου νερού και επώαση στους 65 οC / 10 min.
7. Φυγοκέντρηση 12.500 rpm / 10 min / RT και απόχυση του υπερκειμένου.
8. Στο ίζημα προστίθενται 600 μL λυσοζύμης (50 mg/mL) (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh Munich, Germany) διαλυμένη σε 1,5 ml ΤΕ buffer (10 mmol/L Tris-HCl,  1 mmol/L EDTA, pH 8), 40 μL μουτανολυσίνης (5 U/μL) και 100 μL RNΑάσης A (10 mg/ml) (Sigma kit, GenElute). 
9. Επώαση στους 37oC / 3 h με περιοδική ανάδευση των eppendorfs. 
10. Προσθήκη 20 μL πρωτεϊνάσης Κ (25 mg/ml). Επώαση  στους 55 oC / 1 h με περιοδική ανάδευση των eppendorfs.
11. Προσθήκη 0,5 mL GES (60 g mol/L guanidium thiocynate, 0,5 mol/L EDTA, 5 % v/v sarcosyl), ήπια ανάδευση και ψύξη σε πάγο για 5 min.
12. Προσθήκη 250 μL οξικού αμμωνίου (7,5 mol/L), ήπια ανάδευση και παραμονή στον πάγο για 10 min.
13. Προσθήκη 500 μL χλωροφορμίου και έντονη ανάδευση.
14. Φυγοκέντρηση 13.000 rpm / 15 min / 4 oC.
15. Μεταφορά 1 mL υπερκειμένου σε νέο eppendorf. 
16. Προσθήκη φαινόλης-χλωροφορμίου σε αναλογία φαινόλη:χλωροφόρμιο:δείγμα 1:0,5:0,5 και ήπια ανάδευση.
17. Φυγοκέντρηση στις 12.500 rpm / 10 min και μεταφορά του υπερκείμενου σε νέο eppendorf.
18. Επανάληψη βημάτων 16 και 17.
19. Μεταφορά του υπερκείμενου σε νέο eppendorf και προσθήκη ίσου όγκου χλωροφορμίου.
20. Φυγοκέντρηση στις 12.500 rpm / 10 min και μεταφορά του υπερκείμενου σε νέο eppendorf.
21. Επανάληψη βημάτων 19 και 20. 
22. Προσθήκη 0,1 του όγκου οξικό νάτριο (pH 5,2) και 0,54 του όγκου ισοπροπανόλη.
23. Παραμονή των δειγμάτων για 12 h στους -20 οC.
24. Την επόμενη ημέρα φυγοκέντρηση στις 12.500 rpm / 10 min και απόχυση του υπερκείμενου.
25. Προσθήκη 0,7 mL παγωμένης αιθανόλης (70% v/v).
26. Φυγοκέντρηση στις 8.000 rpm / 5  min / 4 oC  και απόχυση υπερκειμένου. 
27. Πλήρης απομάκρυνση της αιθανόλης με φυγοκέντρηση και απόχυση. Tοποθέτηση των δειγμάτων στους 37 οC / 2-3 min για να εξατμιστεί η εναπομένουσα αιθανόλη.
28. Διαλυτοποίηση του DNA σε 40-60 μL διαλύματος ΤΕ ανάλογα με το μέγεθος του ιζήματος.
29. Τοποθέτηση  των eppendorfs στους 37 oC / 24 h  και έπειτα στους 4 oC για συντήρηση.

Η συγκέντρωση του DNA (Πίνακας 10) που απομονώθηκε μετρήθηκε με το φωτόμετρο Quawell Q5000 Read First (Quawell Technology,Inc,San Jose, CA 95161 U.S.A.) σε 2μl του εκχυλίσματος. Για την επιβεβαίωση της παρουσίας DNA βακτηρίων και ζυμών στο δείγμα του γάλακτος και των 2 τυριών έγιναν τα 16S και ITS PCR τα οποία ενισχύουν το γονίδιο 16S rRNA των βακτηρίων και την περιοχή ITS των ζυμών χρησιμοποιώντας τους 16S F / 16S R και ITS1 / ITS4 primers, αντίστοιχα. Θετικοί μάρτυρες ήταν το DNA από καθαρή καλλιέργεια του Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis και της Yarrowia lipolytica για τα 2 PCR των βακτηρίων και ζυμών, αντίστοιχα. Για τις αντιδράσεις PCR χρησιμοποιήθηκε ο θερμικός κυκλοποιητής Mastercycler Gradient (Eppendorf, Hamburg, Germany).



[bookmark: _Toc518242875]Πίνακας 10: Συγκεντρώσεις DNA και λόγος 260/280 για τα δείγματα που μελετήθηκαν
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Οι συνθήκες αντίδρασης του 16S rRNA PCR είναι οι ακόλουθες: 
· 2 min στους 94 οC
· 30 s στους 94 οC30 κύκλοι

· 30 s στους 56 οC
· 1 min και 20 s στους 72 οC
· 5 min στους 72 οC
· Παραμονή στους 10 οC
Οι συνθήκες αντίδρασης του ITS PCR είναι οι ακόλουθες:
· 2 min στους 95 οC
· 30 s στους 95 οC35 κύκλοι

· 30 s στους 55 οC
· 1 min στους 72 οC
· 10 min στους 72 οC
· Παραμονή στους 10 οC
Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε ηλεκτροφόρηση των προϊόντων της PCR σε πηκτή αγαρόζης. Μετά την επιβεβαίωση της παρουσίας βακτηριακού DNA και DNA ζυμών, τα δείγματα DNA των 2 τυριών και του γάλακτος στάλθηκαν για αλληλούχηση στην εταιρία Molecular Research Laboratory (MRDNA) (Shallowater, Texas, USA).
[bookmark: _Toc517651505][bookmark: _Toc517699303]Οργανοληπτική εξέταση

Στα πλαίσια προσδιορισμού των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών του τυριού πραγματοποιήθηκε οργανοληπτική αξιολόγηση σε μία ομάδα μη εξειδικευμένων δοκιμαστών-καταναλωτών (φοιτητές του τμήματος Γεωπονικών Επιστημών, Βιοτεχνολογίας και Επιστήμης Τροφίμων του Τεχνολογικού Πανεπιστημίου Κύπρου), οι οποίοι συμπλήρωσαν με βάση την προσωπική τους κρίση και καταναλωτική τους προτίμηση το φύλλο αξιολόγησης που επισυνάπτεται (ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II). Τα δείγματα τυριών κατηγοριοποιούνται σε νωπό, παστεριωμένο και παστεριωμένο + καλλιέργεια τυρί Χαλίτζι 40 και 60 ημερών ωρίμανσης και εξετάστηκαν ως προς τις παραμέτρους: Εμφάνιση, Υφή, Οσμή, Γεύση και Επίγευση. 
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Γενικά, το Χαλίτζι αποτελεί παραδοσιακό τυρί της Κύπρου το οποίο δεν είναι ιδιαίτερα γνωστό, ακόμη και στους κατοίκους του ίδιου του νησιού. Μπορεί το τυρί Χαλίτζι να παράγεται σε μικρή κλίμακα, σε επίπεδο οικογενειακών επιχειρήσεων, δεν παύει όμως να κινεί το ενδιαφέρον στο τομέα των παραδοσιακών γαλακτοκομικών προϊόντων. Οι αναφορές στο συγκεκριμένο τυρί είναι ελάχιστες έως και μηδαμινές. Ωστόσο, το Χαλίτζι Τηλλυρίας έχει ιδιαίτερο τεχνολογικό χαρακτήρα με έντονα και ευχάριστα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά. Επομένως, η παρούσα έρευνα αποτελεί σαφώς την αρχή της μελέτης του τυριού αυτού, τόσο στα μικροβιολογικά και φυσικοχημικά χαρακτηριστικά του όσο και στα οργανοληπτικά.  Αξίζει να τονιστεί ότι μέσω της παρούσας μελέτης περιγράφεται για πρώτη φορά το προφίλ του «ξεχασμένου» αυτού τυριού.
Στο πλαίσιο της μελέτης πραγματοποιήθηκαν δύο διαδοχικές τυροκομήσεις σε ένα μικρό τυροκομείο της περιοχής Τηλλυρίας της Κύπρου, από τις οποίες συλλέχθηκαν δείγματα προς ανάλυση. Πιο συγκεκριμένα, τα δείγματα αναλύθηκαν ως προς την μικροβιακή τους χλωρίδα με κλασσικές μικροβιολογικές αναλύσεις καθώς επίσης, και ένας αριθμός δειγμάτων χρησιμοποιώντας την προσέγγιση της μεταγονιδιωματικής. Παράλληλα, τα δείγματα μελετήθηκαν ως προς τα φυσικοχημικά τους χαρακτηριστικά αλλά και μέσω οργανοληπτικής εξέτασης σε ομάδα μη εξειδικευμένων εξεταστών (φοιτητές) προσδιορίστηκαν τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του τυριού. 
Το γάλα συλλέχθηκε από αίγες ελευθέρας βοσκής τον μήνα Οκτώβριο, εποχή που το γάλα δεν είναι ιδιαίτερα άφθονο. Το pH του γάλακτος πριν την επεξεργασία μετρήθηκε σε 6.7 καθώς επίσης, η μέση φυσικοχημική σύσταση του φαίνεται στον Πίνακα 11. Σύμφωνα με τον Young W. Park, η μέση σύσταση του αίγειου γάλακτος είναι 3,8% λιπαρά, 3,5% πρωτεΐνη, 4,1% λακτόζη  και 12,2% ολικά στερεά (Y. Park, 2010). Συγκριτικά με τη σύσταση του αίγειου γάλακτος που χρησιμοποιήθηκε στις τυροκομήσεις που πραγματοποιήθηκαν στην παρούσα μελέτη, δεν διέφεραν σε μεγάλο βαθμό. Η ποιότητα και η σύσταση του αίγειου γάλακτος εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, μεταξύ άλλων: η διατροφή, η ηλικία, η κατάσταση υγείας του ζώου, το σωματικό βάρος, το στάδιο γαλουχίας, ο αριθμός καθημερινών αρμεγμάτων, οι καιρικές συνθήκες κ.α (Kučević, Pihler, Plavšić, & Vuković, 2016). 
	ΧΗΜΙΚΗ ΣΥΣΤΑΣΗ ΝΩΠΟΥ ΑΙΓΕΙΟΥ ΓΑΛΑΚΤΟΣ
	ΤΥΡΟΚΟΜΗΣΗ

	
	
	
	

	pH
	6.7

(%)
	ΕΙΔΟΣ ΤΥΡΙΟΥ
	AΠΟΔΟΣΗ ΣΕ ΤΥΡΙ (kg)/10L ΓΑΛΑ

	ΛΙΠΟΣ
	4,49±0,01
	A
	1.5

	ΠΡΩΤΕΙΝΗ
	3,93±0,01
	B
	1.5

	ΛΑΚΤΟΖΗ
	5,66±0,03
	C
	1.7

	ΣΥΑΛ*
	10,42±0,02 
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 *ΣΥΑΛ: Στερεό Υπόλειμμα Άνευ Λίπους

Η μέση απόδοση του γάλακτος σε τυρί Χαλίτζι διαφέρει ανάλογα με τον τύπο της τυροκόμησης, όπως διακρίνεται στον Πίνακα 11. Παρατηρείται, ότι η απόδοση σε τυρί του είδους C είναι μεγαλύτερη. Αποδεδειγμένα, η απόδοση του γάλακτος σε τυρί εξαρτάται από το είδος και τη χημική σύσταση του γάλακτος, κυρίως του ποσοστού λίπους και καζεΐνης, αναλόγως του είδους του τυριού που θα παρασκευαστεί (ΥΠΟΥΡΓΕΙΟ ΓΕΩΡΓΙΑΣ, ΦΥΣΙΚΩΝ ΠΟΡΩΝ ΚΑΙ ΠΕΡΙΒΑΛΛΝΤΟΣ, ΥΠΟΥΡΓΕΙΟ ΓΕΩΡΓΙΑΣ ΚΥΠΡΟΥ, 2014). Εντούτοις, παρόλο που το γάλα που χρησιμοποιήθηκε ήταν το ίδιο και για τις τρεις τυροκομήσεις, όπως φαίνεται και στον πιο πάνω Πίνακα, η απόδοση σε C τυρί ήταν 1,7 kg/10L γάλα, ενώ η απόδοση σε νωπό και παστεριωμένο τυρί ήταν 1,5kg/10L γάλα. Σύμφωνα με μελέτη των G, Jose et al. στο Kολομβιανό τυρί Сosteño, η απόδοση του γάλακτος σε τυρί αυξάνεται με την προσθήκη καλλιέργειας εκκίνησης κατά την τυροκόμηση.

[bookmark: _Toc517699305]Μικροβιολογικές αναλύσεις 
Το μικροβιακό φορτίο του τυριού εξαρτάται από τη ποιότητα του γάλακτος που αποτελεί την πρώτη ύλη για τη παρασκευή του τυριού αλλά και από πολλές άλλες αιτίες, όπως είναι η διαδικασία παρασκευής και ωρίμανσης. Η μικροβιολογική ποιότητα του νωπού γάλακτος εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, όπως είναι οι συνθήκες αρμέγματος, συνθήκες αποθήκευσης, ψύξης καθώς και ο χρόνος συντήρησης πριν από τον μετασχηματισμό του γάλακτος σε τυρί. Παράλληλα, η παρουσία των οξυγαλακτικών βακτηρίων στο νωπό γάλα ποικίλλει από την άποψη της σύνθεσης των ειδών που επιτυγχάνονται κατά την πήξη, όταν τα περισσότερα βακτήρια που υπάρχουν στο γάλα παγιδεύονται στο τυρόπηγμα (Gaglio et al., 2016). 
Αρχικά, το νωπό αίγειο γάλα που χρησιμοποιήθηκε διέθετε μια μικροβιακή χλωρίδα, η οποία παρουσιάζεται στον Πίνακα 12. Επιπλέον, στον Πίνακα 12 φαίνεται η μικροβιακή χλωρίδα του αίγειου γάλακτος μετά την παστερίωση.
	Microbiological Group
	ΝΩΠΟ  ΓΑΛΑ (log cfu/ml)
	ΠΑΣΤΕΡΙΩΜΕΝΟ ΓΑΛΑ                  (log cfu/ml)

	Thermophilic cocci
	5.5±0.71
	2,88±0,71

	Thermophilic lactobacilli
	5.7±3.54
	3.85±1,41

	Mesophilic lactobacilli
	7.8±4.24
	4,02±3,54

	Mesophilic cocci
	8.2±4.95
	4,04±2,83

	Enterococci
	3.3
	-

	Micrococci
	4.0±3.54
	1.7±0.71

	Staphylococci
	7.9±2.12
	-

	NSLAB
	TMTC*
	5.1±2.83

	Total plate count (ΟΜΧ)
	TMTC*
	4,7±2,83

	Yeasts
	4.9±1.41
	-

	Coliforms
	not detected
	-

	Listeria monocytogenes
	not detected
	-


Πίνακας 12: Πληθυσμοί μικροβιακής χλωρίδας (log cfu/ml) νωπού αίγειου και μετά από παστερίωση γάλακτος που χρησιμοποιήθηκε για τη τυροκόμηση.
*TMTC: Too many too count (>300 αποικίες/τρυβλίο)

Το νωπό γάλα αποτελεί  ένα ευνοϊκό υπόστρωμα στην ανάπτυξη ενός ποικίλου και πολύπλοκου μικροβιακού πληθυσμού. Εξαιτίας της υψηλής περιεκτικότητας του γάλακτος σε θρεπτικά συστατικά όπως είναι οι πρωτεΐνες, τα λίπη, οι υδατάνθρακες, οι βιταμίνες, τα μέταλλα και τα απαραίτητα αμινοξέα, όλα σχεδόν σε ουδέτερο pH και σε υψηλή ενεργότητα νερού (aw), το γάλα αποτελεί ένα ευνοϊκό περιβάλλον για την ανάπτυξη μικροοργανισμών. Κυρίαρχοι μικροοργανισμοί στο νωπό γάλα αποτελούν οι πληθυσμοί των οξυγαλακτικών βακτηρίων με κυριότερα γένη: Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus και Enterococcus (Quigley et al., 2013). Σύμφωνα με την Οδηγία 92/46 (Π. Δ. 56/95) το νωπό αιγοπρόβειο γάλα κατά την παραλαβή του από την εκμετάλλευση προς επεξεργασία θα πρέπει να μην υπερβαίνει  τα 1.500.000/ml για την παρασκευή θερμικά επεξεργασμένου γάλακτος ή προϊόντων και τα 500.000/ml για την παρασκευή προϊόντων χωρίς θερμική επεξεργασία. Στη συγκεκριμένη περίπτωση ο αριθμός των μικροβίων υπολογίζεται να υπερβαίνει το όριο καθώς μέχρι την αραίωση 10-5 ο αριθμός τους ήταν περισσότερος από 300 αποικίες/τρυβλίο. Ταυτόχρονα, φαίνεται ότι οι κυρίαρχοι πληθυσμοί στο αίγειο γάλα που χρησιμοποιήθηκε προς τυροκόμηση ήταν οι Mesophilic cocci με 8.2 log cfu/ml, Mesophilic lactobacilli με 7.8 log cfu/ml και Staphylococci με  7.9 log cfu/ml. Ο αριθμός των γαλακτοβάκιλλων στο νωπό γάλα αυξάνεται με την πάροδο της παρασκευής των γαλακτοκομικών προϊόντων τα οποία τείνουν να κυριαρχήσουν κατά την ωρίμανση των τυριών (Quigley et al., 2013). Αξίζει να τονιστεί, ότι δεν παρατηρήθηκε ανάπτυξη κολοβακτηριδίων καθώς επίσης και του παθογόνου βακτηρίου Listeria monocytogenes. Η παρουσία των κολοβακτηριδίων στο γάλα και στα γαλακτοκομικά προϊόντα αποτελεί ένδειξη κακής υγιεινής και ακατάλληλου χειρισμού είτε του γάλακτος είτε του εξοπλισμού (Salman & Hamad, 2011). Η Listeria monocytogenes, υπήρξε αιτιολογικός παράγοντας σε αρκετές εστίες τροφικής νόσου όπως είναι τα μεξικάνικα τυριά, γαλλικά τυριά Brie κ.α. Η επιμόλυνση μετά την επεξεργασία παραγωγής του τυριού, προέρχεται από το νωπό γάλα ή από την περιβαλλοντική μόλυνση που αποτελεί πηγή του βακτηρίου (Liewen & Plautz, 1988). Επομένως, αφού το νωπό αίγειο γάλα που χρησιμοποιήθηκε δεν περιείχε το συγκεκριμένο παθογόνο, τα τυριά που παρασκευάστηκαν με πρώτη υλη αυτό, είναι πιθανόν να μην αναπτύξουν το συγκεκριμένο βακτήριο, εκτός και αν υπάρξει επιμόλυνση είτε κατά την παρασκευή είτε κατά τη διαδικασία ωρίμανσης των τυριών. Σύμφωνα με μελέτες που πραγματοποιήθηκαν στα πλαίσια της Υπηρεσίας Τροφίμων και Φαρμάκων και του Υπουργείου Γεωργίας των ΗΠΑ, αποδείχθηκε ότι τα κύτταρα της Listeria monocytogenes δεν επιβιώνουν σε θερμοκρασίες παστερίωσης του γάλακτος (Knabel, Walker, Hartman, & Mendonca, 1990).  
Χρησιμοποιωντας ως πρώτη ύλη το αίγειο γάλα που περιγράφεται πιο πάνω, πραγματοποιήθηκαν τρεις τυροκομήσεις επί δυο επαναλήψεις που περιλάμβαναν: (A) τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά (B) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με εμπορική πυτιά και (C) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς και καλλιέργειας. Ακολούθησε ωρίμανση των τυριών και έπειτα υποβλήθηκαν σε κλασσικές μικροβιολογικές αναλύσεις, των οποίων τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 2.

[image: ][bookmark: _Toc518242897]Διάγραμμα 2: Μικροβιακοί πληθυσμοί των τριών τύπων τυριών που προέκυψαν από τις τρεις τυροκομήσεις: A, B και C, στα διάφορα στάδια ωρίμανσης τους (1η, 7η, 20η, 40η, 60η  ημέρα ωρίμανσης).


Οι πληθυσμοί των μικροοργανισμών που αναπτύχθηκαν στα δείγματα τυριών που μελετήθηκαν διέφεραν σε σχέση με τον τύπο και το χρόνο ωρίμανσης του τυριού. Σαφώς, τα δείγματα νωπών τυριών είχαν αυξημένο μικροβιακό φορτίο από τα δείγματα παστεριωμένων τυριών. Η θέρμανση του γάλακτος σε θερμοκρασία 62,8 °C για 30 λεπτά ή 71,7 °C για 15 δευτερόλεπτα (θερμοκρασίες Παστερίωσης) έχει ως αποτέλεσμα τη θανάτωση των μη σπορογόνων παθογόνων βακτηρίων, καθώς και των βακτηρίων αλλοίωσης. Όπως διαπιστώνεται από το Διάγραμμα 2, το μέγεθος του μικροβιακού φορτίου και των τριών τύπων: A, B και C μειώνεται με την πάροδο του χρόνου ωρίμανσης των τυριών.
 Αρχικά, σύμφωνα με τις μικροβιολογικές αναλύσεις σε κανένα από τα τυριά και σε κανένα στάδιο της ωρίμανσης τους, δεν ανιχνεύτηκε το παθογόνο βακτήριο Listeria monocytogenes. Παράλληλα, ενώ στο νωπό αίγειο γάλα δεν παρατηρήθηκε ανάπτυξη κολοβακτηριδίων, όπως φαίνεται με τον μετασχηματισμό του γάλακτος σε τυρί παρουσιάστηκε ανάπτυξη της συγκεκριμένης ομάδας μικροοργανισμών. Η ανάπτυξη κολοβακτηριδίων στα τυριά (Διάγραμμα 3) παρατηρήθηκε στο στάδιο της 7ης ημέρας ωρίμανσης, με μέσες λογαριθμικές τιμές 1.4 έως 3.9 cfu/g, με εντονότερη αυτή του A τυριού. Εντούτοις, στο στάδιο των 40 ημερών ωρίμανσης, δεν ανιχνεύθηκαν πληθυσμοί κολοβακτηριδίων σε κανένα από τα τυριά, ενώ στις 60 ημέρες παρατηρείται ανάπτυξη και πάλι στα τυριά B και C.  Τα κολοβακτηρίδια συνήθως εξαφανίζονται με την ωρίμανση σε λευκά τυριά άλμης (Efstathios & Anna, 2008).
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[bookmark: _Toc518242898]Διάγραμμα 3: : Μεταβολές των κολοβακτηριδίων (Coliforms) στα τυριά A, B  και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

	Η Ολική Μικροβιακή Χλωρίδα (ΟΜΧ) διέφερε μεταξύ των τριών τύπων τυριού, Διάγραμμα 4. Μετά από 24 ώρες ωρίμανσης των τυριών Χαλίτζι, το μέγεθος του πληθυσμού των ΟΜΧ ήταν αυξημένο, από 7.8  log cfu/g (C), 9.7 log cfu/g (B) μέχρι 9.8 log cfu/g (A). Ενώ, ο πληθυσμός στα A και B τυριά μειωνόταν μέχρι την 40η ημέρα ωρίμανσης, στο C τυρί παρατηρήθηκε εμφανές αύξηση των βακτηρίων εξαιτίας της δράσης της καλλιέργειας εκκίνησης, την 7η  ημέρα ωρίμανσης και ακολούθως πτώση μέχρι την 40η ημέρα. Τέλος, την 60η ημέρα παρατηρήθηκε μικρή αύξηση του φορτίου ΟΜΧ σε όλους τους τύπους τυριών, με αυτό του C να έχει το μεγαλύτερο (8.6 log cfu/g). Ο ρυθμός μεταβολής της ΟΜΧ είναι σύμφωνος με προηγούμενη μελέτη σε αίγειο τυρί (Guizani, Al-attabi, Kasapis, & Gaafar, 2007).
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[bookmark: _Toc518242899]Διάγραμμα 4: Μεταβολές της Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας (ΟΜΧ) στα τυριά A, B  και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Τα non-starter lactic acid bacteria (NSLAB) είναι μεσόφιλοι γαλακτοβάκιλλοι και πεδιόκοκκοι, οι οποίοι αποτελούν σημαντικό τμήμα της μικροβιακής χλωρίδας των περισσότερων ποικιλιών τυριών ωρίμανσης (Beresford, Fitzsimons, Brennan, & Cogan, 2001). Όπως διαπιστώνεται από το Διάγραμμα 5, και στους τρεις τύπους τυριών ο πληθυσμός των NSLAB την 1η ημέρα ωρίμανσης δεν διέφερε, εφόσον κυμαινόταν από 8.5 log cfu/g (B) έως 8.7 log cfu/g (A & C).  Με την πάροδο της διαδικασίας ωρίμανσης, παρατηρείται πτώση του πληθυσμού μέχρι την 40η ημέρα ωρίμανσης και ελάχιστη αύξηση του την 60η ημέρα ωρίμανσης των τυριών. Όπως φάνηκε, ο πληθυσμός στον NSLAB στο τελευταίο στάδιο ωρίμανσης (60 ημερών), βρίσκεται στο ίδιο επίπεδο για όλα τα τυριά, με μέσες λογαριθμικές τιμές 7.7 log cfu/g σε νωπό και παστεριωμένο με προσθήκη καλλιέργειας τυρί και 7.8 log cfu/g σε παστεριωμένο τυρί.
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[bookmark: _Toc518242900]Διάγραμμα 5: Μεταβολές των NSLAB στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Οι μικρόκοκκοι βρέθηκαν σε αξιοσημείωτους πληθυσμούς κυμαινόμενοι από 5.9 log cfu/g στο C τυρί, 6.4 log cfu/g στο B τυρί μέχρι 7.1 log cfu/g στο A τυρί, την πρώτη ημέρα ωρίμανσης. Ακολούθως, με την πάροδο του χρόνου ωρίμανσης το μικροβιακό φορτίο των μικρόκοκκων μειώνεται  αισθητά με τους πληθυσμούς να φτάνουν το 2.4 log cfu/g στο B τυρί, 2.5 log cfu/g στο A τυρί και 2.6 log cfu/g στο C τυρί. Οι μικρόκοκκοι ακόμη και σε χαμηλά επίπεδα έχουν ανιχνευτεί σε πολλές ποικιλίες τυριών, καθώς έχουν την ικανότητα επιβίωσης κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης, πιθανώς λόγω της αντοχής τους στο αλάτι. Παράλληλα, το χαμηλό οξειδοαναγωγικό δυναμικό που επικρατεί μέσα στο τυρί ίσως αποτελεί το λόγο του χαμηλού ρυθμού ανάπτυξης των μικρόκκοκων κατά την ωρίμανση την τυριών (Guizani et al., 2007). Τέλος, οι μικροκόκκοι παράγουν πρωτεολυτικά, εστερολυτικά και λιπολυτικά ένζυμα τα οποία δρουν ευεργετικά στην ανάπτυξη της γεύσης και του αρώματος του τυριού (Bintsis & Papademas, 2002).
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[bookmark: _Toc518242901]Διάγραμμα 6: Μεταβολές των μικρόκοκκων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Οι εντερόκοκκοι είναι βακτήρια που χαρακτηρίζονται από ένα ευρύ φάσμα κατανομής, με αντοχή σε υψηλές θερμοκρασίες και συγκεντρώσεις άλατος ευνοώντας έτσι την ανάπτυξή τους στα τυριά (Code & Ja, 2004). Για το λόγο αυτό οι εντερόκοκκοι (Διάγραμμα 7) ανιχνεύθηκαν σε υψηλούς πληθυσμούς στα δείγματα των τυριών μετά από μια ημέρα ωρίμανσης τους, με το μέγεθος του πληθυσμού τους να κυμαίνεται από 5.7 log cfu/g  (C), 7.3 log cfu/g (B) μέχρι 7.5 log cfu/g (C). Την 7η ημέρα ωρίμανσης σημειώθηκε μικρή αύξηση του αριθμού των εντερόκοκκων και στα τρία δείγματα τυριών και εν συνέχεια πτώση μέχρι την 60η ημέρα. Με το τέλος της ωρίμανσης οι μέσες λογαριθμικές τιμές των εντερόκοκκων φθάνουν στο 2.8 log cfu/g  για το τυρί C, 3.2 log cfu/g  για το τυρί B και 4.0 log cfu/g για το τυρί A. Παρατηρείται επίσης, ότι το C τυρί περιλαμβάνει το μικρότερο αριθμό εντερόκοκκων στην αρχή και στο τέλος της ωρίμανσης.  Αρκετοί επιστήμονες υποστηρίζουν ότι ορισμένα στελέχη εντεροκόκκων σε ορισμένα τυριά είναι ιδιαίτερα επιθυμητά, συμβάλλοντας θετικά στην ανάπτυξη της γεύσης κατά την ωρίμανση τους (Gira, 2002).

[image: ]
[bookmark: _Toc518242902]Διάγραμμα 7: Μεταβολές των εντερόκοκκων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Οι ζύμες (Διάγραμμα 8) βρέθηκαν σε πληθυσμούς 1.7 log cfu/g  στο C τυρί, 5.2 log cfu/g στο B τυρί και 5.4 log cfu/g στο A τυρί μετά από 24 ώρες ωρίμανσης. Με την εξέλιξη της ωρίμανσης, ο αριθμός των ζυμών στα τυριά A και B μειωνόταν και μέχρι την 60η ημέρα έφθασε το 2.4 log cfu/g και 1.7 log cfu/g αντίστοιχα. Εντούτοις, στο C τυρί παρατηρήθηκε διακύμανση του πληθυσμού των ζυμών καθ’ όλη την διάρκεια της ωρίμανσης του τυριού. Από την 1η ημέρα μέχρι την 7η ημέρα ωρίμανσης αυξήθηκε ο πληθυσμός των ζυμών και μέχρι την 20η ημέρα μειώθηκε στο 2.6 log cfu/g. Στη συνέχεια, μέχρι την 40η ημέρα παρατηρήθηκε αύξηση (3.5 log cfu/g) και μέχρι τις 60 ημέρες σημειώθηκε πάλι μείωση του αριθμού των ζυμών (2.3 log cfu/g). Επομένως, συγκρίνοντας τα τρία είδη, το С τυρί, που σε αντίθεση με τα υπόλοιπα του έχει προστεθεί καλλιέργεια εκκίνησης κατά την τυροκόμηση, ο πληθυσμός των ζυμών αυξομειώνεται συνεχώς καθ’ όλη τη διάρκεια ωρίμανσης του. Οι ζύμες είναι ανθεκτικές σε χαμηλό pH και υψηλή αλατότητα και επομένως μπορούν να επιβιώσουν κατά την ωρίμανση των τυριών (Nyberg, 2016). 
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[bookmark: _Toc518242903]Διάγραμμα 8: Μεταβολές των ζυμών στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Στην περίπτωση των σταφυλόκοκκων (Διάγραμμα 9), παρατηρήθηκε και στα τρία είδη τυριών ένα σχετικά υψηλό αρχικό μικροβιακό φορτίο, 7.4 log cfu/g (A), 6.7 log cfu/g  (B) και 5.8 log cfu/g  (C),  που με την πάροδο του χρόνου μειωνόταν, μέχρι που την 40η ημέρα ωρίμανσης και μετά δεν ανιχνεύθηκε σε κανένα από τα δείγματα τυριού.     
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[bookmark: _Toc518242904]Διάγραμμα 9: Μεταβολές σταφυλόκοκκων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.
        Όσον αφορά τον πληθυσμό των θερμόφιλων κόκκων παρατηρήθηκε αύξηση την 7η ημέρα στο C τυρί από 7.2 log cfu/g  σε 8.4 log cfu/g , ενώ αντίθετα τα υπόλοιπα 2 είδη (A και C) τυριών παράμεινε περίπου στο ίδια επίπεδα. Εν συνέχεια, παρατηρήθηκε μείωση του πληθυσμού μέχρι το τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες). Το ύψος του φορτίου των θερμόφιλων κόκκων έφτασε στο 5.3 log cfu/g  για το B, 5.8 log cfu/g  για το C και στο 6.4 log cfu/g  για το A τυρί αντίστοιχα.
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[bookmark: _Toc518242905]Διάγραμμα 10: Μεταβολές των θερμόφιλων κόκκων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.


Οι πληθυσμοί των μεσόφιλων κόκκων που καταγράφτηκαν μετά από 24 ώρες ωρίμανσης ήταν για το A τυρί 8.8 log cfu/g, για το B τυρί 9.4 log cfu/g και για το C τυρί 7.9 log cfu/g. Από την 7η ημέρα και μετά ο πληθυσμός των μεσόφιλων κόκκων σε κάθε ένα από τα τυριά δεν σημείωσε σημαντικές διαφορές, με τους πληθυσμούς να καταγράφονται στο τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες): 6.5 log cfu/g  για το A τυρί, 6.5 log cfu/g για το B τυρί και 8.2 log cfu/g για το C τυρί. Επομένως, ο πληθυσμός των μεσόφιλων κόκκων  στο C τυρί ήταν μεγαλύτερος συγκριτικά με τα υπόλοιπα είδη τυριών (A και B). Έτσι, παρατηρείται ότι ο πληθυσμός των μεσόφιλων κόκκων έχει την ικανότητα επιβίωσης σε υψηλά επίπεδα κατά τη διάρκεια ωρίμανσης των τυριών.
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[bookmark: _Toc518242906]Διάγραμμα 11: Μεταβολές των μεσόφιλων κόκκων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.

Οι θερμόφιλοι και μεσόφιλοι γαλακτοβάκιλλοι αποτελούν μέρος των οξυγαλακτικών βακτηρίων του τυριού. Η παρουσία των μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων παρατηρήθηκε αυξημένη έναντι των θερμόφιλων γαλακτοβάκιλλων, από την αρχή (1η ημέρα) μέχρι το τέλος της ωρίμανσης (60η ημέρα) και των τριών τυριών. Ο πληθυσμός των μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων μετά το τέλος της ωρίμανσης υπολογίστηκε σε 6.0 log cfu/g στο A, 5.5 log cfu/g στο B και 6.9 log cfu/g στο C. Αναφορικά, με τον πληθυσμό των θερμόφιλων γαλακτοβάκιλλων την 60η ημέρα ωρίμανσης ήταν 4.2 log cfu/g στο A, 3.7 log cfu/g στο B και 4.0 log cfu/g στο C. Τέλος, όσον αφορά το C τυρί, παρατηρήθηκε μείωση του πληθυσμού των θερμόφιλων και μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων την 40η ημέρα ωρίμανσης και ακολούθως, αύξηση του αριθμού τους μέχρι το τέλος της ωρίμανσης (60η ημέρα). Παρ’ όλα αυτά ο πληθυσμός των μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων (6.9 log cfu/g) ήταν μεγαλύτερος από αυτόν των θερμόφιλων γαλακτοβάκιλλων (4 log cfu/g) στο τυρί C στο τέλος της ωρίμανσης (Διάγραμμα 12 & 13). Εξαιτίας του υψηλού αριθμού κυττάρων των μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων κατά την ωρίμανση, πολλοί είναι αυτοί που έχουν μελετήσει τα συγκεκριμένα βακτήρια σε αρκετά τυριά, όπως στα Cheddar και Emmental (Jordan and Cogan, 1993; McSweeney et al., 1993; Sollberger, 1994). Επιπλέον, πολλές μελέτες επεσήμαναν την πρωτεϊνική και λιπολυτική τους δράση στα τυριά. 
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[bookmark: _Toc518242907]Διάγραμμα 12: Μεταβολές των θερμόφιλων γαλακτοβάκιλλων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης. 
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[bookmark: _Toc518242908]Διάγραμμα 13: Μεταβολές μεσόφιλων γαλακτοβάκιλλων στα τυριά A, B και C κατά την διάρκεια της διαδικασίας ωρίμανσης: 1η, 7η, 20η, 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης.


[bookmark: _Toc517699306]Φυσικοχημικές αναλύσεις

Η θερμική επεξεργασία του γάλακτος κατά την παραγωγή του τυριού δεν αποτελεί μόνο έναν αποτελεσματικό τρόπο πρόληψης της επιζήμιας επίδρασης των μικροοργανισμών, αλλά προκαλεί και αλλαγές στις φυσικοχημικές ιδιότητες των συστατικών του γάλακτος, οδηγώντας τελικά σε μεταβολές των παραμέτρων ποιότητας του τυριού (Atasoy, Barbaros, & Yetis, 2008). Παράλληλα, οι μεταβολές των φυσικοχημικών παραμέτρων του τυριού που λαμβάνουν χώρα κατά την παρασκευή και ωρίμανση του είναι καθοριστικής σημασίας, αφού είναι αυτές που θα καθορίσουν τη δομή, υφή, γεύση και άρωμα του τυριού.
Η ποσότητα και  η ποιότητα των συστατικών του νωπού αίγειου γάλακτος παρουσιάζει μεγάλη παραλλακτικότητα,  που εξαρτάται από πολλούς παράγοντες, όπως είναι η διατροφή, η γαλακτική περίοδος, η φυλή κ.α. 
Στην παρούσα έρευνα χρησιμοποιήθηκε νωπό αίγειο γάλα για την πραγματοποίηση των τυροκομήσεων, με το ποσοστό των συστατικών του να παρουσιάζονται στον πιο κάτω Πίνακα. 

[bookmark: _Toc518242877]Πίνακας 15:Χημική σύσταση αίγειου γάλακτος (%)
	ΑΙΓΕΙΟ ΓΑΛΑ ΤΥΡΟΚΟΜΗΣΗΣ

	pH
	6.7

	ΛΙΠΟΣ (%)
	4,49±0,01

	ΠΡΩΤΕΪΝΗ (%) 
	3,93±0,01

	ΛΑΚΤΟΖΗ (%)
	5,66±0,03

	ΣΥΑΛ* (%)
	10,42±0,02 


	




                   
                                        *ΣΥΑΛ: Στερεό Υπόλειμμα Άνευ Λίπους

Τα στερεά άνευ λίπους (ΣΥΑΛ/SNF) περιλαμβάνουν πρωτεΐνες (καζεΐνη και πρωτεΐνη ορού γάλακτος), υδατάνθρακες (λακτόζη), μέταλλα (ασβέστιο και φώσφορο) και κάποιες διαλυτές βιταμίνες όπως την ριβοφλαβίνη.
[image: ]Πραγματοποιήθηκαν τρεις τυροκομήσεις επί δυο επαναλήψεις που περιλάμβαναν: (A) τυροκόμηση νωπού γάλακτος με εμπορική πυτιά (B) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με εμπορική πυτιά και (C) τυροκόμηση παστεριωμένου γάλακτος με προσθήκη εμπορικής πυτιάς και καλλιέργειας. Ακολούθησε ωρίμανση των τυριών για 60 ημέρες και αφού πάρθηκαν δείγματα από διάφορα στάδια ωρίμανσης πραγματοποιήθηκαν φυσικοχημικές αναλύσεις, των οποίων τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στον Πίνακα 16. 
[bookmark: _Toc518242878]Πίνακας 16: Αποτελέσματα φυσικοχημικών αναλύσεων σε τρεις τύπους αίγειου τυριού (1) A,  (2) B  και (3) C  για τα στάδια: 1ης, 7ης, 20ης, 40ης και 60ης ημέρας ωρίμανσης

    *FDM: Fat in Dry Matter
**MFFS: Moisture in Fat-Free Solids
Όπου τα είδη τυριών αντιστοιχούν σε:
A: Τυρί από νωπό αίγειο γάλα
B: Τυρί από παστεριωμένο αίγειο γάλα
C: Τυρί από παστεριωμένο αίγειο γάλα και καλλιέργεια

Οι συνολικοί δείκτες ποιότητας της σύνθεσης, όπως το MNFS και FDM, αποτελούν σημαντικούς παράγοντες στην ποιότητα των τυριών. Οι Lawrence et al. (1993) ανέφεραν, για το τυρί Cheddar, ότι ο ρυθμός πρωτεόλυσης αυξήθηκε όταν το ποσοστό MFFS ήταν ψηλό. 
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[bookmark: _Toc518242909]Διάγραμμα 14: Μεταβολή του pH κατά την ωρίμανση των τυριών A, B και C

Το pH (Διάγραμμα 14) στα τρία δείγματα τυριών μειώθηκε περισσότερο από μια μονάδα από την 1η (A: 5,92/ B: 5,96/ C: 5,72) μέχρι την 7η ημέρα ωρίμανσης των τυριών, φτάνοντας σε τιμές 4,44 (A), 4,10 (B) και 3,93 (C). Τις πρώτες ημέρες της ωρίμανσης,  παρατηρείται απότομη πτώση του pH στο C τυρί (σχεδόν 2 λογάριθμοι), πιθανόν λόγω της δράσης των μικροοργανισμών της καλλιέργειας εκκίνησης.  Μετά τις 7 ημέρες, η τιμές του pH για τα τυριά A, B και C αρχίζουν να σταθεροποιούνται, χωρίς να παρατηρούνται μεγάλες διαφορές μεταξύ των τριών τυριών στο τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες). Συγκεκριμένα, στο τέλος της ωρίμανσης, την 60η ημέρα οι μέσες τιμές του pH ήταν 3,81 στο A τυρί, 3,63 στο B τυρί και 3,68 στο C τυρί. Συνεπώς, οι τιμές του pH ήταν χαμηλές και δεν διέφεραν σημαντικά μεταξύ των τυριών. Συγκριτικά με τις τιμές του pH του παραδοσιακού Ελληνικού τυριού Φέτα διαφέρουν κατά πολύ, εφόσον σύμφωνα με τις προδιαγραφές το pH της Φέτας στο τέλος της ωρίμανσης κυμαίνεται από 4,25-4,5 (http://www.opengov.gr/epy/?p=6129). Επίσης, οι τιμές του pH στο τέλος της ωρίμανσης είναι αρκετά χαμηλές <4 και δεν συμφωνούν με προηγούμενη μελέτη σε ώριμα τυριά από αίγειο γάλα (Uffa, Uamis, Aldo, & Rujillo, 2003).
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[bookmark: _Toc518242910]Διάγραμμα 15: Μεταβολή της οξύτητας κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Η οξύτητα των τριών τυριών την 1η ημέρα ωρίμανσης ήταν σε χαμηλά επίπεδα, συγκεκριμένα στο A τυρί ήταν 0,13% γαλακτικό οξύ, στο B τυρί 0,12% γαλακτικό οξύ και στο C τυρί 0,15% γαλακτικό οξύ.  Όπως παρατηρείται από το Διάγραμμα 15, το ποσοστό γαλακτικού οξέος αυξάνεται με την πάροδο του χρόνου και για τα τρία τυριά μέχρι την 40η ημέρα ωρίμανσης. Την 40η ημέρα το ποσοστό γαλακτικού οξέος στο A, B και C τυρί ήταν 0,41%, 0,44% και 0,42% αντίστοιχα. Στο τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες) παρατηρήθηκε μικρή αύξηση του ποσοστού του γαλακτικού οξέος στο A τυρί(0,45%), μείωση του στο B τυρί (0,41%) ενώ, στο C τυρί δεν διέφερε από αυτό των 40 ημερών (0,42%). Η ζύμωση της λακτόζης από τα NSLAB είναι υπεύθυνη για την αύξηση της οξύτητα στο ώριμο τυρί, που με τη σειρά της, προκαλεί πτώση του pH.
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[bookmark: _Toc518242911]Διάγραμμα 16: Μεταβολή της υγρασίας κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Η υγρασία και στα τρία είδη τυριών μειώνεται μέχρι την 7η ημέρα και από την 40η μέχρι και το τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες) αυξάνεται. Με βάση το Διάγραμμα 16, είναι φανερό ότι στο A παρατηρείται ταχύτερη μείωση της υγρασίας μέχρι την 20η ημέρα και ακολούθως απότομη αύξηση μέχρι τέλους της ωρίμανσης. Στο τέλος της ωρίμανσης, η υγρασία στο A, B και C τυρί ήταν 63,8%, 57,5% και 54,5% αντίστοιχα. Επομένως, με το τέλος της ωρίμανσης παρατηρείται μικρότερη περιεκτικότητα σε υγρασία στο C τυρί. Η αύξηση της υγρασίας στο τέλος της ωρίμανσης είναι συχνό φαινόμενο στα λευκά τυριά άλμης. Αυτό αποδίδεται στην πρωτεόλυση που συμβάλλει στο μαλάκωμα του τυριού κατά την ωρίμανση λόγω της υδρόλυσης των πεπτιδικών δεσμών και τον σχηματισμό ιονικών ομάδων στη μάζα του τυριού, οι οποίες ακολούθως δεσμεύουν νερό από το τυρόγαλο, αυξάνοντας με αυτό τον τρόπο την υγρασία στο τυρί. Καθώς, η αποθήκευση συνεχίζεται, το πρωτεολυτικό αποτέλεσμα αυξάνεται σε βαθμό που το τυρί γίνεται πλήρως μαλακό (Fathollahi, Hesari, Azadmard, & Oustan, 2010).	
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[bookmark: _Toc518242912]Διάγραμμα 17: Μεταβολή του λίπους κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Στο Διάγραμμα 17, παρουσιάζονται οι μετρήσεις του λίπους και πως αυτές μεταβάλλονται με την πάροδο της ωρίμανσης για το κάθε τύπο τυριού. Όπως παρατηρείται, η μεταβολή του λίπους διαφέρει μεταξύ του A, B και C τυριού. Την 1η ημέρα ωρίμανσης, η περιεκτικότητα σε λίπος δεν διέφερε σημαντικά μεταξύ των τυριών (A: 14%, B: 15%, C: 16%). Μέχρι την 20η ημέρα ωρίμανσης, το ποσοστό λίπους αυξάνεται και στα τρία είδη τυριών. Ακολούθως, το ποσοστό λίπους στο B και C τυρί αυξάνεται και σταθεροποιείται στο 24% στο τέλος της ωρίμανσης. Εντούτοις, στο A τυρί σημειώθηκε πτώση του ποσοστού του λίπους από την 20η  ημέρα (23%) μέχρι την 60η ημέρα ωρίμανσης (18%). Τέλος, μεταξύ των τυριών B και C δεν παρατηρούνται σημαντικές διαφορές από την αρχή μέχρι τέλος της ωρίμανσης.  
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[bookmark: _Toc518242913]Διάγραμμα 18: Μεταβολή της πρωτεΐνης κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Όπως παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 18, η μεταβολή της πρωτεΐνης σε σχέση με το χρόνο ωρίμανσης για τα τρία είδη τυριών, δεν διαφέρει. Από την 1η ημέρα μέχρι την 7η ημέρα παρατηρείται αύξηση του ποσοστού πρωτεΐνης στα τυριά. Στη συνέχεια το ποσοστό πρωτεΐνης μειώνεται σταδιακά μέχρι την 60η ημέρα, με την περιεκτικότητα στο A, B και C τυρί να ανέρχεται σε ποσοστά 17,9%, 14,5% και 16,4% αντίστοιχα.
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[bookmark: _Toc518242914]Διάγραμμα 19: Μεταβολή της περιεκτικότητας σε αλάτι κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Το ποσοστό αλατιού την πρώτη ημέρα ωρίμανσης ήταν 2,35% στο A τυρί, 2,75% στο B και 2,94% στο C τυρί. Με βάση το Διάγραμμα 19, το ποσοστό αλατιού αυξομειώνεται σε όλη διάρκεια της ωρίμανσης των τυριών. Μέχρι την 7η ημέρα παρατηρείται αύξηση του ποσοστού και ακολούθως μείωση του μέχρι την 40η ημέρα ωρίμανσης, και περαιτέρω αύξηση μέχρι την 60η ημέρα, και για τα τρία είδη τυριών. Με το τέλος της ωρίμανσης τα ποσοστά αλατιού στο A τυρί (3,12%), B τυρί (2,92%) και C τυρί (2,82%) διέφεραν. Το αλάτι στο τυρί έχει τρεις σημαντικές λειτουργίες οι οποίες είναι: 1.  ενεργεί ως συντηρητικό, 2. συμβάλλει άμεσα στη γεύση και 3. αποτελεί πηγή νατρίου (Guinee, 2004). Το ποσοστό αλατιού στο τελικό προϊόν συμφωνεί με αυτό του Κυπριακού τυριού Χαλλούμι (Papademas & Robinson, 1998).
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[bookmark: _Toc518242915]Διάγραμμα 20: Μεταβολή της ανόργανης ύλης/τέφρα κατά την ωρίμανση των τυριών: A, B και C

Η τέφρα είναι το σύνολο των ανόργανων συστατικών όπως αυτά προκύπτουν από την τεφροποίηση του τυριού. Όπως παρατηρείται από το Διάγραμμα 20, η τέφρα στα πρώτα στάδια ωρίμανσης των τριών τυριών αυξάνεται και ακολούθως μειώνεται. Ωστόσο, στο τέλος της ωρίμανσης παρατηρείται μικρή άνοδος του ποσοστού της στα τυριά A και C. Ενώ αρχικά, την 1η ημέρα ωρίμανσης τα ποσοστά τέφρας στα τυριά A, B και C  ήταν 2,87%, 2,77% και 2,85% αντίστοιχα, με το τέλος της ωρίμανσης ανήλθαν σε ποσοστά 3,78%, 3,58% και 3,87%.

[bookmark: _Toc517699314]Μεταγονιδιωματική ανάλυση
Η μεταγονιδιωματική αποτελεί το μέλλον της επιστήμης στην ανίχνευση παθογόνων, την απόκτηση των μικροβιακών προφίλ και των γενετικών δεδομένων καθώς και τη σύνδεση του φαινοτύπου με τον γονότυπο. Στην παρούσα μελέτη πραγματοποιήθηκε μεταγονιδιωματική ανάλυση του μικροβιακού οικοσυστήματος του νωπού αίγειου γάλακτος  και των A τυριών Χαλίτζι (από νωπό γάλα) που παρασκευάστηκαν από αυτό, των 40 και 60 ημερών ωρίμανσης, με σκοπό την ανίχνευση βακτηρίων και ζυμών. Για την επιβεβαίωση της ύπαρξης DNA βακτηρίων και ζυμών στο ολικό DNA που απομονώθηκε από τα δείγματα, πραγματοποιήθηκε PCR και τα προϊόντα ελέγχθηκαν με ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης (Εικόνα 19). Επιπλέον, επιβεβαιώθηκε η ύπαρξη DNA βακτηρίων και ζυμών, αφού με τη χρήση κατάλληλων εκκινητών, 16S F / 16S R για βακτήρια και ITS1 / ITS4 για ζύμες, που ενισχύουν περιοχές του βακτηριακού DNA (16S rDNA gene) και του DNA των ζυμών (ITS DNA region) λάβαμε τα αντίστοιχα προϊόντα. 
[bookmark: _Toc516931932][bookmark: _Toc516936272][bookmark: _Toc516997171][bookmark: _Toc517000984][bookmark: _Toc517003772]              [image: ] [bookmark: _Toc518242845]Εικόνα 19: Ηλεκτροφόρηση προϊόντων PCR: 1. Marker (1 Kb DNA Ladder, Invitrogen), 2. L.lactis (+control), 3. Y.lipolytica, 4. Raw milk cheese 40 days, 5. Raw milk cheese 60 days, 6. Raw goat milk
Η παρουσία DNA επιβεβαιώθηκε με τη χρήση των εκκινητών 16S F / 16S R. 7. Marker (1Kb DNA ladder, Invitrogen), 8. Y. lipolytica (+control), 9. L. lactis 10. Raw milk cheese 40 days, 11. Raw milk cheese 60 days, 12. Raw goat milk
 Η παρουσία DNA ζυμών επιβεβαιώθηκε με τη χρήση των εκκινητών ITS1 και ITS4.






Αφού επιβεβαιώθηκε η παρουσία βακτηριακού DNA και DNA ζυμών, τα δείγματα DNA των 2 τυριών και του γάλακτος στάλθηκαν για αλληλούχηση και συγκεκριμένα για την ταυτοποίηση των βακτηρίων και των ζυμών στην εταιρία Molecular Research Laboratory (MRDNA) (Shallowater, Texas, USA). 
Συνολικά βρέθηκαν 30, 43 και 41 διαφορετικά γένη βακτηρίων στο νωπό αίγειο γάλα, A τυρί των 40 και 60 ημερών ωρίμανσης αντίστοιχα. Σε χαμηλά ποσοστά βρέθηκαν μεταξύ άλλων τα γένη Carnobacterium, Acinetobacter, Pantoea, Hafnia και Aeromonas. Παρατηρώντας τις Εικόνες 20, 21 και 22 βλέπουμε ότι οι μικροοργανισμοί που κυριαρχούσαν στο νωπό αίγειο γάλα και στα τυριά ανήκαν στα γένη Lactococcus, Leuconostoc, Pseudomonas και Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus αντίστοιχα. Κυρίαρχο ήταν το γένος Lactococcus, με ποσοστά 40% στο γάλα και 36,3% και 33,2% στο A τυρί 40 ημερών και 60 ημερών ωρίμανσης αντίστοιχα. Συγκρίνοντας τα αποτελέσματα αυτά με τα αποτελέσματα της κλασσικής μικροβιολογικής ανάλυσης, βλέπουμε ότι το γένος Lactococcus βρέθηκε μόνο στη μεταγονιδιωματική ανάλυση χωρίς όμως να γνωρίζουμε εάν τα κύτταρα αυτά ήταν ζωντανά ή νεκρά.
Παρόλο που τα κυρίαρχα γένη για τα νωπά τυριά ήταν τα ίδια, τα ποσοστά τους διέφεραν. Το γένος Lactobacillus ανιχνεύθηκε σε ποσοστά 24,3% (40 ημερών) και 25,0% (60 ημρών) στα τυριά που εξετάστηκαν. Έτσι, παρατηρούμε ότι με την πάροδο της ωρίμανσης του τυριού Χαλίτζι μειώνεται το ποσοστό των λακτόκοκκων ενώ τα ποσοστά των Leuconostoc και Lactobacillus αυξάνονται.
Το A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης παρουσίασε μεγάλη ποικιλομορφία σε γένη βακτηρίων. Τα γένη μικροοργανισμών που ανιχνεύθηκαν, αν και σε μικρά ποσοστά, μόνο στο τυρί 40 ημερών ήταν τα Acidomonas (0,005%), Curvibacter (0,002%), Hyphomicrobium (0,005%) και Methylobacterium (0,002%). Ταυτόχρονα, το γένος Alkalibacterium βρέθηκε μόνο στο A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης σε ποσοστό 0,003%. Παράλληλα, τα γένη Burkholderia, Buttiauxell και Staphylococcus βρέθηκαν μόνο στο νωπό αίγειο γάλα.
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[bookmark: _Toc518242846]Εικόνα 20: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη βακτηρίων στο νωπό αίγειο γάλα που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA
[image: ]

[bookmark: _Toc518242847]Εικόνα 21: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη βακτηρίων στο A τυρί Χαλίτζι 40 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA
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[bookmark: _Toc518242848]Εικόνα 22: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη βακτηρίων στο A τυρί Χαλίτζι 60 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA


Από τα σχήματα που απεικονίζονται στις Εικόνες 23, 24 και 25 διαπιστώνουμε ότι τα είδη των μικροοργανισμών στο νωπό αίγειο γάλα και στα τυριά 40 και 60 ημερών ωρίμανσης διέφεραν. Βρέθηκαν 81, 113 και 106 διαφορετικά είδη βακτηρίων σε νωπό αίγειο γάλα, A τυρί 40 και 60 ημερών ωρίμανσης αντίστοιχα. Όπως φάνηκε τα είδη Aeromonas punctata, Aeromonas taiwanensis, Burkholderia sp., Buttiauxella brennerae, Pseudomonas fragi, Staphylococcus equorum και Streptococcus spp. δεν βρέθηκαν στα τυριά μετά την ωρίμανση, παρά μόνο στο νωπό αίγειο γάλα. Οι ψευδομονάδες έχουν αναγνωριστεί ως τα επικρατέστερα ψυχρότροφα βακτήρια που συνδέονται με το γάλα, με ιδιαίτερη σημασία στη γαλακτοκομική βιομηχανία (Wiedmann et al., 2000; Marchand et al., 2009a). 
Παράλληλα, σημειώθηκε μείωση του ποσοστού των ειδών: Lactococcus lactis (↓ 2,3%), Lactococcus raffinolactis (↓ 0,3%), Lactobacillus paracasei (↓ 0,1%), Yersinia sp. (↓ 0,2%), Lactobacillus casei (↓ 0,1%) και Escherichia coli (↓ 0,1%) κατά την ωρίμανση του τυριού από την 40η μέχρι την 60η ημέρα. Αντίθετα, την ίδια στιγμή το ποσοστό των ειδών Leuconostoc mesenteroides (↑ 4,7%) και Lactobacillus zeae (↑ 0,4%) αυξήθηκε και το ποσοστό του είδους Lactobacillus plantarum παρέμεινε σταθερό στο διάστημα 40 μέχρι 60 ημερών ωρίμανσης του τυριού. 
Αξιοσημείωτο είναι το γεγονός ότι ορισμένα είδη βακτηρίων έχουν ανιχνευθεί σε μικρούς αριθμούς στο νωπό αίγειο γάλα, ενώ μετά την τυροκόμηση και την ωρίμανση των τυριών φάνηκε το ποσοστό τους να έχει αυξηθεί, όπως είναι τα είδη Lactococcus lactis με ποσοστό 1,2%, Lactobacillus zeae με ποσοστό 0,1% και Lactobacillus plantarum με ποσοστό 0,03%, στο νωπό αίγειο γάλα. Τα ποσοστά των μικροοργανισμών αυτών αυξήθηκαν σε μεγάλο βαθμό, καθώς οι Lactococcus lactis, Lactobacillus  zeae και Lactobacillus plantarum στο A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης βρέθηκαν σε ποσοστά 34,0%, 13,5% και 4,6% και στο A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης σε ποσοστά 31,7%,13,9% και 4,6% αντίστοιχα. 
Πράγματι, το νωπό γάλα εξαιτίας της υψηλής θρεπτικής του αξίας, της υψηλής περιεκτικότητάς του σε νερό και το σχεδόν ουδέτερο pH του, φιλοξενεί μια σύνθετη μικροβιακή κοινότητα (Quigley et al., 2011). Στο νωπό αίγειο γάλα φάνηκε να κυριαρχεί το είδος Leuconostoc mesenteroides (28,01%) και ακολουθούν οι Lactococcus spp. (18,8%), Lactococcus piscium (12,5%), Pseudomonas umsongensis (10,6%), Pseudomonas spp. (9,5%), Lactococcus sp. (6,6%) όπως και άλλα είδη σε μικρότερα ποσοστά. Ο κυρίαρχος μικροοργανισμός Leuconostoc mesenteroides αποτέλεσε μέρος της μικροχλωρίδας του νωπού αίγειου γάλακτος και σε προηγούμενες μελέτες (Callon et al., 2007; Benyoucef, Nabila, Mebrouk, & Benmechernene, 2017; Zarour, Benmechernene, Hadadji, Henni, & Kihal, 2012). Τα είδη του γένους Leuconostoc έχουν την ικανότητα να μεταβολίζουν περισσότερα καρβοξυλικά οξέα όπως το φουμαρικό, γλυκονικό, μηλικό, πυροσταφυλικό και οξογλουταρικό, να εμπλέκονται στο μεταβολισμό του κιτρικού οξέος και των σακχάρων, συμβάλλοντας έτσι στο χαρακτηριστικό βουτυρώδες άρωμα του γάλακτος και των ζυμούμενων προϊόντων. Παράλληλα, έχουν αντιμικροβιακή δράση παράγοντας βακτηριοσίνες (Benyoucef et al., 2017). Επίσης, αποτελούν το σημαντικότερο οικονομικά γένος των LAB και εντοπίζονται συνήθως σε φυτικά υλικά, γάλα, γαλακτοκομικά προϊόντα, κρέας και άλλα προϊόντα διατροφής (Gu, Wang, Li, Liu, & Huo, 2018). Σήμερα, τα είδη του γένους Leuconostoc χρησιμοποιούνται ως εναρκτήριες καλλιέργειες στην παρασκευή ζυμούμενων γαλακτοκομικών, λαχανικών και δημητριακών τροφίμων σε συνδυασμό με το γαλακτικό οξύ που παράγει ο Lactococcus lactis. 


[image: ]

[bookmark: _Toc518242849][image: ]Εικόνα 23: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη βακτηρίων στο νωπό αίγειο γάλα που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA
[bookmark: _Toc518242850]Εικόνα 24: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη βακτηρίων στο A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA



[image: ][bookmark: _Toc518242851]Εικόνα 25: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη βακτηρίων στο A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση και τη μέθοδο αλληλούχησης του γονιδίου16S rDNA

                 Οι λακτόκοκκοι είναι από τα πλέον σημαντικά οξυγαλακτικά βακτηρία και χρησιμοποιούνται ευρέως στη γαλακτοβιομηχανία. Αναφορικά με έρευνες που πραγματοποιήθηκαν, οι θερμόφιλοι και μεσόφιλοι κόκκοι δεν ανιχνεύονται στο τέλος της ωρίμασης, εξαιτίας του χαμηλού pH και της υψηλής συγκέντρωσης άλατος. Το είδος  Lactococcus lactis μπορεί να απομονωθεί από διάφορα περιβάλλοντα αλλά, έχει μελετηθεί κυρίως λόγω του ρόλου του ως κύριο συστατικό πολλών βιομηχανικών και βιοτεχνικών καλλιεργειών εκκίνησης, που χρησιμοποιούνται για την παραγωγή μιας ευρείας γκάμας ζυμούμενων γαλακτοκομικών προϊόντων όπως είναι η ξινή κρέμα, τα μαλακά και σκληρά τυριά κ.α. (Kelly, Ward, & Leahy, 2018). Ταυτόχρονα, έχει συσχετιστεί με πολλές βιομηχανικές εφαρμογές, συμπεριλαμβανομένης της παραγωγής αρωματικών ενώσεων, εξωπολυσακχαριτών που σχετίζονται με την ανάπτυξη της υφής όπως επίσης και παράγοντες που επηρεάζουν την κυτταρική ανάπτυξη και σταθερότητα (Et et al., 2006)
Το γένος Lactobacillus συνδέεται στενά με τα χερσαία και θαλάσσια ζώα, το περιβάλλον τους (φυτά, υλικά φυτικής προέλευσης, κοπριά) και τα τρόφιμά τους (τυρί, γιαούρτι). Επιπρόσθετα, βρίσκεται στις κοιλότητες του ανθρώπου και των ζώων (Liu et al., 2014). Το είδος Lactobacillus plantarum αποτελεί βασικό αποικιστή του ανθρώπινου εντέρου και έχει απομονωθεί μεταξύ άλλων από γαλακτοκομικά προϊόντα και το περιβάλλον (Hessle, Telemo, & Midtvedt, 1999). Έχει τη δυνατότητα να παράγει βακτηριοσίνες (π.χ. Plantaricin), με πιθανές εφαρμογές στη συντήρηση τροφίμων (HA et al., 2017). Χρησιμοποιείται ευρέως για την παραγωγή ζυμούμενων προϊόντων φυτικής και ζωικής προέλευσης και έχει απομονωθεί από ζυμούμενα λαχανικά (H. Park & Rhee, 2001), κρέατα (Essid, Medini, & Hassouna, 2009), τυριά (Cardell & Za, 2005; Manolopoulou et al., 2003) κ.α.
O Lactococcus piscium είναι ένα ψυχρότροφο οξυγαλακτικό βακτήριο, το οποίο απομονώθηκε για πρώτη φορά το 1990 από ιριδίζουσα πέστροφα (Saraoui, Leroi, J.Bjorkroth, & M.F.Pilet, 2016). Κατά τη διάρκεια των τελευταίων 10 ετών, το είδος αυτό έχει απομονωθεί από μεγάλη ποικιλία τροφίμων όπως είναι το κρέας, τα θαλασσινά και τα λαχανικά, κυρίως συσκευασμένα υπό κενό (VP) ή σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα (MAP). Επίσης, Lactococcus piscium έχει βρεθεί κατά την ωρίμανση του παραδοσιακού Ιταλικού τυριού Montasio (Carraro et al., 2011).
Τα λευκά τυριά άλμης, συμπεριλαμβανομένου του τυριού Χαλίτζι, ωριμάζουν για μεγάλη χρονική περίοδο σε άλμη, και έτσι οι κυρίαρχη μικροχλωρίδα συμβάλλει σημαντικά στη διαδικασία ωρίμανσης και ως εκ τούτου στην ποιότητα του τελικού προϊόντος. Η παρούσα μικροχλωρίδα επηρεάζει σε ύψιστο βαθμό την ασφάλεια και τη διάρκεια ζωής (shelf-life) του τελικού προϊόντος (Bintsis & Papademas, 2002). 
Σύμφωνα με μελέτες, ζύμες και μύκητες μπορούν να μολύνουν το γάλα και το τυρί επηρεάζοντας την ωρίμανση του τυριού αρνητικά (Lavoie, Touchette, St-gelais, & Labrie, 2012). Στα πιο κάτω σχήματα φαίνονται τα γένη ζυμών που ανιχνεύθηκαν στο νωπό αίγειο γάλα και στο A τυρί 40 και 60 ημερών ωρίμανσης, με την χρήση της μεταγονιδιωματικής ανάλυσης. Ο αριθμός των διαφορετικών γενών ζύμης που βρέθηκε στο νωπό αίγειο γάλα και στα A τυριά 40 και 60 ημερών ωρίμανσης ήταν 79, 50 και 51 αντίστοιχα. 
 Είναι γνωστό, ότι οι ζύμες μπορούν να αναπτυχθούν καλά στο χαμηλό pH των ζυμούμενων προϊόντων και να παράξουν διάφορες αρωματικές ενώσεις. Επιπρόσθετα, οι ζύμες έχουν την ιδιότητα να μεταβολίζουν το διακετύλιο στα ζυμούμενα προϊόντα, δημιουργώντας έτσι γεύση γιαουρτιού (Ledenbach & Marshall, 2009). Πολλές ζύμες παράγουν αλκοόλη και CO2, με αποτέλεσμα το τυρί να παίρνει γεύση μαγιάς (Horwood, Stark, & Hull, 1987). Πιθανές πηγές μόλυνσης στα τυριά, περιλαμβάνουν τον ατμοσφαιρικό αέρα, τους αγρότες, τους τυροκόμους, το αλατόνερο και τον εξοπλισμό (Lavoie et al., 2012). Τυριά συσκευασμένα υπό κενό ή σε τροποποιημένη ατμόσφαιρα μπορεί να διογκωθούν ως αποτέλεσμα της μεγάλης ποσότητας CO2 που παράγεται από τις ζύμες (Vivier, Rivemale, Reverbel, Ratom- ahenina, & Galzy, 1994).  
Η ποικιλία στα γένη ζυμών που βρέθηκαν στα δείγματα που εξετάστηκαν ήταν μεγάλη. Τα κυριότερα γένη ζυμών που εντοπίστηκαν παρουσιάζονται στις Εικόνες 26, 27 και 28. Υψηλότερα ποσοστά στο νωπό αίγειο γάλα είχαν τα γένη Kluyveromyces (44,9%), Hanseniaspora (25,5%) και Cadophora (5,6%). Μικρότερα ποσοστά συγκέντρωσαν μεταξύ άλλον τα γένη Aureobasidium (0.7%), Galactoyces (0.5%), Chlamydomonas (0.4%) και Aspergillus (0.3%). Παράλληλα, παρατηρήθηκε ότι πολλά γένη ζυμών που εντοπίστηκαν ακόμη και σε μικρά ποσοστά στο νωπό αίγειο γάλα δεν εντοπίστηκαν σε κανένα από τα τυριά. Τα γένη αυτά ήταν μεταξύ άλλων τα Aphanoascus, Atrotorquata, Brauniellula, Chlamydomonas, Clonostachys, Coniosporium, Cortinarius, Dioszegia, Earliella, κσι Jacquemontia. Επομένως, διαπιστώνεται ότι ορισμένα γένη ζυμών δεν επιβίωσαν κατά την τυροκόμηση.
Κυρίαρχα γένη ζυμών στο A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης (Εικόνα 27) με τα αντίστοιχα ποσοστά τους ήταν τα ακόλουθα: Debaryomyces (39%), Kazachstania (17,3%), Kluyveromyces (15,7%) και Hanseniaspora (9,4%). Ο αριθμός των γενών που εντοπίστηκαν ήταν μεγάλος, όπου αρκετά από τα γένη αυτά βρέθηκαν σε πολύ χαμηλά ποσοστά, 0,003%, μεταξύ των οποίων ήταν τα Bigelowiella, Dipodascus, Lactarius και Nectria. Ταυτόχρονα, τα γένη ζυμών που βρέθηκαν στο A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης (Εικόνα 28) ήταν τα Kluyveromyces (33,5%), Kazachstania (15,8%), Pischia (12,2%), Debaryomyces (9,5%) και Hanseniaspora (6,6%). Σε πολύ χαμηλά ποσοστά βρέθηκαν τα γένη ζυμών: Alternaria (0,005%), Aureobasidium (0,009%), Dipodascus (0,009%), Engyodontium (0,009%), Gibellulopsis (0.005%) κ.α.
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[bookmark: _Toc518242852]Εικόνα 26: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη ζυμών στο νωπό αίγειο γάλα που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.
[image: ]









[bookmark: _Toc518242853]Εικόνα 27: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη ζυμών στο A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.
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[bookmark: _Toc518242854]Εικόνα 28: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα γένη ζυμών στο A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.


Ο πληθυσμός των ζυμών στο νωπό αίγειο γάλα καταμετρήθηκε με τη χρήση της κλασσικής μικροβιολογικής ανάλυσης σε 4.9 log cfu/ml. Παρόλα αυτά, δεν προχωρήσαμε σε ταυτοποίηση και επομένως τα είδη βρέθηκαν μόνο με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση, με την οποία βρέθηκαν 114, 73 και 77 διαφορετικά είδη ζυμών στο νωπό αίγειο γάλα, A τυρί 40 και 60 ημερών ωρίμανσης αντίστοιχα. Τα κυρίαρχα είδη ζυμών στο νωπό αίγειο γάλα (Εικόνα 29) με τα αντίστοιχα ποσοστά τους ήταν τα ακόλουθα: Kluveromyces lactis (45.0%), Hanseniaspora uvarum (25,5%) και Cadophoralute olivacea (5,6%). Εντοπίστηκαν επίσης, μεταξύ άλλων τα είδη Verticillium albo atrum, Debaryomyces hansenii, Saccharomyces bayanus, Rhodotorula sp. και Candida parapsilosis σε μικρότερα ποσοστά. Τα υπό εξέταση δείγματα διέφεραν τόσο στα είδη των ζυμών του ταυτοποιήθηκαν όσο και στα αντίστοιχα ποσοστά τους.
Στο A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης, τα κυρίαρχα είδη ήταν τα ακόλουθα: Debaryomyces hansenii (39,0%), Kluyveromyces lactis (15,7%), Kazachstania unispora (9,4%) και Hanseniaspora uvarum (9,4%). Με την πάροδο της ωρίμανσης του τυριού η μικροχλωρίδα μεταβλήθηκε και όπως φαίνεται στα αποτελέσματα για το A τυρί 60 ημερών ωρίμανσης τα κυρίαρχα είδη ζυμών ήταν οι Kluyveromyces lactis (33,5%), Kazachstania unispora (15,3%), Pichia kudriavzevii (11,6%) και Debaryomyces hansenii (6,8%).
Παρατηρείται ότι ορισμένα είδη ζυμών, ενώ κυριαρχούσαν στο νωπό αίγειο γάλα κατά την ωρίμανση των τυριών μειώνονται τα ποσοστά τους. Συγκεκριμένα ο Kluyveromyces lactis βρίσκεται σε ποσοστό 45,0% στο νωπό αίγειο γάλα ενώ κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης μέχρι τις 40 ημέρες ωρίμανσης μειώθηκε σε ποσοστό 15,7% και στο τέλος της ωρίμανσης αυξήθηκε πάλι σε 33,5%. Αυτό οφείλεται στο ότι ο Kluyveromyces lactis αναπτύσσεται στα πρώιμα στάδια της ωρίμανσης του τυριού, καταναλώνοντας γαλακτικό, το οποίο εξουδετερώνει το pΗ, επιτρέποντας έτσι την ανάπτυξη των επιφανειακών βακτηρίων (Kagkli, Bonnarme, Cogan, & Casaregola, 2006).
Η ζύμη γάλακτος Kluveromyces lactis, ονομάστηκε προς τιμήν του Ολλανδού μικροβιολόγου Albert Jan Kluyver (1888-1956) και αποτελεί επιστημονικά και βιοτεχνολογικά μία από τις σημαντικότερες ζύμες, με ιστορικό ασφαλής χρήσης στη βιομηχανία τροφίμων και έχοντας την ικανότητα να παράγει ένζυμα όπως η λακτάση και η χυμοσίνη των βοοειδών σε βιομηχανική κλίμακα (Rodicio & Heinisch, 2013). Αναπτύσσεται στα πρώιμα στάδια της ωρίμανσης του τυριού, καταναλώνοντας γαλακτικό, το οποίο εξουδετερώνει το pΗ, επιτρέποντας έτσι την ανάπτυξη των επιφανειακών βακτηρίων (Kagkli et al., 2006). Ανιχνεύτηκε σε γιαούρτι, αγελαδινό γάλα, τυριά (Belén Mayoral et al., 2005; Cocolin et al., 2002; Callon et al., 2006).
Ταυτόχρονα, ο Hanseniaspora uvarum στο νωπό αίγειο γάλα βρίσκεται σε υψηλό ποσοστό (25,5%) και στη συνέχεια με την πάροδο της ωρίμανσης φαίνεται να μειώνεται σταδιακά σε 9,4% στις 40 ημέρες και σε 6,6% στις 60 ημέρες ωρίμανσης. Η Hanseniaspora uvarum αποτελεί κυρίαρχη ζύμη κυρίως σε σταφύλια και άλλα φρούτα (AK et al., 2017). Είναι ιδιαίτερα σημαντική για την παραγωγή πτητικών ενώσεων και τη γενική χημική σύνθεση των οίνων (Tristezza et al., 2016).
Αντίθετα, το είδος Kazachstania unispora ενώ η ύπαρξη του στο νωπό αίγειο γάλα ήταν σχεδόν αμελητέα, παρατηρείται ότι η διαδικασία ωρίμανσης του τυριού ευνοεί την ανάπτυξή του, αφού με το τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες) ο πληθυσμός του ανέρχεται στο 15,3%. Η ζύμη Kazachstania unispora ανιχνεύθηκε σε αρκετά ζυμούμενα τρόφιμα (Pogačić, Šinko, Zamberlin, & Samaržija, 2013; Qvirist et al., 2016; Watanabe et al., 2008; Ceugnieza et al., 2017).
Το είδος Debaryomyces hansenii ανιχνεύτηκε στο νωπό αίγειο γάλα σε ποσοστό 2,5%, ενώ την 40η ημέρα ωρίμανσης του τυριού παρατηρήθηκε απότομη αύξηση του σε κυρίαρχο ποσοστό 39,0% αλλά και πάλι με το τέλος της ωρίμανσης φτάνει σε ποσοστό 6,8%. 
Το Debaryomyces hansenii είναι το συνηθέστερο είδος που απαντάται σε όλους τους τύπους τυριών εξαιτίας της ικανότητάς του να του να αναπτύσσεται παρουσία αλατιού σε χαμηλή θερμοκρασία και να μεταβολίζει το γαλακτικό και κιτρικό οξύ. Επιπλέον, παράγει αρωματικές ενώσεις, πρωτεολυτικά και λιπολυτικά ένζυμα που συμβάλλουν στη διαδικασία ωρίμανσης των τυριών. Σημαντική είναι επίσης η ικανότητα του να παρεμποδίζει την ανάπτυξη  βακτηρίων αλλοίωσης των τυριών του γένους Clostridium (Capece & Romano, 2009). Σύμφωνα με τους Roostita & Fleet, το είδος Debaryomyces hansenii κυριαρχεί σε τυριά Camembert και Blue-veined.
Το είδος Pichia kudriavzevii εντοπίστηκε στο νωπό αίγειο γάλα, A τυρί 40 και 60 ημερών ωρίμανσης σε ποσοστά 0,46%, 1,19% και 11,56% αντίστοιχα. Παρατηρείτε, ότι με την πάροδο ωρίμανσης του τυριού αυξήθηκε το ποσοστό της ζύμης αυτής. Εντοπίζεται στο έδαφος και στο εξωτερικό των φρούτων και λαχανικών, συχνά παρουσία και άλλων ειδών Pichia. Παρόλο που βρίσκεται στο εξωτερικό του προϊόντος, δεν θεωρείται υπεύθυνο για την αλλοίωση των τροφίμων (Fleet, G., 2011).
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[bookmark: _Toc518242855]Εικόνα 29: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη ζυμών στο νωπό αίγειο γάλα που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.
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[bookmark: _Toc518242856]Εικόνα 30: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη ζυμών στο νωπό τυρί Χαλίτζι 40 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.
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[bookmark: _Toc518242857]Εικόνα 31: Κυκλική απεικόνιση με τα κυριότερα είδη ζυμών στο νωπό τυρί Χαλίτζι 60 ημερών ωρίμανσης που ταυτοποιήθηκαν με τη μεταγονιδιωματική ανάλυση αλληλουχώντας την περιοχή ITS των ζυμών.

[bookmark: _Toc517699315]Οργανοληπτική εξέταση

Αναντίρρητα, τα τυριά διαθέτουν ένα πολύπλοκο μικροβιακό οικοσύστημα που εξελίσσεται κατά την πάροδο της ωρίμανσης. Η συνύπαρξη διαφόρων μικροοργανισμών με διαφορετικές δραστηριότητες καθορίζει τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά των τυριών (Arfi et al. 2005). 
Στα πλαίσια προσδιορισμού των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών του τυριού Χαλίτζι πραγματοποιήθηκε οργανοληπτική αξιολόγηση σε  ένα μικρό δείγμα καταναλωτών (φοιτητές) οι 1οποίοι συμπλήρωσαν το φύλλο αξιολόγησης που τους δόθηκε. Συγκεκριμένα, για την αξιολόγηση των τυριών 40 ημερών ωρίμανσης έλαβαν μέρος 16 καταναλωτές και των 60 ημερών ωρίμανσης 11 καταναλωτές. Η αξιολόγηση έγινε στα δείγματα τυριών A, B και C των 40 και 60 ημερών ωρίμανσης, ως προς τις παραμέτρους: Εμφάνιση, Υφή, Οσμή, Γεύση και Επίγευση. Η κλίμακα αξιολόγησης ήταν από το 1 μέχρι το 9. Τα αποτελέσματα που λήφθηκαν παρουσιάζονται πιο κάτω.
Εκτός από το βαθμό προτίμησης κάθε παραμέτρου που αξιολογήθηκε, ορισμένοι καταναλωτές κατέγραψαν ορισμένα σχόλια για το κάθε τυρί που τους δόθηκε να δοκιμάσουν. Τα δείγματα τυριών φαίνονται στις Εικόνες 32 & 33. Συγκεκριμένα, το τυρί από νωπό γάλα το χαρακτήρισαν: ως προς την «Οσμή-Γεύση-Επίγευση: σαν χαλασμένο, πολύ ξινό», ως προς την «Εμφάνιση: χαρακτηριστικές έντονες οπές». Άλλοι χαρακτηρισμοί ήταν: «Πολύ έντονη γεύση», «άρωμα και γεύση φάρμας», «πικρό και αίσθηση στιφάδας», και «έντονη οσμή κατσικίλας». Παράλληλα, όσον αφορά το τυρί από παστεριωμένο γάλα το περιέγραψαν: «έντονη επίγευση», «εύθρυπτο», «συγκριτικά με την Ελληνική Φέτα έχει πιο σκληρή υφή», «λεμονάτο». Τέλος το τυρί από παστεριωμένο γάλα και καλλιέργεια οι δοκιμαστές το χαρακτηρίζουν μέσα από τα σχόλια τους ως: «λευκό χρώμα με ελάχιστες τρύπες», «ξινό και μυρωδιά ζύμης (σαν πρόσφορο)», «το λιγότερο εύθρυπτο από τα τρία είδη τυριών» και «θυμίζει ελληνικό τυρί Φέτα». Επομένως, μέσα από την οργανοληπτική αξιολόγηση δημιουργείται μια γενική εικόνα για το οργανοληπτικό προφίλ των τριών τυριών που εξετάστηκαν (A, B και C).
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[bookmark: _Toc518242858]      Εικόνα 32: Οργανοληπτική αξιολόγηση σε τρία είδη τυριών ωρίμανσης 40 ημερών: (1).A,  (2) B και (3) C
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[bookmark: _Toc518242859]Εικόνα 33: Οργανοληπτική αξιολόγηση σε τρία είδη τυριών ωρίμανσης 60 ημερών: (1) A,  (2) B και (3) C
 

Πραγματοποιήθηκαν δυο διαδοχικές αξιολογήσεις, των 40 και 60 ημερών ωρίμανσης των τυριών, των οποίων τα αποτελέσματα παρουσιάζονται στα πιο κάτω διαγράμματα (Διάγραμμα 21 & 22).
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[bookmark: _Toc518242916]       Διάγραμμα 21: Οργανοληπτική αξιολόγηση των τυριών Χαλίτζι (A, B και C) 40 ημερών ωρίμανσης.
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[bookmark: _Toc518242917]       Διάγραμμα 22: Οργανοληπτική αξιολόγηση των τυριών Χαλίτζι (A, B και C) 60 ημερών ωρίμανσης

Σύμφωνα με τα Διαγράμματα 21&22 παρατηρήθηκε ότι τόσο για τις 40 ημέρες όσο και για τις 60 ημέρες ωρίμανσης, όσον αφορά την εμφάνιση των τυριών, οι καταναλωτές προτίμησαν το С τυρί με μέση βαθμολογία 7,25 και 7,27 αντίστοιχα. Στα τυριά 40 ημερών ωρίμανσης, το B τυρί εμφανίζεται με τη χαμηλότερη βαθμολογία (6,44), ενώ συγκριτικά με τα τυριά 60 ημερών ωρίμανσης το A τυρί έρχεται τελευταίο στη προτίμηση των καταναλωτών ακολουθούμενο από το B, με μέση βαθμολογία 7. Επομένως, διαπιστώνεται ότι οι καταναλωτές προτίμησαν την εμφάνιση στο С τυρί το οποίο χαρακτηρίστηκε από έντονο λευκό χρώμα και ελάχιστες έως καθόλου οπές.  
Αναφορικά με την υφή των τυριών, όπως παρατηρείται, οι καταναλωτές ανάμεσα στα τυριά 40 ημερών ωρίμανσης προτίμησαν το A τυρί με μέση βαθμολογία 6,75 και λιγότερο τα τυριά B και C. Εντούτοις, στην 2η αξιολόγηση (60 ημέρες ωρίμανσης) η υφή των τυριών B και С φάνηκε να άρεσε περισσότερο στους καταναλωτές από ότι αυτή του А τυριού.  
Η τρίτη παράμετρος που αξιολόγησαν οι δοκιμαστές στα τυριά ήταν η οσμή. Πρώτο στην βαθμολογική κατάταξη προτίμησης, έρχεται το А τυρί και στις δύο αξιολογήσεις, δηλαδή των τυριών 40 και 60 ημερών ωρίμανσης. Αυτό πιθανόν να οφείλεται στην έντονη οσμή  που χαρακτηρίζει το νωπό αίγειο γάλα κατά την επεξεργασία του και το οποίο φέρει εξαιτίας του μικροβιακού φορτίου του έντονα αρώματα «φάρμας».  Ακολουθούν τα τυριά C και B με μέση βαθμολογία προτίμησης 6,19 και 6,06 αντίστοιχα για την 1η αξιολόγηση, καθώς επίσης 6,82 και 6,55 αντίστοιχα για την 2η αξιολόγηση. 
Οι εντερόκοκκοι επηρεάζουν το άρωμα, το χρώμα και τη δομή των τυριών, όταν βρίσκονται σε υψηλά επίπεδα (Carlos et al., 2009; Giraffa, 2003). Αυτό εξηγεί την χαρακτηριστική έντονη οσμή του A τυριού, αφού σύμφωνα με το Διάγραμμα 7 ο αριθμός των εντερόκοκκων ήταν υψηλότερος από τα υπόλοιπα τυριά, την 40η και 60η ημέρα ωρίμανσης. 
Τέλος, οι δοκιμαστές-καταναλωτές κλίθηκαν να αξιολογήσουν την γεύση και την επίγευση των τυριών 40 και 60 ημερών ωρίμανσης. Όσον αφορά τα τυριά 40 ημερών ωρίμανσης, πρώτο στην προτίμηση των δοκιμαστών τόσο στην γεύση όσο και στην επίγευση σημειώθηκε το C τυρί, με υψηλότερη μέση βαθμολογία 7,19 και 6,88 αντίστοιχα. Δεύτερο στη προτίμηση του καταναλωτή στις παραμέτρους γεύση και επίγευση, ήταν το B τυρί με μέση βαθμολογία 6,69 και 6,56 και ακολούθως το A τυρί με μέση βαθμολογία 5,19 και 5,69 αντίστοιχα. Η σειρά προτίμησης στα τυριά 60 ημερών ωρίμανσης, διαφοροποιήθηκε συγκριτικά με αυτή των 40 ημερών ωρίμανσης. Πρώτο σε γεύση και επίγευση, κατέβαλε το A τυρί και ακολούθησαν τα τυριά C και B. Η γεύση των τυριών σχετίζεται με την δράση των οξυγαλακτικών βακτηρίων, καθώς επίσης και με την φυσική μικροβιακή χλωρίδα. Τα LAB παράγουν οξικό οξύ, αιθανόλη, αρωματικές ενώσεις, βακτηριοσίνες, εξωπολυσακχαρίτες και ένζυμα που ενισχύουν την υφή και την ανάπτυξη της γεύσης στο τυρί (Nyberg, 2016). Όπως διαπιστώθηκε από τα αποτελέσματα των μικροβιολογικών αναλύσεων, ο αριθμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων ήταν αυξημένος και ιδιαίτερα στο C τυρί. 
Κατά την αξιολόγηση των 60 ημερών τυριών, οι συμμετέχοντες ερωτήθηκαν ποιο από τα τρία είδη τυριών θα ήταν σε θέση να επέλεγαν να αγοράσουν για κατανάλωση. Τα αποτελέσματα έδειξαν ότι το 36,36% θα επέλεγε να αγοράσει το A τυρί και το αντίστοιχο 36,36% το C τυρί. Σε χαμηλότερο ποσοστό και συγκεκριμένα 27,27% προτίμησαν για κατανάλωση το B τυρί. 

                [image: ]
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Αναμφίβολα, τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά αποτυπώνουν το ιδιαίτερο προφίλ ενός προϊόντος και αποτελούν μέρος των προδιαγραφών του.  Τα αποτελέσματα του οργανοληπτικού ελέγχου στην παρούσα μελέτη λήφθηκαν με βάση την προσωπική εκτίμηση του καταναλωτή η οποία προκύπτει από τις γευστικές και άλλες προτιμήσεις του. Οι δοκιμαστές κλήθηκαν να βαθμολογήσουν τα τυριά, ως προς τα παραπάνω κριτήρια και να βαθμολογήσουν με την προσωπική τους κρίση και καταναλωτική προτίμηση επιλέγοντας μια από τις επιλογές της κλίμακας Likert (19). Οι διαφορές στις προτιμήσεις για κάθε είδος τυριού γίνονται αντιληπτές όπως επίσης και μεταξύ του ιδίου είδος στα δυο στάδια ωρίμανσης, 40 και 60 ημερών. Η υφή και η γεύση του τυριού αποκτώνται μέσω μιας σειράς χημικών αλλαγών που συμβαίνουν τα πρώτα στάδια της ωρίμανσης. Παράλληλα, χάρη του μεταβολισμού των οξυγαλακτικών βακτηρίων επέρχεται μείωση του pH και επηρεάζεται η υφή του τυριού. Επίσης, μέσω της πρωτεολυτικής δράσης, που έχει ως αποτέλεσμα τον σχηματισμό πεπτιδίων και αμινοξέων, σχηματίζονται αρωματικές ενώσεις οι οποίες επηρεάζουν την γεύση και την οσμή του τυριού (J.Adda, J.C.Gripon, & L.Vassal, 1982). 
Από τα αποτελέσματα της αξιολόγησης συμπεράνουμε ότι στο στάδιο 40 ημερών ωρίμανσης, πρώτο στην προτίμηση των καταναλωτών στις παραμέτρους εμφάνιση, γεύση και επίγευση ήταν το C τυρί. Συγχρόνως, το A τυρί 40 ημερών ωρίμανσης σημείωσε μεγαλύτερη βαθμολογία μεταξύ των τυριών, στις παραμέτρους: υφή και οσμή. Παράλληλα, όσον αφορά το στάδιο των 60 ημερών ωρίμανσης πρώτο στη προτίμηση των καταναλωτών στις παραμέτρους: εμφάνιση, υφή και γεύση ήταν το C τυρί, ενώ στις παραμέτρους: οσμή και επίγευση το A τυρί. Όπως διαπιστώνεται, το C τυρί εξαιτίας της καλλιέργειας εκκίνησης φέρει βελτιωμένα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά.
Όπως είναι γνωστό, με την ωρίμανση διαφοροποιούνται τόσο το μικροβιακό και φυσικοχημικό προφίλ όσο και τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του τυριού. Επομένως, αυτό αιτιολογεί τις διαφορές μεταξύ του ίδιου είδους τυριού στα διαφορετικά στάδια ωρίμανσης (40 και 60 ημερών).
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Η μελέτη του τυριού είναι πολύ απαιτητική και υψίστης σημασίας σε ένα ευρύτερο τομέα, της επιστήμης των γαλακτοκομικών προϊόντων. Σίγουρα, η φύση του τυριού είναι τέτοια που, προκειμένου να κατασκευαστεί ένα χαρακτηριστικό προφίλ μιας συγκεκριμένης ποικιλίας, πρέπει να εξεταστούν διάφορες ιδιότητες. Ωστόσο, ορισμένες από τις ιδιότητες των τυριών εξακολουθούν να μην είναι τόσο κατανοητές και να μην έχουν αποσαφηνιστεί πλήρως. Με την παρούσα έρευνα, ευελπιστούμε στη μελέτη των μικροβιολογικών, φυσικοχημικών και οργανοληπτικών χαρακτηριστικών του παραδοσιακού «ξεχασμένου»  Κυπριακού τυριού Χαλίτζι.
Σύμφωνα με μια πρώτη εικόνα, το τυρί Χαλίτζι χαρακτηρίζεται ως ένα λευκό τυρί άλμης το οποίο ωριμάζει για τουλάχιστον 40 ημέρες προτού καταναλωθεί. Αφού, πραγματοποιήθηκαν τρεις τυροκομήσεις για την παρασκευή τυριών Χαλίτζι σε τρεις διαφορετικές εκδοχές (A. τυρί από νωπό γάλα, B. τυρί από παστεριωμένο γάλα και C. τυρί από παστεριωμένο με προσθήκη εναρκτήριας καλλιέργειας) διερευνήθηκε η μικροχλωρίδα τους σε κάθε στάδιο της ωρίμανσης. Αρχικά, πραγματοποιήθηκε κλασσική μικροβιολογική ανάλυση κατά την οποία φάνηκε ότι τα NSLAB, οι λακτόκοκκοι και οι λακτοβάκιλλοι αποτελούν σημαντικούς μικροοργανισούς για την ωρίμανση των τυριών. Ίσως, μια λεπτομερή μελέτη των NSLAB κατά τη διάρκεια της ωρίμανσης θα μπορούσε να παρέχει μια πλήρη αναφορά σχετικά με την ικανότητα αυτής της ομάδας μικροοργανισμών να καταλύουν σημαντικές βιοχημικές διεργασίες. Σημαντικός βρέθηκε επίσης ο πληθυσμός των οξυγαλακτικών βακτηρίων, ιδιαίτερα στο C τυρί, επηρεάζοντας θετικά την ποιότητα του συγκεκριμένου τυριού. Αξίζει να σημειωθεί ότι το μέγεθος της Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας σε όλες τις εργαστηριακές δοκιμές ήταν αρκετά μεγάλο, πάνω από 106 μικρόβια ανά g. Επίσης, όπως έδειξαν τα αποτελέσματα, οι σταφυλόκοκκοι δεν επιβίωσαν σε κανένα από τα τρία είδη τυριών από την 40η ημέρα ωρίμανσης και μετά. Η θερμική επεξεργασία του τυροπήγματος επηρέασε τον αριθμό και τον τύπο των βακτηρίων, σημαντικός παράγοντας ωρίμανσης του τυριού. Το μικροβιακό φορτίο φάνηκε να διέφερε μεταξύ των τριών δειγμάτων, που με το τέλος της ωρίμανσης (60 ημέρες) το C τυρί είχε το μεγαλύτερο. 
Από τα αποτελέσματα που προέκυψαν από τις φυσικοχημικές αναλύσεις στα διάφορα στάδια ωρίμανσης των τυριών, παρατηρήθηκε έντονη οξίνιση των πρώτων 7ημερών ωρίμανσης η οποία προκάλεσε μείωση του pH και στα τρία είδη. Χαμηλότερη τιμή του pH στο τέλος της ωρίμανσης, σημειώθηκε στο C τυρί. Κάτω από αυτές τις συνθήκες, ευνοήθηκε η αποβολή υγρασίας στο A, B και C τυρί Χαλίτζι. Στο τέλος της ωρίμανσης, παρατηρήθηκε απορρόφηση υγρασίας από την άλμη όπου στη περίπτωση του A τυριού παρατηρήθηκε εντονότερη. Παράλληλα, η σχετικά υψηλή υγρασία των τυριών, ενίσχυσε την απορρόφηση αλατιού από την άλμη στην οποία τοποθετήθηκαν τα τυριά για ωρίμανση, με το τέλος της ωρίμανσης να βρίσκει το A τυρί  με την υψηλότερη και το C τυρί με τη χαμηλότερη περιεκτικότητα σε αλάτι. Η αύξηση της περιεκτικότητας των τυριών σε αλάτι ήταν ανάλογη της αύξησης της ανόργανης ύλης (τέφρας), καθώς το Na αποτελεί ένα από τα αφθονότερα συστατικά της. Το επίπεδο άλατος επηρεάζει σημαντικά τη σύνθεση του τυριού, την ανάπτυξη μικροβίων, τις ενζυματικές δραστηριότητες και τις βιοχημικές μεταβολές, όπως η γλυκόλυση, η πρωτεόλυση και η λιπόλυση που συμβαίνουν κατά την ωρίμανση και κατ’ επέκταση τις οργανοληπτικές ιδιότητες του τυριού (Guinee, 2004). Ο ρυθμός μεταβολής της πρωτεΐνης ήταν ανάλογος για όλα τα τυριά και στο τέλος της ωρίμανσης διαπιστώθηκε μεγαλύτερη περιεκτικότητα σε πρωτεΐνη στο τυρί από νωπό γάλα (A). Στη περίπτωση του λίπους, την 60η ημέρα ωρίμανσης, το B τυρί και το C τυρί είχαν το ίδιο ποσοστό (24%), ενώ το A τυρί είχε πολύ μικρότερο ποσοστό (18%). 
Επίσης, πραγματοποιήθηκε μεταγονιδιωματική ανάλυση στο νωπό αίγειο γάλα και στο τυρί Χαλίτζι από νωπό γάλα 40 και 60 ημερών ωρίμανσης (A) για τον εντοπισμό βακτηρίων και ζυμών στα δείγματα. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα που προέκυψαν, τα γένη Lactococcus και Leuconostoc κυριαρχούσαν από κοινού στο νωπό αίγειο γάλα και στα τυριά, ενώ τα γένη Pseudomonas μόνο στο γάλα και Lactobacillus μόνο στα τυριά. Επιπλέον, τα κυρίαρχα γένη ζυμών που εντοπίστηκαν στο νωπό αίγειο γάλα ήταν τα Kluyveromyces, Hanseniaspora και Cadophora ενώ για τα δυο τυριά τα Debaryomyces, Kazachstania, Kluyveromyces, Hanseniaspora, Kluyveromyces, Kazachstania και Pischia αντίστοιχα. Σίγουρα, μια μελλοντική έρευνα που θα αποσκοπούσε στην διερεύνηση της λειτουργικότητας και του μεταβολισμού τόσο των βακτηρίων όσο και των ζυμών που ανιχνεύθηκαν, θα είχε πιθανά οφέλη στη παραγωγή ζυμούμενων προϊόντων.  
Επιπλέον, οι διαφορές μεταξύ των τριών τυριών (A, B και C) έγιναν αντιληπτές και μέσω οργανοληπτικής αξιολόγησης στα τυριά 40 και 60 ημερών ωρίμανσης. Παρατηρήθηκαν διαφορές στις παραμέτρους εμφάνιση, υφή, οσμή, γεύση και επίγευση των τυριών. Χαρακτηριστική διαφορά όσον αφορά την εμφάνιση στο τυρί από νωπό γάλα αποτέλεσαν οι χαρακτηριστικές έντονες οπές. Ταυτόχρονα, οι δοκιμαστές-καταναλωτές παρομοίασαν το παστεριωμένο με καλλιέργεια τυρί με το Ελληνικό παραδοσιακό τυρί Φέτα. Αυτό δεν είναι τυχαίο, αφού οι προδιαγραφές όσον αφορά τα φυσικοχημικά χαρακτηριστικά της Φέτας και τα αποτελέσματα του παστεριωμένου με καλλιέργεια τυριού  ήταν πολύ κοντά. Όπως φάνηκε, ψηλά στη προτίμηση των καταναλωτών ήταν το C τυρί το οποίο παρουσίασε βελτιωμένα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά λόγω της δράσης της εναρκτήριας καλλιέργειας που προστέθηκε κατά την τεχνολογία παρασκευής του. Αντίθετα, η περίπτωση του τυριού B δεν προκάλεσε το ενδιαφέρον των δοκιμαστών.
Η εναρκτήρια καλλιέργεια (Mesophilic Homofermentative Culture/ Freeze-dried Lactic culture, R-703, Chr.Hansen) που χρησιμοποιήθηκε στο τυρί φάνηκε να ήταν κατάλληλη αφού όπως διαπιστώθηκε προκάλεσε γρηγορότερη πτώση του pH από τα υπόλοιπα δυο είδη τυριών, καθώς επίσης πτώση της υγρασίας. Το C τυρί του οποίου έγινε προσθήκη η συγκεκριμένη μικτή καλλιέργεια εκκίνησης (Lactococcus lactis sub. lactis και Lactococcus lactis sub. cremoris) είχε μεγαλύτερη απόδοση σε τυρί από ότι τα τυριά από νωπό γάλα και με απουσία καλλιέργειας. Παράλληλα, το C τυρί ήταν υψηλά στις προτιμήσεις των καταναλωτών, εξαιτίας των βελτιωμένων οργανοληπτικών του συστατικών. Επομένως, μπορούμε να συμπεράνουμε ότι η προσθήκη καλλιέργειας εκκίνησης επέτρεψε την παραγωγή τυριού με παρόμοια μικροβιολογικά και φυσικοχημικά χαρακτηριστικά με αυτά της παραδοσιακής παραγωγής (A) και της παρασκευής από παστεριωμένο γάλα (B) του τυριού Χαλίτζι, διατηρώντας συγχρόνως μια αποδεκτή απόδοση στον παραγωγό. Την ίδια στιγμή, η παστερίωση βελτίωσε τις μικροβιακές ιδιότητες βελτιώνοντας την ποιότητα του τυριού. 
Εν κατακλείδι, η παρούσα μελέτη αποτελεί την πρώτη επιστημονική επαφή με το παραδοσιακό Κυπριακό τυρί Χαλίτζι. Μέσα από μια σειρά αναλύσεων (μικροβιολογικές, φυσικοχημικές, οργανοληπτική αξιολόγηση) των οποίων τα αποτελέσματα παρουσιάστηκαν πιο πάνω, δημιουργήθηκε μια λεπτομερή εικόνα για το χαρακτηριστικό προφίλ αυτού του τυριού. Σημειώθηκαν διαφορές μεταξύ των τυριών A, B και C σε μικροβιολογικό, φυσικοχημικό και οργανοληπτικό επίπεδο.  Ωστόσο, δεν παύει να χρήζει περεταίρω μελέτη για την αποσαφήνιση περεταίρω ιδιοτήτων του τυριού. Καλό θα ήταν επίσης να εξεταστεί το ενδεχόμενο χρησιμοποίησης φυσικής πυτιάς από τα ζώα που συλλέγεται το αίγειο γάλα που χρησιμοποιείται ως πρώτη ύλη στην παρασκευή του τυριού, έτσι ώστε να διαπιστωθούν οι διαφορές με τη χρήση εμπορικής πυτιάς και ίσως προκαλέσει ιδιαίτερο τεχνολογικό ενδιαφέρον. 
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· MRD (Maximum Recovery Diluent - Διαλυτικό Μέγιστης Ανάκτησης
(Merck:1.1253535.0500,Germany)
Το διάλυμα MRD αποτελεί ισοτονικό μέσο αραίωσης.
Σύσταση: 1,0 g/L πεπτόνη και 8,5 g/L χλωριούχο νάτριο.

· PCA - ‘Plate Count Agar’
(Merck:105463)
Το μη εκλεκτικό υπόστρωμα PCA (Plate Count Agar) χρησιμοποιείται για τον προσδιορισμό
της ολικής μικροβιακής χλωρίδας ενός τροφίμου.
Σύσταση: 5,0 g/L Πεπτόνη καζεΐνης, 2,5 g/L Εκχύλισμα ζύμης, 1,0 g/L D(+)-Γλυκόζη,
14,0g/L Άγαρ

· MRS Broth + 1,5% AGAR – ‘MRS Broth (DE MAN, ROGOSA, SHARPE)’
(Oxoid:CM0359)
Μη εκλεκτικό θρεπτικό διάλυμα ‘MRS Broth’ στο οποίο προστέθηκε 1,5% AGAR.
Χρησιμοποιήθηκε για την ανίχνευση και την καταμέτρηση των γαλακτικών βακτηρίων τα
οποία ανήκουν στα γένη: Lactobacilli, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococci.
Σύσταση: 10,0 g/L Πεπτόνη, 8,0 g/L Σκόνη ‘Lab-Lemco’, 4,0 g/L Εκχύλισμα
ζύμης, 20,0 g/L D(+)-Γλυκόζη, 1ml Μονο-ελαϊκή σορβιτόλη, 2,0 g/LΌξινο φωσφορικό
δικάλιο, 5,0 g/L Οξικό νάτριο, 2,0 g/L Τριαμμώνιο κιτρικού άλατος, 0,2 g/L Θειϊκό
μαγνήσιο, 0,05 g/L Θειϊκό μαγγάνιο.

· M17 Agar 
(biolab: M1A20500,  Hungary)
Εκλεκτικό μέσο για την καλλιέργεια και απαρίθμηση γαλακτικών στρεπτόκοκκων.
Σύσταση: 17.5 g/L Πεπτόνη, 5 g/L Λακτόζη,  0.25 g/L Θειικό μαγνήσιο, 0.5 g/L Ασκορβικό οξύ, 19 g/L Γλυκεροφωσφορικό νάτριο, 13 g/L Agar.

· Kanamycin esculin azide agar (KAA)
(Merck: 105222, Germany)
Εκλεκτικό θρεπτικό υπόστρωμα που χρησιμοποιείται για την απομόνωση, διαφοροποίηση και απαρίθμηση εντερόκοκκων στα τρόφιμα, στο νερό και σε άλλα υλικά.
Σύσταση: 20g/L Πεπτόνη από καζείνη, 5g/L Εκχύλισμα ζύμης, 5 g/L Χλωριούχο νάτριο, 1 g/L Κιτρικό νάτριο, 0.15 g/L αζίδιο του νατρίου, 002 θειική καναμυκίνη, 1 g/L  esculin, 0.5 g/L  Κιτρικό άλας σιδήρου (III) αμμωνίου, 15 g/L Agar.   

· BAIRD-PARKER agar
(Merck: 105406, Germany)
Εκλεκτικό και διαγνωστικό μέσο για την απομόνωση και απαρίθμηση των θετικών κατά της κοαγκουλάσης σταφυλόκοκκων σε τρόφιμα.
Σύσταση: 10g/L Πεπτόνη από καζείνη, 5g/L Εκχύλισμα κρέατος, 1g/L Εκχύλισμα ζύμης, 10g/L Πυροσταφυλικό νάτριο, , 12g/L Γλυκίνη, , 5g/L Χλωριούχο λίθιο, 15g/L agar.

· ROGOSA agar
(Merck: 105413, Germany)
Επιλεκτικό υπόστρωμα για την απομόνωση και απαρίθμηση των γαλακτοβακίλλων που ανήκουν στη στοματική και εντερική χλωρίδα, καθώς και από τρόφιμα όπως το γάλα και το κρέας.
Σύσταση: 10 g/L Πεπτόνη από καζεΐνη, 5 g/L εκχύλισμα ζύμης, 20 10 g/L D (+) γλυκόζη 6 10 g/L διφωσφορικό κάλιο, 2  g/L κιτρικό αμμώνιο, 1 g/L Tween® 80, 15 10 g/L οξικό νάτριο, 0,575 10 g/L θειικό μαγνήσιο, 0,034 10 g/L θειικό σίδηρο, 0.12 10 g/L θειικό μαγγάνιο, 15 g/L Agar. 

· Dichloran Rose bengal Agar
(biolab: RBD20500, Hungary)
Επιλεκτικό μέσο για την απαρίθμηση των ζυμών και των μυκήτων σύμφωνα με το πρότυπο ISO 21527-1.
Σύσταση: 5 g/L Πεπτόνη, 10 g/L Γλυκόζη,  0.5 g/L Θειικό μαγνήσιο, 0.1 g/L Χλωραμφενικόλη, 0.002 g/L Διχλωράνιο, 0.025 Rose Bengal, 1 g/L Φωσφορικό κάλιο, μονοβασικό, 14.4 g/L Agar.

· Violet Red Bile Glucose Agar
(biolab: VBE20500, Hungary)
Το εξειδικευμένο θρεπτικό υπόστρωμα ‘VIOLET RED BILE GLUCOSE AGAR’ χρησιμοποιείται για την ανίχνευση και την καταμέτρηση των μικροοργανισμών της οικογένειας Enterobacteriaceae, όπως το Escherichia coli.
Σύσταση: 7 g/L Ενζυμαική πέψη ζωικών ιστών, 3 g/L Εκχύλισμα ζύμης, 1.5 g/L Χλωριούχα άλατα,  10 g/L Μονοϋδρική γλυκόζη , 10 g/L Μονοϋδρική λακτόζη, 5 g/L Χλωριούχο νάτριο, 0,03 g/L Neutral red, 0,003 g/L Κρυσταλλικό ιώδες, 15 g/L Agar.            

· Harlequin™ Listeria Chromogenic Agar (HAL010)
Επιλεκτικό μέσο για την απομόνωση και  ταυτοποίηση της Listeria monocytogenes από τρόφιμα και συναφή υλικά όπως περιγράφεται στο ISO 11290-1: 2014.
Σύσταση: 18 g/L Πεπτόνη, 6 g/L Τρυπτόνη,  10 g/L Εκχύλισμα ζύμης, 10 g/L Χλωριούχο λίθιο, 5 g/L Χλωριούχο νάτριο, 2.5 g/L όξινο ορθοφωσφορικό δινάτριο, 2 g/L Πυροσταφυλικό νάτριο, 2 g/L Γλυκόζη, 1 g/L Γλυκεροφωσφορικό, 0.5 g/L Διάλυμα Μαγνησίου, 0.05 g/L 5-βρωμο-4-χλωρο-3-ινδολυλ-β-D-γλυκοπυρανοσίδιο

















ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ II

Έντυπο οργανοληπτικής αξιολόγησης του τυριού Χαλίτζι

Όνομα:………………………………………….           Ημερομηνία:…………………………………....                                                                                Αρ. Δείγματος:………………………………….                                                                  


Παρακαλώ όπως αξιολογήσετε, με βάση το βαθμό αρεσκείας σας, το δείγμα για τα πιο κάτω χαρακτηριστικά. Σημειώστε με Χ ή √ την προτίμησή σας στο ανάλογο κουτάκι.                                                                                                                                                                 


ΚΛΙΜΑΚΑ ΔΙΑΒΑΘΜΙΣΗΣ                 ΕΜΦΑΝΙΣΗ          ΥΦΗ           ΟΣΜΗ        ΓΕΥΣΗ          ΕΠΙΓΕΥΣΗ
9. Μου αρέσει υπερβολικά                            
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7. Μου αρέσει μέτρια
6. Μου αρέσει λίγο
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4. Δεν μου αρέσει λίγο
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