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ΠΔΡΙΛΗΦΗ 

 

Σα  παξαδνζηαθά γαιαθηνθνκηθά πξντφληα ζθηαγξαθνχλ ηελ παξάδνζε ηνπ θάζε ηφπνπ, ζηνλ νπνίν  

παξάγνληαη, θαζψο έρνπλ κνλαδηθά ραξαθηεξηζηηθά. Παξάγνληαη ζπλήζσο κε παξαδνζηαθέο κεζφδνπο 

θαη δελ πθίζηαληαη επεμεξγαζία, φπσο ζπκβαίλεη ζηηο βηνκεραλίεο. Γηα ηνπο παξαπάλσ ιφγνπο 

επηιέρζεθαλ 2  ηπξηά , ην Γθεξεκέδη (παξαδνζηαθφ ηπξί Αίγηλαο) θαη ην Καξίθη ( παξαδνζηαθφ ηπξί 

Σήλνπ). Καη ηα δπν απηά πξντφληα απνηέιεζαλ αληηθείκελν ηεο κειέηεο κε ζθνπφ ηελ εχξεζε 

νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ γλσζηψλ γηα ηηο πνιχηηκεο νπζίεο πνπ παξάγνπλ θαη είλαη ηδηαίηεξα 

επεξγεηηθέο γηα ηνλ αλζξψπηλν  νξγαληζκφ. Σν δηαθνξεηηθφ ζηνηρείν πνπ απνηέιεζε ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ  

παξνχζα κειέηε ήηαλ ην γεγνλφο φηη φιεο νη θαιιηέξγεηεο πνπ κειεηήζεθαλ πξνήιζαλ απφ ηελ 

παξαζθεπή ησλ ηπξηψλ, ρσξίο πξνζζήθε εκπνξηθψλ θαιιηεξγεηψλ. ΢ηελ παξνχζα κειέηε εξεπλήζεθε ην 

κηθξνβίσκα ησλ παξαπάλσ ηπξηψλ. Σα απνκνλσζέληα ζηειέρε βαθηεξίσλ θαη δπκψλ αξρηθά 

νκαδνπνηήζεθαλ κε ηε κέζνδν rep-PCR θαη ζηε ζπλέρεηα, αληηπξνζσπεπηηθά ζηειέρε βαθηεξίσλ θαη 

δπκψλ ηαπηνπνηήζεθαλ κε ηελ αιιεινχρεζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA θαη ηεο πεξηνρήο ITS DNA, 

αληίζηνηρα. Σαπηνπνηήζεθαλ θπξίσο είδε ησλ γελψλ Staphylococcus, Streptococcus, Lactobacillus θαη 

Pichia.  
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ABSTRACT 

 

Traditional dairy products always attribute special features to the place where these are produced due to 

their unique characteristics, the traditional methods with which these are produced and the fact that these 

don’t undergo processing as it happens in industries. The above reasons set off the study of 2 traditional 

cheeses, Geremezi (product of Aigina) kai Kariki (product of Tinos).  Both products have been the subject 

of study with purpose of finding LAB which produce beneficial substances for human such as lantibiotics 

(widely known substances with antimicrobial role). The special element of these two products is the fact 

of no added starter cultures. In the current study it was investigated the ‘’microbiota’’ of the above 

products. PCR techniques were used to group and then identify the isolated microorganisms. The isolated 

bacteria and yeasts were grouped using the genotyping technique of rep-PCR. Then, representative strains 

of bacteria and yeasts were identified at the species level by sequencing the 16S rRNA gene and ITS DNA 

region, respectively. The results obtained from the sequencing of 16S rRNA gene and ITS DNA region 

were analyzed using specific tools of bioinformatics and showed mostly strains of Staphylococcus, 

Streptococcus, Lactobacillus and Pichia, concerning yeasts. 
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ΛΔΞΔΙ΢ ΚΛΔΙΓΙΑ –KEY WORDS 

 

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool): Βάζε δεδνκέλσλ αλαδήηεζεο θαη ζηνίρηζεο γνληδησκάησλ 

LAB (Lactic Acid Bacteria): Ομπγαιαθηηθά βαθηήξηα 

PCR (Polymerase Chain Reaction): Αιπζηδσηή αληίδξαζε πνιπκεξάζεο 

REP_PCR (Repetitive Sequence-based PCR): PCR βαζηδνκελε ζε επαλαιακβαλφκελε αιιεινπρία 

NSLAB (NonStarter Lactic Acid Bacteria): Δλαξθηήξηα νμπγαιαθηηθή θαιιηέξγεηα 

Lactose: Λαθηφδε (C12H22O11) 

Citrate: Κηηξηθφ νμχ (C6H8O7) 

Glucose: Γιπθφδε (C6H12O6) 

Galactose: Γαιαθηφδε (C6H12O6) 

Lactic acid: Γαιαθηηθφ Ομχ (C3H6O3) 

Acetic acid: Ομηθφ Ομχ (C2H4O2) 

Propionic acid: Πξνπηνληθφ Ομχ (C3H6O2) 

Butyric acid, Βνπηπξηθφ νμχ (C4H8O2) 
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ΔΤΥΑΡΙ΢ΣΙΔ΢ 

 

Με ηελ νινθιήξσζε ηεο κεηαπηπρηαθήο κνπ κειέηεο, ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ζεξκά ηελ 

εηζεγήηξηα ηνπ ζέκαηνο απηνχ θαη επηβιέπνπζα Καζεγήηξηα θ. Σζαθαιίδνπ Έθε γηα ηελ θαζνδήγεζή 

ηεο, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο κεηαπηπρηαθήο κνπ εξγαζίαο . 

Θα ήζεια ζηε ζπλέρεηα λα επραξηζηήζσ ηε Γεσπφλν κέινο ΠΔ-ΔΓΗΠ ηνπ Δξγαζηεξίνπ 

Γαιαθηνθνκίαο, θ. Μαλσινπνχινπ Δπγελία (MSc) γηα ηελ ζπλερή θαζνδήγεζε θαη ηελ πνιχηηκε βνήζεηα 

γηα ηελ πξαγκαηνπνίεζε ησλ κηθξνβηνινγηθψλ αλαιχζεσλ ηεο εξγαζίαο απηήο. Δπηπιένλ ζα ήζεια λα 

επραξηζηήζσ ηδηείηεξα ηελ Dr. Μαξίλα Γεσξγαιάθε Γεσπφλν θαη κέινο ΔΓΗΠ ηνπ εξγαζηεξίνπ, γηα ηελ 

βνήζεηά ηεο ζηελ αλάιπζε κε ρξήζε Τγξήο Υξσκαηνγξαθίαο Τςειήο Απφδνζεο (HPLC) θαη ηελ Dr. 

Οπξαλία Αλαζηαζίνπ Βηνιφγν θαη  κέινο ΔΓΗΠ ηνπ εξγαζηεξίνπ γηα ηε βνήζεηά ηεο ζηηο κνξηαθέο 

αλαιχζεηο  

Σέινο ζα ήζεια λα επραξηζηήζσ ηδηαίηεξα ηελ νηθνγέλεηά κνπ ε νπνία έδεημε ακέξηζηε 

ζπκπαξάζηαζε θαηά ηε δηάξθεηα ζπγγξαθήο ηεο κειέηεο αιιά θαη ζην ζχλνιν ησλ ζπνπδψλ κνπ ηα 

ηειεπηαία ρξφληα. 
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ΔΙ΢ΑΓΧΓΗ 

1.1 Παραδοςιακά τυριά 

΢ήκεξα ζηελ Διιάδα, φπσο θαη ζηηο ππφινηπεο αλαπηπγκέλεο ρψξεο,  βηνκεραληθή παξαγσγή 

ηπξνθνκηθψλ πξντφλησλ βαζίδεηαη ζηε ρξήζε εκπνξηθψλ ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ. 

Παξφια απηά, ζηα κηθξά ηπξνθνκεία , φπσο απηφ ηεο Σήλνπ, νη παξαγσγνί εθκεηαιιεχνληαη ηελ 

Παξαδνζηαθή Παξαζθεπή γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ θη έηζη δεκηνπξγνχλ πνιχ ελδηαθέξνληα-απφ 

άπνςεο κηθξνβηνινγίαο- ηπξηά ηα νπνία πξνζθέξνληαη γηα κειέηε ράξηλ ηεο πινχζηαο κηθξνρισξίδαο 

ηνπο. Ζ Παξαζθεπή παξαδνζηαθψλ ηπξηψλ απφ γάια ηνπηθφ  κε ρξήζε παξαδνζηαθψλ κεζφδσλ θαη 

ηερληθψλ , παξνπζηάδεη ζεκαληηθά πιενλεθηήκαηα φζνλ αθνξά ηελ πνηφηεηά ηνπ. Ζ ρξήζε λσπνχ 

γάιαθηνο έρεη σο απνηέιεζκα ηελ Παξαζθεπή ηπξηψλ πνιχ θαιήο πνηφηεηαο δεδνκέλνπ φηη: 

 Γελ ράλνληαη ηα κνλαδηθά αξσκαηηθά ραξαθηεξηζηηθά πνπ πξνέξρνληαη απφ ηε δηαηξνθή ησλ 

δψσλ ζε θπζηθνχο βνζθφηνπνπο. 

 Γελ θαηαζηξέθεηαη ε θπζηθή κηθξνβηαθή ρισξίδα ηνπ γάιαθηνο ε νπνία επηδξά ζηελ σξίκαλζε 

ηνπ ηπξηνχ , ηε δηακφξθσζε πινχζηνπ αξψκαηνο, γεχζεο θαη πθήο φπσο πξναλαθέξζεθε. 

Γελ θαηαζηξέθνληαη νξηζκέλα έλδπκα ή ελεξγνπνηνχληαη άιια. 

 Γελ απνδνκνχληαη νη πξσηεΐλεο ηνπ γάιαθηνο. 

Απηέο είλαη νη αηηίεο πνπ ηα ηπξηά απηά ραξαθηεξίδνληαη απφ έλα ζπλνιηθά ηδηαίηεξν, πην έληνλν 

νξγαλνιεπηηθφ πξνθίι, παξνπζηάδνληαο ηαπηφρξνλα ηερλνινγηθφ ελδηαθέξνλ σο πεγή λέσλ 

νμπγαιαθηηθψλ κηθξννξγαληζκψλ. Αληίζεηα ε παζηεξίσζε ηνπ γάιαθηνο θαη ε ρξήζε εκπνξηθψλ 

ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ, φπσο επίζεο θαη ε ηήξεζε απζηεξψλ θαλφλσλ πγηεηλήο ζηηο ζχγρξνλεο 

 βηνκεραληθέο κνλάδεο παξαζθεπήο ηπξηψλ, έρεη νδεγήζεη ζηελ εχξεζε ζπάλησλ νμπγαιαθηηθψλ 

βαθηεξίσλ απφ ηνπο δηάθνξνπο ηχπνπο ηπξηψλ. 

 

1.2  Σχζςθ μικροοργανιςμϊν και τυριϊν 

Σν γάια ήηαλ γλσζηφ φηη απνηεινχζε εμαηξεηηθή πεγή ελέξγεηαο γηα ηνλ αλζξψπηλν νξγαληζκφ 

απφ αξραηνηάησλ ρξφλσλ, αθνχ πεξηέρεη έλα επξχ θάζκα ζξεπηηθψλ ελψζεσλ γηα ηνπο αλζξψπνπο. Δθηφο 

απφ ην γάια κεγαιχηεξεο ζξεπηηθήο αμίαο πξντφλ απνηειεί ην ηπξί. Πνιιέο εθδνρέο έρνπλ πξνηαζεί γηα 

ηελ δεκηνπξγία ηνπ, εθ ησλ νπνίσλ θπξηφηεξεο είλαη δχν. Ζ πξψηε αλαθέξεη φηη ην ηπξί πξνέθπςε ηπραία 

φηαλ ην γάια κεηαθέξζεθε ζηε δεζηή έξεκν ζε παξαδνζηαθφ αζθφ θηηαγκέλν απφ ζηνκάρη πξνβάηνπ ,  
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ελψ ε άιιε αλαθέξεη πσο ε δεκηνπξγία ηνπ ήηαλ απνηέιεζκα πξνζπάζεηαο ηνπ αλζξψπνπ λα εθεχξεη 

ηξφπνπο δηαηήξεζεο ηνπ γάιαθηνο , φπσο ε μήξαλζή ηνπ ζε αβαζή πήιηλα ή μχιηλα δνρεία ζηνλ ήιην.  

Καη ζηηο δχν πεξηπηψζεηο πάλησο είλαη θνηλή ε δεκηνπξγία πήγκαηνο. ΢ήκεξα είλαη γλσζηφ πσο 

ην έλδπκν ξελλίλε πνπ ππάξρεη ζην γαζηξηθφ πγξφ ζην ηέηαξην ζηνκάρη λεαξψλ κεξπθαζηηθψλ δψσλ (ην 

ιεγφκελν ήλπζηξν) πξνθαιεί ηε απνδηάηαμε ησλ κηθθπιίσλ θαδεΐλεο , κεηαηξέπνληάο ην πήγκα. Καηφπηλ, 

ηα βαθηήξηα πνπ ππάξρνπλ ζην πεξηβάινπλ, ζπκπεξηιακβαλνκέλσλ θαη απηψλ πνπ πξνυπήξραλ ζην γάια, 

είλαη ππεχζπλα γηα ηε κεηέπεηηα σξίκαλζε απηήο, ζπκβάιινληαο ζηελ πθή, ηε γεχζε θαη ην άξσκα ηνπ 

πήγκαηνο (Anyfantakis, 2004). 

Μέρξη ηα κέζα ηνπ 19νπ αηψλα ε παξαγσγή ηπξηνχ γηλφηαλ εκπεηξηθά, φηαλ ε δεκνζίεπζε ηνπ 

Louis Pasteur ηα 1857 έδεημε φηη νη δπκψζεηο ήηαλ απνηέιεζκα ηεο δξάζεο κηθξννξγαληζκψλ. Δηθνζηέλα 

ρξφληα αξγφηεξα, ε δεκνζίεπζε απηή νδήγεζε ηνλ Joseph Lister ζηελ πξψηε απνκφλσζε βαθηεξίνπ 

νμίληζεο ηνπ γάιαθηνο, ηνπ Bacterium lactis. Έηζη ην 1890 πξνηάζεθε ε ρξήζε ησλ νμπγαιαθηηθψλ 

βαθηεξίσλ σο ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ ζηα ηπξηά θαη ην μηλφγαια (Stiles & Holzapfel. 1997). Ζ αξρηθή 

παξαγσγή δπκνχκελσλ ηξνθίκσλ, φπσο ην ηπξί, βαζίζηεθε ζε απζφξκεηεο δπκψζεηο, ιφγσ ηεο αλάπηπμεο 

ηεο θπζηθήο κηθξνρισξίδαο ησλ ηξνθίκσλ απηψλ κε απνηέιεζκα ε πνηφηεηα ηνπ ηειηθνχ πξντφληνο λα 

είλαη αλάινγε ηνπ κηθξνβηαθνχ θνξηίνπ. Ζ δηαδηθαζία ηεο δχκσζεο ηειεηνπνηήζεθε κε ηε κέζνδν 

εκβνιηαζκνχ κηθξήο πνζφηεηαο απφ ην αξρηθφ πξντφλ(ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο) ζην λέν , κεηψλνληαο 

έηζη ηε πηζαλφηεηα απνηπρίαο. Σν απνηέιεζκα απηήο ηεο δηαδηθαζίαο ήηαλ ε επηθξάηεζε ησλ θαιχηεξα 

πξνζαξκνζκέλσλ ζηειερψλ. 

Απφ ηηο αξρέο ηνπ 20νπ αηψλα μεθίλεζε ε παξαγσγή ελδχκσλ θαη βαθηεξηαθψλ θαιιηεξγεηψλ ζε 

βηνκεραληθφ επίπεδν γηα ηε ρξήζε ηνπο ζηελ δηαδηθαζία παξαγσγήο ηππνπνηεκέλσλ πξντφλησλ δχκσζεο, 

κεηαμχ άιισλ θαη ηπξηψλ. Σν παξαπάλσ γεγνλφο έδσζε ζηνπο παξαγσγνχο ηε δπλαηφηεηα λα 

παξαζθεπάδνπλ ηπξηά κε θαζνξηζκέλε γεχζε , πθή, ρξψκα πεξίνδν σξίκαλζεο θαη δηάξθεηα δσήο. 

 

1.3 Οικονομικά Στοιχεία 

Σα γαιαθηνθνκηθά πξντφληα απνηεινχλ ζεκαληηθφ ζηνηρείν ηεο Μεζνγεηαθήο δίαηηαο θαη  δσηηθφ 

ζπζηαηηθφ ηεο αλζξψπηλεο δηαηξνθήο ζε παγθφζκην επίπεδν. ΢χκθσλα κε ηνλ (ΔΚ) 853/2004  σο λσπφ 

γάια νξίδεηαη ΄΄ ην γάια ην νπνίν παξάγεηαη απφ ηελ έθθξηζε ηνπ καζηνχ εθηξεθφκελσλ δψσλ θαη ην 

νπνίν δελ έρεη ζεξκαλζεί ζε ζεξκνθξαζία άλσ ησλ 40 °C νχηε έρεη ππνζηεί νηαδήπνηε επεμεξγαζία πνπ 

έρεη αλάινγε επίδξαζε’’.  

΢χκθσλα κε ηα ηειεπηαία ζηνηρεία ηνπ FAO (FAO Food Outlook 2019), ε παγθφζκηα παξαγσγή 

γάιαθηνο ην 2019 έθηαζε ηα 852 εθαηνκκχξηα ηφλνπο κε αχμεζε 1,4% ζε ζρέζε κε ην πξνεγνχκελν έηνο. 

Σηο ηειεπηαίεο ηξεηο δεθαεηίεο, ε παγθφζκηα παξαγσγή γάιαθηνο έρεη απμεζεί πάλσ απφ 58%, 
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 θαζψο απφ 522 εθαηνκκχξηα ηφλνπο έθηαζε ηα 828 εθαηνκκχξηα ηφλνπο ην 2017. Ζ Ηλδία είλαη ε 

κεγαιχηεξε γαιαθηνπαξαγσγφο ρψξα, θαη αθνινπζνχλ νη Ζλσκέλεο Πνιηηείεο , ε Κίλα, ην Παθηζηάλ θαη 

ε Βξαδηιία. Ζ παξαγσγή γάιαθηνο ζηελ Αθξηθή αλαπηχζζεηαη κε βξαδχ ξπζκφ ζε ζρέζε κε άιια 

αλαπηπζζφκελα θξάηε ιφγσ ηεο θηψρεηαο θαη ζε άιιεο ρψξεο ιφγσ δπζκελψλ θιηκαηηθψλ ζπλζεθψλ.  

Οη ρψξεο κε ην κεγαιχηεξν πιεφλαζκα γάιαθηνο είλαη ε Νέα Εειαλδία, νη Ζ.Π.Α., ε Γεξκαλία, ε 

Γαιιία, ε Απζηξαιία θαη ε Ηξιαλδία. Αληίζεηα νη ρψξεο κε ην κεγαιχηεξα έιιεηκκα ζε γάια είλαη ε Κίλα, 

ε Ηηαιία, ε Ρσζηθή Οκνζπνλδία, ην Μεμηθφ, ε Αιγεξία θαη ε Ηλδνλεζία. 

 

1.4 Οξυγαλακτικά Βακτιρια 

Σα Ομπγαιαθηηθά βαθηήξηα απνηεινχλ κία νκάδα κηθξννξγαληζκψλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ 

κεγάιε εηεξνγέλεηα αιιά έρνπλ σο θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ ηελ ηθαλφηεηα δχκσζεο ηεο ιαθηφδεο ζε 

γαιαθηηθφ νμχ. Σα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα παξάγνπλ κία πνηθηιία απφ κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο νπζίεο, 

νη νπνίεο παξνπζηάδνπλ αληηκηθξνβηαθέο ηδηφηεηεο. Σέηνηεο νπζίεο είλαη ηα νξγαληθά νμέα, νη αιθνφιεο, 

ην δηνμείδην ηνπ άλζξαθα , ην δηαθεηχιην, ην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ θαη νη βαθηεξηνζίλεο.  Δίλαη (+) 

θαηά Gram, κε ζπνξηνγφλνη θφθθνη, θνθθνβάθηινη ή βάθηινη κε ιηγφηεξν απφ 35mol % G+C  DNΑ, 

ζπλήζσο πξναηξεηηθά αλαεξφβηνη θαη δελ δηαζέηνπλ θαηαιάζε. 

Σα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα ρσξίδνληαη ζε ηξεηο νκάδεο αλάινγα κε ηηο κεηαβνιηθέο νδνχο πνπ 

δηαζέηνπλ γηα ηε δχκσζε ηεο γιπθφδεο αιιά θαη κε ηελ ηθαλφηεηά ηνπο λα κεηαβνιίδνπλ πεληφδεο. 

1. Τπνρξεσηηθά νκνδπκσηηθά: Δδψ αλήθνπλ νη γαιαθηνβάθηιινη.(Lactobacillus spp.) νη νπνίνη 

δπκψλνπλ ηε γιπθφδε πξνο γαιαθηηθφ νμχ απνθιεηζηηθά κεζψ ηεο γιπθνιπηηθήο νδνχ θαη δελ 

δχλαληαη λα κεηαβνιίδνπλ πεληφδεο. 

2. Πξναηξεηηθά εηεξνδπκσηηθά: Πξφθεηηαη γηα βαθηήξηα πνπ δπκψλνπλ ηε γιπθφδε πξνο 

γαιαθηηθφ νμχ απνθιεηζηηθά αιιά δπκψλνπλ θαη πεληφδεο κέζσ ηνπ κνλνπαηηνχ ησλ 

θσζθνξηθψλ πεληνδψλ. ΢ηελ θαηεγνξία απηή εληάζζνληαη ηα είδε Lactococcus spp., 

Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus θαη Pediococcus. 

΢ηελ 3ε θαηεγνξία ζπλαληνχκε ηα ππνρξεσηηθά εηεξνδπκσηηθά βαθηήξηα ηα νπνία κεηαβνιίδνπλ 

ηε γιπθφδε θαη ηηο πεληφδεο κέζσ ηεο νδνχ ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ. ΢ε απηή ηελ θαηεγνξία 

εληάζζνληαη είδε ηνπ γέλνπο Lactobacillus spp., θαη ηα γέλε Leuconostoc, Weissella, Oenococcus. 

(Dimitriadou, 2019 Ζ νκνδπκσηηθή νκάδα παξάγεη ζρεδφλ απνθιεηζηηθά γαιαθηηθφ νμχ ελψ ε 

εηεξνδπκσηηθή γαιαθηηθφ νμχ, νμηθφ νμχ ή αηζαλφιε θαη CO2 .  
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Εικόνα 1: Η ηφμωςθ τθσ λακτόηθσ από ομοηυμωτικά και ετεροηυμωτικά βακτιρια. 

Αξηζηεξά: Μνλνπάηη Embden-Meyerhof, Γεμηά: Οδφο θσζθνξηθψλ πεληνδψλ 

 

  Παξαηεξνχκε φηη δελ ζπληίζεηαη ΑΣΡ απφ αληηδξάζεηο πνπ νδεγνχλ ζην ζρεκαηηζκφ αηζαλφιεο. 

Παξνπζία νμπγφλνπ, πνιιά εηεξνδπκσηηθά νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα έρνπλ ηελ ηθαλφηεηα αλαγσγήο ηνπ 

νμπγφλνπ κε NADH (κέζσ θιαβηλνελδχκσλ, σο ελδηάκεζσλ) , ζρεκαηίδνληαο λεξφ. Σφηε παξάγεηαη 

νμηθφ νμχ αληί ηεο αηζαλφιεο θαη έηζη είλαη δπλαηή ε παξαγσγή ελφο επηπιένλ κνξίνπ ΑΣΡ. 

Σα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα (lactic acid bacteria, LAB) είλαη ε πην ζεκαληηθή νκάδα 

κηθξννξγαληζκψλ πνπ ρξεζηκνπνηείηαη ζηε δχκσζε ησλ ηξνθίκσλ. Απηά ζπλεηζθέξνπλ ζηε γεχζε θαη ηε 

δνκή ησλ δπκνχκελσλ ηξνθίκσλ θαη επηπιένλ αλαζηέιινπλ ηα αιινηνγφλα βαθηήξηα θαζψο παξάγνπλ 

αλαζηαιηηθέο νπζίεο γηα ηελ αλάπηπμή ησλ.  

Σα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα πξνθαινχλ ηαρεία νμίληζε ηεο πξψηεο χιεο κέζσ ηεο παξαγσγήο 

νξγαληθψλ νμέσλ θπξίσο γαιαθηηθνχ. Δπηπξφζζεηα, ε παξαγσγή νμηθνχ νμένο, αηζαλφιεο, ζπζηαηηθψλ 

αξψκαηνο, βαθηεξηνζηλψλ, εμσπνιπζαθραξηηψλ θαη αξθεηψλ ελδχκσλ είλαη κεγάιεο ζεκαζίαο γηα ηελ 

χπαξμε ησλ LAB. 
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Δπεηδή ηα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα απνθηνχλ ηελ ελέξγεηα πνπ ρξεηάδνληαη κφλν κέζσ ηνπ 

κεηαβνιηζκνχ ησλ ζαθράξσλ, είλαη πεξηνξηζκέλα λα δνπλ ζε πεξηβάιινληα φπνπ θπξηαξρνχλ ηα 

ζάθραξα. Έρνπλ πεξηνξηζκέλε βηνζπλζεηηθή ηθαλφηεηα, βηηακίλεο, πνπξίλεο θαη ππξηκηδίλεο, έηζη ην 

ζξεπηηθφ κέζν ζην νπνίν ζα κπνξέζνπλ λα αλαπηπρζνχλ πξέπεη λα ηθαλνπνηεί φιεο ηηο ζξεπηηθέο ηνπο 

απαηηήζεηο. Σα πεξηζζφηεξα δνπλ ειεχζεξα ή κε σθέιηκε-γηα ηνλ μεληζηή-ζρέζε ζπλήζσο δψα, ελψ 

νξηζκέλα είλαη επθαηξηαθά παζνγφλα. Σα ζπλαληνχκε ζε γαιαθηνθνκηθά πξντφληα θαη ζε απνζπληηζέκελα 

θπηηθά πιηθά. Απνηεινχλ θπζηνινγηθή ρισξίδα γηα ηνλ άλζξσπν ζηε ζηνκαηηθή θνηιφηεηα, ηνλ 

γαζηξεληεξηθφ ζσιήλα θαη ηνλ γπλαηθείν θφιπν, φπνπ θαη παίδνπλ ζεκαληηθφ ξφιν. 

Λίγα κφλν LAB είλαη παζνγφλα γηα ηα δψα θαη ηνπο αλζξψπνπο. ΢ην γέλνο Streptococcus 

αλήθνπλ πεξίπνπ 80 είδε εθ ησλ νπνίσλ κφλν ν Streptococcus thermophilus ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηελ 

παξαγσγή γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. ΢ηα ππφινηπα είδε ηνπ γέλνπο Streptococcus αλήθνπλ παζνγφλα, 

φπσο ν S. pneumoniae πνπ πξνθαιεί πλεπκνλία ζηνλ άλζξσπν. (Krzysciak et al, 2013) 

Οη θαιιηέξγεηεο νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ σο ππνθαηάζηαηα 

ζπληεξεηηθψλ ζε ηξφθηκα, θαζψο παξάγνπλ δηάθνξεο αληηκηθξνβηαθέο ελψζεηο πνπ πεξηιακβάλνπλ 

νξγαληθά νμέα (γαιαθηηθφ, νμηθφ, κπξκεγθηθφ, θαηλπιν-γαιαθηηθφ θαη θαπξντθφ νμχ), δηνμείδην ηνπ 

άλζξαθα, ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ, δηαθεηχιην, αηζαλφιε θαη ηέινο βαθηεξηνζχλεο. 

 

1.5 Λακτόηθ και υπόλοιποι υδατάνκρακεσ 

Ακέζσο κεηά ηηο πξσηεΐλεο , ην ακέζσο πην ζεκαληηθφ κφξην ζην γάια είλαη ε ιαθηφδε πνπ 

ζεσξείηαη ν θαηεμνρήλ πδαηάλζξαθαο ηνπ γάιαθηνο. ΢ε θάπνηα είδε γάιαθηνο (πρ αλζξψπηλν γάια) εθηφο 

απφ ηε ιαθηφδε ζπλαληνχκε θαη άιια είδε πδαηαλζξάθσλ . Απηνί είλαη νη MAO νιηγνζαθραξίηεο- (κε 

αθνκνηψζηκνη νιηγνζαθραξίηεο) –prebiotics (C<0,05%)  νη νπνίνη απνηεινχλ ηελ θαηάιιειε πεγή C γηα 

θάπνηνπο απφ ηνπο κηθξννξγαληζκνχο πνπ θαηνηθνεδξεχνπλ ζην πεπηηθφ καο ζχζηεκα. 

 

 

 

Εικόνα 2:  Δεςμόσ β (1,4) γλυκοηιτικόσ δείρλεη ηε ζχλδεζε β-Γιπθφδεο κε ηε β-Γαιαθηφδε 
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Ζ β-ιαθηφδε ζεξκνδπλακηθά είλαη πην ζηαζεξή απφ ηελ α-ιαθηφδε. Απηφ νθείιεηαη ζηελ 

αλσκέξεηα ηνπ ζαθράξνπ πνπ έρεη έλαλ ειεχζεξν αλσκεξή C, άξα είλαη αλάγνλ ζάθραξν. Ο νξηζκφο ηνπ 

αλάγνληνο ζαθράξνπ ζηεξίδεηαη ζηε δηαζεζηκφηεηα ειεχζεξνπ αλσκεξνχο C. 

Ζ αμηνπνίεζε ηνπ ηπξνγάιαθηνο μεθίλεζε κε πξνζεγγίζεηο ζηελ αμηνπνίεζε ηεο ιαθηφδεο. Ο 

Whittier(1944) αλαθέξεη φηη πξψηνο ν Ettmueler ην 1688 απνκφλσζε ιαθηφδε απφ ηπξφγαια θαη ηελ 

<<θαζάξηζε>> κε επαλαθξπζηάιισζε. ΢ηε βηνκεραλία ηξνθίκσλ εθαξκφδνληαη δηάθνξεο ηερληθέο γηα 

ηελ θξπζηάιισζε, απνκφλσζε, θαζαξηζκφ θαη πδξφιπζε γηα ηελ παξαγσγή δηάθνξσλ ππνπξντφλησλ.                      

Ζ ιαθηφδε θπξηαξρεί πνζνηηθά , αθνχ ζην ηπξφπεγκα παξακέλεη έλα κηθξφ ηεο πνζνζηφ, κπνξεί λα 

απνκνλσζεί κε δηάθνξεο ηερληθέο, φπσο ηερληθέο κεκβξαλψλ θαη κεηά απφ μήξαλζε λα παξαρζεί ζθφλε 

ζηελ νπνία ην πνζνζηφ ηεο είλαη πεξίπνπ 70%. Οη αξρέο πνπ αθνξνχλ ηελ θξπζηαιινπνίεζε θαζψο θαη 

παξάγνληεο πνπ επεξεάδνπλ ηελ αλάπηπμε ησλ θξπζηάιισλ ηεο ιαθηφδεο, έρνπλ εθαξκνζηεί ζηε 

βηνκεραλία ησλ γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. Γεληθά ε ηαρεία θξπζηάιισζε παξάγεη κηθξνχ 

θξπζηάιινπο. Ο θαηλνηφκνο ζρεδηαζκφο ηνπ εμνπιηζκνχ θαη νη θαηάιιειεο ηερληθέο επεμεξγαζίαο 

επηηξέπνπλ ηε δεκηνπξγία κηθξνχ κεγέζνπο θξπζηάιισλ ιαθηφδεο ψζηε λα παξαρζνχλ πςειήο πνηφηεηαο 

πξντφληα. Έλα απφ ηα ειαηηψκαηα πθήο ζε δηάθνξα γαιαθηνθνκηθά πξντφληα πνπ κπνξεί λα εκθαληζηεί ε 

ακκψδεο πθή ιφγσ κεγάινπ κεγέζνπο θξπζηάιισλ ιαθηφδεο , πνπ αληρλεχνληαη ζην ζηφκα, δελ 

πδξνιχνληαη εχθνια θαη πξνθαινχλ κία ηξαρηά ή ακκψδε αίζζεζε. 

Ζ πδξφιπζε ηεο ιαθηφδεο ζηα επηκέξνπο ζπζηαηηθά , γιπθφδε θαη γαιαθηφδε πνπ είλαη νπζίεο κε 

κεγαιχηεξε γιπθαληηθή δχλακε, νδεγεί ζε παξαγσγή ζηξνπηψλ πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε βηνκεραλία 

παγσηνχ θαζψο θαη ζε άιια γαιαθηνθνκηθά ή κε πξντφληα. Ζ πδξνιπκέλε ιαθηφδε απμάλεη ηε 

δηαζεζηκφηεηα ησλ άιισλ ζπζηαηηθψλ ηνπ γάιαθηνο θαη βειηηψλεη ηε δπζαλεμία ζηε ιαθηφδε (Geilman 

1993). 

Ζ ιαθηφδε ρξεζηκνπνηείηαη σο έθδνρν θαξκάθσλ θαη ηα παξάγσγά ηεο (ιαθηηηφιε, 

ιαθηνζνπθξφδε, ιαθηνβηνληθφ νμχ θ.α.) έρνπλ επηηπρψο ηαπηνπνηεζεί θαη δηαηίζεληαη ζην 

εκπφξην(Gaenzle et al., 2008) . ΢ηελ Διιάδα ηα ηειεπηαία ρξφληα, αξθεηέο βηνκεραλίεο γάιαθηνο έρνπλ 

επηηπρψο ζηήζεη κνλάδεο παξαγσγήο ιαθηίλαο πνπ είλαη ην πξντφλ ζπκπχθλσζεο ηνπ απνπξσηετλσκέλνπ 

ηπξνγάιαθηνο (απφγαια) κε BOD 30000-50000ppm. Ζ ιαθηίλα, πνπ έρεη ηε κνξθή ππνθίηξηλεο ζθφλεο, 

κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί σο δσνηξνθή είηε φπσο είλαη είηε ζε κίγκα κε απφβιεηα άιισλ βηνκεραληψλ 

φπσο κειάζα ή θινχδεο δεκεηξηαθψλ κεηά ηελ επεμεξγαζία απηψλ. 

Οη νιηγνζαθραξίηεο είλαη ην ηξίην πην άθζνλν ζπζηαηηθφ ηνπ αλζξψπηλνπ γάιαθηνο (12-14 g/L). 

Δπίζεο έρνπλ βξεζεί ζε πνιχ κηθξφηεξεο πνζφηεηεο ζην αγειαδηλφ πξσηφγαια θαη γάια (Gopal & 

Gill,2000). Χο γλσζηφλ νη νιηγνζαθραξίηεο ηνπ γάιαθηνο θαη θπξίσο ηνπ αλζξψπηλνπ , κπνξεί λα είλαη 

παξάγνληεο αλάπηπμεο γηα ηε κηθξνρισξίδα ηνπ εληέξνπ (BIFIDO bacteria)  
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ησλ ζειαδφλησλ βξεθψλ(Coppa et al., 2004). Γεδνκέλνπ φηη ππάξρνπλ θνηλά δνκηθά ραξαθηεξηζηηθά ησλ 

νιηγνζαθραξηηψλ ηνπ γάιαθηνο ησλ δψσλ θαη ηνπ κεηξηθνχ, γίλνληαη πξνζπάζεηεο λα απνκνλσζνχλ ηα 

ζάθραξα απηά απφ ην ηπξφγαια. 

Απφ ην ηπξφγαια απνκνλψλνληαη νιηγνζαθραξίηεο θαηά ηελ ππεξδηήζεζε πνπ πξαγκαηνπνηείηαη 

γηα ηελ παξαιαβή ηνπ πξσηετληθνχ ζπκππθλψκαηνο (Whey Protein Concentrate-WPC) ηνπ ηπξνγάιαθηνο. 

Οη Barile et al. (2009) ηαπηνπνίεζαλ απφ ππεξδηεζεκέλν αγειαδηλφ ηπξφγαια 15 νιηγνζαθραξίηεο απφ 

ηνπο νπνίνπο νη 7 έρνπλ ίδηα δνκή κε απηνχο ηνπ κεηξηθνχ γάιαθηνο. Οη νιηγνζαθραξίηεο απηνί 

βξίζθνληαη απηνχζηνη ζην ηπξφγαια θαη πεξηέρνπλ ηα ζηαιηθά νμέα, Ν-αθεηπιν-λεπξακηληθφ νμχ (NeuAc)  

θαη Ν-γιπθνλεπξακηληθφ νμχ (NeuGc).  

 

1.5.1 Καταβολιςμόσ Λακτόηθσ 

Ο θαηαβνιηζκφο ηεο ιαθηφδεο πξαγκαηνπνηείηαη είηε απφ ηελ ελδνγελή ρισξίδα ηνπ γάιαθηνο( 

αθνξά ην κε παζηεξησκέλν γάια), είηε κέζσ ησλ ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ πνπ πξνζηίζεληαη ζην γάια. 

Σφζν νη ελαξθηήξηεο φζν θαη νη κε ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο αλήθνπλ ζηα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα 

άξα θαηαβνιίδνπλ ηε ιαθηφδε. Σν ζέκα είλαη πφζν γξήγνξα ηελ θαηαβνιίδνπλ θαη κε πνην κνλνπάηη 

γίλεηαη απηφ. 

 Δλαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο (Starter cultures) 

Μηιάκε γηα έλα νμπγαιαθηηθφ βαθηήξην ην νπνίν κεηαβνιίδεη πνιχ γξήγνξα ηε ιαθηφδε έηζη 

ψζηε ην pH κέζα ζε 6 ψξεο λα θαηέβεη θάησ απφ 5,3 θαη έπεηηα κέρξη ηηο 24 ψξεο λα θαηέβεη 

θάησ απφ 5. Δδψ ινηπφλ έρνπκε νκνδπκσηηθφ θαηαβνιηζκφ ιαθηφδεο. Σα βαθηήξηα απηά 

κπαίλνπλ, παίξλνπλ ηε ιαθηφδε θαη πδξνιχνπλ ζε γιπθφδε θαη γαιαθηφδε. ΢πλήζσο 

θαηαβνιίδνπλ κφλν ηε γιπθφδε θαη ηε γαιαθηφδε ηελ εθθξίλνπλ  πξνο ηα έμσ. Αθνινπζνχλ 

πάλησο ην θιαζηθφ κνλνπάηη ηεο γιπθφιπζεο δίλνληαο ππξνζηαθηιηθφ θαη ζην ηέινο θάλνπλ θαη 

ηε δχκσζε (αλαγσγή ηνπ ππξνζηνθπιηθνχ νμένο ζε γαιαθηηθφ νμχ). 

 Με ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο (Non starter cultures) 

Απηά θαηαβνιίδνπλ πην αξγά ηε ιαθηφδε. Παίδνπλ πνχ ζεκαληηθφ ξφιν ζηε δηακφξθσζε γεχζεο 

θαη αξψκαηνο ηνπ ηπξηνχ αθξηβψο δηφηη αθνινπζνχλ δηαθνξεηηθά κεηαβνιηθά κνλνπάηηα απφ 

ηνπο starter. Δδψ έρνπκε ην εηεξνδπκσηηθφ κνλνπάηη-απηφ ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ. Δδψ 

ινηπφλ , εθηφο απφ ην γαιαθηηθφ νμχ -πνπ παξάγεηαη θαη ζηε πξψηε δηαδηθαζία- παξάγεηαη 

επηπιένλ CO2 , αηζαλφιε θαη νμηθφ νμχ. ΢ην νμηθφ νμχ απνδίδεηαη πεξηζζφηεξν ε φμηλε γεχζε ηεο 

θέηαο παξά ζην γαιαθηηθφ νμχ. 
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Σν κνλνπάηη ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ αθελφο παίδεη ξφιν ζηελ παξαγσγή ελέξγεηαο θαη 

αθεηέξνπ ζηελ παξαγσγή ξηβνδψλ πνπ ρξεηάδνληαη γηα ηε ζχλζεζε ησλ λνπθιετθψλ νμέσλ θαη ηελ 

αλαγέλλεζε ηνπ θσζθνξπιησκέλνπ NADPH, απαξαίηεηνπ γηα νμεηδσηηθέο αληηδξάζεηο ζε βηνζπλζεηηθέο 

δηεξγαζίεο.(πρ ζηε βηνζχλζεζε πξσηετλψλ, ιηπαξψλ νμέσλ -φπνπ ππάξρεη νμεηδναλαγσγήο αληίδξαζε). 

 

1.6 Ανάλυςθ και Μεταβολιςμόσ Πρωτεϊνϊν  

1.6.1 Γενικά χαρακτθριςτικά των πρωτεϊνϊν αγελαδινοφ, πρόβειου και αίγειου γάλακτοσ 

Ζ κέζε πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηεΐλε ηνπ πξφβεην γάιαθηνο (5,8% w/w) είλαη κεγαιχηεξε απφ 

απηή ηνπ αίγεηνπ (4,6% w/w) θαη ηνπ αγειαδηλνχ (3,3% w/w). Ζ πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηεΐλε πνηθίιιεη 

επξέσο κεηαμχ ησλ εηδψλ θαη επεξεάδεηαη απφ ηε θπιή, ηελ πεξίνδν γαιαθηνπαξαγσγήο, ηε δηαηξνθή, ην 

θιίκα, ηελ επνρή θαη ηελ πγηεηλή ηνπ καζηνχ(καζηίηηδα). Σν αίγεην θαη ην πξφβεην γάια πεξηέρνπλ 

πεξίπνπ 0,7-1,0% θαη 0,4-0,8% Ν, αληίζηνηρα. Σν αίγεην γάια έρεη κεγαιχηεξν πνζνζηφ κε πξσηετληθνχ 

Ν θαη ιηγφηεξν θαδετληθφ Ν απ’ φηη ην πξφβεην θαη ην αγειαδηλφ γάια. 

Οη θχξηεο πξσηεΐλεο ζην πξφβεην θαη ζην αίγεην γάια είλαη ίδηεο φπσο θαη ζην αγειαδηλφ , 

δηαθέξνπλ φκσο σο πξνο ηα πνηνηηθά ηνπο ραξαθηεξηζηηθά. Γεληθά, νη πξσηεΐλεο ηνπ γάιαθηνο 

εκθαλίδνληαη ζε δχν δηαθξηηέο κνξθέο. Όπσο πξναλαθέξζεθε, ε κία είλαη κία αζηαζήο κηθπιιηαθή θάζε 

πνπ απνηειείηαη απφ θαδετλεο κε ηε κνξθή κηθθπιίσλ ζε δηαζπνξά. ΢πλδένληαη κεηαμχ ηνπο κε 

θσζθνξηθφ αζβέζηην θαη κηθξέο πνζφηεηεο Mg, Na, P θαη θηηξηθψλ αιάησλ, θαη δηαζινχλ ην θσο 

πξνζδίδνληαο ζην γάια ην ιεπθφ ηνπ ρξψκα. Ζ άιιε είλαη κία κνξθή δηαιπηψλ πξσηετλψλ πνπ 

απνηειείηαη απφ πξσηεΐλεο ηνπ νξνχ (θπξίσο β-γαιαθηνγινβνπιίλε, α-γαιαθηναιβνπκίλε, 

νξναιβνπκίλε, αλνζνπξσηείλεο). Οη θαδετλεο θαηαθξεκλίδνληαη ζε pH 4.6 ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ελψ 

θάησ απφ ηηο ίδηεο ζπλζήθεο νη πξσηεΐλεο ηνπ νξνχ παξακέλνπλ ελ δηαιχζεη. 

 

1.6.2 Χαρακτθριςτικά των καηεϊνϊν 

1) Φσζθνξπιίσζε 

Όιεο νη θαδεΐλεο είλαη θσζθνξπιησκέλεο ζε θπκαηλφκελν βαζκφ ζε ππνιείκκαηα ζεξίλεο (SerP) 

θαη πεξηζηαζηαθά ζε ππνιείκκαηα ζξενλίλεο. Οη γελεηηθέο παξαιιαγέο ησλ θ-, αs1, θαη β-θαδετλψλ, 

πεξηέρνπλ ζπλήζσο έλαλ ραξαθηεξηζηηθφ αξηζκφ θσζθνξπιησκέλσλ ππνιεηκκάησλ ζεξίλεο θαη 

ζπγθεθξηκέλα 1 -γηα ηελ θ-θαδετλε- ,8 ή 9-γηα ηελ αs1-θαδεΐλε-, θαη 4 ή 5-γηα ηελ β—θαδεΐλε θαη 10-13 

γηα ηελ αs2-θαδεΐλε. 
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2) Γιπθνδπιίσζε 

Δίλαη ραξαθηεξηζηηθφ ηεο θ-CN θαη είλαη ν ιφγνο ζηνλ νπνίν νθείιεηαη ε εθηεηακέλε 

αλνκνηνγέλεηα ησλ πξσηετλψλ απηήο ηεο νηθνγέλεηαο. Χζηφζν ε κε γιπθνδπιησκέλε πεξηνρή απνηειεί ην 

θχξην ζπζηαηηθφ ηεο. ΢ην πιήξεο γάια ε θ-θαδεΐλε είλαη κία θσζθν-γιπθν-πξσηετλε ε νπνία πεξηέρεη 

ηξεηο κνλνζαθραξίηεο: ην ζηαιηθφ νμχ (NeuAc), ηε γαιαθηφδε (Gal) θαη ηε γαιαθηνδακίλε (GalNAc), ηεο 

νπνίαο ηα κεηά αζβεζηίνπ άιαηα είλαη επδηάιπηα ελψ ησλ ππνινίπσλ ηξηψλ θαδετλψλ είλαη αδηάιπηα θαη 

έηζη ε θ-θαδεΐλε πξνζηαηεχεη ην ζχλνιν ησλ θαδετλψλ απφ ηελ απηφκαηε θαηαβχζηζή ηνπο θαη θαηά 

ζπλέπεηα ηελ θαηαζηξνθή ηεο δνκήο ηνπ γάιαθηνο. Σα ππνιείκκαηα πδαηαλζξάθσλ εκθαλίδνληαη κε ηε 

κνξθή ηξη- ή ηεηξαζαθραξηηψλ (Swaisgood, 1992). Έηζη ινηπφλ ηα κηθξνχ κεγέζνπο ζπζηαηηθά ηεο θ-CN 

κπνξεί λα πεξηέρνπλ κεηαβιεηφ αξηζκφ ησλ ηειεπηαίσλ , νη νπνίνη είλαη ελσκέλνη ζε έλα ηνπιάρηζηνλ απφ 

ηα 4 ππνιείκκαηα ζξενλίλεο, θπξίσο φκσο παξνπζηάδνληαη ζην ππφιεηκκα Thr133(Eigel et al,. 1984). Οη 

δηαθνξέο γηα ηελ θ-CN εληνπίδνληαη θπξίσο ζην θαξβνμπ-ηειηθφ άθξν ηεο πξσηεΐλεο , ην 

θαδετλνκαθξνπεπηίδην(CMP). Καηά ηελ επίδξαζε ηνπ ελδχκνπ ξελλίλε ζε pH ̴ 5.5 θαη T̴ 35◦C -φπσο 

γίλεηαη θαηά ηελ παξαζθεπή ηνπ ηπξηνχ- ε θ-θαδετλε δηαζπάηαη ζε έλα επδηάιπην γιπθνπεπηίδην (Μ.Β. 

8000) πνπ πεξηέρεη 28% πδαηάλζξαθεο θαη ζε έλα κεγαιχηεξν ηκήκα, ηελ παξα-θ-θαδεΐλεο, ειεχζεξν 

πδαηαλζξάθσλ, ηεο νπνίαο ηα κεηά αζβεζηίνπ άιαηα είλαη αδηάιπηα θαη θαηαβπζίδνληαη, ελψ ζπγρξφλσο 

θαηαβπζίδνληαη θαη νη ππφινηπεο θαδετλεο ιφγσ ηεο θαηαζηξνθήο ηνπ πξνζηαηεπηηθνχ πεξηβιήκαηνο ηεο 

θ-θαδεΐλεο. Ζ δηάζπαζε ηεο θ-θαδεΐλεο γίλεηαη ζηνλ 106ν πεπηηδηθφ δεζκφ κεηαμχ θαηλπιαιαλίλεο θαη 

κεζεηνλίλεο. 

 

3) Τπνιείκκαηα θπζηεΐλεο 

Τπάξρνπλ δχν ππνιείκκαηα θαδεΐλεο ζηελ αιιεινπρία ηεο θ- θαη ηεο αs2 θαδεΐλεο, πνπ ηνπο 

επηηξέπεη λα ζπκκεηέρνπλ ζην ζρεκαηηζκφ ελδνκνξηαθψλ δηζνπιθηδηθψλ δεζκψλ (Swaisgood, 1992). 

 

4) ΢ρεηηθά πςειά πνζνζηά ππνιεηκκάησλ πξνιίλεο 

Κπξίσο ζηηο β-θαδεΐλεο (35 ζηε β-CN , 20 ζηελ θ-CN, 17 ζηελ αs1 θαη 10 ζηελ αs2-CN), ηα νπνία 

επεξεάδνπλ ηε δνκή ηεο πξσηεΐλεο, αθνχ δηαθφπηνπλ ηελ α-ειηθνεηδή θαη β-πηπρσηή δνκή θαη 

εκθαλίδνληαη ζπλήζσο ζηηο β-ζηξνθέο. (Swaisgood, 1992). 
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5) Γελεηηθφο πνιπκνξθηζκφο 

Οθείιεηαη ζε δηαθνξέο σο πξνο ηα ππνιείκκαηα ακηλνμέσλ ή ζε απαινηθέο ηκεκάησλ ηεο 

πεπηηδηθήο αιπζίδαο πνπ κπνξεί λα έρνπλ σο απνηέιεζκα θαη δηαθνξέο ζηε γιπθνδπιίσζε, ην ειεθηξηθφ 

θνξηίν, ην κνξηαθφ βάξνο θαη ηελ πδξνθνβία. 

 

1.6.3 Οι Καηεΐνεσ του αγελαδινοφ γάλακτοσ 

Σν αγειαδηλφ γάια πεξηέρεη 24-28 gr/L θαδεΐλε(Swaisgood, 1992). Οη ηέζζεξηο θχξηεο θαδετλεο 

αs1, α s2, β- θαη θ-, βξίζθνληαη ζε αλαινγία 39:10:36:13(Borkova & Snaselova, 2005). Ζ θ-θαδεΐλε 

πεξηβάιιεη ηηο 3 ππφινηπεο . 

Ζ αγειαδηλή αs1 -θαδετλε πεξηιακβάλεη 199 ακηλνμέα κε ππνινγηζκέλν κνξηαθφ βάξνο 23.615 Da  

θαη αληηπξνζσπεχεη ην 40% ην θαδετληθνχ θιάζκαηνο. Δίλαη επαίζζεηε ζηα ηφληα αζβεζηίνπ θαη 

θαηαβπζίδεηαη κε ρισξηνχρν αζβέζηην 0,4 Μ, ζε pH 7,0 θαη ζεξκνθξαζία 40 ºC, ελψ δελ πεξηέρεη 

θπζηετλε ή ζάθραξα (Anyfantakis, 1994). Ζ γελεηηθή παξαιιαγή Α βξέζεθε ζηηο θπιέο Holstein Friesians 

, Red Holsteins θαη German Red. H B είλαη θπξίαξρε παξαιιαγή ζην είδνο Bos Taurus, ε C είλαη 

θπξίαξρε παξαιιαγή ζηα είδε Bos indicus θαη Bos grunniens, ε παξαιιαγή D βξέζεθε ζε δηάθνξεο 

θπιέο ηεο Γαιιίαο θαη ηεο Ηηαιίαο θαη ε παξαιιαγή E ζην είδνο Bos grunniens. Οη παξαιιαγέο Α,Β,  C 

έρνπλ 8 θσζθνξηθέο νκάδεο θαη ε D ελληά (Eigel et al., 1984). Δπίζεο έρνπλ ραξαθηεξηζηεί ηξείο λέεο 

γελεηηθέο παξαιιαγέο νη F, G θαη H (Farrell et al., 2004). ΢ηνλ παξαθάησ πίλαθα παξνπζηάδνληαη νη 

δηαθνξέο κεηαμχ ησλ γελεηηθψλ παξαιιαγψλ ηεο αγειαδηλήο αs1 -θαδεΐλεο. 

 

Πίνακασ 1: Θζςεισ και διαφορζσ αμινοξζων ςτισ γενετικζσ παραλλαγζσ τθσ αγελαδινισ αs1-CN  

(Πεγή: Farrell et al., 2004). 

  Θέζε θαη ακηλνμύ ζηελ πξωηεΐλε 

Πξσηεΐλε Παξαιιαγή 14-26  53 51-58 59 66 192 

 

 

αs1-CN 

(199 

ακηλνμέα) 

A Απαινηθή      Glu 

B   Ala Gln SerP Glu 

C     Glu 

D  ThrP   Glu 

E   Lys  Glu 

F    Leu Glu 

G     Glu 

H   Απαινηθή   Glu 
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Ο θαηλφηππνο αs1 -CN BB έρεη ζπζρεηηζηεί κε πςειφηεξεο απνδφζεηο ζε γάια θαη επνκέλσο 

πςειφηεξε απφδνζε ζε πξσηεΐλε θαηά ηελ γαιαθηνπαξαγσγή. Χζηφζν ν ίδηνο θαηλφηππνο έρεη 

ζπζρεηηζηεί θαη κε ρακειή πξσηετλνπεξηεθηηθφηεηα ζην γάια. Φαίλεηαη φηη ηα άηνκα πνπ θέξνπλ ηνλ 

αιιειφκνξθν G παξάγνπλ ιηγφηεξε αs1 -CN θαη πεξηζζφηεξεο απφ ηηο άιιεο θαδετλεο- νη νκφδπγεο 

αγειάδεο (GG) παξάγνπλ 55% ιηγφηεξε αs1 -CN. Ζ γελεηηθή παξαιιαγή Α παξνπζηάδεη ραξαθηεξηζηηθά 

πνιχ δηαθνξεηηθά απφ απηά ησλ άιισλ παξαιιαγψλ, γεγνλφο πνπ νθείιεηαη ζηελ απαινηθή ησλ 13 

ππνιεηκκάησλ ακηλνμέσλ , αθνχ έηζη εμαθαλίδνληαη ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα πδξνθνβηθά ππνιείκκαηα 

ζηε Ν-ηειηθή πεξηνρή , κεηαμχ ησλ νπνίσλ θαη ηεο αιιεινπρίαο Phe-Phe-Val, ε νπνία πδξνιχεηαη απφ ηε 

ρπκνζίλε θαηά ηελ σξίκαλζε ησλ ηπξηψλ. Δπνκέλσο απηή ε πξσηεΐλε έρεη κεησκέλε πδξνθνβία θαη δελ 

ζπζζσκαηψλεηαη εθηελψο παξνπζία αζβεζηίνπ. Έρεη παξαηεξεζεί ινηπφλ φηη ηα κε ζπλεθηηθά πήγκαηα 

δεκηνπξγνχληαη ζε γάιαηα πνπ πεξηέρνπλ αs1 -CN Α. Σα ηπξηά πνπ παξαζθεπάδνληαη απφ γάια πνπ 

πεξηέρεη ηε γελεηηθή παξαιιαγή αs1 -CN C, ζρεκαηίδνπλ πην ζπλεθηηθφ πήγκα ζε ζρέζε κε γάια πνπ 

πεξηέρεη ηε γελεηηθή παξαιιαγή αs1 -CN Β (Farrell et al., 2004). 

H αs2 θαδεΐλε πεξηιακβάλεη 207 ακηλνμέα, αληηπξνζσπεχεη ην 10% ηνπ θαδετληθνχ θιάζκαηνο θαη 

έρεη 25.226 Da. Γηαζέηεη 10-13 θσζθνξηθέο νκάδεο (Brignon et al., 1977). Πεξηέρεη κεγαιχηεξε 

πνζφηεηα θσζθφξνπ ζε ζρέζε κε ηηο ππφινηπεο θαδετλεο (Anyfantakis, 1994). Δίλαη ε νκάδα ησλ 

θαδετλψλ πνπ παξνπζηάδνπλ ηε κεγαιχηεξε δηαθχκαλζε ζηελ έθηαζε ηεο θσζθνξπιίσζεο κε 

απνηέιεζκα λα είλαη πην επαίζζεηεο ζηα ηφληα αζβεζηίνπ απ’ φηη νη αs1 -CN. Ζ πξσηεΐλε αλαθνξάο γη’ 

απηήλ ηελ νκάδα είλαη ε αs2 -CN Α-11P, έλα πνιππεπηίδην κνλήο αιχζνπ κε έλαλ ελδνκνξηαθφ 

δηζνπιθηδηθφ δεζκφ κεηαμχ ησλ ππνιεηκκάησλ ηεο θπζηετλεο 36 θαη 40 (Farrell et al., 2004). ΟΗ 4 

γλσζηέο γελεηηθέο παξαιιαγέο έρνπλ ραξαθηεξηζηεί σο Α,B, C θαη D. 

 

Πίνακασ 2: Θζςεισ και διαφορζσ αμινοξζων ςτισ γενετικζσ παραλλαγζσ τθσ αγελαδινισ αs2-CN  

(Πεγή : Farrell et al., 2004). 

  Θέζε θαη ακηλνμύ ζηελ πξωηεΐλε 

Πξσηεΐλε Παξαιιαγή 33 47 51-99 130 

αs2-CN 

(207 ακηλνμέα) 

A Glu Ala  Thr 

B Ζ νινθιεξσκέλε αιιεινπρία δελ έρεη θαζνξηζηεί 

C Gly Thr  Ile 

D Απαινηθή 
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Ζ αγειαδηλή β-θαδεΐλε πεξηιακβάλεη 209 ππνιείκκαηα ακηλνμέσλ θαη αληηπξνζσπεχεη ην 45% 

ηνπ θαδετληθνχ θιάζκαηνο. Ζ πξσηεΐλε απηή είλαη αξθεηά πεξίπινθε ιφγσ ηεο δξάζεο ηεο πιαζκίλεο πνπ 

είλαη ελδνγελέο έλδπκν ηνπ γάιαθηνο. Ζ δξάζε ηεο ηειεπηαίαο νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ησλ γ1, γ2 θαη γ3-

CN ηα νπνία είλαη θιάζκαηα ηεο β-CN θαη απνηεινχληαη απφ ηα ππνιείκκαηα 29-209, 106-209 θαη 108-

209 αληίζηνηρα. Σα ακηλνηειηθά θιάζκαηα ηεο β-CN πνπ απειεπζεξψλνληαη απφ ηελ πιαζκίλε, είλαη νη 

πξσηεφδεο-πεπηφλεο, ηα ζπζηαηηθά 5, 8-slow θαη 8-fast (Eigel et al., 1984)πνπ αληηζηνηρνχλ ζηα 

ππνιείκκαηα 1-105 ή 1-107, 1-28 θαη 29-105 ή 107 αληίζηνηρα (Farrell et al.,2004). 

Ζ πξσηεΐλε αλαθνξάο γη’ απηήλ ηελ νκάδα είλαη ε Α2-5P, πνπ απνηειείηαη απφ κία κνλή 

πνιππεπηηδηθή αιπζίδα πνπ δελ πεξηιακβάλεη ππνιείκκαηα θπζηετλεο. Ζ γελεηηθή παξαιιαγή Α είλαη ε 

θπξίαξρε ζε φια ηα είδε ηνπο γέλνπο Bos πνπ έρνπλ κειεηεζεί. Οη παξαιιαγέο C θαη D έρνπλ κία 

ιηγφηεξε θσζθνξηθή νκάδα απφ ηηο ππφινηπεο. Κχξην ραξαθηεξηζηηθφ ηεο β-θαδεΐλεο είλαη φηη φιεο νη 

παξαιιαγέο πξνθχπηνπλ απφ γελεηηθφ πνιπκνξθηζκφ, ν νπνίνο επζχλεηαη θαη γηα ηξνπνπνίεζε ηεο 

θσζθνξπιίσζεο ζηηο παξαιιαγέο C θαη D. 

Ζ θ-θαδεΐλε είλαη ην θιάζκα πνπ ζηαζεξνπνηεί φιεο ηηο άιιεο θαδετλεο έλαληη ησλ ηφλησλ 

αζβεζηίνπ. Δίλαη δηαιπηή παξνπζία αζβεζηίνπ ζε φιεο ηηο ζεξκνθξαζίεο θαη ε κνλαδηθή πνπ πεξηέρεη ζην 

κφξηφ ηεο πδαηάλζξαθεο (γαιαθηφδε 1,3%, γαιαθηνδακίλε 1,4%, θαη ζηαιηθφ νμχ 2,0%) θαη ππνιείκκαηα 

θπζηετλεο. Ζ θ-CN ηνπ αγειαδηλνχ γάιαθηνο , πεξηέρεη δχν ππνιείκκαηα θπζηετλεο πνπ ηεο επηηξέπεη λα 

ζρεκαηίδεη δηζνπιθηδηθνχο δεζκνχο. Ο αξηζκφο ησλ ππνιεηκκάησλ ζαθράξσλ πνπ είλαη ελσκέλα ζηελ 

πεπηηδηθή αιπζίδα είλαη δπλαηφ λα πνηθίιεη θαη θαηά ζπλέπεηα πνηθίιεη θαη ην κνξηαθφ βάξνο θαη ε 

ειεθηξνθνξεηηθή ηνπο ηθαλφηεηα. Έρεη 169 ππνιείκκαηα ακηλνμέσλ ζην κφξηφ ηεο. Πεξηέρεη ηνλ πνιχ 

επαίζζεην ζηε ρπκνζίλε δεζκφ Phe105-Met106, ν νπνίνο φηαλ πδξνιπζεί ράλεηαη ε πξνζηαηεπηηθή 

ηδηφηεηά ηεο πάλσ ζηηο άιιεο θαδετλεο , γεγνλφο πνπ νδεγεί ζηελ πήμε ηνπ γάιαθηνο (Anyfantakis & 

Kalatzopoulos,1993). 

 

1.6.4 Πρωτεόλυςθ 

Οη θαδεΐλεο απνηεινχλ ην κεγαιχηεξν κέξνο ησλ πξσηετλψλ ηνπ γάιαθηνο (28 g/L) θαη είλαη 

πξφδξνκεο νπζίεο πνιιψλ βηνελεξγψλ πεπηηδίσλ. Ζ άιιε κεγάιε θαηεγνξία πξσηετλψλ ηνπ γάιαθηνο 

είλαη νη πξσηεΐλεο ηνπ νξνχ. Απνηεινχλ ην 20% ησλ ζπλνιηθψλ πξσηετλψλ ηνπ θαη είλαη έλα εηεξνγελέο 

κίγκα, ηα θχξηα ζπζηαηηθά ηνπ νπνίνπ είλαη ε α-ιαθηαιβνπκίλε θαη ε β–ιαθηαιβνπκίλε. Οη βαζηθέο 

πξσηεΐλεο δειαδή ε α-ιαθηαιβνπκίλε θαη β-ιαθηαιβνπκίλε είλαη ηππηθέο γινβνπιίλεο κε πςειφ βαζκφ 

δεπηεξνηαγνχο θαη ηεηαξηνηαγνχο δνκήο.  

  



 

24 

 

 Μέξνο ησλ πξσηετλψλ ηνπ γάιαθηνο πδξνιχεηαη κε ηελ επίδξαζε ελδνγελψλ πξσηενιπηηθψλ 

ελδχκσλ(πιαζκίλε) ή κηθξνβηαθψλ πξσηενιπηηθψλ ελδχκσλ ή εμσγελψλ ελδχκσλ φπσο ε ππηηά ζηελ 

πεξίπησζε ησλ ηπξηψλ, ζε κηθξφηεξνπ κνξηαθνχ βάξνπο αδσηνχρα ζψκαηα. Σα πξσηενιπηηθά έλδπκα 

δηαθξίλνληαη κε βάζε ηε ζέζε ηνπο ζην θχηηαξν ησλ βαθηεξίσλ ζε εμσθπηηαξηθέο θαη ελδνθπηηαξηθέο 

πξσηετλάζεο. 

Σα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα απαηηνχλ γηα ηελ αλάπηπμή ηνπο ειεχζεξα ακηλνμέα, αδσηνχρεο 

βάζεηο πνπξίλεο θαη ππξακηδίλεο θαη βηηακίλεο ηνπ ζπκπιέγκαηνο Β. Ζ χπαξμε πξσηενιπηηθψλ 

ζπζηεκάησλ έρεη ηδηαίηεξε ζεκαζία γηα ηα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα επεηδή κε ηε δξάζε ηνπο 

εμαζθαιίδνπλ πξσηετληθφ θαη πεπηηδηθφ άδσην πνπ είλαη απαξαίηεην γηα ηελ αλάπηπμή ηνπο θαη θαη’ 

επέθηαζε ηε δπλαηφηεηα επηθξάηεζήο ηνπο ζε ηξφθηκα κε πςειή πεξηεθηηθφηεηα ζε πξσηεΐλεο. Σα 

νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα κεηαθέξνπλ ελεξγεηηθά ακηλνμέα θαη νιηγνπεπηίδηα κέζσ ηεο θπηηαξηθήο ηνπο 

κεκβξάλεο ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ κε εμεηδηθεπκέλα ζπζηήκαηα. Σα νιηγνπεπηίδηα πνπ κπνξνχλ λα 

κεηαθέξνληαη κε απηά ηα ζπζηήκαηα κπνξεί λα πεξηέρνπλ απφ 3-7 ακηλνμέα 

Σα πεξηζζφηεξα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα έρνπλ αζζελείο πξσηενιπηηθέο ηδηφηεηεο ζε  ζρέζε κε 

άιιεο νκάδεο βαθηεξίσλ πρ Bacillus, Proteus, Pseudomonas, θνινβαθηεξηνεηδή. Παξ ’φια απηά είλαη 

απνδεδεηγκέλε ε χπαξμε πνιχπινθεο πξσηενιπηηθήο δξαζηηθφηεηαο. Ζ πνιππινθφηεηα απηή νθείιεηαη 

φρη κφλν ζηνλ αξηζκφ θαη ηνλ ηχπν δηάθνξσλ πξσηετλαζψλ θαη πεπηηδαζψλ αιιά θαη ζηελ θαηαλνκή ηνπο 

ζηα θχηηαξα ησλ νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ νπνία κπνξεί λα δηαθέξεη αλάινγα κε ην είδνο. Ο 

δηαρσξηζκφο κεηαμχ πξσηετλαζψλ θαη πεπηηδαζψλ βαζίδεηαη αληίζηνηρα ζηε δπλαηφηεηά ηνπο λα 

απνδνκνχλ κφλν αθέξαηεο πξσηεΐλεο ή λα απνδνκνχλ πεπηίδηα θαη παξάγσγα πεπηηδίσλ. Οη πξσηετλάζεο 

εμσθπηηαξηθά θαη νη πεπηηδάζεο ελδνθπηηαξηθά. 

Οη πξσηετλάζεο ησλ νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ εληνπίδνληαη σο επί ην πιείζην εμσθπηηαξηθά , 

ζπλδεδεκέλεο κε ην θπηηαξηθφ ηνπο ηνίρσκα θαη έρνπλ κνξηαθφ βάξνο 180-190 kDa. Ζ ζχλζεζή ηνπο 

ζεσξείηαη φηη ειέγρεηαη απφ πιαζκίδηα . Ζ απνζηνιή ηνπο είλαη ε αξρηθή δηάζπαζε ησλ πξσηετλψλ ζε 

νιηγνπεπηίδηα, ηα νπνία ζηε ζπλέρεηα κπνξνχλ είηε λα κεηαθεξζνχλ ζην εζσηεξηθφ ηνπ θπηηάξνπ γηα 

πεξαηηέξσ δηάζπαζε απφ ηηο ελδνθπηηαξηθέο πεπηηδάζεο είηε λα δηαζπαζηνχλ επί ηφπνπ απφ 

εμσθπηηαξηθέο πεπηηδάζεο, ζε φζα είδε απηέο ππάξρνπλ, φπσο π.ρ. ζηνλ Lactococcus lactis. 

Δμσθπηηαξηθέο πξσηετλάζεο ζπλδεδεκέλεο κε ην θπηηαξηθφ ηνίρσκα, έρνπλ απνκνλσζεί θπξίσο απφ είδε 

νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ πνπ ζρεηίδνληαη κε γαιαθηνθνκηθά πξντφληα φπσο ηα Lactobaccilus casei, Lb. 

plantarum, Lb. helveticus, Lb. bulgaricus, Lb. delbruckii, Lc. lactis θαη Lc. cremoris. 
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Ζ δξάζε ησλ πξσηενιπηηθψλ ζπζηεκάησλ ησλ LAB ζηα ηξφθηκα εμαξηάηαη απφ πνηθίινπο 

παξάγνληεο πνπ ζρεηίδνληαη κε ηνλ πεξηβάινπλ ηνπ Σξνθίκνπ θαη ηα ζπζηαηηθά ηνπ. Παξάγνληεο φπσο ην 

ρισξηνχρν λάηξην, ην ληηξηθφ λάηξην, ην αζθνξβηθφ νμχ , ε γιπθφδε θαη νη βηνγελείο ακίλεο θαζψο θαη ην 

pH , ε ζεξκνθξαζία θαη ε ελεξγφηεηα ηνπ λεξνχ επηδξνχλ θαηά δηαθνξεηηθφ ηξφπν ζηηο πεπηηδάζεο ηνπ 

ησλ νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ (Christensen et al. 1999). 

 

1.6.5 Πρωτεΐνεσ τυρογάλακτοσ 

΢ην ηπξφγαια δελ ζπκπεξηιακβάλεηαη ε θαδεΐλε θαζψο απηή παξακέλεη ζην ηπξφπεγκα. 

Κπξηαξρνχλ φκσο ε β-ιαθηνγινβνπιίλε (β-Lg), ε α-ιαθηαιβνπκίλε (α-La) θαη νη αλνζνζθαηξίλεο (Igs) 

πνπ απνηεινχλ ην 80,39% ησλ αδσηνχρσλ ελψζεσλ ηνπ ηπξνγάιαθηνο θαζψο θαη άιιεο κε κηθξφηεξν 

πνζνζηφ (Anyfantakis 2004). Γηα λα νξηζηεί κία πξσηεΐλε ζαλ καθξνζηνηρείν γηα ηε ζξέςε πξέπεη λα 

είλαη έλα πνιππεπηίδην κε πάλσ απφ 50 ακηλνμέα θαη ΜΒ πάλσ απφ 6000 Dalton.  

Ζ βηνινγηθή αμία εθθξάδεη ην πνζνζηφ ηεο απνξξνθεζείζαο πξσηεΐλεο ηεο ηξνθήο κέζσ ηνπ 

εληεξηθνχ βιελλνγφλνπ πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε απφ ηνλ νξγαληζκφ γηα απνθιεηζηηθά δνκηθνχο ζθνπνχο, 

δειαδή πφζν απνηειεζκαηηθά κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί ε πξσηεΐλε. Απφ ηελ άπνςε απηή, νη πξσηεΐλεο 

νξνχ ππεξέρνπλ θαη είλαη πην ρξήζηκεο ηφζν ζηνπο αζιεηέο φζν θαη ζε αλζξψπνπο κε εμαζζελεκέλν 

αλνζνπνηεηηθφ ζχζηεκα. Οη πξσηεΐλεο ηνπ ηπξνγάιαθηνο έρνπλ κεγαιχηεξε ζξεπηηθή αμία απφ ηελ 

θαδετλε ηνπ ηπξηνχ γηαηί έρνπλ φια ηα απαξαίηεηα ακηλνμέα, φπσο ε ηξππηνθάλε , ε ιπζίλε (8 Lys/100 g 

pr) θαη ζε κεγαιχηεξε αλαινγία. 

Ζ πξσηεΐλε ηπξνγάιαθηνο απνηειείηαη απφ ηα βαζηθά δηαθιαδηζκέλα ακηλνμέα (BCCAs) φπνπ ην 

πνζνζηφ ιεπθίλεο, ηζνιεπθίλεο θαη βαιίλεο είλαη πάλσ απφ 20% w/w. Θεσξνχληαη ξπζκηζηέο ηνπ 

κεηαβνιηζκνχ ζηελ νκνηφζηαζε ηεο γιπθφδεο ,ησλ πξσηετλψλ θαη ησλ ιηπηδίσλ ζπκκεηέρνληαο αξθεηά 

ζηνλ έιεγρνο ηνπ ζσκαηηθνχ βάξνπο (Zemel,2004). 

Σν ηπξφγαια είλαη κία πινχζηα θαη ηζνξξνπεκέλε πεγή ζεηνχρσλ ακηλνμέσλ (κεζεηνλίλε θαη 

θπζηετλε) ηα νπνία δξνπλ σο αληηνμεηδσηηθά θαζψο είλαη πξφδξνκνη παξάγνληεο ζρεκαηηζκνχ ηεο 

ελδνθπηηαξηθήο γινπηαζεηφλεο (Smithers, 2008). Δπίζεο νη πξσηεΐλεο νξνχ θαη ηα παξαγφκελα πεπηίδηά 

ηνπο, εκθαλίδνπλ αλνζνξξπζκηζηηθή, αληηυπεξηαζηθή θαη αληηκηθξνβηαθή δξάζε (Madureira et al., 2010). 

 

α-Λαθηαιβνπκίλε 

Δίλαη κία ζθαηξηθή πξσηεΐλε νξνχ κε ΜΒ 14100 Da. Παξάγεηαη ζηνλ αδέλα ηνπ καζηνχ , 

ξπζκίδεη ηε βηνζχλζεζε ηεο ιαθηφδεο , δεκηνπξγψληαο έλα ζχλζεην ζχκπιεγκα κε ηελ β-1,4 

γαιαθηνδπινηξαλζθεξάζε ζην καζηηθφ αδέλα θαη έρεη ηάζε λα δεζκεχεη ην αζβέζηην(Brew, 2003). 
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β-Λαθηαιβνπκίλε 

Ζ πξσηεΐλε απηή απνηειεί ην 48-55% ησλ πξσηετλψλ ηνπ ηπξνγάιαθηνο. Απνηειείηαη απφ 178 

ακηλνμέα κε ΜΒ 18400 Da θαη ππάξρνπλ πνιιέο γελεηηθέο παξαιιαγέο. Παξάγεηαη θαη απηή ζηνλ αδέλα 

ηνπ καζηνχ. Μφλν ηα κεξπθαζηηθά θαη θάπνηα κνλνγαζηξηθά δψα κπνξνχλ λα ηελ παξάμνπλ. 

 

(Bovine Serum Albumins)- Αιβνπκίλε νξνχ αίκαηνο 

Απνηειείηαη απφ 582 ακηλνμέα θαη έρεη ΜΒ 66000 Da. Γε ζπληίζεηαη ζην καζηηθφ αδέλα αιιά 

πεξλά ζην γάια απφ ηα αηκνθφξα αγγεία κέζσ παζεηηθήο δηάρπζεο. Δίλαη πξσηεΐλε κεηαθνξάο ιηπαξψλ 

νμέσλ (Walsh & Duncan, 2000). 

 

Αλνζνζθαηξίλεο 

Πξφθεηηαη γηα νκάδα πξσηετλψλ πνπ πξνζδίδνπλ παζεηηθή αλνζία θαη ιεηηνπξγνχλ σο 

αληηζψκαηα. Σα ΜΒ θπκαίλνληαη κεηαμχ 22000-70000 Da θαη ππάξρνπλ 4 θαηεγνξίεο ζην αγειαδηλφ 

γάια: Ig1, Ig2, IgA, IgM. Δθηφο απφ ηνλ αλνζνινγηθφ ηνπο ξφιν, θαίλεηαη φηη κεηψλνπλ ηε ρνιεζηεξφιε 

θαη ηελ αξηεξηαθή πίεζε.  

 

Άιιεο πξσηεΐλεο 

Τπφινηπεο ζε κηθξφηεξν πνζνζηφ είλαη ε ιαθηνθεξίλε (LF), ε ιαθηνπεξνμεηδάζε θαη νη 

πξσηεφδεο-πεπηφλεο. H ιαθηνθεξίλε είλαη κία γιπθνπξσηεΐλε πνπ αλήθεη ζηνπο κεηαθνξείο ζηδήξνπ ηεο 

νηθνγέλεηαο ησλ ηξαλζθεξηλψλ θαη έρεη ΜΒ 80000 Da. Ζ ιαθηνθεξίλε ζεσξείηαη σο πνιπιεηηνπξγηθή 

πξσηεΐλε θαζψο θαίλεηαη φηη έρεη δηάθνξνπο βηνινγηθνχο ξφινπο. Δμαηηίαο ηεο ηθαλφηεηάο ηεο λα 

δεζκεχεη ην ζίδεξν, πηζηεχεηαη φηη παίδεη ξφιν ζηελ απνξξφθεζε ηνπ ζηδήξνπ απφ ην βιελλνγφλν ηνπ 

εληέξνπ ησλ ζειαδφλησλ βξεθψλ. Δπίζεο θαίλεηαη φηη έρεη αληηβαθηεξηαθή, αληητηθή, αληηκπθεηηαθή, 

αληηθιεγκνλψδε, αληηνμεηδσηηθή θαη αλνζνξπζκηζηηθή δξάζε.  

Ζ ιαθηνπεξνμεηδάζε έρεη αλαγλσξηζηεί σο αληηκηθξνβηαθφο παξάγνληαο ζην γάια, ην ζάιην θαη 

ηα δάθξπα. Πξφθεηηαη γηα έλα θπζηθφ ζχζηεκα άκπλαο ελαληίνλ ησλ βαθηεξίσλ κέζσ ηεο νμείδσζεο ησλ 

ζεηνθπαληνχρσλ ηφλησλ (SCN-) απφ ην ππεξνμείδην ηνπ πδξνγφλνπ. Σα ηειεπηαία είλαη θαη ηα δχν 

παξφληα ζηα βηνινγηθά πγξά θαη καδί κε ηε ιαθηνπεξνμεηδάζε απνηεινχλ ην ζχζηεκα ηεο 

ιαθηνπεξνμεηδάζεο (LP-s). Σν LP-s έρεη απνδεηρζεί βαθηεξηνθηφλν ή βαθηεξηνζηαηηθφ ζε κία επξεία 

πνηθηιία κηθξννξγαληζκψλ, ρσξίο λα επηδξά ζηηο πξσηεΐλεο θαη ηα έλδπκα ησλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ ην 

παξάγνπλ. (www.lactoferrinsearch.org)  

  

http://www.lactoferrinsearch.org/


 

27 

 

Σερλνινγηθή ζεκαζία πξσηετλψλ νξνχ. 

Οη πξσηεΐλεο νξνχ πξνζδίδνπλ ιεηηνπξγηθέο ηδηφηεηεο ζηα ηξφθηκα, ζηα νπνία πξνζηίζεληαη. 

Έρνπλ γαιαθησκαηνπνηεηηθέο ηδηφηεηεο θαη πνιιέο θνξέο αληηθαζηζηνχλ ηηο πξσηεΐλεο απγνχ ζε πξντφληα 

πρ δαραξνπιαζηηθήο θαη αξηνπνηίαο. Δπίζεο είλαη ηθαλέο λα ζρεκαηίζνπλ πεθηέο (gel) έπεηηα απφ 

ζεξκηθέο επεμεξγαζίεο, ηα νπνία πνηθίινπλ ζε άξσκα, ζηαζεξφηεηα, ζθιεξφηεηα, ειαζηηθφηεηα θ.α. θαη 

νη ηδηφηεηέο ηνπο εμαξηψληαη απφ πνιινχο παξάγνληεο φπσο ην pH , ηελ αλαινγία πξσηετλψλ, ηελ 

πξνζζήθε αιάησλ θ.ά. (Kinsella & Whitehead, 1990). Γηα λα απμεζεί ε ρξήζε ησλ πξσηετλψλ νξνχ 

γάιαθηνο ρξεηάδεηαη πξνζπάζεηα γηα λα βειηησζεί ε ιεηηνπξγηθφηεηά ηνπο, κε ηελ παξνπζία άιισλ 

ζπζηαηηθψλ, φπσο άκπιν θαη άιεπξα. Απηφ κπνξεί λα επηηεπρζεί πξψηα κε ηξνπνπνίεζε ησλ πξσηετλψλ 

νξνχ γάιαθηνο κε κεηνπζίσζε ηεο ζθαηξηθήο ηνπο δνκήο ή κε απνδηνξγάλσζε θαη αλαζρεκαηηζκφ ησλ 

πξσηετλψλ. 

 

1.7 Λίποσ γάλακτοσ και Λιπόλυςθ 

Σν ιίπνο είλαη νξγαλσκέλν κε ηε κνξθή ιηπνζθαηξίσλ. ΢ ’απηά νθείιεηαη ην ιεπθφ ρξψκα ηνπ 

πιήξνπο γάιαθηνο. Σα ραξαθηεξηζηηθά ηνπ ιίπνπο ηνπ γάιαθηνο είλαη ηα εμήο: 

 Ζ κεγάιε πνηθηιία ησλ ιηπαξψλ νμέσλ (>250 είδε), ηα πεξηζζφηεξα απφ ηα νπνία βξίζθνληαη ζε 

πνιχ κηθξέο πνζφηεηεο. Κπξηαξρνχλ απηά κε 4-18 άηνκα άλζξαθα. 

 Υαξαθηεξηζηηθφ ηνπ ιίπνπο ηνπ ιίπνπο ησλ κεξπθαζηηθψλ είλαη ε κεγάιε πεξηεθηηθφηεηα ζε 

κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο ιηπαξά νμέα (14-18% ηνπ ιίπνπο). Ηδηαίηεξα ην βνπηπξηθφ νμχ είλαη ην 

ραξαθηεξηζηηθφ ηνπ γάιαθηνο ησλ κεξπθαζηηθψλ θαη δελ ππάξρεη ζε άιιν θπζηθφ ιίπνο. 

 Ζ αλαινγία θνξεζκέλσλ ιηπαξψλ νμέσλ είλαη πςειή, πεξίπνπ 63% ηνπ ιίπνπο ηνπ γάιαθηνο 

απνηειείηαη απφ θνξεζκέλα ιηπαξά νμέα. 

 Σν ειατθφ νμχ είλαη ην 70 % ησλ αθφξεζησλ ιηπαξψλ νμέσλ ηνπ γάιαθηνο. Σα άιια αθφξεζηα 

ιηπαξά νμέα δηαθέξνπλ σο πξνο ηνλ αξηζκφ αηφκσλ C, ηε ζέζε θαη ηε δηακφξθσζε δηπιψλ 

δεζκψλ (πεξίπνπ 5% φισλ ησλ δηπιψλ δεζκψλ είλαη trans). 

 Σα ηξηγιπθεξίδηα ηνπ ιίπνπο ηνπ γάιαθηνο πδξνιχνληαη ελδπκηθά κε απνηέιεζκα ηελ 

απειεπζέξσζε ειεχζεξσλ ιηπαξψλ νμέσλ. Όηαλ ζηα ειεχζεξα ιηπαξά νμέα θπξηαξρνχλ ηα 

κηθξνχ Μ.Β. - θπξίσο βνπηπξηθφ αη θαπξντθφ - δεκηνπξγνχληαη δπζάξεζηεο ηαγγέο γεχζεηο. 
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Καηά ηελ σξίκαλζε ησλ ηπξηψλ, κία απφ ηηο ζπνπδαηφηεξεο δηαδηθαζίεο είλαη ε ιηπφιπζε. Καηά ηε 

ιηπφιπζε, απειεπζεξψλνληαη ιηπαξά νμέα απφ ηα ηξηγιπθεξίδηα, δηγιπθεξίδηα, θαη κνλνγιπθεξίδηα ηνπ 

γάιαθηνο. Σα ιηπαξά νμέα πνπ πξνθχπηνπλ ζπκκεηέρνπλ απηνχζηα ζην άξσκα ησλ δπκνχκελσλ 

πξντφλησλ είηε αθνχ κεηαηξαπνχλ ζε κεζπινθεηφλεο θαη ζεηνεζηέξεο ελψζεηο πνπ πάιη ζπκβάιινπλ ζηε 

δηακφξθσζε αξψκαηνο. Πξντφληα δηάζπαζεο ησλ ηξηγιπθεξηδίσλ (φπσο δ-θεηννμέα, δ-πδξννμέα, 

ιαθηφλεο) δηακνξθψλνπλ παξνκνίσο ην άξσκα ηνπ ηπξηνχ. Αλάκεζα ζηελ αλάπηπμε επηζπκεηνχ 

αξψκαηνο θαη ηελ αλάπηπμε ηαγγήο γεχζεο -σο απνηέιεζκα ππέξκεηξεο ιηπφιπζεο-ππάξρεη κία ιεπηή 

γξακκή (Collins et al. 2003). 

Σα ιηπνιπηηθά έλδπκα ησλ LAB ρσξίδνληαη ζε εζηεξάζεο (πδξνιχνπλ αιπζίδεο κεηαμχ 2-8 αηφκσλ 

άλζξαθα) θαη ιηπάζεο (πδξνιχνπλ εζηέξεο κε αιπζίδεο 10 ή πεξηζζφηεξσλ αηφκσλ άλζξαθα). Σα 

ιηπνιπηηθά έλδπκα είλαη εμεηδηθεπκέλα πάλσ ζηνπο εμσηεξηθνχο εζηεξηθνχο δεζκνχο ησλ ηξη- ή 

δηγιπθεξηδίσλ. Αξρηθά ηα ηξηγιπθεξίδηα πδξνιχνληαη πξνο 1,2- θαη 2,3- δηγιπθεξίδηα θαη ζηε ζπλέρεηα 

πξνο 2-κνλνγιπθεξίδηα. Σν βνπηπξηθφ νμχ βξίζθεηαη ζηε ζέζε sn-3 θαη είλαη απηφ πνπ απειεπζεξψλεηαη 

αξρηθά απφ ηα έλδπκα απηά (Collins et al. 2003).  

  Σν βνπηπξηθφ νμχ παξάγεηαη απφ ηελ αλαγσγή ηνπ β-πδξνμπ-βνπηπξηθνχ νμένο, ην νπνίν 

ζπληίζεηαη απφ ηηο δηαηηεηηθέο ίλεο ηεο ηξνθήο ηνπ δψνπ κε ηε δξάζε ησλ βαθηεξίσλ ηεο κεγάιεο θνηιίαο 

θη έηζη ε ζπγθέληξσζε ηνπ βνπηπξηθνχ νμένο δελ είλαη ίδηα γηα θάζε γάια. Σν βνπηπξηθφ νμχ (C4:0) έρεη 

ζπλδεζεί κε ηελ ηάγγηζε ηνπ γάιαθηνο. Δθεί νθείιεηαη θαη ε νζκή βνπηχξνπ φηαλ αιινηψλεηαη ην γάια. Ζ 

παξνπζία βνπηπξηθνχ νμένο ζηελ ζέζε 1 ελφο ηξηγιπθεξηδίνπ κπαίλεη πξψην γηα ιφγνπο ζηεξενρεκηθήο 

παξεκπφδηζεο (λα κπνξεί λα αθπιησζεί εχθνια) θαη θαηά ηελ πδξφιπζε πάιη θεχγεη πξψην (πδξνιπηηθή 

ηάγγηζε). Οη θπξηφηεξνη ιηπνιπηηθνί παξάγνληεο πνπ επηδξνχλ θαηά ηε δηάξθεηα σξίκαλζεο ησλ ηπξηψλ 

πεξηιακβάλνπλ: 

 Σηο ιηπάζεο πνπ παξάγνληαη απφ ηα ςπρξφηξνθα βαθηήξηα. Οη βαθηεξηαθέο ιηπάζεο (ιηπνιπηηθά 

έλδπκα) πδξνιχνπλ ην ιίπνο ηνπ γάιαθηνο θαη απειεπζεξψλνπλ κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο ιηπαξά 

νμέα (βνπηπξηθφ, θαπξντθφ νμχ). Σα ιηπνιπηηθά βαθηήξηα είλαη ππεχζπλα ζε κεγάιν βαζκφ γηα ηε 

αιινίσζε ησλ γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. 

 Σηο ελδνγελείο ιηπάζεο είηε ηεο αξρηθήο κηθξνρισξίδαο είηε ηελ ελαξθηήξηα θαιιηέξγεηα πνπ 

πξνζηίζεηαη. 
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Οη ιηπάζεο-εζηεξάζεο ησλ LAB θαίλεηαη φηη είλαη απνθιεηζηηθά ελδνθπηηαξηθέο θαη ελδερνκέλσο 

απαηηείηαη ε ιχζε ησλ θπηηάξσλ γηα ηελ απειεπζέξσζε θαη δξάζε ησλ ελδχκσλ ζηε κάδα ηνπ ηπξηνχ. 

Έρεη απνδεηρζεί φηη νη ππνρξεσηηθά νκνδπκσηηθνί γαιαθηνβάθηινη πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη (Lb helveticus, 

Lb. delbrueckii subsp bulgaricus, Lb. paracasei θαη Lb. plantarum) ηα νπνία θπξηαξρνχλ ζηελ NSLAB 

ρισξίδα είλαη ειάρηζηα ιηπνιπηηθά (Weeney & Ousa 2000) 

 

 

Εικόνα 3: Υδρόλυςθ τριγλυκεριδίων από τισ λιπάςεσ 

Πίνακασ 3: Κφρια λιπολυτικά βακτιρια ςτο γάλα  

ΟΝΟΜΑ΢ΙΑ ΤΠΟ΢ΣΡΧΜΑ ΑΝΑΠΣΤΞΗ ΠΡΟΨΟΝΣΑ ΓΡΑ΢Η 

ΛΙΠΟΛΤΣΙΚΑ ΒΑΚΣΗΡΙΑ 

Achromobacter 

lipids 

Ληπαξά Υακειέο 

Θεξκνθξαζίεο 

Ληπαξά νμέα, 

Γιπθεξίλε 

Γπζάξεζηε νζκή θαη γεχζε 

ζην γάια θαη ηα πξντφληα 

ηνπ 

Achromobacter 

lipolyticum 

Ληπαξά >> >> >> 

Pseudomonas 

fragi 

Ληπαξά >> >> >> 

 

Σα ιηπνιπηηθά βαθηήξηα κέζσ ιηπνιπηηθψλ ελδχκσλ πδξνιχνπλ ηα ιηπίδηα ηνπ γάιαθηνο κε 

παξαγσγή γιπθεξίλεο θαη ειεχζεξσλ ιηπαξψλ νμέσλ. Οη ιηπάζεο ηνπ γάιαθηνο δξνπλ κε παξφκνην ηξφπν 

αιιά δελ πξνέξρνληαη απφ βαθηήξηα θαζψο πεξηέρνληαη ζηα θαλνληθά ζπζηαηηθά ηνπ γάιαθηνο.  

Σα ςπρξφηξνθα βαθηήξηα κε ηηο ζεξκναλζεθηηθέο εμσθπηηαξηθέο πξσηετλάζεο θαη ιηπάζεο πνπ 

παξάγνπλ είλαη ε θπξηφηεξε αηηία αιινίσζεο λσπνχ γάιαθηνο θαη ηεο παξαγσγήο ρακειήο πνηφηεηαο 

γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. 

  



 

30 

 

1.8 Καταβολιςμόσ κιτρικοφ οξζοσ 

Σν θηηξηθφ νμχ είλαη έλα βαζηθφ ζπζηαηηθφ ηνπ θχθινπ ηνπ θηηξηθνχ νμένο ηνπ θχθινπ ηνπ 

Krebs, αιιά σο ειεχζεξν νμχ ππάξρεη ζε θπηηθήο πξνέιεπζεο ηξφθηκα, θχηηαξα θιπ. ΢ην γάια έρνπκε 

κηθξέο ζπγθεληξψζεηο θηηξηθνχ νμένο ηεο ηάμεο ησλ 10 mΜ, παίδεη φκσο ζεκαληηθφ ξφιν ζηε 

δηακφξθσζε ησλ νξγαλνιεπηηθψλ ραξαθηεξηζηηθψλ ησλ ηπξνθνκηθψλ πξντφλησλ φπσο ζην βνχηπξν.  

Σν θχξην πξντφλ ηνπ θαηαβνιηζκνχ ηνπ θηηξηθνχ νμένο  είλαη κία απιή θαξβνλπιηθή έλσζε ην 

δηαθεηχιην. ΢ην δηαθεηχιην νθείιεηαη ε κπξσδηά ηνπ βνπηχξνπ. Καηαξρήλ ην θηηξηθφ νμχ πξέπεη λα κπεη 

ζην θχηηαξν ησλ LAB. Τπάξρεη ινηπφλ κία πεξκεάζε ηελ νπνία δηαζέηνπλ κφλν εθείλα ηα LAB πνπ 

κπνξνχλ λα θαηαβνιίζνπλ ην θηηξηθφ νμχ θαη απηά ζπλήζσο αλήθνπλ ζην είδνο Lactococcus lactis subsp. 

lactis biovar. diacetylactis. Αθνχ ινηπφλ ην θηηξηθφ νμχ κπεη κέζα ζην θχηηαξν, ππάξρεη έλα έλδπκν -

θηηξηθή ιπάζε - πνπ δηαζπά ην θηηξηθφ νμχ ζε νμαινμηθφ θαη νμηθφ νμχ.  Παξαηεξνχκε φηη απφ ηελ πξψηε 

αληίδξαζε παξάγνληαη κεηαβνιίηεο, νη νπνίνη δηακνξθψλνπλ ην άξσκα θαη ηε γεχζε. Σν νμηθφ ην είδακε 

ζηα εηεξνδπκσηηθά βαθηήξηα σο έλα θχξην πξντφλ δίπια ζην γαιαθηηθφ, ηελ αηζαλφιε θαη ην CO2.  Σν 

νμηθφ νμχ πνπ είλαη επηζπκεηφ γηα δηακφξθσζε ηεο γεχζεο ηνπ ηπξηνχ εδψ ην παίξλνπκε απφ ηελ 1ε 

αληίδξαζε. 

Σν νμαινμηθφ ζηε ζπλέρεηα κε απνθαξβνμπιίσζε δίλεη ην ππξνζηαθπιηθφ νμχ ζεκείν ζην νπνίν 

ν κεηαβνιηζκφο ηνπ θηηξηθνχ νμένο ζπλαληά ηε γιπθφιπζε, είηε κε ηελ θιαζηθή ηεο κνξθή είηε κέζσ ηνπ 

κνλνπαηηνχ ησλ θσζθνξηθψλ πεληνδψλ. Ζ θπζηθή πνξεία ηνπ ππξνζηαθπιηθνχ ζα ήηαλ ε αλαγσγή ηνπ 

ζε γαιαθηηθφ νμχ κφλν πνπ ζηελ πεξίπησζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ θαηαβνιίδνπλ ην θηηξηθφ νμχ, ην 

ππξνζηαθπιηθφ απηφ αθνινπζεί άιιε πνξεία. 

Ζ θπξίαξρε αληίδξαζε: Σν ππξνζηαθπιηθφ δίλεη α-αθέηπιν-γαιαθηηθφ νμχ ην νπνίν είηε 

απνθαξβνμπιηψλεηαη ρεκηθά (ρσξίο ζπκκεηνρή ελδχκσλ) ζε δηαθεηχιην είηε απνθαξβνμπιηψλεηαη 

ελδπκηθά  δίλνληαο αθεηντλε (πνπ ζηελ νπζία πξφθεηηαη γηα αλεγκέλν δηαθεηχιην). Ζ αληίδξαζε κεηαμχ 

δηαθεηπιίνπ θαη αθεηντλεο κπνξεί λα γίλεη θαη ελδπκηθά δειαδή ε αθεηντλε λα παξαρζεί κε ελδπκηθή 

αλαγσγή δηαθεηπιίνπ ή κε ηελ απνθαξβνμπιάζε ηνπ α-αθέηπιν γαιαθηηθνχ. Σν ίδην έλδπκν πνπ θαηαιχεη 

απηή ηελ αληίδξαζε κπνξεί λα θαηαιχζεη θαη ηελ πεξαηηέξσ αλαγσγή ηεο αθεηντλεο ζε 2,3 βνπηαλνδηφιε. 

Δθηφο ηεο θχξηαο αληίδξαζεο ππάξρνπλ θαη παξάιιεια κνλνπάηηα. Σν ππξνζηαθηιηθφ κπνξεί λα 

καο δψζεη αθέηπιν-CoA. Σν αθέηπιν-CoA είηε ζα δψζεη νμηθφ νμχ είηε ζα αλαρζεί ζε αθεηαιδευδε θη 

έπεηηα ζε αηζαλφιε. Έρνπκε επνκέλσο ηηο ίδηεο ελψζεηο, ηα ίδηα ηειηθά πξντφληα πνπ είρακε ζην 

εηεξνδπκσηηθφ θαηαβνιηζκφ ησλ πδαηαλζξάθσλ. 

https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
https://www.uniprot.org/taxonomy/44688
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1.9 Βακτθριοςίνεσ 

Έλαο κεγάινο αξηζκφο απφ ζεηηθά (+) θαη αξλεηηθά (-) θαηά Gram βαθηήξηα παξάγνπλ - θαηά ηελ 

αλάπηπμή ηνπο - ελψζεηο πξσηετληθήο θχζεσο (είηε πξσηεΐλεο, είηε πεπηίδηα) νη νπνίεο έρνπλ 

αληηκηθξνβηαθέο ηδηφηεηεο θαη νλνκάδνληαη βαθηεξηνζίλεο. Οη  βαθηεξηνζίλεο ζα κπνξνχζαλ λα 

ηαμηλνκεζνχλ ζηα αληηβηνηηθά φκσο θάηη ηέηνην δε ζπκβαίλεη θαη ν ιφγνο αλαιχεηαη παξαθάησ. Ζ 

κεγαιχηεξε δηα θνξά ηνπο είλαη φηη νη βαθηεξηνζχλεο δξνπλ έλαληη ησλ θπινγελεηηθά ζπγγελψλ θαη έλα 

ζηέιερνο πνπ παξάγεη βαθηεξηνζίλε έρεη αλνζία απέλαληη ζε απηήλ. Σα αληηβηνηηθά απφ ηελ άιιε, έρνπλ 

έλα πην επξχ θάζκα θαη αθφκα θη αλ ε δξάζε ηνπο πεξηνξίδεηαη πάξαπηα δελ θαίλεηαη λα έρνπλ 

πξνηίκεζε ζηα είδε πνπ πξνθάιεζαλ ηελ παξαγσγή ηνπο. Δπηπιένλ νη βαθηεξηνζχλεο ζπληίζεληαη 

ξηβνζσκηθά θαη παξάγνληαη θαηά ηελ πξψηε θάζε αλάπηπμεο (primary phase of growth) ελψ ηα 

αληηβηνηηθά ζπλήζσο είλαη δεπηεξνγελείο κεηαβνιίηεο. Οη βαθηεξηνζχλεο έρνπλ ζπλήζσο κηθξφ κνξηαθφ, 

πθίζηαληαη κεηά-κεηαθξαζηηθή ηξνπνπνίεζε θαη κπνξνχλ εχθνια νξηζκέλεο λα πδξνιπζνχλ κε 

πξσηενιπηηθά έλδπκα εηδηθά απφ ηηο πξσηεάζεο ηνπ γαζηξεληεξηθνχ ζσιήλα ησλ ζειαζηηθψλ γεγνλφο 

πνπ ηα θαζηζηά  αζθαιή γηα θαηαλάισζε απφ ηνλ άλζξσπν.  

Αλάκεζα ζηα (+) θαηά Gram βαθηήξηα, ηα LAB έρνπλ θεξδίζεη πεξηζζφηεξε πξνζνρή ζήκεξα 

ιφγσ ηεο παξαγσγήο ησλ βαθηεξηνζηλψλ. Απηέο νη νπζίεο κπνξνχλ λα ρξεζηκνπνηεζνχλ ζηε βηνκεραλία 

ηξνθίκσλ σο θπζηθά ζπληεξεηηθά-βηνθηφλα. Χο αληηκηθξνβηαθή νπζία ε ληζίλε παξνπζηάδεη ζεκαληηθά 

πιενλεθηήκαηα έλαληη άιισλ αληηκηθξνβηαθψλ νπζηψλ: 1) είλαη κία νπζία επξέσο αλαγλσξηζκέλε σο 

αζθαιήο <<GRAS>> (Federal Register, 1982), 2) είλαη ζηαζεξή ζε ζπλζήθεο θαηάςπμεο θαη ζεξκηθήο 

επεμεξγαζίαο θαη 3) είλαη ελεξγή ζε ζπλζήθεο ρακεινχ pH. Ζ εθαξκνγή ησλ αληηκηθξνβηαθψλ 

ζπζηαηηθψλ σο θπζηθφ εκπφδην έλαληη βαθηεξηαθψλ παζνγφλσλ θαη βαθηεξηαθά αιινησγφλσλ 

κηθξννξγαληζκψλ έρεη απνδεηρζεί απνηειεζκαηηθή. 
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Πίνακασ 4: Σφγχρονεσ εφαρμογζσ των βακτθριοςυνϊν -παραγόμενων από LAB 

Δίδνο/Τπνείδνο Κύξηεο ρξήζεηο ζηα δηάθνξα 

γαιαθηνθνκηθά πξνϊόληα 

Βηβιηνγξαθηθέο Αλαθνξέο 

Lactococcus 

Lc. lactis subsp. lactis 

Μεζφθηιε θαιιηέξγεηα πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε πνιιά είδε 

ηπξηνχ, βνπηχξνπ θαη 

βνπηπξνγάιαθηνο 

Broome et al. (2003) 

Lc. lactis subsp. lactis biovar 

diacetylactis 

Υξεζηκνπνηείηαη ζην ηπξί Gouda, 

θξέκα-γάιαθηνο, βνπηπξφγαια θαη 

βνχηπξν γαιαθηηθνχ. 

Wouters et al. (2002) 

Leroy and Vuyst (2004) 

Lc. Lactis subsp. cremoris Μεζφθηιε θαιιηέξγεηα πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζε πνιιά είδε 

ηπξηνχ, βνπηχξνπ θαη 

βνπηπξνγάιαθηνο 

Weerkman et al. (1996) 

Streptococcus 

Streptococcus thermophilus 

Θεξκφθηιε θαιιηέξγεηα πνπ 

ρξεζηκνπνηείηαη ζην γηανχξηη θαη 

πνιιά είδε ηπξηψλ θπξίσο 

ζθιεξψλ θαη εκίζθιεξσλ 

Broome et al. (2003) 

Lactobacillus   

Lb. acidophilus Πξνβηνηηθή fεπηπξφζζεηε 

θαιιηέξγεηα πνπ ρξεζηκνπνηείηαη 

ζην ηπξί θαη ην γηανχξηη. 

 

Briggler-Marco et al (2007) 

Lb. delbrueckii subsp. Bularicus 

 

Θεξκφθηιε θαιιηέξγεηα γηα 

γηανχξηη θαη πνιιά είδε ηπξηψλ 

θπξίσο ζθιεξψλ θαη εκίζθιεξσλ 

πνπ πξννξίδνληαη γηα καγείξεκα. 

Slaterry et al. (2010) 

Lb. delbrueckii subsp. lactis Υξεζηκνπνηείηαη ζε δπκνχκελα 

πξντφληα γάιαθηνο θαη ηπξηά γηα 

καγείξεκα. 

Broome et al. (2003) & Giraffa 

2009 

Lb. helveticus Θεξκφθηιε θαιιηέξγεηα γηα 

δπκνχκελα πξντφληα γάιαθηνο θαη 

πνιιά είδε ηπξηψλ θπξίσλ 

ζθιεξψλ θαη εκίζθιεξσλ πνπ 

πξννξίδνληαη γηα καγείξεκα. 

Griffiths and Telez (2013) 

Lb. casei Υξεζηκνπνηείηαη σο επηπξφζζεηε 

θαιιηέξγεηα ζε πξνβηνηηθά γάιαηα 

Kongo (2013) 
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θαη ηε δηαδηθαζία σξίκαζεο 

ηπξηψλ. 

Lb. plantarum Χο επηπξφζζεηε θαιιηέξγεηα ζηελ 

σξίκαζε ηπξηψλ. 

Leroy and De Vuyst (2004) 

Lb. rhamnosus Δπηπξφζζεηε πξνβηνηηθή 

θαιιηέξγεηα ζηα ηπξηά. 

Copolla et al. (2005) 

Leuconostoc   

Ln. mesenteroides subsp. cremoris Μεζφθηιε θαιιηέξγεηα ε νπνία 

ρξεζηκνπνηείηαη ζηελ δεκηνπξγία 

ηπξηψλ Edam, Gouda, θξέζθν 

ηπξί, lactic butter (βνχηπξν ην 

νπνίν επηηξέπεη ζην γαια λα 

<<εθνπξαζηεί>> γηα αξθεηέο 

κέξεο γεγνλφο πνπ επλνεί ην 

ζρεκαηηζκφ γαιαθηηθνχ νμένο 

θαζψο ην γάια δπκψλεηαη θαη δίλεη 

έλα πξντφλ παξφκνην κε ην 

γηανχξηη ην νπνίν ζηε ζπλέρεηα 

κπνξεί λα δψζεη βνχηπξν) θαη 

θξέκα γάιαθηνο. 

Slaterry et al. (2010) 

 

1.10 Διαφορζσ μεταξφ αγελαδινοφ, πρόβειου και αίγειου γάλακτοσ  

 Σν πξφβεην θαη ην αίγεην γάια ρξεζηκνπνηνχληαη ζηε ρψξα καο, ζρεδφλ ζην ζχλνιφ ηνπο, γηα 

ηπξνθφκεζε. Καηά ζπλέπεηα νη θαδετλεο ηνπο, πνπ απνηεινχλ ην ζθειεηφ φισλ ησλ ηπξηψλ, 

παξνπζηάδνπλ ηδηαίηεξν ελδηαθέξνλ. Σα δχν είδε γάιαθηνο παξνπζηάδνπλ ζεκαληηθέο δηαθνξέο ζηελ 

θαδετλνπεξηεθηηθφηεηά ηνπο απφ ην αγειαδηλφ. Πέξαλ ησλ πνζνηηθψλ, νη θαδεΐλεο παξνπζηάδνπλ θαη 

πνηνηηθέο δηαθνξέο. 

Καη ζηα ηξία είδε ππάξρνπλ 4 θχξηα θαδετληθά θιάζκαηα ηα νπνία ραξαθηεξίδνληαη σο αs1-, αs2-, 

β- θαη θ-θαδεΐλεο αλάινγα κε ηελ ηαρχηεηα πνπ θηλνχληαη θαηά ηελ ειεθηξνθφξεζή ηνπο ζε πεθηή 

πνιπαθξηιακηδίνπ. Όκσο ε ηαρχηεηα θίλεζεο ησλ αληίζηνηρσλ θιαζκάησλ είλαη δηαθνξεηηθή. Σηο 

κεγαιχηεξεο δηαθνξέο παξνπζηάδεη ην αγειαδηλφ γάια, ηα θαδετληθά θιάζκαηα ηνπ νπνίνπ, θπξίσο ε αs1- 

θαδεΐλε, θηλνχληαη ηαρχηεξα ησλ αληίζηνηρσλ ηνπ πξφβεηνπ θαη ηνπ αίγεηνπ γάιαθηνο. Μεηαμχ ησλ δχν 

ηειεπηαίσλ νη δηαθνξέο είλαη πνιχ κηθξέο θαη ζπρλά δπζδηάθξηηεο. 
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Πέξαλ απηψλ θαη ε δνκή ησλ κνξίσλ ησλ θαδετληθψλ θιαζκάησλ ηνπο δηαθέξεη. Πεξηέρνπλ 

δηαθνξεηηθφ αξηζκφ ακηλνμέσλ ζην κφξηφ ηνπο, ελψ θαη ε πξσηνηαγήο δνκή ηνπο εκθαλίδεη δηαθνξέο 

ζηελ αιιεινπρία ηνπο. Ζ θαδεΐλε ππάξρεη ζην πξφβεην θαη αίγεην γάια, φπσο θαη ζην αγειαδηλφ ζε κνξθή 

κηθθπιίσλ παξφκνηαο δνκήο φκσο νη δηαζηάζεηο ηνπο είλαη δηαθνξεηηθέο. Απηά ηνπ αίγεηνπ γάιαθηνο είλαη 

κεγαιχηεξα -255 nm- έλαληη 196 nm θαη 175 nm ηνπ πξφβεηνπ θαη ηνπ αγειαδηλνχ αληίζηνηρα. Γηαθνξέο 

παξαηεξνχληαη θαη ζηε δνκή ησλ κηθθπιίσλ ηνπο, ζην βαζκφ ελπδάησζήο ηνπο θαη ζηελ πεξηεθηηθφηεηά 

ηνπο ζε αλφξγαλα ζπζηαηηθά. ΢ηα κηθχιιηα ησλ θαδετλψλ ηνπ αγειαδηλνχ γάιαθηνο ππεξέρεη ην άζξνηζκα 

ησλ αs1-θαη αs2- θαδετλψλ , ελψ ζε απηά ηνπ πξφβεηνπ θαη αίγεηνπ γάιαθηνο ην άζξνηζκα ησλ β- θαη θ-

θαδετλψλ (Alexandraki,2009).  

Σν αίγεην γάια πζηεξεί ζε ηπξνθνκηθέο ηδηφηεηεο ζε ζχγθξηζε κε ην αγειαδηλφ. Γίλεη κηθξφηεξε 

απφδνζε ζε ηπξί δηφηη ην ηπξφπεγκά ηνπ είλαη ιηγφηεξν ζπλεθηηθφ θαη έρεη ηε ηάζε λα ζξπκκαηίδεηαη θαη 

λα δεκηνπξγεί κηθξά ηεκαρίδηα ηα νπνία ράλνληαη ζην ηπξφγαια (Anyfantaksi, 2004). Ζ απψιεηα 

πξσηεΐλεο απφ ην πήγκα αίγεηνπ γάιαθηνο επεξεάδεηαη ζεκαληηθά απφ ηε ιηπνπεξηεθηηθφηεηα. ΢ε κειέηε 

πνπ πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηνπο Tsigros et al. (2003) παξαηεξήζεθε φηη ε ζθιεξή πθή ηνπ ηπξηνχ 

ζρεηίδεηαη κε ηελ αχμεζε ηνπ πνζνζηνχ αίγεηνπ γάιαθηνο. Δπηπιένλ ην αίγεην γάια ζηξαγγίδεη 

πεξηζζφηεξν απφ ην αγειαδηλφ κε απνηέιεζκα λα δίλεη ηπξηά κε κηθξφηεξε πγξαζία. Σα παξαπάλσ 

εμεγνχλ θαη ην γεγνλφο ρξήζεο ηνπ αίγεηνπ γάιαθηνο ζηελ παξαζθεπή ηπξηψλ ζηα νπνία ε πήμε 

επηηπγράλεηαη θαηά θχξην ιφγν ηε δξάζε κηθξννξγαληζκψλ. Ζ νμίληζε ζην αίγεην γάια θαη ε πηψζε ηνπ 

pH εμειίζζνληαη κε ηαρχηεξν ξπζκφ, ην πήγκα πνπ ιακβάλεηαη ζηξαγγίδεη ιηγφηεξν, έρεη κεγαιχηεξν 

ημψδεο (Anyfantakis, 2004). 

 

1.10.1 Καρίκι 

Σν  Καξίθη πνπ παξάγεηαη ζηελ Σήλν απφ κε παζηεξησκέλν αγειαδηλφ γάια, σξηκάδεη κέζα ζην 

θιαζθί (λεξνθνινθχζα) θαη απνθηά κία γεχζε πινχζηα ε νπνία εληείλεηαη κε  παιαίσζε πνπ ζπκίδεη 

ηπξηά φπσο ην Stilton ή ην Roquefort.  Καξίθη ζεκαίλεη ηπξάθη πνπ σξηκάδεη κέζα ζε θνινθχζα. Γηα ηελ 

παξαγσγή ηνπ ρξεζηκνπνηείηαη πέηξσκα πνπ έρεη αιεζζεί ζηε κεραλή ηνπ θηκά θαη έρεη δπκσζεί κε αιάηη. 

Σν δπκσκέλν πέηξσκα πηέδεηαη ψζπνπ λα βγεη ν αέξαο θαη θπιάζζεηαη κέζα ζε μεξή λεξνθνινθχζα φπνπ 

θαη σξηκάδεη. Γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ θπηεχνληαη θνινθχζεο νη νπνίεο αθνχ μεξαζνχλ νη νπνίεο αθνχ 

μεξαζνχλ θφβνληαη νξηδφληηα, αδεηάδνληαη ζην εζσηεξηθφ, γεκίδνληαη κέρξη ηε κέζε κε ην αιεζκέλν 

πέηξσκα θαη ζθξαγίδνληαη κε αιεπξφθνιια. Σνπνζεηνχληαη ινηπφλ ζηξψζεηο απφ ηπξί κε ρνληξφ αιάηη, 

ην πηέδνπλ  λα θχγεη ν αέξαο θαη ην θιείλνπλ εξκεηηθά θιεηζηά κε ηε ρξήζε θνιιεηηθήο ηαηλίαο γηα 

κεγαιχηεξε απνκφλσζε ηνπ πξντφληνο απφ ην εμσηεξηθφ πεξηβάιινλ, ε νπνία δείρλεη θαη ηελ εκενξκελία 

παξαγσγήο ηνπ. Δθεί ινηπφλ ην ηπξί κέλεη γηα 5 κήλεο ζηνπο 0-4 ◦C. (www. metomati.gr) 
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Εικόνα 5 : Το πζτρωμα τεμαχίηεται για να 

περάςει ςτθ μθχανι του κιμά  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 6: Το 

πζτρωμα ςτθ μθχανι του 

κιμά 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 7: Καρίκι 
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1.10.2 Γκερεμζηι  

Σν Γθεξεκέδη είλαη έλα παξαδνζηαθφ ηπξνθνκηθφ πξντφλ πνπ παξαζθεπάδεηαη ζηελ Αίγηλα θαη 

ραξαθηεξίδεηαη γηα ηελ καιαθή πθή (ζαλ αινηθή) θαη φμηλε γεχζε ηνπ – πξνέξρεηαη απφ αίγεην ή πξφβεην 

γάια ην νπνίν βξάδεηαη ηνπνζεηείηαη ζε ηζαληίια (βακβαθεξφ χθαζκα θαηάιιειν γηα επαθή κε ηξφθηκα 

πνπ ζπλεζίδεηαη ζηελ παξαζθεπή παξαδνζηαθψλ ηπξνθνκηθψλ πξντφλησλ) θαη εθεί παξαπκέλεη  γηα 4-5 

κέξεο  ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. Ζ ηζαληίια ζπκπηέδεηαη θαη κε απηφλ ηνλ ηξφπν ράλεη κεγάιν κέξνο 

ηεο πγξαζίαο . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 8: Γκερεμζηι 
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1.11 Σκοπόσ μελζτθσ 
΢θνπφο ηεο παξνχζαο κειέηεο ήηαλ θπζηθνρεκηθή θαη κηθξνβηνινγηθή απεηθφληζε θαη ε  

απνκφλσζε θαη ηαπηνπνίεζε νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ απφ παξαδνζηαθά ηπξηά Γθεξεκέδη (Αίγηλα) θαη 

Καξίθη (Σήλνο) . 
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ΤΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΔΘΟΓΟΙ 

2.1 Δείγματα Τυριϊν 

1. Καξίθη: Σν ηπξί δχγηδε 870 gr εθ ησλ νπνίσλ ηα 178 gr ε λεξνθνινθχζα θαη ηα 692gr ην ηπξί. 

2. Γθεξεκέδη: Απφ ην ηπξί απηφ πξαγκαηνπνηήζεθε ηαπηνπνίεζε ησλ ζηειερψλ πνπ είραλ 

απνκνλσζεί ζε πξνεγνχκελε πεηξακαηηθή κειέηε. 

 

2.2 Καταμζτρθςθ πλθκυςμϊν και απομόνωςθ LAB 

Γηα ηηο κηθξνβηνινγηθέο αλαιχζεηο, 10g δείγκαηνο ηπξηνχ αλακείρζεθαλ κε 90 ml 

απνζηεηξσκέλνπ ηζνηνληθνχ δηαιχκαηνο Ringer (IDF standard No 122C) θαη νκνγελνπνηήζεθαλ γηα 1 min 

ζε ζπζθεπή Stomacher 400 (Seward-Laboratory Blender, BA 7021, London SE1 1PP, UK). 

Αθνινχζεζαλ δηαδνρηθέο δεθαδηθέο αξαηψζεηο ζε απνζηεηξσκέλν ηζνηνληθφ δηάιπκα Ringer. ΟΗ 

θαηάιιειεο αλά πεξίπησζε δεθαδηθέο αξαηψζεηο ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηνλ εκβνιηαζκφ ζεηξάο 

ηξπβιίσλ, γηα θάζε ρξεζηκνπνηνχκελν κηθξνβηνινγηθφ ππφζηξσκα. Ζ ζπλέρεηα ηα ηξπβιία επσάζηεθαλ 

ζηηο θαηάιιειεο ζπλζήθεο. Σα πιηθά θαη νη ζπλζήθεο επψαζεο αλά θαηεγνξία κηθξννξγαληζκνχ 

πεξηγξάθνληαη ζηνλ Παξαθάησ Πίλαθα. Γηα ηελ θαηακέηξεζε επηιέρηεθαλ ηα ηξπβιία πνπ πεξηείραλ απφ 

30 έσο 300 απνηθίεο. 
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Πίνακασ 5: Αντιςτοιχία κρεπτικοφ υποςτρϊματοσ με μικροοργανιςμοφσ και ςυνκικεσ επϊαςθσ 

ΘΡΔΠΣΙΚΟ ΜΔ΢Ο 
ΟΜΑΓΔ΢ 

ΜΙΚΡΟΟΡΓΑΝΙ΢ΜΧΝ 

ΓΙΑ΢ΣΗΜΑ 

ΔΠΧΑ΢Η΢ (h) 

ΘΔΡΜΟΚΡΑ΢ΙΑ 

ΔΠΧΑ΢Η΢ ◦C 
ΣΔΥΝΙΚΗ 

PCA (Plate Count 

Agar), (Biokar, France) 

ΟΜΥ 96 30 κηθξναεξφθηια 
Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

 

Φπρξφηξνθα βαθηήξηα 
240 

7 αεξφβηα 

(πξναηξεηηθά 

αλαεξφβηα) 

 

 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

YGC (Yeast Glycose 

Chloramphenicol 

Agar), (Merck, 

Germany) 

 

Εχκεο-Μχθεηεο 

 

72 

 

25 αεξφβηα 

 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

KAA (Kahamycin 

Asculin-Azid-Agar), 

(Merck, Germany) 

 

Δληεξφθνθθνη 

 

24 

 

37 αλαεξφβηα 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

CFC (Cephaloridine 

Fucidin cetrimide agar) 

+ (CFC additive -

2ml/500ml δηαιχκαηνο, 

(Merck, Germany) 

Φεπδνκνλάδεο 
 

48 

30 αεξφβηα                                                  

(πξναηξεηηθά 

αλαεξφβηα) 

 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

XLD (Xylose Lysine 

Deoxycholate agar) + 

Rapaport Vasiliadis. 

Βάδσ ηα ζσιελάθηα 

ζηνπο 37◦C overnight 

θαη ηελ επφκελε κέξα 

εκβνιηάδσ ηα XLD 

ηξπβιία 

 

΢αικνλέια 
(βι πξσηφθνιιν)  

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

PCA +10% 

reconstituted skim milθ 
Πξσηενιπηηθά βαθηήξηα 48 30 αεξφβηα 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

MSA (Mannitol Salt 

Agar), (LabM, UK) 

Gram (+) βαθηήξηα (πρ 

Staphylococcus, 

Micrococcaceae) 

48 30 αλαεξφβηα Δλζσκάησζε 

SPS (Sulphite 

Polymyxin 

Sulphadiazine) 

 

Κισζηξίδηα 

 

48 
37 αλαεξφβηα 

Δλζσκάησζε 

(δηπιή ζηξψζε 

ζξεπηηθνχ 

κέζνπ ) 
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MRS broth (De Man-

Rogosa and Sharpe), 

(Biokar, France) 

Θεξκφθηινη Λαθηνβάθηιινη 48 42 αλαεξφβηα 
Δλζσκάησζε 

(δηπιή ζηξψζε 

ζξεπηηθνχ 

κέζνπ ) 

Μεζφθηινη Λαθηνβάθηιινη 48 22 αλαεξφβηα 

M17, (Biokar, France) 

Θεξκφθηινη ΢ηξεπηφθνθθνη 48 42 αεξφβηα 
Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 
Μεζφθηινη ΢ηξεπηφθνθθνη 48 22 αεξφβηα 

VRBA (Violet Red 

Bile Broth), (LabM, 

UK) 

 

Κνινβαθηεξίδηα (Coliforms) 
48 30 αλαεξφβηα 

Δλζσκάησζε 

(δηπιή ζηξψζε 

ζξεπηηθνχ 

κέζνπ ) 

Rogosa Λαθηνβάθηιινη (NSLAB) 120 30 αλαεξφβηα 

Δλζσκάησζε 

(δηπιή ζηξψζε 

ζξεπηηθνχ 

κέζνπ ) 

PCA-tributirin(1%)-

arabic gum(1%) 
Ληπνιπηηθά βαθηήξηα 72 

30 αεξφβηα 

(πξναηξεηηθά 

αλαεξφβηα) 

Δπηθαλεηαθή 

εμάπισζε 

 

 

Σν ηδηαίηεξν πξσηφθνιιν πνπ αθνινπζείηαη γηα ηελ Salmonella. πεξηγξάθεηαη παξαθάησ: 

1. Επγίδνληαη 10 g δείγκαηνο θαη 90 ml Peptone water(20 g/lt γηα εκπινπηηζκφ ηνπ ππνζηξψκαηνο). 

2. Δπσάδνληαη ζηνπο 37 ◦C γηα 16-19 ψξεο. 

3. Δκβνιηάδνληαη 100 κl απφ ην πξνεγνχκελν κείγκα ζε Rappaport-Vassiliadis broth θαη 

επσάδνληαη ζηνπο 42 ◦C overnight. 

4. Γίλεηαη επηθαλεηαθή εμάπισζε 100 κl απφ ην Rappaport ζε ηξπβιία XLD θαη επσάδνληαη ζηνπο 

37 ◦C overnight. 

  



 

42 

 

Σν πξσηφθνιιν πνπ αθνινπζείηαη γηα ηελ Listeria monocytogenes είλαη ην πεξηγξάθεηαη παξαθάησ: 

1. Επγίδνληαη 10 g δείγκαηνο θαη 90 ml Peptone water(20g/lt γηα εκπινπηηζκφ ηνπ ππνζηξψκαηνο). 

2. Δπσάδνληαη ζηνπο 37 ◦C γηα 16-19 ψξεο. 

3. Πξαγκαηνπνηνχληαη αξαηψζεηο κε Ringer. 

4. Γίλεηαη εμάπισζε 100 κl ζε ηξπβιία ALOA θαη επσάδνληαη ζηνπο 37 ◦C γηα 2 κέξεο. 

 

Έπεηηα απφ ηελ απνκφλσζε ησλ απνηθηψλ πξαγκαηνπνηήζεθε καθξνζθνπηθή εμέηαζε φισλ ησλ 

απνηθηψλ κε ζηεξενζθφπην. Απφ θάζε επηιεθηηθφ ππφζηξσκα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ απνκφλσζε 

ησλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ εμεηάζηεθαλ, επηιέρζεθαλ 10 απνηθίεο κε βάζε ηε δηαθνξεηηθφηεηαο ηε 

κνξθνινγία, ην ρξψκα, ην κέγεζνο θαη ηελ πθή. Οη απνηθίεο παξαηεξήζεθαλ πξψηα γεληθά θαη κεηά ζε 

ζχγθξηζε κε ηηο γεηηνληθέο απνηθίεο, φζνλ αθνξά ζην κέγεζφο ηνπο (κηθξέο, κεγάιεο), ην ρξψκα (ιεπθέο, 

θξεκ, θίηξηλεο), ην ζρήκα (ζηξνγγπιέο, σνεηδείο, αθαλφληζηεο πεξηκέηξνπ), θαη ηε γεληθφηεξε 

κνξθνινγία, δειαδή, ζηξνγγπιέο, ιείεο, γπαιηζηεξέο, ζνιέο, λεκαηνεηδείο. Ζ δηαδηθαζία ηνπ streaking 

επαλαιήθζεθε φζεο θνξέο ήηαλ απαξαίηεην έηζη ψζηε λα ππάξρεη έλα κφλν είδνο απνηθηψλ ζε θάζε 

ηξπβιίν. ΢ε φιεο ηηο απνκνλψζεηο πξαγκαηνπνηήζεθε ρξψζε Gram, θαη κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ησλ 

θπηηάξσλ ζην κηθξνζθφπην. 

 

2.3 Χρϊςθ Gram 

 Με έλαλ απνζηεηξσκέλν θξίθν ιήθζεθε ηκήκα απφ ηελ θξέζθηα θαιιηέξγεηα θαη ηνπνζεηήζεθε 

ζηελ αληηθεηκελνθφξν πιάθα. Σν παξαζθεχαζκα ζηεξεψζεθε πεξλψληαο ηελ αληηθεηκελνθφξν πάλσ απφ 

θιφγα. ΢ηε ζπλέρεηα ρξσκαηίζηεθε κε Crystal Violet (Merck, Germany) γηα 1 min. Σν παξαζθεχαζκα 

μεπιχζεθε κε απηνληζκέλν λεξφ, πξνζηέζεθε Lugol (Merck, Germany), αθέζεθε γηα 1 min θαη μειχζεθε 

κε απηνληζκέλν λεξφ. Αθνινχζεζε απνρξσκαηηζκφο κε αιθνφιε 95% v/v θαη θαιφ μέπιπκα κε 

απηνληζκέλν λεξφ. ΢ηε ζπλέρεηα ην παξαζθεχαζκα ρξσκαηίζηεθε κε δηάιπκα ζαθξαλίλεο (Merck, 

Germany) γηα 30 sec. Ζ ρξψζε νινθιεξψζεθε κε πιχζηκν ηεο πιάθαο κε απηνληζκελν λεξφ θαη ζηέγλσκα 

ζε θιίβαλν ζηνπο 52◦C. Αθνινχζεζε κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ θπηηάξσλ κε 

ειαηνθαηαδπηηθφ θαθφ αθνχ πξψηα είρε πξνζηεζεί κία ζηαγφλα ειαίνπ. Σα ζεηηθά θαηά Gram βαθηήξηα 

θαίλνληαη ζην νπηηθφ πεδίν ρξσκαηηζκέλα κπιε, ελψ ηα αξλεηηθά θαηά Gram θαίλνληαη θφθθηλα. 

 Μεηά ηελ κηθξνζθνπηθή παξαηήξεζε επηιέρζεθαλ νη απνηθίεο γηα απνζήθεπζε ζε πιαζηηθά 

θηαιίδηα (vials) ζηνπο -80◦C ζε πγξφ ζξεπηηθφ ππφζηξσκα πνπ πεξηείρε 20% v/v γιπθεξφιε. 
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2.4 Απομόνωςθ DNA  

2.4.1 Απομόνωςθ DNA βακτθρίων 

Ζ απνκφλσζε ηνπ βαθηεξηαθνχ DNA έγηλε βάζεη ηνπ πξσηνθφιινπ ησλ Pitcher et al (1989), ην 

νπνίν ηξνπνπνηήζεθε ζε νξηζκέλα ζεκεία. Ζ κέζνδνο απηή έρεη σο βάζε ηε ρξήζε ζεηνθπαληνχρνπ 

γνπαληδίλεο (GES) ε νπνία απνδηαηάζζεη ηηο πξσηεΐλεο θη έηζη απνκνλψλεηαη πην εχθνια θαη πην θαζαξφ 

ην DNA. Σν πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε πεξηιακβάλεη ηα εμήο βήκαηα: 

 Αλαλέσζε ησλ θπηηάξσλ (1% v/v εκβφιην), κε εκβνιηαζκφ ζε θαηάιιειν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

(5 ml) θαη επψαζε  ζηελ θαηάιιειε ζεξκνθξαζία κέρξη ην ηέινο ηεο εθζεηηθήο θάζεο ησλ 

θπηηάξσλ (exponential phase). 

 Μεηαθνξά 2ml θαιιηέξγεηαο ζε κηθξνθηαιίδηα ηχπνπ eppendorf.  Φπγνθέληξεζε 10.000 rpm γηα 

2 min ζηνπο 25◦C κε ζθνπφ ηε ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ. 

o Απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη επαλεαηψξεζε 1ml PBS(Phosphatate Buffered Saline, 

pH=7.4. Θέξκαλζε ζηνπο 65◦C γηα 10 min, κε ζθνπφ ηελ απνδηάηαμε κέξνπο ησλ 

πξσηετλψλ. Φπγνθέληξεζε 10.000 rpm γηα 2 min ζηνπο 25◦C, απνκάθξπλζε ηνπ 

ππεξθεηκέλνπ θαη ησλ ζηαγφλσλ κε πηπέηα. 

 Πξνζζήθε 100 κl ιπζνδχκεο ζην ίδεκα γηα ιχζε θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο  (50mg/mL, Sigma-

Aldrich,Munich,Germany) δηαιπκέλεο ζε ΣΔ buffer(10 mmol/L, Tris -HCL, 1mmol/L EDTA, 

pH=8), 10 κL mutanolisin-γηα ιχζε θπηηαξηθνχ ηνηρψκαηνο (5 U/κL, Sigma-Aldrich) θαη 10 κL 

RNA-ase γηα πέςε ηνπ ππνιεηκκαηηθνχ RNA (Sigma-Aldrich). 

 Δπψαζε ζηνπο 37◦C γηα 30min κε πεξηνδηθή ήπηα αλάδεπζε ησλ eppendorf. 

 Μεηαθνξά ησλ δεηγκάησλ ζε απαγσγφ γηα πεξαηηέξσ επεμεξγαζία. 

 Πξνζζήθε 0,5 ml δηαιχκαηνο GES (5κΜ/L Guanidium thiocynate(lot 564580 Macherey-Nagel 

GmbH & Co), 0.5 mol/L EDTA , 5%v/v Sarcosyl) θαη ήπηα αλάδεπζε. Φχμε ζε πάγν γηα 5 min. 

 Πξνζζήθε 0,25 ml νμηθνχ ακκσλίνπ (7.5 mol/L), αλάδεπζε θαη παξακνλή ζηνλ πάγν γηα 10min. 

 Πξνζζήθε 0,5 ml ρισξνθνξκίνπ θαη έληνλε αλάδεπζε ησλ δεηγκάησλ, ψζηε λα αλακηρζνχλ νη 

δχν θάζεηο. 

 Φπγνθέληξεζε 13.000 rpm γηα 15min ζηνπο 4◦C. Παξαηεξείηαη δηαρσξηζκφο 3 θάζεσλ ζην 

δείγκα. Φάζεηο: Ζ πάλσ θάζε (DNA), ε κεζαία θάζε (πξσηεΐλεο) θαη ε θάησ θάζε (νξγαληθή). 

Αλ ν δηαρσξηζκφο δελ είλαη εκθαλήο, ε θπγνθέληξεζε επαλαιακβάλεηαη.  
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 Μεηαθνξά ηεο πάλσ θάζεο(DNA) ζε λέν eppendorf ησλ 1.5 ml απνθεχγνληαο ηε κεζφθαζε. 

 Πξνζζήθε 0.54% v/v (ηνπ φγθνπ ηνπ θάζε δείγκαηνο) ηζνπξνπαλφιεο (-20 ◦C) θαη ήπηα αλάδεπζε 

έσο φηνπ θαηαθξεκληζηεί ην DNA. 

 Φπγνθέληξεζε 7.000 rpm γηα 3min ζηνπο 4◦C θαη απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. 

 Πξνζζήθε 0.7 ml αηζαλφιεο (70% v/v) θαη αλάδεπζε γηα απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ απφ ην 

DNA. Φπγνθέληξεζε 8.000 rpm γηα 1 min ζηνπο 4◦C θαη απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. Δπαλάιεςε 

3 θνξέο. 

 Πιήξεο απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο κε θπγνθέληξεζε θαη απφρπζε. Πιήξεο απνκάθξπλζε ησλ 

ζηαγφλσλ κε πηπέηα θαη ηνπνζέηεζε eppendorf ζε θιίβαλν ησλ 37◦C γηα πιήξε απνκάθξπλζε ηεο 

αηζαλφιεο γηα 2-3min ην κέγηζην ψζηε λα κελ ζηεγλψζεη ην ίδεκα. 

 Γηαιπηνπνίεζε ηνπ DNA ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TE (40-60 κL)( 10 mmol/L Tris-HCL, 1 

mmol/L EDTA, pH=8). Ζ πνζφηεηα ηνπ TE εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ ηδήκαηνο-εκπεηξηθά 

(φζν πην ιίγν ην ίδεκα, ηφζν πην κηθξή ε πνζφηεηα ηνπ TE). 

 Απνζήθεπζε ησλ eppendorf ζηνπο 4◦C . 

 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο DNA ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε θσηνκέηξεζε 

ζην θσηφκεηξν Quawell Q5000 (Quawell Technology Inc, San Jose, CA, USA). Μεηξήζεθε ε 

ζπγθέληξσζε ησλ λνπθιεΐθψλ νμέσλ ησλ δεηγκάησλ θαη κε ρξήζε ηνπ Πξνγξάκκαηνο ND-1000.33 

θαηέζηε δπλαηή ε απεηθφληζε ησλ δεδνκέλσλ ζε ππνινγηζηή. Γχν κl δείγκαηνο ηνπνζεηήζεθαλ ζηε 

ζπζθεπή ζηελ νπνία κεηξήζεθε ε νπηηθή απνξξφθεζε (Optical Density) ηνπ DNA θάζε δείγκαηνο. Πξηλ 

ηελ ηνπνζέηεζε ησλ δεηγκάησλ έγηλε κεδεληζκφο ηνπ θσηφκεηξνπ κε 2κl δηαιχκαηνο TE ( 10 mmol/L 

Tris-HCL, 1 mmol/L EDTA, pH=8) θαζψο επίζεο θαη θάζε 30 min ζπλερνχο ρξήζεο ηεο ζπζθεπήο. Ζ 

θσηνκέηξεζε DNA πξαγκαηνπνηήζεθε ζε κήθνο θχκαηνο 260 nm θαη απηφκαηα ζην excel-ζην νπνίν 

παξνπζηάζηεθαλ ηα δεδνκέλα- έγηλε ε κεηαηξνπή ζε ng/κL. Σαπηφρξνλα ηα δείγκαηα κεηξήζεθαλ ζηα 

280 nm (έιεγρνο πεξηεθηηθφηεηαο ζε πξσηεΐλεο) θαη ζηα 230 nm (έιεγρνο πεξηεθηηθφηεηαο ζαθράξσλ). 

Παξάιιεια έγηλε εθηίκεζε θαη ε θαζαξφηεηα ηνπ DNA θάζε δείγκαηνο κέζσ ηνπ ιφγνπ ησλ νπηηθψλ 

απνξξνθήζεσλ 260 nm/280nm θαζψο θαη 260 nm/230nm. ΢ηελ πξψηε πεξίπησζε εθθξάδεηαη ε 

θαζαξφηεηα ηνπ δείγκαηνο DNA απφ πξνζκίμεηο πξσηετλψλ ή θαηλφιεο. Όηαλ ν ιφγνο βξίζθεηαη κεηαμχ 

1,8 θαη 2 ην δείγκα ζεσξείηαη θαζαξφ. Όηαλ ν ιφγνο είλαη κηθξφηεξνο απφ 1,8 είλαη πηζαλφ λα ππάξρνπλ 

πξνζκίμεηο πξσηετλψλ ή αιθνφιεο ζην δείγκα. 
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΢ηε δεχηεξε πεξίπησζε εθθξάδεηαη ε θαζαξφηεηα ηνπ δείγκαηνο απφ πξνζκίμεηο ζαθράξσλ. ΢ε 

δείγκαηα πςειήο θαζαξφηεηαο απφ ζάθραξα ν ιφγνο είλαη κεηαμχ 1,8 θαη 2 ελψ κηθξφηεξεο ηηκέο απφ 1,8 

ππνδεηθλχνπλ παξνπζία ζαθράξσλ ή EDTA. Αθνχ θσηνκεηξήζεθαλ ηα δείγκαηα, νξηζκέλα έπξεπε λα 

αξαησζνχλ κε δηάιπκα TE (θαη ηνπνζέηεζε ζε λέα eppendorf) νχησο ψζηε ε ηειηθή ζπγθέληξσζε ηνπ 

θαζελφο λα είλαη θνληά ζηα 25 ng/κL-απαξαίηεηε ζπγθέληξσζε γηα ηελ κέζνδν rep-PCR πνπ 

αθνινχζεζε. 

 

2.4.2 Απομόνωςθ DNA ηυμϊν 

Ζ απνκφλσζε ηνπ DNA δπκψλ έγηλε βάζεη ηνπ πξσηνθφιινπ  ησλ Kopsahelis et al. (2009), ην 

νπνίν ηξνπνπνηήζεθε ζε νξηζκέλα ζεκεία. Σν πξσηφθνιιν πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε πεξηιακβάλεη ηα εμήο 

βήκαηα: 

 Αλαλέσζε ησλ θπηηάξσλ (1% v/v εκ-βφιην), κε εκβνιηαζκφ ζε θαηάιιειν ζξεπηηθφ ππφζηξσκα 

(5 ml) θαη επψαζε  γηα πεξίπνπ 24 ψξεο ζηνπο 25◦C κέρξη ην ηέινο ηεο εθζεηηθήο θάζεο ησλ 

θπηηάξσλ (exponential phase). 

 Μεηαθνξά 2 ml θαιιηέξγεηαο ζε κηθξνθηαιίδηα ηχπνπ eppendorf.  Έπεηηα, θπγνθέληξεζε 13.000 

rpm γηα 2 min ζηνπο 20◦C κε ζθνπφ ηε ζπιινγή ησλ θπηηάξσλ. Δπαλάιεςε ζηαδίνπ κέρξη λα 

θπγνθεληξεζνχλ ηα 5ml. 

 Απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη έθπιπζε ησλ θπηηάξσλ κε  1 ml απνζηεηξσκέλνπ λεξνχ(water for 

injection). Δπαλάιεςε βήκαηνο κε 0.5 ml Water for injection. Θέξκαλζε ζηνπο 65◦C γηα 10 min, 

κε ζθνπφ ηελ απνδηάηαμε κέξνπο ησλ πξσηετλψλ. Φπγνθέληξεζε 13.000 rpm γηα 10 min  

 ζηνπο 25◦C , απνκάθξπλζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ θαη ησλ ζηαγφλσλ κε πηπέηα. 

 Δπαλαηψξεζε ησλ θπηηάξσλ κε 0.5 ml δηαιχκαηνο (1M sorbitol -0.1 M Na2EDTA pH 7.5). 

 Πξνζζήθε 20 κl ιπηηθάζεο 200U (1000U/κl, Sigma -Aldrich) ζην ίδεκα γηα ιχζε θπηηαξηθνχ 

ηνηρψκαηνο θαη επψαζε 2 ψξεο ζηνπο 37◦C κε πεξηνδηθή ήπηα αλάδεπζε ησλ eppendorf. 

 Φπγνθέληξεζε 13.000 rpm γηα 5 min ζηνπο 25◦C. 

 Δπαλαηψξεζε ηνπ ηδήκαηνο κε 0.5 ml (50 mM Tris-HCl (pH 7,4) 20mM EDTA θαη 50κl (20 % 

SDS. 

 Δπψαζε ζηνπο 65◦C γηα 30 min. 

 Πξνζζήθε 0.2 ml ammonium acetate (7.5 mol/L) 

 Σνπνζέηεζε δεηγκάησλ ζηνλ πάγν γηα 1 ψξα. 

 Φπγνθέληξεζε 13.000 rpm γηα 10min ζηνπο 4◦C θαη κεηαθνξά ππεξθεηκέλνπ ζε λέν eppendorf. 

 Πξνζζήθε ίζνπ φγθνπ ηζνπξνπαλφιεο (-20◦C) θαη ήπηα αλάδεπζε έσο φηνπ θαηαθξεκληζηεί ην 

DNA. Σνπνζέηεζε ζηνλ πάγν γηα 5 min. 
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 Φπγνθέληξεζε 13.000 rpm γηα 20min ζηνπο 4◦C θαη απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. 

 Πξνζζήθε 0.7 ml αηζαλφιεο (70% v/v) θαη αλάδεπζε γηα απνκάθξπλζε ησλ αιάησλ απφ ην 

DNA. 

 Φπγνθέληξεζε 8.000 rpm γηα 2 min ζηνπο 4◦C θαη απφρπζε ηνπ ππεξθεηκέλνπ. Δπαλάιεςε 3 

θνξέο. 

 Απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο κε απφρπζε. Πιήξεο απνκάθξπλζε ησλ ζηαγφλσλ κε πηπέηα θαη 

ηνπνζέηεζε eppendorf ζε θιίβαλν ησλ 37◦C γηα πιήξε απνκάθξπλζε ηεο αηζαλφιεο γηα 2-3min 

ην κέγηζην ψζηε λα κελ ζηεγλψζεη ην ίδεκα. 

 Γηαιπηνπνίεζε ηνπ DNA ζε ξπζκηζηηθφ δηάιπκα TE (40-60 κL)( 10 mmol/L Tris-HCL, 1 

mmol/L EDTA, pH=8). Ζ πνζφηεηα ηνπ TE εμαξηάηαη απφ ην κέγεζνο ηνπ ηδήκαηνο-εκπεηξηθά 

(φζν πην ιίγν ην ίδεκα, ηφζν πην κηθξή ε πνζφηεηα ηνπ TE). 

 Απνζήθεπζε ησλ eppendorf ζηνπο 4◦C . 

 

2.5 rep-PCR 

2.5.1 rep-PCR  

΢ην DNA πεξηέρνληαη δηαζθνξπηζκέλεο επαλαιακβαλφκελεο αιιεινπρίεο (dispersed repetitive 

sequences) θαη ζηνπο δχν θιψλνπο ηνπ γελσκηθνχ θαζψο θαη ηνπ πιαζκηδηαθνχ DNA. Έηζη ε κέζνδνο ηεο 

rep-PCR βαζίδεηαη ζηελ ελίζρπζε ησλ πεξηνρψλ απηψλ κε ηελ ηερληθή ηεο αιπζηδσηήο αληίδξαζεο 

πνιπκεξάζεο (PCR) θαη ηε ρξήζε ελφο εθθηλεηή(primer) πνπ έρεη παιίλδξνκε αιιεινπρία, ν νπνίνο 

κπνξεί λα πβξηδίδεη θαη λα εληζρχεη δηαθξηηέο πεξηνρέο ηνπ επθαξπσηηθνχ θαη ηνπ πξνθαξπσηηθνχ 

γνληδηψκαηνο. Ζ δηαδηθαζία απηή αλαπαξίζηαηαη ζηελ Δηθφλα 14. Αληίζηνηρα αλαπηχρζεθαλ νη κέζνδνη 

REP-PCR, ERIC-PCR, BOX-PCR πνπ βαζίδνληαη ζηε ρξήζε νκψλπκσλ εθθηλεηψλ γηα ηελ ελίζρπζε 

ηκεκάησλ ησλ παξαπάλσ επαλαιακβαλφκελσλ αιιεινπρηψλ πνπ αλεπξίζθνληαη ζην γνληδίσκα. Παξφια 

απηά ν φξνο rep-PCR ρξεζηκνπνηείηαη γηα λα πεξηιάβεη φιεο ηηο παξαπάλσ κεζφδνπο (Louws et al., 1999). 

Ζ παξαπάλσ κεζνδνινγία έρεη απνδεηρζεί φηη είλαη ηδηαίηεξα αμηφπηζηε, γξήγνξε θαη κε επαλαιήςηκα 

απνηειέζκαηα. 

Ζ νηθνγέλεηα ησλ εθθηλεηψλ REP έρεη κήθνο κεηαμχ 30 θαη 40 bp, θαη δίλεη 500 έσο 1000 

αληίγξαθα αλά γνληδίσκα. Σα εληζρπκέλα ηκήκαηα ηνπ DNA , φηαλ δηαρσξηζηνχλ κε ειεθηξνθφξεζε, 

δίλνπλ έλα ραξαθηεξηζηηθφ απνηχπσκα (πξνθίι), ην νπνίν ζηε ζπλέρεηα ρξεζηκνπνηείηαη γηα ηε δηάθξηζε 

ζε είδε, ππνείδε θαη ζηειέρε. Ζ κέζδνο απηή έρεη εθαξκνζηεί γηα ηνλ ραξαθηεξηζκφ ησλ νμπγαιαθηηθψλ 

ζηειερψλ. 
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Εικόνα 9: Ενίςχυςθ διαςκορπιςμζνων επαναλαμβανόμενων αλλθλουχιϊν με τθ τεχνικι rep-PCR 

 

Οη κέζνδνη απηέο εθαξκφζηεθαλ γηα πξψηε θνξά ζηα πξφηππα γνληδηψκαηα ησλ Echerichia coli 

θαη Salmonella sp. (Louws et al., 1999).  

 

2.5.2 Ομαδοποίθςθ ςτελεχϊν βακτθρίων με τθ μζκοδο τθσ rep-PCR 

Γηα ηελ  νκαδνπνίεζε ησλ ζηειερψλ βαθηεξίσλ πνπ απνκνλψζεθαλ απφ ηα 2 δείγκαηα ηπξηψλ 

,ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο ηεο rep-PCR, ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ησλ Mohammed et al. (2009). Γηα 

φιεο ηηο αληηδξάζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζεξκηθφο θπθινπνηεηήο Mastercycler Gradient ηεο εηαηξείαο 

Eppendorf (Hamburg, Germany). Σα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ αλαγξάθνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα : 

 

Πίνακασ 6:Αντιδραςτιρια, ποςότθτεσ και εκκινθτζσ rep-  PCR  

ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΑ ΟΓΚΟ΢ ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟΤ/ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

OneTaq-quick load 2x Mastermix with standard 

buffer (New England Biolabs, UK) 

12.5 κl 

DNA template (25 ng/κl) 1 κl 

BOXAIR (7,5 pmol/κl) 1 κl (5’-3’ 

CTACGGCAAGGCGACGCTGACG, Eurofins 

Genomics AT GmbH, Austria 

ddH2O 10.5 
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Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο ήηαλ νη εμήο: 

 2min 92◦C 

 30 θχθινη 

o 30s 92◦C 

o 2min 40◦C 

o 3 min 72◦C 

 3 min 72◦C 

 Παξακνλή 10◦C 

 

Σα rep-PCR πξαγκαηνπνηήζεθαλ κε ηνλ εθθηλεηή BOXAIR θαη ην OneTaq-quick load 2x Mastermix with 

standard buffer (New England Biolands, UK). Ζ ηερληθή απηή εθαξκφζηεθε γηα φια ηα βαθηεξηαθά 

ζηειέρε πνπ απνκνλψζεθαλ, κε ζηαζεξέο πνζφηεηεο αληηδξαζηεξίσλ γηα θάζε αληίδξαζε. Οη ζπλζήθεο 

πνπ επηιέρζεθαλ γηα ηηο αληηδξάζεηο ζηνλ ζεξκηθφ θπθινπνηεηή αλαθέξνληαη παξαπάλσ.  

 

2.5.3 Ομαδοποίθςθ ςτελεχϊν ηυμϊν με τθ μζκοδο τθσ rep-PCR 

Σα δείγκαηα DNA ησλ δπκψλ πνπ απνκνλψζεθαλ ππνβιήζεθαλ ζε ελίζρπζε ησλ ηκεκάησλ ηνπ 

γελεηηθνχ πιηθνχ κέζσ rep-PCR ζην ζεξκηθφ θπθινπνηεηή Mastercycler Gradient ηεο εηαηξείαο 

Eppendorf (Hamburg, Germany). Ζ ελίζρπζε ησλ δπκψλ πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν 

Alves de Silva- Filho et al (2005) θαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ αλαγξάθνληαη ζηνλ 

παξαθάησ πίλαθα : 

 

Πίνακασ 7:Αντιδραςτιρια ,ποςότθτεσ και εκκινθτζσ rep-PCR για ηφμεσ 

ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΑ ΟΓΚΟ΢ ΑΝΣΗΓΡΑ΢ΣΖΡΗΟΤ/ΑΝΣΗΓΡΑ΢Ζ 

OneTaq-quick load 2x Mastermix with standard 

buffer (New England Biolabs, USA) 

12.5 κl 

DNA template (50 ng/κl) 1 κl 

Primer ((GTG)5 (5 pmol/κl) 1 κl  

ddH2O 10.5 
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Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο ήηαλ νη εμήο: 

 5 min 94◦C 

 40 θχθινη 

o 15 s 94◦C 

o 45 s 55◦C 

o 90 s 72◦C 

 6 min 72◦C 

 Παξακνλή ζηνπο 10◦C 

 

2.5.4 Ηλεκτροφόρθςθ ςε πθκτι αγαρόηθσ 

Ζ ειεθηξνθφξεζε είλαη κία ηερληθή πνπ ρξεζηκνπνηείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ θνξηηζκέλσλ κνξίσλ 

ζε δηάιπκα κέζσ ηεο δηαθνξεηηθήο θηλεηηθφηεηαο ππφ ηελ επίδξαζε ειεθηξηθνχ πεδίνπ. Έηζη ην DNA -

σο αξλεηηθά θνξηηζκέλν κφξην ιφγσ ηεο χπαξμεο θσζθνξηθψλ νκάδσλ θηλείηαη πξνο ηνλ ζεηηθά 

θνξηηζκέλν πφιν αλ βξεζεί κέζα ζε έλα ειεθηξηθφ πεδίν. Ζ ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο , ε νπνία 

απνηειεί έλαλ θπζηθφ πνιπζαθραξίηε, είλαη ε πην θιαζηθή κέζνδνο πνπ αθνινπζείηαη γηα ην δηαρσξηζκφ 

ηκεκάησλ ηνπ DNA. 

Ζ δηαδηθαζία ηεο ειεθηξνθφξεζεο θαζηζηά δπλαηφ ηνλ έιεγρν ηφζν ηεο απφδνζεο ηεο ηερληθήο 

PCR, φζν θαη ηεο πηζαλφηεηαο επηκφιπλζεο (πξφζκημή ησλ δεηγκάησλ κε μέλν DNA), κέζσ ησλ 

<<ηπθιψλ>> δεηγκάησλ (αξλεηηθνί κάξηπξεο). Ζ απνπζία θσηεηλψλ δσλψλ απφ ηηο ζέζεηο ζηηο νπνίεο 

ηνπνζεηήζεθαλ ηα <<ηπθιά>>, απνθιείεη ηελ πηζαλφηεηα επηκφιπλζεο θαη πηζηνπνηεί έλα επηηπρεκέλν 

πείξακα.  
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Παξαθάησ πεξηγξάθεηαη ε δηαδηθαζία παξαζθεπήο ηεο πεθηήο θαη ηεο θφξησζεο ησλ δεηγκάησλ πξνο 

ειεθηξνθφξεζε: 

 

 Γηαιπηνπνίεζε ηεο ζθφλεο αγαξφδεο (Sigma, TAufkirchen, Germany) 1.2 % w/v ζην ξπζκηζηηθφ 

δηάιπκα 1x  ΣΑΔ (Running buffer ,40mM Tris-acetate, 1mM EDTA, pH 8.2)  κε ζέξκαλζε θαη 

αλάδεπζε. 

 Πξνζζήθε 6 κl EtBr 10mg/ml (Sigma, Taufkirchen, Germany) , πξηλ ηελ πήμε ηεο αγαξφδεο θαη 

κεηαθνξά ηνπ δηαιχκαηνο ζε θαηάιιειν θαινχπη πξνο ζηεξενπνίεζε. 

 Σνπνζέηεζε πιαζηηθήο <<ρηέλαο>> θάζεηα ζην πγξφ έηζη ψζηε λα δεκηνπξγεζνχλ ηα θξεάηηα -

πεγαδάθηα γηα ηελ ηνπνζέηεζε ησλ δηαθνξεηηθψλ δεηγκάησλ DNA. 

 Μεηά ηελ πήμε ηεο αγαξφδεο ε πεθηή ηνπνζεηήζεθε ζηε ζπζθεπή ειεθηξνθφξεζεο θαη 

πξνζηέζεθε δηάιπκα ειεθηξνθφξεζεο 1x TΑΔ.  

 Σα δείγκαηα θνξηψζεθαλ ζηα θξεάηηα κε ρξήζε πηπέηαο . ΢ηα δείγκαηα έρεη πξνεγεζεί πξνζζήθε 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο θφξησζεο (loading buffer- 0.25 % w/v Bromophenol blue, 0.25 %  w/v 

Xylene cyanol, 40% w/v glycerol) (Loading Buffer- ΝΔΒ). Ζ πνζφηεηα ζηα δείγκαηα ηνπ rep 

PCR ήηαλ 18 κl, ζην 16S ή ITS PCR κφλν 4 κl . 

 ΢ηε ζπλέρεηα, κε ηε βνήζεηα θαηάιιεινπ ηξνθνδνηηθνχ, εθαξκφζηεθε ζηαζεξή ηάζε 60V γηα 

140 min. 

  Ζ πνξεία ηεο ειεθηξνθφξεζεο ήηαλ εκθαλήο ράξε ζηε ρξσζηηθή ηεο βξσκνθαηλφιεο πνπ 

πεξηέρεη ην δηάιπκα θφξησζεο. 

 Ζ ειεθηξνθφξεζε δηαθφπηεηαη φηαλ πεξάζνπλ 140 min. 

 

Μεηά ην ηέινο ηεο ειεθηξνθφξεζεο ε εθάζηνηε πεθηή θσηνγξαθήζεθε. Σα απνηειέζκαηα ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο ήηαλ νξαηά κε ηε ρξήζε ηεο ζπζθεπήο High Performance Ultraviolet Transilluminator 

πνπ εθπέκπεη ππεξηψδε αθηηλνβνιία. Σα ηκήκαηα ηνπ DNA πνπ εληζρχζεθαλ έγηλαλ νξαηά σο θσηεηλέο 

πνξηνθαιί δψλεο ιφγσ ηνπ θζνξηζκνχ ηνπ βξσκηνχρνπ αηζηδίνπ(ην νπνίν ελζσκαηψλεηαη ζηε δηπιή έιηθα 

ηνπ DNA ) φηαλ ε πεθηή εθηεζεί ζε UV αθηηλνβνιία. 

Ζ ζπζθεπή UV ήηαλ ζπλδεδεκέλε κε εηδηθή ςεθηαθή θσηνγξαθηθή κεραλή θαη κε ειεθηξνληθφ 

ππνινγηζηή. Έηζη κέζσ ηνπ εηδηθνχ πξνγξάκκαηνο Doc-It(Ed. 2003, UVP, Inc.) ήηαλ  εθηθηή ε 

απνζήθεπζε θαη ε επεμεξγαζία  ησλ απνηειεζκάησλ ηεο ειεθηξνθφξεζεο. 
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2.5.5 Επεξεργαςία εικόνων θλεκτροφόρθςθσ με τθ χριςθ του Προγράμματοσ Bionumerics 

Σν πξφγξακκα BioNumerics 6 ηεο εηαηξείαο Applied Maths ζπγθξίλεη ηηο δψλεο ησλ αγλψζησλ 

ζηειερψλ ζχκθσλα κε ην κάξηπξα κνξηαθψλ καδψλ (1 kB) θαη ζηεξηδφκελν ζηελ απφθιηζε θαη ηνλ 

αξηζκφ ησλ δσλψλ, δεκηνπξγείηαη κία νκαδνπνίεζε παξάιιεια κε πνζνζηά δηαθνξνπνίεζεο 

ηαπηνζεκφηεηαο (cut-off). Έηζη εμάγνληαη ζπκπεξάζκαηα γηα ηα πηζαλψο φκνηα ζηειέρε. Σα ζηειέρε 

απηά κπνξνχλ λα νκαδνπνηεζνχλ θαη λα επηιερζνχλ νξηζκέλα γηα πεξαηηέξσ ηαπηνπνίεζε κέζσ ηεο 

ελίζρπζεο θαη αιιεινχρεζεο ηνπ 16S rRNA γνληδίνπ γηα ηα βαθηήξηα  θαζψο θαη ηεο πεξηνρήο ITS 

(Internal transcribed Spacer) γηα ηηο δχκεο γηα λα ηαπηνπνηεζνχλ ζε επίπεδν είδνπο. 

 

2.6  Ταυτοποίθςθ βακτθρίων και ηυμϊν με αλλθλοφχθςθ του γονιδίου16S rRNA και ΙTS 

αντίςτοιχα 

2.6.1 Ταυτοποίθςθ βακτθρίων 

Ζ κέζνδνο ηεο ηαπηνπνίεζεο ησλ βαθηεξίσλ βαζίδεηαη ζηελ ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ πνπ 

θσδηθνπνηεί ην RNA ηεο κηθξήο ππνκνλάδαο ηνπ ξηβνζψκαηνο (16S rRNA). Έρεη απνδεηρζεί φηη ε 

αιιεινπρία απηή είλαη απφ ηηο πην ζπληεξεκέλεο αιιεινπρίεο ζην DNA, ιφγσ ηνπ θαζνιηθνχ θαη 

πνιχπινθνπ ξφινπ ηεο ζην θχηηαξν θαη έρεη κεηαβιεηέο πεξηνρέο πνπ κπνξνχλ λα παξέρνπλ 

ζπγθεθξηκέλεο αιιεινπρίεο γηα θάζε είδνο, ρξήζηκεο γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ βαθηεξίσλ. Οη 

θπινγελεηηθέο κειέηεο πνπ ρξεζηκνπνηνχλ ηελ ελίζρπζε ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA δίλνπλ ζεκαληηθέο 

ηαμηλνκηθέο πιεξνθνξίεο, φκσο εμαηηίαο ηεο θαζνιηθήο θχζεο απηνχ, δε κπνξεί λα ρξεζηκνπνηεζεί γηα 

δηάθξηζε ζε επίπεδν ζηειέρνπο, παξά κφλν ζε επίπεδν γέλνπο θαη είδνπο (Case et al., 2007).  

 Ζ δηαδηθαζία ηνπ 16S rRNA -PCR πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηνπο εθθηλεηέο 16S F(Forward) θαη 16S 

R(Reverse) (Eurofins Genomics AT GmbH, Austria) (Ntougias et al., 2006). Γηα φιεο ηηο αληηδξάζεηο 

PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζεξκηθφο θπθινπνηεηήο Mastercycler (Eppendorf, Hamburg, Germany). 

Παξαθάησ παξαηίζεληαη ηα αληηδξαζηήξηα πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ: 
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Πίνακασ 8: Αντιδραςτιρια, ποςότθτεσ και εκκινθτζσ 16S PCR για βακτιρια  

ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΟ ΟΓΚΟ΢ ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΟΤ /ΑΝΣΙΓΡΑ΢Η 

OneTaq-quick load 2x Mastermix with standard 

buffer 

25κl 

DNA Template 200 ng  

Primer 16S F (10 pmol/κl) 1κl 

Primer 16S R (10 pmol/κl) 1κl 

dH2O κl 

Total volume  50 κl 

16S-F (λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία 5’-3’) GGAGAGTTAGATCTTGGCTCAG 

16S-R (λνπθιενηηδηθή αιιεινπρία 3’-5’) CCTCTCAATCTAGAACCGAGTC 

 

Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο PCR ήηαλ νη εμήο: 

 2 min 94◦C 

 30 θχθινη 

o 30 s 94◦C 

o 30 s 56◦C 

o 80 s 72◦C 

 5 min 72◦C 

 Παξακνλή ζηνπο 10◦C 

 

Ζ επηηπρία ηεο αληίδξαζεο θαη ε θαζαξφηεηα ησλ δεηγκάησλ ηεο PCR ειέγρζεζαλ κε ειεθηξνθφξεζε 

ζε πεθηή αγαξφδεο φπσο ήδε πεξηεγξάθεθε παξαπάλσ κε ηε δηαθνξά φηη ν ρξφλνο πνπ δηαρσξίζηεθαλ ηα 

δείγκαηα ζηελ πεθηή αγαξφδεο  ήηαλ 45 min. 

Αθνινχζεζε θαζαξηζκφο ησλ δεηγκάησλ ηεο PCR  πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζνχλ ηα ππνιείκκαηα 

ησ εθθηλεηψλ, ησλ δενμπλνπθιενηηδίσλ, ησλ κε εηδηθψλ πξντφλησλ κηθξνχ κνξηαθνχ βάξνπο θαη ηνπ 

ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο.  
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Ο θαζαξηζκφο πξαγκαηνπνηήζεθε κε ην Nucleospin gel and PCR clean-up kit (Macherey-Nagel, 

Germany) βάζεη ηνπ πξσηνθφιινπ πνπ αλαθέξεηαη παξαθάησ: 

 Πξνζζήθε φγθνπ 200 κl πξνζδεηηθνχ παξάγνληα ΝΣΗ (Binding Buffer -MN) ζε θάζε 100 κl 

ηνπ πξντφληνο ηεο PCR 

 Γηα ηελ πξφζδεζε ηνπ DNA, ζε Eppendorf ησλ 2 ml ηνπνζεηήζεθε ζηήιε ραιαδία 

NucleoSpin Gel θαη PCR Clean-up. Φνξηψζεθαλ πεξίπνπ 700 κl  θαη πξαγκαηνπνηήζεθε 

θπγνθέληξεζε 12,000 rpm γηα 1 min.  Σν πγξφ πνπ δηαπέξαζε ηε ζηήιε απνξξίθζεθε θαη ην 

βήκα επαλαιήθζεθε κέρξη λα θνξησζεί φιε ε πνζφηεηα ηνπ δείγκαηνο. 

 Γηα ηελ έθπιπζε ηεο ζηήιεο πξνζηέζεθαλ 700 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο Wash Buffer NT3, 

ζην νπνίν πεξηέρεη  αηζαλφιε θαη αθνινχζεζε θπγνθέληξεζε ζηηο 11,000 rpm γηα 1 min. Σν 

πγξφ πνπ δηαπέξαζε ηε ζηήιε απνξξίπηεηαη κεηά ηε θπγνθέληξεζε. 

 Πξνθεηκέλνπ λα απνκαθξπλζεί πιήξσο ην ξπζκηζηηθφ δηάιπκα έθπιπζεο θαη λα ζηεγλψζεη ε 

ζηήιε, ε θπγνθέληξεζε επαλαιήθζεθε ππφ ηηο ίδηεο ζπλζήθεο. 

 Γηα λα εμαηκηζηεί πιήξσο ε αηζαλφιε, ηα eppendorf παξακέλνπλ γηα 5-10 min ζε 

ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ. 

 Γηα λα γίλεη ε έθινπζε ηνπ DNA, ε ζηήιε ηνπνζεηείηαη ζε λέν eppendorf ηνπ 1,5 ml  θαη 

πξνζηίζεληαη 20 κl ξπζκηζηηθνχ δηαιχκαηνο έθινπζεο (Elution Buffer NE). Έπεηηα επσάδεηαη 

γηα 5 min ζε ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ θαη αθνινπζεί θπγνθέληξεζε ζηηο 12,000 rpm γηα 1 min. 

 Σν θαζαξφ πιένλ πξντφλ δηαηεξείηαη ζηνπο -20◦C. 

 

΢ηε ζπλέρεηα κεηξήζεθε ε ζπγθέληξσζε DNA ησλ δεηγκάησλ θαη ξπζκίζηεθε ζε πεξίπνπ 10 

ng/κl, ψζηε λα είλαη θαηάιιεια γηα αιιεινχρεζε. Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο λνπθιενδηηηθήο αιιεινπρίαο 

πξαγκαηνπνηήζεθε απφ ηελ Eurofins Genomics, Austria θαη ε ηαπηνπνίεζε ησλ ππφ κειέηε αιιεινπρηψλ 

πξαγκαηνπνηήζεθε κε ηε ρξήζε ηεο κεραλήο αλαδήηεζεο ηνπ  BLAST(Basic Local Alignment Tool) απφ 

ην NCBI (National Centre for Biotechnology Information). Σν BLAST ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηαπηνπνίεζε 

ησλ ζηειερψλ ζχκθσλα κε ηελ νκνηφηεηά ηνπο κε ηα ήδε ηαπηνπνηεκέλα ζηειέρε πνπ έρνπλ θαηαρσξεζεί 

ζηε βάζε δεδνκέλσλ πνπ πξναλαθέξζεθε. 
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2.6.2  Ταυτοποίθςθ των ηυμϊν με αλλθλοφχθςθ τθσ περιοχισ ITS 

Ζ πεξηνρή ITS (Internal Transcribed Spacer ) βξίζθεηαη κεηαμχ ησλ πνιχ ζπληεξεκέλσλ γνληδίσλ 

πνπ θσδηθνπνηνχλ ηα 18S θαη 28S rRNA. Ζ ITS  πεξηθιείεη ηηο δχν κε – θσδηθέο πεξηνρέο ITS1 θαη ITS4 

νη νπνίεο δηαρσξίδνληαη απφ πνιχ ζπληεξεκέλν 5,8S rRNA γνλίδην. Οη ITS1 θαη ITS2 είλαη πεξηζζφηεξν 

κεηαβιεηέο απφ ηηο παξαθείκελεο αιιεινπρίεο γνληδίσλ (rRNA) θη έηζη ππφζρνληαη θαιχηεξν δηαρσξηζκφ 

ησλ ζηελά ζπγγεληθψλ εηδψλ ζηηο δχκεο.(Internal Transcribed Spacer Sequencing versus biochemichal 

profiling for identification of Medically Important yeasts) 

    

Πίνακας 9: Αντιδραςτιρια, ποςότθτεσ και εκκινθτζσ ITS-PCR για ηφμεσ 

ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΟ ΟΓΚΟ΢ ΑΝΣΙΓΡΑ΢ΣΗΡΙΟΤ /ΑΝΣΙΓΡΑ΢Η 

OneTaq-quick load 2x Mastermix with standard 

buffer  

25κl 

DNA Template(200ng/κl) 2 κl 

Primer ITS1(10 pmol/κl) 2 κl 

Primer ITS4(10 pmol/κl) 2 κl 

dH2O 19 κl 

Total volume 50 κl 

ITS1: 5’-3’    TCCGTAGGTGAACCTGCGG 

ITS4: 5’-3’ TCCTCCGCTTATTGATATGC 

 

Γηα φιεο ηηο αληηδξάζεηο PCR ρξεζηκνπνηήζεθε ν ζεξκηθφο θπθινπνηεηήο Mastercycler (Eppendorf, 

Hamburg, Germany). Οη ζπλζήθεο ηεο αληίδξαζεο PCR ήηαλ νη εμήο: 

1 min 94◦C 

 35 θχθινη 

 2 min 55◦C 

 2 min 55◦C 

 2 min 72◦C 

 10 min 72◦C 
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΢ηε ζπλέρεηα ηα δείγκαηα πξνσζήζεθαλ πξνο ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο ρσξίο 

πεξαηηέξσ θαζαξηζκφ θαη ελ ζπλερεία ζηε θσηνγξάθηζε ηεο πεθηήο φπσο αλαθέξζεθε θαη λσξίηεξα 

(Παξ 2.4) 

Αθνινχζεζε θαζαξηζκφο ησλ δεηγκάησλ ηεο PCR (Nucleospin gel and PCR clean-up kit (Macherey-

Nagel, Germany), κέηξεζε ηεο ζπγθέληξσζήο ηνπο, ξχζκηζε ζηα 10 ng/κL θαη αιιεινχρηζε φπσο 

αλαθέξεηαη ζηελ παξάγξαθν. 

 

2.7 Φυςικοχθμικζσ ΑναλφΜζτρςεισ 

2.7.1 Μζτρθςθ pH   

Ζ κέηξεζε ηνπ pH απνζθνπνχζε ζηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο ελεξγνχ νμχηεηαο ησλ δεηγκάησλ. Γηα 

ηηο κεηξήζεηο ρξεζηκνπνηήζεθε ειεθηξηθφ pHκεηξν (Μettler Toledo). Πξηλ ηελ αλάιπζε ην ηπξί 

νκνγελνπνηήζεθε κε ηζφπνζε πνζφηεηα απεζηαγκέλνπ λεξνχ ζε ζπζθεπή Stomacher.  

 

2.7.2 Ξθρά ουςία και Υγραςία 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο μεξάο νπζίαο έγηλε ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηεο FIL-IDF 58:1970 θαη 

ηε κεηέπεηηα ηξνπνπνίεζή ηνπ πνπ πεξηγξάθεηαη ζην ISO 2920/IDF  085:2004. Ζ κέηξεζε βαζίζηεθε 

ζηελ απνμήξαλζε πνζφηεηαο ηπξηνχ, κέρξη ζηαζεξνχ βάξνπο. ΢χκθσλα κε ην παξαπάλσ πξσηφθνιιν 

ρξεζηκνπνηήζεθαλ πνξζειάληλεο θάςεο κε αιάηη σο κέζν αλάκεημεο ηνπ ηπξηνχ, ψζηε λα απμεζεί ε 

επηθάλεηα ηνπ ηπξηνχ θαη λα δηεπθνιπλζεί ε απνκάθξπλζε ηεο πγξαζίαο. Γηα θάζε δείγκα 

πξαγκαηνπνηήζεθαλ  δχν κεηξήζεηο. ΢ε θάζε θάςα ρξεηάζηεθε έλα κηθξφ γπάιηλν ξαβδάθη αλάδεπζεο θαη  

πνζφηεηαο άιαηνο πεξίπνπ 30g. Όιεο νη θάςεο  πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ είραλ πξνεγνπκέλσο μεξαζεί ζε 

θιίβαλν ζεξκνθξαζίαο πεξί ηνπο 105°C γηα 24 ψξεο κέρξη ζηαζεξνχ βάξνπο. ΢ηε ζπλέρεηα ζε θάζε θάςα 

δπγίζηεθε θαη ην βάξνο ηεο θαη  απνηέιεζε απφβαξν πνπ αληηζηνίρηζε ζηε κέηξεζε (Α), πξνζηέζεθαλ 3gr 

ηπξηνχ θαη ηειηθά κεηξήζεθε ην κεηθηφ βάξνο (Β). Οη θάςεο κε ην ηπξί ηνπνζεηήζεθαλ ζηνπο 100 oC ζηνλ 

θιίβαλν γηα λα μεξαζνχλ γηα 24 ψξεο. ΢ηε ζπλέρεηα ηνπνζεηήζεθαλ ζε μεξαληήξην κέρξη λα απνθηήζνπλ 

ζεξκνθξαζία πεξηβάιινληνο θαη ζηε ζπλέρεηα δπγίζηεθαλ ζε αλαιπηηθφ δπγφ κέηξεζε (Γ).  
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Ζ μεξά νπζία εθθξάδεηαη ζε πνζνζηφ % δείγκαηνο κε βάζε ηνλ παξαθάησ ηχπν: 

 

% Ξεξά Οπζία=(Γ-Α)/(Β-Α) 

 

Όπνπ : 

A=απφβαξν θάςαο 

Β=κηθηφ βάξνο πξηλ ηελ μήξαλζε 

Γ=Μηθηφ βάξνο κεηά ηελ μήξαλζε 

 

Ζ πγξαζία πξνθχπηεη σο εμήο: 

% Τγξαζία=100-% Ξεξά Οπζία 

 

2.7.3. Προςδιοριςμόσ Λιποπεριεκτικότθτασ 

Με ηνλ φξν ιηπνπεξηεθηηθφηεηα ηνπ ηπξηνχ ελλννχκε ηε ζπλνιηθή πνζφηεηα ιίπνπο θαη ιηπαξψλ 

νπζηψλ, εθπεθξαζκέλε θαηά βάξνο. Ζ κέηξεζε ηνπ ιίπνπο πξαγκαηνπνηήζεθε ζχκθσλα κε ηε κέζνδν 

Gerber-Van Gulik(1973). Ζ κέζνδνο απηή ζηεξίδεηαη ζηελ αξρή φηη φηαλ ζεηηθφ νμχ νξηζκέλεο 

ππθλφηεηαο (εηδηθφ βάξνο 1,53 ζηνπο 15 ◦C) πξνζηεζεί ζην ηπξί, δηαιπηνπνηνχληαη φια ηα ζπζηαηηθά ηνπ 

πιελ ηνπ ιίπνπο. Δθιχεηαη ζεξκφηεηα ε νπνία ξεπζηνπνηεί ην ιίπνο πνπ παξακέλεη αησξνχκελν κέζα ζην 

νμχ απφ ην νπνίν δηαρσξίδεηαη ηειηθψο κε θπγνθέληξεζε. Ο δηαρσξηζκφο ηνπ ιίπνπο ππνβνεζείηαη κε ηελ 

πξνζζήθε κηθξήο πνζφηεηαο ακπιηθήο αιθνφιεο. 

Απαξαίηεηα κέζα 

1. Φπγφθεληξνο ηθαλή λα αλαπηχμεη 1100-1200 ζηξνθέο/min , κε ειεθηξηθή αληίζηαζε γηα λα 

δηαηεξείηαη ε ζεξκνθξαζία ζηνπο 60-65◦ C θαηά ηε θπγνθέληξεζε. 

2. Μεηξεηέο γηα ηελ πξνζζήθε ζεηηθνχ νμένο θαη ηεο ακπιηθήο αιθνφιεο 

3. Τδαηφινπηξν γηα δηαηήξεζε ζεξκνθξαζίαο 65±1◦ C 

4. Βνπηπξφκεηξα ηχπνπ Gerber-Van Gulik, γηα 3 gr ηπξηνχ , βαζκνλνκεκέλα απφ 0-40%, αλνηρηά 

θαη απφ ηα δχν άθξα 

5. Τπνδνρείο γηα ηε δχγηζε ηνπ ηπξηνχ θαη εηζαγσγή ηνπ κέζα ζην βνπηπξφκεηξν 

6. Επγφο αθξηβείαο 1mg 
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Μέζνδνο 

΢ηνλ ππνδνρέα βνπηπξφκεηξνπ δπγίζηεθαλ 3 gr ηπξηνχ θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζην βνπηπξφκεηξν. 

Απφ ην κηθξφ ππνδνρέα ηνπ βνπηπξφκεηξνπ πξνζηέζεθε ζεητθφ νμχ(Ζ2SO4 εηδηθνχ βάξνπο 1,53 ζηνπο 15◦ 

C), κέρξη λα θαιπθηεί ην ηπξί. Σν βνπηπξφκεηξν πσκαηίζηεθε θαη ζηε ζπλέρεηα κεηαθέξζεθε ζε 

πδαηφινπηξν ζεξκνθξαζίαο 65-70 ◦ C γηα 20-30 min κέρξη λα δηαιπζεί ε κάδα ηνπ ηπξηνχ. Αλά ηαθηά 

ρξνληθά δηαζηήκαηα, γηλφηαλ αλάδεπζε  γηα λα δηεπθνιπλζεί ε δηαιπηνπνίεζε ηνπ ηπξηνχ.  ΢ηε ζπλέρεηα 

πξνζηέζεθε 1ml ακπιηθή αιθνφιε(C5H11OH εηδηθνχ βάξνπο 0,815 ζηνπο 15◦ C) θαη έγηλε πην δσεξή 

αλάδεπζε. Έπεηηα πξνζηέζεθε εθ λένπ ζεηηθφ νμχ κέρξη λα θαιπθζνχλ ηα 4/5 ζηελ θιίκαθα  ηνπ 

βνπηπξφκεηξνπ. Σν βνπηπξφκεηξν ηνπνζεηήζεθε πάιη ζην πδαηφινπηξν γηα 5 min θαη ηειηθά ζηελ 

θπγφθεληξν φπνπ γηα 5 min θπγνθεληξήζεθε ζε 1100-1200 ζηξνθέο/min. Σέινο ην βνπηπξφκεηξν 

ηνπνζεηήζεθε ζην πδαηφινπηξν γηα 5 min θαη ζηε ζπλέρεηα έγηλε αλάγλσζε ηεο ζηάζκεο. Ζ ζηηβάδα ηνπ 

ιίπνπο κεηξάηαη-αλαγηγλψζθεηαη ζηελ εηδηθή θιίκαθα ηνπ βνπηπξφκεηξνπ Van Gulik θαη αληηζηνηρεί ζην 

ιίπνο %. ΢αλ αξρή ηεο ζηήιεο ιακβάλεηαη ε δηαρσξηζηηθή γξακκή κεηαμχ ιίπνπο θαη ινηπνχ 

πεξηερνκέλνπ ηνπ βνπηπξφκεηξνπ. Σν απνηέιεζκα ηνπ ιίπνπο πξνθχπηεη απφ ην κέζν φξν 3 κεηξήζεσλ. 

 

2.7.4 Προςδιοριςμόσ τθσ τζφρασ 

Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ηέθξαο γίλεηαη ζχκθσλα κε ην πξσηφθνιιν ηεο FIL-IDF 27:1964. ΢χκθσλα κε ην 

παξαπάλσ πξσηφθνιιν, ηνπνζεηνχληαη πνξζειάληλεο θάςεο (κηθξφηεξεο απφ απηέο πνπ 

ρξεζηκνπνηνχληαη γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ηεο μεξάο νπζίαο) άδεηεο ζηνλ θιίβαλν, ψζηε λα εμαηκηζηεί θάζε 

ίρλνο πγξαζίαο, γηα 24 ψξεο. Έπεηηα, νη θάςεο βγαίλνπλ απφ ηνλ θιίβαλν, ηνπνζεηνχληαη ζε μεξαληήξην 

θαη αθνχ απνθηήζνπλ ζεξκνθξαζία δσκαηίνπ ηνπνζεηνχληαη 5 gr απφ ηα δείγκαηα ησλ 2 ηπξηψλ ζε 

θαζεκία θαη επαλαηνπνζεηνχληαη ζηνλ θιίβαλν γηα άιιεο 24 ψξεο. Αθνχ βγνπλ απφ ηνλ θιίβαλν , 

ηνπνζεηνχληαη ζε μεξαληήξην, θξπψλνπλ, δπγίδνληαη, θαίγεηαη ην πεξηερφκελφ ηνπο ζε θιφγα θαη ζηε 

ζπλέρεηα ηνπνζεηνχληαη ζηνλ απνηεθξσηήξα. ΢ηνλ απνηεθξσηήξα κέλνπλ γηα 5 κε 6 ψξεο θαη ζηε 

ζπλέρεηα αθνχ θξπψζνπλ ζε μεξαληήξην δπγίδνληαη θαη γίλεηαη ζπιινγή ηεο ηέθξαο γηα ηπρφλ πεξαηηέξσ 

εμεηάζεηο. Ζ δνθηκή απηή έγηλε 2 θνξέο κε 2 επαλαιήςεηο γηα ην ηπξί. Σν πνζνζηφ ηεο ηέθξα 

ππνινγίδεηαη απφ ηνλ παξαθάησ ηχπν: 
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2.7.5 Ανάλυςθ ςακχάρων και οργανικϊν οξζων 

Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ θαη ησλ ζαθράξσλ ησλ δεηγκάησλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε 

ζχζηεκα HPLC(Scientific Equipment, Dandenorg, Victoria, Australia) κε αληιία GBC, LC1150 θαη 

αληρλεπηή δηάζιαζεο (RI) GBC , LC 1240. (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Υξεζηκνπνηήζεθε ζηήιε 

Aminex HPX-87H (BIO-RAD, California, USA). 

     

Ζ πξνεηνηκαζία ηνπ δείγκαηνο γηα ηελ αλάιπζε ζην ρξσκαηνγξάθν έγηλε σο εμήο: Επγίζηεθαλ 4 

gr απφ ην θάζε ηπξί ηα νπνία δηαιχζεθαλ κε λεξφ θαη κεηαθέξζεθαλ ζε νγθνκεηξηθή θηάιε ησλ 100 ml. 

΢ηε θηάιε πξνζηέζεθαλ 40ml βνιθξακηθνχ νμένο θαη ζπκπιεξψζεθε ν φγθνο 100 ml λεξφ. Αθνινχζεζε 

θπγνθέληξεζε ζηηο 12,500 rpm γηα 60 min. Ζ ππεξθείκελε θάζε δηεζήζεθε απφ θίιηξν πνξψδνπο 0,22 

κm. ΢ηε ζπλέρεηα ζχξηγγα Hamilton 20 κl απφ ην θάζε δείγκα πέξαζαλ  απφ ζηήιε. 

Ζ έθινπζε έγηλε ηζνθξαηηθά κε θηλεηή θάζε 5 mM H2SO4. Ο ρξφλνο αλάιπζεο ήηαλ 30 min. Ο 

πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο πξαγκαηνπνηήζεθε ρξεζηκνπνηψληαο θακπχιεο αλαθνξάο πνπ έρνπλ πξνθχςεη 

απφ ρξσκαηνγξάθεζε δηαθφξσλ νξγαληθψλ νμέσλ θαη ζαθράξσλ γλσζηήο ζπγθέληξσζεο.  

Ζ ηαπηνπνίεζε ησλ θνξπθψλ έγηλε κε βάζε ην ρξφλν θαηαθξάηεζεο-έθινπζεο (Retention time). 

Ο πνζνηηθφο πξνζδηνξηζκφο θάζε έλσζεο γίλεηαη. 

 

2.7.6 Προςδιοριςμόσ Χλωριοφχου Νατρίου 

΢χκθσλα κε ηε κέζνδν πξνζδηνξηζκνχ ρισξηνχρνπ λαηξίνπ ζηα ηπξηά, ε νξγαληθή νπζία ηνπ 

πξντφληνο απηνχ θαηαζηξέθεηαη κε ππεξκαγγαληθφ θάιη θαη ληηξηθφ νμχ κε απνηέιεζκα ηελ 

απειεπζέξσζε ηνπ ρισξηνχρνπ λαηξίνπ. Απηφ αληηδξά κε ληηξηθφ άξγπξν πνπ πξνζηίζεηαη -θαηά ηε 

δηαδηθαζία- θαη έηζη ζρεκαηίδεηαη ίδεκα ρισξηνχρνπ αξγχξνπ. Ζ πεξίζζεηα ηνπ ληηξηθνχ αξγχξνπ 

ηηηινδνηείηαη ζηε ζπλέρεηα κε ζεηνθπαληνχρν ακκψλην (Anyfantakis, 2004). 
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Μέζνδνο: 

Επγίζηεθαλ κε αθξίβεηα 2 gr ηπξί θαη ηνπνζεηήζεθαλ ζε γπάιηλε θσληθή θηάιε. Πξνζηέζεθαλ 25 

ml δηαιχκαηνο 0,1 Ν Νηηξηθνχ Αξγχξνπ(AgNO3) , έγηλε αλάδεπζε  θαη πξνζηέζεθαλ 25 ml ππθλνχ 

ληηξηθνχ νμένο (ξ=1,4, HNO3). Πξαγκαηνπνηήζεθε ζέξκαλζε κέρξη βξαζκνχ. ΢ηε ζπλέρεηα πξνζηέζεθαλ 

10 ml ππεξκαγγαληθνχ θαιίνπ (7,5% KMnO4) θαη πξαγκαηνπνηήζεθε ήπηνο βξαζκφο. Πξνζηέζεθε  εθ 

λένπ ππεξκαγγαληθφ θάιην θαζψο ην δείγκα απνρξσκαηίζηεθε. Γεληθά, αλ ην ρξψκα δελ αιιάδεη (απφ 

ζθνχξν κσβ ζέινπκε λα γίλεη αλνηρηφ θίηξηλν) πξνζηίζεηαη κηθξή πνζφηεηα νμαιηθνχ νμένο.  ΢ηε 

ζπλέρεηα αθνχ δηαχγαζε ην δείγκα κνπ απνκαθξχλζεθε  απφ ηελ εζηία ζεξκφηεηαο θαη πξνζηέζεθαλ 100 

ml απεζηαγκέλνπ λεξνχ. Έπεηηα, θξχσζε ιίγν πξνζηέζεθαλ 5ml ελλακψλην ζεηηθνχ ζηδήξνπ (ζηππηεξία 

26,8%) θαη ηηηινδνηήζεθε κε δηάιπκα 0,1 Ν ζεηνθπαληνχρνπ ακκσλίνπ ηελ πεξίζζεηα ηνπ ληηξηθνχ 

αξγχξνπ κέρξη λα εκθαληζηεί έλα θνθθηλνθάζηαλν ρξψκα ην νπνίν ζα παξακείλεη ακεηάβιεην γηα 

ηνπιάρηζηνλ 1 min. 

 

 

 

 

V1: ml ληηξηθνχ αξγχξνπ πνπ θαηαλαιψζεθαλ (25 ml) 

V2: ml ζεηνθπαληνχρνπ ακκσλίνπ πνπ θαηαλαιψζεθαλ γηα ηελ ηηηινδφηεζε 

P:  βάξνο ζε gr ηνπ δείγκαηνο (2 gr) 

 

2.7.7 Προςδιοριςμόσ Πρωτεϊνϊν  

 Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ αδσηνχρσλ νπζηψλ ζην ηπξί ρξεζηκνπνηήζεθε ε κέζνδνο Kjeldahl, 

φπσο απηή πεξηγξάθεηαη απφ ην πξσηφθνιιν IDF20_1:2001. Με ηε κέζνδν Kjeldahl κπνξεί λα 

πξνζδηνξηζηεί ην νιηθφ θαη ην πδαηνδηαιπηφ άδσην. ΢ηε ζπλέρεηα κε ηελ αθαίξεζε απηψλ ησλ δχν 

πνζνηήησλ πξνζδηνξίδεηαη ην θαδετληθφ άδσην. Ζ αξρή απηήο ηεο κεζφδνπ ζηεξίδεηαη ζηελ θαχζε ησλ 

νξγαληθψλ νπζηψλ ηνπ ηπξηνχ κε ηε βνήζεηα ηεο ζέξκαλζεο θαη ηνπ ζεητθνχ νμένο θαη ζηε κεηαηξνπή ηνπ 

αδψηνπ ηνπ γάιαθηνο ζε ακκσληαθφ.  

  

% Αιάηη=(0,585*(V1-V2))/P 
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Έπεηηα ε ακκσλία ειεπζεξψλεηαη κε ηελ επίδξαζε θαπζηηθνχ λαηξίνπ, απνζηάδεηαη, παξαιακβάλεηαη ζε 

βνξηθφ νμχ, ηηηινδνηείηαη κε πδξνρισξηθφ νμχ θαη κε βάζε ηνλ ηχπν ππνινγίδεηαη ην νιηθφ άδσην ηνπ 

ηπξηνχ. 

 

Όπνπ 

Vs= Ζ θαηαλάισζε ζε ml ηνπ δηαιχκαηνο HCL γηα ηελ ηηηινδφηεζε ηνπ δείγκαηνο 

Vb = Ζ θαηαλάισζε ζε ml ηνπ δηαιχκαηνο HCL γηα ηελ ηηηινδφηεζε ηνπ ηπθινχ 

Ν= Ζ θαλνληθφηεηα ηνπ δηαιχκαηνο HCL πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ ηηηινδφηεζε 

W= Σν βάξνο ζε g ηνπ δείγκαηνο 

 

 Σν πνζνζηφ ηνπ νιηθνχ αδψηνπ κεηαηξάπεθε ζε πξσηεΐλε πνιιαπιαζηάδνληαο κε ην ζπληειεζηή 

6,83. Δπνκέλσο  Οιηθέο πξσηεΐλεο%= Ννι% * 6,83. 

 Γηα ηνλ πξνζδηνξηζκφ ησλ νιηθψλ αδσηνχρσλ νπζηψλ, ζε κία θηάιε Kjeldahd ηνπνζεηνχληαη α) 

2,5 gr απφ ην ηπξί πξνο εμέηαζε, β) 2 ηακπιέηεο θαηαιπηψλ πνπ αληηζηνηρνχλ ζε 7 gr ζεηηθνχ θαιίνπ, 

0,210 gr έλπδξν ζεηηθφ ραιθφ θαη 0,210 gr δηνμείδην ηνπ ηηηαλίνπ, γ) 10 ml ππθλφ ζεηηθφ νμχ (97-98%), δ) 

3-4 ζηαγφλεο αληηαθξηζηηθφ παξάγνληα (πδαηηθφ δηάιπκα ζηιηθφλεο 30%) θαη ε) 5 ml ππεξνμείδην ηνπ 

πδξνγφλνπ 30%. ΢ηε ζπλέρεηα νη θηάιεο ηνπνζεηνχληαη ζηηο εηδηθέο εζηίεο θαχζεο κε ζχζηεκα απαγσγήο 

αηκψλ, φπνπ παξακέλνπλ γηα 2,5 ψξεο πεξίπνπ ζχκθσλα κε ην πξφγξακκα θαχζεο (ζπλδπαζκφο 

ζεξκνθξαζίαο θαη ρξφλνπ). Δθηφο απφ ηα δείγκαηα, έρεη παξαζθεπαζηεί θαη έλα ηπθιφ δείγκα, ην νπνίν 

απνηειείηαη απφ φια ηα αληηδξαζηήξηα θαη 2,5 ml δηαιχκαηνο ζνπθξφδεο 10% αληί ηπξηνχ.  
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 Ζ ζπζθεπή θαχζεο πνπ ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ θαχζε ησλ δεηγκάησλ είλαη ε Tecator 2020 

Digestor θαη απεηθνλίδεηαη παξαθάησ: 

 

 

Εικόνα 10: Συςκευι καφςθσ που χρθςιμοποιικθκε ςτθ δοκιμι Kjeldahd 

 

Μεηά ηελ θαχζε ησλ δεηγκάησλ καο αθνινπζεί ε απφζηαμε απηψλ απφ ηελ εηδηθή ζπζθεπή 

απφζηαμεο, ε νπνία απεηθνλίδεηαη παξαθάησ: 

 

Εικόνα 11: Συςκευι απόςταξθσ που χρθςιμοποιικθκε ςτθ δοκιμι Kjeldahd 
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Όπσο θαίλεηαη ε παξαπάλσ ζπζθεπή απνηειείηαη απφ 1 ππνδνρή ηεο θηάιεο Kjeldahd ε νπνία 

πεξηέρεη ην δείγκα πνπ είλαη πξνο απφζηαμε θαη κία ππνδνρή γηα θσληθή θηάιε ζηελ νπνία ιακβάλεηαη ην 

απφζηαγκα κεηά ηελ επεμεξγαζία ηνπ κε βνξηθφ νμχ 4%. ΢ην απφζηαγκα πξνζηίζεηαη θαη έλαο δείθηεο-

ρξσζηηθή ν νπνίνο βνεζά ζηελ ηηηινδφηεζε ηνπ δείγκαηνο καο κε ζεηηθφ νμχ 0,1Ν. Σα απνηειέζκαηα ηεο 

ηηηινδφηεζεο ρξεζηκνπνηνχληαη ζηνλ ηχπν πνπ πξναλαθέξζεθε γηα ηνλ ππνινγηζκφ ηνπ νιηθνχ αδψηνπ 

γηα ην θάζε δείγκα ηπξηνχ. Ζ δνθηκή έγηλε κία θνξά κε 2 επαλαιήςεηο γηα ην θάζε ηπξί.  
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ΑΠΟΣΔΛΔ΢ΜΑΣΑ 

3.1 Φυςικοχθμικζσ Αναλφςεισ 

 

Οη δηάθνξεο θπζηθνρεκηθέο παξάκεηξνη κεηξήζεθαλ θαη παξνπζηάδνληαη ζηνλ παξαθάησ 

ζπγθεληξσηηθφ πίλαθα. Δίλαη απνθαζηζηηθήο ζεκαζίαο, αθνχ είλαη απηέο πνπ θαζνξίδνπλ ην κεγαιχηεξν 

θνκκάηη ηεο δνκήο, ηεο γεχζεο θαη ηνπ αξψκαηνο ησλ ηπξηψλ πνπ κειεηήζεθαλ.  

 

 pH 
Τγξαζία 

(%) 

Ληπνπεξηεθηηθόηεηα 

(%) 

Σέθξα 

(%) 

Λίπνο 

επί 

Ξεξνύ 

(%) 

Υιωξηνύρν Νάηξην 

(%) 

Οιηθέο 

Πξωηεϊλεο 

% 

Καξίθη 4,92 16,48 32,25 3,72 58,33 2,64 35,50 

Γθεξεκέδη 3,62 66,93 25,00 1,61 21,92 0,99 13,86 

 

pH 

Ζ ηειηθή ηηκή pH γηα ην Καξίθη πξνέθπςε σο ν κέζνο φξνο 3 επαλαιήςεσλ ηεο κέηξεζεο θαη 

ήηαλ 4,92 ελψ γηα ην Γθεξεκέδη ήηαλ 3,62. 

 

Τγξαζία 

Ζ πγξαζία ζην Καξίθη ππνινγίζηεθε ζην 16,48% κε ηππηθή απφθιηζε (s)  0,15 θαη δηαθχκαλζε 

(s^2)  0,022. Ζ πγξαζία πνπ παξνπζηάδεη ην Καξίθη είλαη ρακειή θαη πιεζηάδεη ηα αλψηαηα φξηα πνπ 

νξίδνληαη ζην άξζξν 83 ηνπ Κψδηθα Σξνθίκσλ θαη Πνηψλ ζηελ θαηεγνξία 1.6 Πνιχ ΢θιεξά Σπξηά φπνπ 

εθεί ε κέγηζηε πγξαζία θηάλεη ην 30%. Ζ πγξαζία πνπ παξνπζηάδεη ην Γθεξεκέδη είλαη πςειή θαη 

θαίλεηαη φηη αλήθεη ζηελ θαηεγνξία 2 (Άξζξν 83) ηνπ Κ.Σ.Π. ζηα ηπξηά απφ γάια ρσξίο σξίκαλζε.  
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Ληπνπεξηεθηηθόηεηα 

Ζ ιηπνπεξηεθηηθφηεηα % ζην Καξίθη  θηάλεη ην 32,25 % κε ηππηθή απφθιηζε (s) 7,82 θαη 

δηαθχκαλζε (s^2) 61,26. Σν πνζνζηφ βξίζθεηαη θαη πάιη ζηελ Καηεγνξία 1.6 ηνπ Κψδηθα Σξνθίκσλ 

δειαδή ζηα Πνιχ ΢θιεξά Σπξηά. Ζ ιηπνπεξηεθηηθφηεηα % ζην Γθεξεκέδη θηάλεη ην 25 %, κεγαιχηεξε 

απφ ηε ζπλήζε ιηπνπεξηεθηηθφηεηα ζηελ μηλνκπδήζξα κε ηελ νπνία κνηάδεη αξθεηά ην ηπξί απηφ. 
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Σέθξα- Λίπνο επί μεξνύ 

 Ζ ηέθξα ζην Καξίθη ππνινγίζηεθε ζην 3,72 % θαη ην Λίπνο επί Ξεξνχ ζην 58,33%. Σν ιίπνο επί 

μεξνχ είλαη ραξαθηεξηζηηθφ ησλ πνιχ ζθιεξψλ ηπξηψλ, πάιη ζχκθσλα κε ηνλ Κψδηθα Σξνθίκσλ θαη 

Πνηψλ. Ζ ηέθξα ζην Γθεξεκέδη ππνινγίζηεθε ζην 1,61 % θαη ην Λίπνο επί Ξεξνχ ζην 21,92% γεγνλφο 

πνπ καο ζπκίδεη ηπξηά φπσο ε Κνπαληζηή θαη ε Ξηλνκπδήζξα Κξήηεο δειαδή ηπξηά κε αινηθψδε πθή, 

καιαθά, φπσο είλαη δειαδή θαη ην Γθεξεκέδη. 

 

Υιωξηνύρν Νάηξην 

Ζ αιαηφηεηα ζην Καξίθη πξνζδηνξίζηεθε ζην 2,64%. Σν αιάηη εθηφο απφ ηελ επίδξαζε πνπ έρεη 

ζηε γεχζε, ηε δνκή θαη ηε ζπληήξεζε ηνπ ηπξηνχ, επεξεάδεη θαη ηελ αλάπηπμε κηθξννξγαληζκψλ. Έρεη 

παξαηεξεζεί φηη κεγάιεο ζπγθεληξψζεηο αιαηηνχ ζην ηπξί παξεκπνδίδνπλ ηελ αλάπηπμε νμπγαιαθηηθψλ 

βαθηεξίσλ (LAB). Οη πεξηζζφηεξεο νκάδεο νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ αλαπηχζζνληαη θαιά ζε 2% αιάηη 

θαη 4-5 % αιάηη ζηελ πγξή θάζε (Walstra et al., 2005). Σα γαιαθηηθά βαθηήξηα θαη ηδίσο θάπνηα ζηειέρε 

ηνπ γέλνπο Lactococcus πνπ ρξεζηκνπνηνχληαη σο εθθηλεηέο, δηεγείξεηαη ε παξαγσγή ηνπο απφ ρακειέο 

ζπγθεληξψζεηο αιαηηνχ, αιιά παξεκπνδίδεηαη απφ ζπγθεληξψζεηο αιαηηνχ κεγαιχηεξεο απφ 5%. Δπίζεο 

νη πςειέο ζπγθεληξψζεηο αιαηηνχ ζην ηπξί ζρεηίδνληαη κε ηα απμεκέλα επίπεδα ιίπνπο θαη ησλ 

πξσηετλψλ εμαηηίαο ηεο απψιεηαο πγξαζίαο θαηά ηε δηάξθεηα ηεο σξίκαλζεο (Fox et al., 2000). 

 Σα πνζνζηά αιαηηνχ ινηπφλ ζρεηίδνληαη εθηφο απφ ηελ αλάπηπμε κηθξννξγαληζκψλ θαη κε ηα 

νξγαλνιεπηηθά ραξαθηεξηζηηθά θάζε ηπξηνχ αθνχ ζρεηίδνληαη άκεζα κε ηα πνζνζηά πγξαζίαο θαη ην pH. 

Ζ πγξαζία θαζνξίδεη ζε κεγάιν πνζνζηφ ηελ πθή θαη ηε ζπλεθηηθφηεηα ηνπ ηπξηνχ ελψ ην pH θαη θαηά 

ζπλέπεηα ην αιάηη, ηε γεχζε (O’ Conor, 1971). Σν αιάηη κπνξεί επίζεο λα ελεξγνπνηεί ή λα απελεξγνπνηεί 

νξηζκέλα έλδπκα ηνπ γάιαθηνο ή ησλ κηθξννξγαληζκψλ. Ζ πιαζκίλε (ελδνγελήο πξσηετλάζε ηνπ 

γάιαθηνο) πνπ ζπκβάιεη αξθεηά ζην βαζκφ πξσηεφιπζεο φισλ ησλ ηπξηψλ, ελεξγνπνηείηαη ζε ρακειέο 

ζπγθεληξψζεηο αιαηηνχ , πεξίπνπ 2%, αιιά αδξαλνπνηείηαη ζε πνιχ πςειέο, πάλσ απφ 8%. Αληίζεηα, ζηα 

έλδπκα ησλ κηθξννξγαληζκψλ έρεη απνδεηρζεί ,ζχκθσλα κε ηηο πεξηζζφηεξεο κειέηεο, φηη δελ έρεη 

ηδηαίηεξε επίδξαζε (Fox et al., 2000). ΢ε πςειέο ζπγθεληξψζεηο αιαηνπεξηεθηηθφηεηαο ε πξσηεφιπζε 

επηβξαδχλεηαη , ελψ ζε ρακειέο παξαηεξνχληαη ειαηηψκαηα φπσο φμηλε θαη πηθξή γεχζε. Οη 

αλεπηζχκεηεο γεχζεηο εκθαλίδνληαη ιφγσ ππεξβνιηθήο ή αληζφξξνπεο ελδπκηθήο δξαζηεξηφηεηαο (Fox et 

al., 2000). Σν ίδην ην αιάηη ζπλεηζθέξεη ελεξγά ζηε γεχζε ηνπ ηπξηνχ ελψ επίζεο εληζρχεη ηελ αίζζεζε 

ζην ζηφκα θαη κεηψλεη ηηο αλεπηζχκεηεο γεχζεηο (Moller et al., 2013).  
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Πξνζδηνξηζκόο ζαθράξωλ θαη νξγαληθώλ νμέωλ : HPLC 

 

 Ο πξνζδηνξηζκφο ησλ ζαθράξσλ θαη ησλ νξγαληθψλ νμέσλ πξαγκαηνπνηήζεθε κε αλάιπζε 

HPLC. Οη ζπγθεληξψζεηο ησλ νξγαληθψλ νμέσλ δηαθέξνπλ ζεκαληηθά αλάκεζα ζηα δηάθνξα είδε ηπξηψλ 

ζχκθσλα κε ηελ εθαξκνδφκελε ηερλνινγία παξαζθεπήο, ηε ζεξκνθξαζία θαη ηε δηάξθεηα σξίκαλζεο, ηελ 

επνρή παξαγσγήο θαη ηε κηθξνρισξίδα πνπ αλαπηχζζεηαη. Δπηπιένλ, ην επίπεδν ησλ νξγαληθψλ νμέσλ 

εμαξηάηαη απφ ην είδνο ησλ ελαξθηήξησλ νμπγαιαθηηθψλ θαιιηεξγεηψλ θαη ησλ ζπκπιεξσκαηηθψλ 

θαιιηεξγεηψλ-πνπ πξνζηίζεληαη (Manolaki et al., 2006). ΢ρεδηάζζεθαλ πξφηππεο θακπχιεο, βάζεη ησλ 

νπνίσλ πξαγκαηνπνηήζεθε αλάιπζε ησλ απνηειεζκάησλ.  

 Καηά ηελ παξαζθεπή ελφο ηπξηνχ ε δχκσζε ηεο ιαθηφδεο είλαη ε θχξηα θαη ε πην γξήγνξε 

βηνρεκηθή κεηαβνιή πνπ πξαγκαηνπνηείηαη ζην ηπξί θαη νδεγεί ζηελ παξαγσγή θπξίσο γαιαθηηθνχ νμένο. 

Γη’ απηφ θαη ζην Γθεξεκέδη είλαη ην πξψην νμχ πνπ παξαηεξήζεθε. 

 Οη πηεηηθέο ελψζεηο ησλ ηπξηψλ ζρεκαηίδνληαη θαηά ηελ παξαζθεπή ηνπο. Σα θξέζθα ηπξηά 

(γθεξεκέδη), νθείινπλ ηα αξσκαηηθά ζπζηαηηθά ηνπο ζε κεγάιν βαζκφ, είηε ζε πξντφληα ηεο γαιαθηηθήο 

δχκσζεο φπσο ην γαιαθηηθφ νμχ, ην νμηθφ νμχ θαη ε αηζαλφιε είηε ζε πξντφληα κεηαβνιηζκφ ηνπ θηηξηθνχ 

νμένο φπσο ε αθεηντλε θαη ην δηαθεηχιην.  

 Σα ειεχζεξα ιηπαξά νμέα ζρεκαηίδνληαη θαηά ηε ιηπφιπζε.  Σα ειεχζεξα ιηπαξά νμέα βξαρείαο 

(4-12 άηνκα C) θαη κεζαίαο αιχζνπ (12-16 άηνκα C), επεξεάδνπλ ζε κεγάιν βαζκφ ην άξσκα θαη ηε 

γεχζε ησλ ηπξηψλ. Σα πεξηζζφηεξα ιηπαξά νμέα κε 4-20 άηνκα C πξνέξρνληαη απφ ηελ πδξφιπζε ησλ 

ηξηγιπθεξηδίσλ, ελψ έλα κηθξφηεξν πνζνζηφ, θαηά θαλφλα εθείλα κε 2-6 άηνκα C πξνέξρνληαη απφ ηελ 

απνηθνδφκεζε ηεο ιαθηφδεο θαη ησλ ακηλνμέσλ (Curioni and Bosset, 2002).  

 Ο πξνζδηνξηζκφο ηεο ζπγθέληξσζεο ησλ ελψζεσλ, πξαγκαηνπνηήζεθε βάζεη εκβαδνχ ηεο 

επηθάλεηαο ηεο θνξπθήο ηνπ ρξσκαηνγξαθήκαηνο. Οη ζπγθεληξψζεηο ησλ δηάθνξσλ νπζηψλ πνπ 

εληνπίζηεθαλ κε βάζε ην ρξφλν θαηαθξάηεζεο (Retention time) ππνινγίζηεθαλ βάζεη εμηζψζεσλ πνπ 

πξνέθπςαλ απφ ηε ρξσκαηνγξάθεζε νξγαληθψλ νμέσλ θαη ζαθράξσλ γλσζηψλ ζπγθεληξψζεσλ θαη ηα 

απνηειέζκαηα παξνπζηάδνληαη παξαθάησ: 
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Πίνακασ 10: Ενϊςεισ που ανιχνεφτθκαν με τθν HPLC ςτα δφο τυριά 

 (δπ: Γελ Τπνινγίζηεθε) 

 

΢άθραξν ή Ομύ ΢πγθέληξωζε ζην Καξίθη 

(mM) 

΢πγθέληξωζε ζην Γθεξεκέδη 

(mM) 

Λαθηφδε 0 14,80 

Γιπθφδε 0 δπ 

Γαιαθηηθφ Ομχ 310,50 185,18 

Ομηθφ Ομχ 

0 8,50 

Ζιεθηξηθφ Ομχ 8,95 0 

Πξνπηνληθφ νμχ/ Αθεηντλε δπ 0 

Βνπηπξηθφ νμχ δπ 0 

Μεζαλφιε 0 δπ 

Αηζαλφιε 0 δπ 
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Εικόνα  12: HPLC Χρωματογράφθμα ςακχάρων και οργανικϊν οξζων ςτο Γκερεμζηι 
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Εικόνα  13: HPLC Χρωματογράφθμα ςακχάρων και οργανικϊν οξζων ςτο Καρίκι 

Λαθηφδε 

 Ζ ιαθηφδε ζηα ηπξηά κεηαβνιίδεηαη θαηά θχξην ιφγν ζε γαιαθηηθφ νμχ κεηά απφ κηα ζεηξά 

βηνρεκηθψλ αληηδξάζεσλ. Ζ κεηαηξνπή απηή είλαη ηαρεία ψζηε λα ζεσξείηαη φηη ζε 24 h απφ ηελ 

παξαζθεπή ηνπ ηπξηνχ έρεη δηαζπαζηεί ην κεγαιχηεξν κέξνο ηεο (Accolas et al., 1977). Απφ πνιινχο 

εξεπλεηέο έρεη δηαπηζησζεί ε κείσζε ηεο ζπγθέληξσζε ηεο ιαθηφδεο θαηά ηελ σξίκαλζε ησλ ηπξηψλ ζε 

ζρέζε κε ηε ηελ αξρηθή ζπγθέληξσζε ηνπ γάιαθηνο΄. Λαθηφδε αληρλεχηεθε κφλν ζην Γθεξεκέδη κε 

ζπγθέληξσζε 14,80 mM (20,26 g/kg).  

Γαιαθηηθφ νμχ 

 Σν γαιαθηηθφ νμχ αληρλεχζεθε θαη ζηα δχν δείγκαηα πνπ κειεηήζεθαλ κε ηε ζπγθέληξσζε ζην 

Καξίθη λα θηάλεη ηα 310,5 mM (111,89 g/kg) θαη ζην Γθεξεκέδη 185,18 mM (66,72 g/kg). Σν γαιαθηηθφ 

νμχ παξάγεηαη απφ ηε δχκσζε ηεο ιαθηφδεο απφ ηα νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα. Ο ζρεκαηηζκφο ηνπ 

γαιαθηηθνχ νμένο επηδξά ζηελ πήμε ηνπ γάιαθηνο θαη ζηελ ζηξάγγηζε ηνπ ηπξνπήγκαηνο θαζψο θαη  ζηα 

θπζηθνρεκηθά ραξαθηεξηζηηθά ηνπ ηπξηνχ. Πξνθαιεί πηψζε ηνπ pH θαη θαηά απηφλ ηνλ ηξφπν επεξεάδεη 

άκεζα ην είδνο ησλ κηθξννξγαληζκψλ πνπ αλαπηχζζνληαη. Δίλαη επνκέλσο απαξαίηεην γηα ηελ αλάπηπμε 

ηνπ αξψκαηνο, ηελ θαλνληθή σξίκαλζε θαη ηελ θαιή πνηφηεηα ηνπ παξαγφκελνπ πξντφληνο (Califano & 

Bevilaqua, 2000). Παξαηεξήζεθε εμαηξεηηθά κεγάιε ζπγθέληξσζε γαιαθηηθνχ νμένο θαη ζηα δχν ηπξηά 

πνπ κειεηήζεθαλ γεγνλφο πνπ ήηαλ ελ κέξεη αλακελφκελν αθνχ ηα αξσκαηηθά ζηνηρεία ησλ θξέζθσλ 

ηπξηψλ νθείινληαη ζε κεγάιν βαζκφ ζηα πξντφληα γαιαθηηθή δχκσζεο , φπσο πξναλαθέξζεθε. 
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Ομηθφ νμχ 

΢ην ηπξί Blue Cheese, ε ζπγθέληξσζε ηνπ νμηθνχ νμένο ήηαλ 0,25 mg/g ηπξηνχ (Marsili et al., 

1981). ΢χκθσλα κε ηνπο Mullin & Emmons (1997), ε ζπγθέληξσζε ηνπ νμηθνχ νμένο ζηα ηπξηά Brie, 

Camembert θαη Blue Cheese ήηαλ 1,206, 1,07 θαη 2,227 mg/g ηπξηνχ αληίζηνηρα. ΢ηελ πεξίπησζε ηνπ 

ηπξηνχ Γθεξεκέδη, ε ζπγθέληξσζε ήηαλ  2,04 g/kg, αξθεηά πςειφηεξε απφ ηα παξαδείγκαηα πνπ 

αλαθέξνληαη.  Σν νμηθφ νμχ πξνζδίδεη έληνλν άξσκα αιιά θαη έληνλα φμηλε γεχζε ζην ηπξί, ζχκθσλα κε 

ηε βηβιηνγξαθία (Califano & Bevilaqua, 2000). 

 

Αηζαλφιε 

 ΢ην Γθεξεκέδη κεηξήζεθε ζπγθέληξσζε 14,02 mM γεγνλφο πνπ εληζρχεη ηελ αξρηθή ππφζεζε φηη 

ηα θξέζθα ηπξηά νθείινπλ ηα αξσκαηηθά ζπζηαηηθά ηνπο ζε κεγάιν βαζκφ, είηε ζε πξντφληα ηεο 

γαιαθηηθήο δχκσζεο φπσο ην γαιαθηηθφ νμχ, νμηθφ νμχ, αηζαλφιε. Αιιά θαη ζηε θέηα ηα θπξηφηεξα 

πηεηηθά ζπζηαηηθά πνπ έρνπλ βξεζεί είλαη ε αηζαλφιε θαη ην νμηθφ νμχ ζχκθσλα κε ηνπο Kondyli et al. 

(2012) θαη Sarantinopoulos et al. (2002). Ζ παξαγσγή ηεο αηζαλφιεο ζπλδέεηαη θαη κε ηελ χπαξμε ησλ 

εληεξφθνθθσλ ζην Γθεξεκέδη αθνχ είλαη νη θχξηεο πηεηηθέο ελψζεηο πνπ παξάγνπλ νη εληεξφθνθθνη ηεο 

θέηαο (Psomas et al., 2001) 

 

Άιιεο νπζίεο πνπ κεηξήζεθαλ ήηαλ ην πξνπηνληθφ νμχ 60,57 mM (Καξίθη), ε κεζαλφιε 

(αιθνφιε) (Γθεξεκέδη) θαη ην βνπηπξηθφ νμχ (Καξίθη). Γηα ην Kαξίθη ελδηαθέξνλ εκθαλίδεη ε παξνπζία 

βνπηπξηθνχ νμένο  ην νπνίν θαλεξψλεηαη κε ηελ έληνλε -φρη επράξηζηε-νζκή θαηά ην άλνηγκα ηεο 

λεξνθνινθχζαο. Ο Urbach (1990) αλέθεξε φηη ε δηαηξνθή πνπ επάγεη ην ζρεκαηηζκφ πξνπηνληθνχ νμένο 

ζην ζηνκάρη, νδεγεί ζην ζρεκαηηζκφ ιαθηφλσλ πνπ ραξαθηεξίδνληαη απφ κηα γιπθηά νζκή βαηφκνπξνπ. 

Πξάγκαηη ην Καξίθη είρε κία έληνλε γιπθηά γεχζε πνπ ζα κπνξνχζε λα παξαπέκςεη ζην βαηφκνπξν. 

Μεζαλφιε είρε αληρλεπηεί ζε ηπξφγαια πνπ πξνήιζε απφ ηπξνθφκεζε ηπξηνχ Cheddar κε ηε ρξήζε 

ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ, ζχκθσλα κε ηνπο Karagul-Yuccer et al. (2003). Σα νμέα κε ηελ πην 

δπζάξεζηε νζκή είλαη ην βνπηπξηθφ θαη ην βαιεξηθφ νμχ ηα νπνία έρνπλ θαη ρακειφ φξην αλίρλεπζεο ησλ 

νζκψλ ζε ζρέζε κε ην νμηθφ θη ην πξνπηνληθφ (Zahn et al., 2001). Έηζη νη νζκέο ησλ ιηπαξψλ νμέσλ δελ 

είλαη επζέσο αλάινγεο κε ηηο ζπγθεληξψζεηο απηψλ αιιά θπξίσο κε ηηο ζπγθεληξψζεηο ηνπ βνπηπξηθνχ 

θαη ηνπ βαιεξηθνχ νμένο (Zhu et al., 1997) Σν θαξίθη είρε ζαθψο έληνλε θαη φρη ηδηαίηεξα επράξηζηε 

κπξσδηά γεγνλφο πνπ δηθαηνινγείηαη απφ ηελ παξνπζία βαιεξηθνχ νμένο. Καηά ηελ ηπξνθφκεζε, ην 96-

98% ηεο ιαθηφδεο ηνπ γάιαθηνο απνβάιεηαη ζην ηπξφγαια. Σν πνζφ ηεο ιαθηφδεο πνπ κέλεη ζην 

ηπξφπεγκα δπκψλεηαη γξήγνξα απφ ηηο νμπγαιαθηηθέο θαιιηέξγεηο πξνο γιπθφδε θαη γαιαθηφδε θαη 

νδεγεί ζηελ παξαγσγή γαιαθηηθνχ νμένο. 
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Σν γαιαθηηθφ είλαη  δπλαηφ λα κεηαβνιηζηεί ( είηε κε ην κνλνπάηη νκνδπκσηηθψλ είηε κε απηφ 

ησλ εηεξνδπκσηηθψλ) . 

Σν θηηξηθφ νμχ δελ αληρλεχηεθε γεγνλφο πνπ έρεη ινγηθή εμήγεζε θαζψο ην 94% ηνπ θηηξηθνχ 

βξίζθεηαη ζηελ πδαηηθή θάζε ηνπ γάιαθηνο θαη απηφ πνπ κέλεη ζην ηπξφπεγκα κεηαηξέπεηαη ζε 

αξσκαηηθά ζπζηαηηθά φπσο ην νμηθφ νμχκ ην δηαθεηχιην ε αθεηνίλε . 

Σα θξέζθα ηπξηά πνπ δελ σξηκάδνπλ φπσο ην γθεξεκέδη, νθείινπλ ηα γεπζηηθά ηνπο 

ραξαθηεξηζηηθά ζηα πξνηφληα γαιαθηηθήο δχκσζεο φπσο ην γαιαθηηθφ νμχ, ην νμηθφ, ε αθεηνίλε. 

Ζ αηζαλφιε ήηαλ ε αιθνφιε πνπ παξήρζε ζην Γθεξεκέδη. Ζ αηζαλφιε κπνξεί λα πξνήιζε απφ ηε 

δχκσζε ηεο ιαθηφδεο απφ εηεξνδπκσηηθά νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα ή δπκνκχθεηεο. 

Σν νμηθφ νμχ πνπ πξνέξρεηαη απφ ην κεηαβνιηζκφ ηνπ γαιαθηηθφπ μένο είλαη ραξαθηεξηζηηθφ 

αξσκαηηθφ ζπζηαηηθφ ησλ ιεχθψλ ηπξηψλ άικεο. 

 

  



 

73 

 

3.2 Μικροβιολογικζσ αναλφςεισ 

  Σα ζξεπηηθά πιηθά πνπ ρξεζηκνπνηήζεθαλ γηα ηελ αλίρλεπζε ησλ κηθξννξγαληζκψλ ζεσξνχληαη 

επηιεθηηθά, ε αλάπηπμε φκσο ηπρφλ επηπξφζζεησλ κηθξνβηαθψλ νκάδσλ δελ ζεσξείηαη απίζαλε. 

Δπνκέλσο, νη πιεζπζκνί πνπ πξνέθπςαλ ζεσξήζεθαλ σο πιεζπζκνί πηζαλψλ νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ 

θαη ζηε ζπλέρεηα αθνινχζεζε ηαπηνπνίεζε ησλ βαθηεξηαθψλ απνκνλψζεσλ κε άιιεο κνξηαθέο 

κεζφδνπο. 

 Οη πιεζπζκνί ησλ κηθξνβηαθψλ νκάδσλ πνπ πξνζδηνξίζηεθαλ ζηα δχν δείγκαηα παξνπζηάδνληαη 

ζηνλ παξαθάησ Πίλαθα 11. Σν βαζηθφ ραξαθηεξηζηηθφ πνπ παξαηεξείηαη ζηνλ παξαθάησ πίλαθα είλαη ε 

παξνπζία πνιχ ιηγφηεξσλ κηθξννξγαληζκψλ ζην Καξίθη, ζπγθξηηηθά κε ην Γθεξεκέδη. Απηφ ελδερνκέλσο 

νθείιεηαη ζηε κεγάιε δηάξθεηα θαηά ηελ νπνία σξηκάδεη ην παξφλ ηπξί θαζψο θαη ζηηο ζπλζήθεο πγηεηλήο 

θαηά ηελ σξίκαλζε θαη ηελ παξαζθεπή ηνπ. Σελ θπξίαξρε κηθξνρισξίδα θαη ζηα δχν ηπξηά απνηέιεζαλ 

νη ζεξκφθηινη θφθθνη, ελψ γαιαθηνβάθηιινη (ζεξκφθηινη-κεζφθηινη), κεζφθηινη θφθθνη, δχκεο θαη 

πξσηενιπηηθά βαθηήξηα παξαηεξήζεθαλ κφλν ζην Γθεξεκέδη. Σα ιηπνιπηηθά βαθηήξηα εκθαλίζηεθαλ 

κφλν ζην Καξίθη. 

 

Πίνακασ 11: Πλθκυςμόσ μικροοργανιςμϊν  

   

  

Οκάδα κηθξννξγαληζκψλ Γθεξεκέδη Αίγηλα (log cfu/g)  Καξίθη Σήλνο (log cfu/g) 

Thermophilic lactobacilli 6,30 0,00 

Mesophilic lactobacilli 6,90 0,00 

Thermophilic cocci 7,30 6,32 

Mesophilic cocci 6,15 0,00 

NSLAB 8,08 0,00 

Enterococci 0,00 0,00 

Total Plate Count 6,85 4,16 

Yeasts 6,90 0,00 

Lipolytic bacteria 0,00 8,50 

Micrococci 0,00 0,00 

Coliforms 0,00 0,00 

Proteolytic bacteria 6,78 0,00 
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Πίνακασ 12-Σχιμα  : Μικροβιακοί πλθκυςμοί (log cfu/g)  των τυριϊν Γκερεμζηι και Καρίκι 

 

 

 Όιεο νη απνκνλψζεηο έγηλα ζε πςειέο αξαηψζεηο (έσο 10-8) πνπ ζεκαίλεη φηη ν πιεζπζκφο ησλ 

βαθηεξίσλ πνπ απνκνλψζεθαλ ήηαλ κεγάινο θαη ηα είδε απηά θπξηαξρνχζαλ ζην Γθεξεκέδη.  

 Σα NSLAB απνηεινχλ κία νκάδα νμπγαιαθηηθψλ βαθηεξίσλ ηα νπνία δελ αλήθνπλ ζηα 

νμπγαιαθηηθά βαθηήξηα ησλ εθθηλεηξηψλ θαιιηεξγεηψλ (LAB starters), αιιά αλαπηχζζνληαη ζηα ηπξηά 

θαηά ηε δηάξθεηα ηεο σξίκαλζήο ηνπο. Βέβαηα ππάξρεη θαη ε πηζαλφηεηα ηεο επηκφιπλζεο απφ ζηειέρε 

πνπ βξίζθνληαη ζηνλ εμνπιηζκφ ηεο ηπξνθνκηθήο κνλάδαο. Οη κε ελαξθηήξηεο θαιιηέξγεηεο ζην 

Γθεξεκέδη ήηαλ ζε πςειφ πιεζπζκφ γεγνλφο πνπ εμεγείηαη θαζψο ην γάια γηα ηελ παξαζθεπή ηνπ 

δείγκαηνο δελ ππφθεηηαη παζηεξίσζε. Πξφθεηηαη γηα εηεξνδπκσηηθά βαθηήξηα ηα νπνία αληέρνπλ ζε 

πςειέο ηηκέο αιαηηνχ θαη νμχηεηαο θαη νη πιεζπζκνί δηαθέξνπλ αλάινγα ηνλ ηχπν ηνπ ηπξηνχ πνπ 

παξαζθεπάδεηαη θαη ην ζηάδην σξίκαλζήο ηνπ (Fox et al., 2000). Απηέο νη νκάδεο ησλ κηθξννξγαληζκψλ 

κπνξεί λα επεξεάζνπλ ηε δηαδηθαζία ηεο σξίκαλζεο κέζσ ηεο παξαγσγήο γαιαθηηθνχ νμένο, ηεο κείσζεο 

ηνπ νμεηδναλαγσγηθνχ δπλακηθνχ θαη ηεο πξσηενιπηηθήο θαη ιηπνιπηηθήο ηνπο δξαζηηθφηεηαο (Steele, 

1995). 
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 Οη πιεζπζκνί ησλ ζεξκφθηισλ θφθθσλ πνπ θαηαγξάθεθαλ γηα ην Γθεξεκέδη ήηαλ 7,30 log cfu/g 

ελψ ησλ κεζφθηισλ θφθθσλ ήηαλ 6,15 log cfu/g. 

 Οη νκάδεο ησλ δπκψλ θαη ησλ κπθήησλ απνηεινχλ κηθξννξγαληζκνχο νη νπνίνη αλαπηχζζνληαη 

δεπηεξνγελψο ζην ηπξί, θαηά ηε δηάξθεηα ηεο σξίκαζεο, φηαλ ην pH είλαη ρακειφ θαη ηα βαθηήξηα δε 

κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ ζε απηφ (Fox et al., 2000). Αθφκε, κπνξνχλ λα αλαπηπρζνχλ θαη ζε πνιχ 

ρακειέο ηηκέο aw θαη ζρεδφλ πάληα, φπσο θαη ζηε ζπγθεθξηκέλε κειέηε, αλαπηχζζνληαη ζηελ επηθάλεηα 

ησλ ηπξηψλ, αθνχ πξφθεηηαη γηα αεξφβηνπο κηθξννξγαληζκνχο. Απνηεινχλ ηελ θπξηφηεξε επηκφιπλζε ησλ 

θξέζθσλ ηδίσο ηπξηψλ θαη νη πιεζπζκνί ηνπο κπνξνχλ λα απμεζνχλ γξήγνξα ζε απηά (Fox et al., 2000). 

΢ε θξέζθν ηπξί απφ γίδηλν γάια πνπ παξαζθεπάδεηαη ζηε Σνπξθία, έρνπλ αλαθεξζεί πιεζπζκνί ηε 

ηάμεσο 10^3 cfu/gr θαηά ηελ πξψηε κέξα ηεο παξαγσγήο ηνπο (Kilic et al., 2004). Οη δχκεο βξέζεθαλ ζε 

πιεζπζκνχο 6,90 log cfu/g ζην Γθεξεκέδη. Οη δχκεο δελ απνηεινχλ κέξνο ησλ ελαξθηήξησλ θαιιηεξγεηψλ. 

Χζηφζν παξαηεξνχληαη ζε ζρεηηθά πςειά λνχκεξα ζε πνιιά καιαθά ηπξηά. Πηζαλφηαηα πξνέξρνληαη 

απφ ηηο ζπζθεπέο θαη ην πεξηβάιινλ θαηά ηε δηαδηθαζία ηεο ηπξνθφκεζεο (Viljoen, 2001). 

 Έλα ζεηηθφ ζηνηρείν είλαη ε απνπζία θνινβαθηεξηνεηδψλ πνπ απνηεινχλ έλδεημε θαθήο πγηεηλήο. 

Ζ παξνπζία ησλ βαθηεξίσλ απηψλ ππνδειψλεη θαθέο ζπλζήθεο απνζήθεπζεο θαη ζπληήξεζεο απφ ηνλ 

παξαγσγφ.  

 Σα ιηπνιπηηθά βαθηήξηα παξαηεξήζεθαλ ζην Καξίθη. ΢πλήζε ιηπνιπηηθά βαθηήξηα είλαη ηα 

Achromobacter lipids, Achromobacter lipolyticum θαη Pseudomonas fragi. Ζ θαηεγνξία ησλ βαθηεξίσλ 

απηψλ αλαπηχζζεηαη ζε ρακειέο ζεξκνθξαζίεο παξάγνπλ ιηπαξά νμέα θαη γιπθεξίλε θαη πξνζδίδνπλ 

δπζάξεζηε νζκή θαη γεχζε ζην γάια θαη θαη’ επέθηαζε ζηα πξντφληα ηνπο.  

 Πξσηενιπηηθά βαθηήξηα αλαπηχρζεθαλ ζε ππφζηξσκα απφ ην Γθεξεκέδη. Πξφθεηηαη γηα 

ζεξκναλζεθηηθνχο κηθξννξγαληζκνχο πνπ είηε πξνζδίδνπλ δηαπγέο ρξψκα ζην γάια είηε πξαγκαηνπνηνχλ 

ηε ιεγφκελε <<γιπθηά πήμε>> ηνπ γάιαθηνο θαζψο κεηαηξέπνπλ ηηο πξσηεΐλεο ζε καιαθφ πήγκα ρσξίο 

λα πξνεγεζεί γαιαθηηθή δχκσζε. Κχξηνη αληηπξφζσπνη ηεο άλσ θαηεγνξίαο είλαη ηα Bacillus subtillus, 

Bacillus mesentericus, Bacillus cereus, Pseudomonas fluorescens θαη Streptococcus liquefaciens. 

 Σν θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ ησλ ηπξηψλ ησλ νπνίσλ κειεηήζεθαλ ήηαλ ε κε πξνζζήθε ελαξθηήξησλ 

θαιιηεξγεηψλ. Δπνκέλσο ην κηθξνβηαθφ ηνπο θνξηίν πξνέξρεηαη εμ νινθιήξνπ απφ ηε θπζηθή 

κηθξνρισξίδα ηνπ γάιαθηνο, ηηο επηκνιχλζεηο απφ ην πεξηβάιινλ ζην νπνίν παξαζθεπάζηεθαλ ηα ηπξηά 

θαη ηνλ εμνπιηζκφ.  
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 Αθνινχζεζε καθξνζθνπηθή παξαηήξεζε ηεο κνξθνινγίαο ησλ απνηθηψλ κε ζθνπφ ηελ 

απνκφλσζε λέσλ ζηειερψλ.  

 ΢ην Καξίθη απφ ηηο 27 απνηθίεο πνπ απνκνλψζεθαλ θαη θαιιηεξγήζεθαλ κφιηο 4 πξνρψξεζαλ ζηε 

δηαδηθαζία ηεο ηαπηνπνίεζεο θαζψο ε αλάπηπμε ησλ ππνινίπσλ 23 ήηαλ πνιχ κηθξή. ΢ην ζξεπηηθφ 

ππφζηξσκα PCA βξέζεθαλ απνηθίεο ιεπθέο ζηξνγγπιέο θαη ιεπθνκπέδ ζηξνγγπιέο νη νπνίεο έκνηαδαλ 

κνξθνινγηθά κε θφθθνπο θαη ζηε ζπλέρεηα φηαλ αλαπηχρζεθαλ ζε broth Μ17 φλησο αλαπηχρζεθαλ 

θφθθνη.   

 

  

 

Εικόνα 14: Κφτταρα κόκκων   ςε ανάπτυξθ Μ17 broth  ςτο Καρίκι (ACA-DC1474) 

 

΢ην ππφζηξσκα Μ17, ζην Καξίθη, θαιή αλάπηπμε παξνπζίαζε ην ACA-DC 1462 ην νπνίν ήηαλ 

ζηξνγγπιέο κπεδ απνηθίεο θαη ε απνκφλσζή ηνπ έδεημε θφθθνπο. 

΢ηα ιηπνιπηηθά ηψξα βαθηήξηα, ζην Καξίθη, ελδηαθέξνλ παξνπζίαζαλ νη ζηξνγγπιέο κπεδ 

απνηθίεο πνπ αλαπηχρζεθαλ ζην ACA-DC 1463 νη νπνίεο φηαλ απνκνλψζεθαλ πεξαηηέξσ ζε ππφζηξσκα 

MRS έδεημε βαθίινπο. 

 

Εικόνα 15: Κφτταρα βακίλλων ςε ανάπτυξθ ΜRS broth  ςτο Καρίκι (ACA-DC 1463) 
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 ΢ην Γθεξεκέδη απφ ηηο 53 απνηθίεο πνπ απνκνλψζεθαλ θαη θαιιηεξγήζεθαλ κφιηο 17 πξνρψξεζαλ 

ζηε δηαδηθαζία ηεο ηαπηνπνίεζεο θαζψο ε αλάπηπμε ησλ ππνινίπσλ είηε ήηαλ κηθξή είηε ε κνξθνινγία 

ησλ απνηθηψλ ήηαλ παξφκνηα θαη απνθαζίζηεθε λα ηαπηνπνηεζνχλ νη εμήο απνηθίεο. 

 ΢ηηο δχκεο νη απνηθίεο πνπ παξαηεξήζεθαλ ήηαλ ιεκνλνεηδείο κε εθβιαζηήζεηο, επηκήθεηο κε 

εθβιαζηήζεηο θαη ιεκνλνεηδείο ρσξίο εθβιαζηήζεηο. 

 

Εικόνα 16: Κφτταρα λεμονοειδϊν ηυμϊν με εκβλαςτιςεισ ςε ανάπτυξθ nutrient  broth  ςτο Γκερεμζηι 

(ACA-DC 5287) 

 

Εικόνα 17: Κφτταρα επιμικων ηυμϊν χωρίσ εκβλαςτιςεισ ςε ανάπτυξθ nutrient  broth  ςτο Γκερεμζηι 

(ACA-DC 5290) 

 ΢ηνπο βαθίινπο νη κνξθνινγίεο πνπ μερψξηζαλ ήηαλ βάθηινη κε ζπφξηα θαη ρσξίο ζπφξηα, ελψ ζηνπο 

θφθθνπο είρακε θνκπνινγνεηδείο, επηκήθεηο, ζπζζσκαηψκαηα θφθθσλ θαη αιπζίδεο θφθθσλ. 

 

Εικόνα 18: Κφτταρα κομπολογοειδϊν κόκκων ςε ανάπτυξθ Mrs  broth  ςτο Γκερεμζηι (ACA-DC 1473) 
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Πίνακασ 13: Στελζχθ βακτθρίων και ηυμϊν που απομονϊκθκαν από τα τυριά Καρίκι και Γκερεμζηι 

 

 

  

΢ηέιερνο ACA-DC Number Σύπνο 

Μηθξννξγαληζκνύ 

Θξεπηηθό 

Τπόζηξωκα 

Απνκόλωζεο 

Θεξκνθξαζία 

Δπώαζεο 

6 ΓΚΔΡ ACA-DC 5286 ΕΤΜΖ YGC 25°C 

11b ΓΚΔΡ ACA-DC 5287 ΕΤΜΖ YGC 25°C 

40 ΓΚΔΡ ACA-DC 5290 ΕΤΜΖ YGC 25°C 

4 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1461 ΚΟΚΚΟ΢ Μ17 37°C 

7 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1462 ΚΟΚΚΟ΢ Μ17 37°C 

17 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1463 ΒΑΚΗΛΟ΢ MRS 37°C 
 

11a ΓΚΔΡ ACA-DC 1464 ΚΟΚΚΟ΢ M17 30°C 

12 ΓΚΔΡ ACA-DC 1465 ΚΟΚΚΟ΢ M17 30°C 

17 ΓΚΔΡ ACA-DC 1466 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 

18 ΓΚΔΡ ACA-DC 1467 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 

23 ΓΚΔΡ ACA-DC 1468 ΚΟΚΚΟ΢ M17 30°C 

27 ΓΚΔΡ ACA-DC 1469 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 

29 ΓΚΔΡ ACA-DC 1470 ΒΑΚΗΛΟ΢ MRS 37°C 

30 ΓΚΔΡ ACA-DC 1471 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 

31 ΓΚΔΡ ACA-DC 1472 ΒΑΚΗΛΟ΢ MRS 30°C 

42Β ΓΚΔΡ ACA-DC 1473 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 

43Α  ΓΚΔΡ ACA-DC 1474 ΚΟΚΚΟ΢ M17 37°C 
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3.2.1  Ομαδοποίθςθ βακτθρίων με τθ μζκοδο rep-PCR 

 Ζ rep-PCR ρξεζηκνπνηήζεθε γηα ηελ νκαδνπνίεζε ησλ βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ, θαζηζηψληαο κε 

απηφλ ηνλ ηξφπν ηελ ηαπηνπνίεζή ηνπο επθνιφηεξε θαη γξεγνξφηεξε. Ζ rep-PCR νδήγεζε ζε κηα 

ζπλεθηηθή νκαδνπνίεζε. ΢ηελ παξνχζα κειέηε ζεσξήζακε φηη ε ηαμηλφκεζε επηηεχρζεθε ζε επίπεδν 

είδνπο θαη φρη ζε επίπεδν ζηειέρνπο.  
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 Υξεζηκνπνηψληαο ηελ ειεθηξνθφξεζε ζε πεθηή αγαξφδεο, ειήθζεζαλ απνηππψκαηα γηα 16 

ζηειέρε. Δλδεηθηηθά παξαηίζεηαη κηα αληηπξνζσπεπηηθή θσηνγξαθία ειεθηξνθφξεζεο πνπ πξνέθπςε απφ 

ηελ ελίζρπζε ηνπ DNA ησλ βαθηεξίσλ. Λφγσ ηεο δηαθνξεηηθφηεηαο ησλ απνηππσκάησλ ησλ δσλψλ 

κπφξεζε λα πξαγκαηνπνηεζεί επηηπρήο δηαρσξηζκφο κεηαμχ ησλ δηαθνξεηηθψλ ζηειερψλ. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 19 : Πθκτι αγαρόηθσ με τα προϊόντα θλεκτροφόρθςθσ από τθν rep-PCR . 
Μ: Marker (1 kb DNA Ladder, Invitrogen), 1. ACA-DC 1460 Καξίθη Κνθθνο 4. ACA-DC 1461 Καξίθη Κνθθνο, 7. 

ACA-DC 1462 Καξίθη Κνθθνο, 17 ACA-DC 1463 Καξίθη Βάθηιινο. 11a  ACA-DC 1464  Γθεξεκέδη Κφθθνο, 12. 

ACA-DC 1465 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 17. ACA-DC 1466 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 18. ACA-DC 1467 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 

23. ACA-DC 1468 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 27. ACA-DC 1469 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 29. ACA-DC 1470 Γθεξεκέδη 

Βάθηιινο, 30. ACA-DC 1471 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 31. ACA-DC 1472 Γθεξεκέδη Βάθηινο, 42b. ACA-DC 1473 

Γθεξεκέδη Κφθθνο, 43. ACA-DC 1474 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 44. ACA-DC 1461 Γθεξεκέδη Κφθθνο, M: marker) 

 

 

Οη 16 θαιιηέξγεηεο βαθηεξίσλ δηαρσξίζηεθαλ ζε 14 νκάδεο, βάζεη ηνπ βαθηεξηαθνχ ηνπο πξνθίι 

κε πνζνζηφ νκνηφηεηαο >86,7%. Ζ αλάιπζε έγηλε κε ην πξφγξακκα Bionumerics 6 θαη κε ηε βνήζεηα ηνπ 

αιγνξίζκνπ U.P.G.M.A. (unweighted pair-grouping) πξνέθπςε ην δελδξφγξακκα πνπ αθνινπζεί. ΢ηε 

ζπλέρεηα 14 αληηπξνζσπεπηηθά ζηειέρε επηιέρζεθαλ γηα ηαπηνπνίεζε. 

 

 

  

  M   1    4    7    17  11a   12  17   18     23  27    29    30  31  42b  43  44 M    

MMamnjkfbgnhjkbdfnjkb;niobdniob mM mffnijofhgetiohjihhtrhhmMmMM   
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ACA-DC 1475 
ACA-DC 1466 

 ACA-DC 1474 
 ACA-DC 1472 
 ACA-DC 1473 
 ACA-DC 1470 
 ACA-DC 1467 
 ACA-DC 1471 
 ACA-DC 1462 
 ACA-DC 1463 
 ACA-DC 1464 
 ACA-DC 1469 
 ACA-DC 1460 

 

ACA-DC 1465 

ACA-DC 1461 

ACA-DC 1468 
  

Εικόνα 20: Ομαδοποίθςθ ςτελεχϊν βακτθρίων με τθ μζκοδο rep- PCR ςφμφωνα με τα αποτελζςματα του 

προγράμματοσ Bionumerics.  

 

  

3.2.2 Ταυτοποίθςθ ςτελεχϊν βακτθρίων με τθν αλλθλοφχθςθ του γονιδίου 16S r RNA 

 Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ βαθηεξηαθψλ ζηειερψλ αθνινπζήζεθε ε κέζνδνο ηεο αιιεινχρεζεο 

ηνπ γνληδίνπ 16S rRNA. Όπσο αλαθέξζεθε θαη πξνεγνπκέλσο επηιέρζεθαλ 13 ζηειέρε ιακβάλνληαο 

ππφςε ηφζν ην πνζνζηφ νκνηφηεηαο ηνπ κε ηα ππφινηπα ζηειέρε αλά νκάδα, φζν θαη ηε δηαθνξεηηθφηεηα 

ηνπ πξνθίι ηνπο. Παξαθάησ παξνπζηάδεηαη ε Δηθφλα ησλ πξντφλησλ  PCR γηα ην γνλίδην 16S r RNA. Σν 

απνηχπσκα πνπ αθήλνπλ νη εληζρπκέλεο πεξηνρέο πάλσ ζηελ πεθηή αγαξφδεο, είλαη κία θσηεηλή δψλε. 

Απφ ηε ζχγθξηζε ησλ δσλψλ απηψλ κε ην απνηχπσκα ηνπ κάξηπξα, εθηηκνχκε φηη ε δψλε αληηζηνηρεί 

πεξίπνπ ζηα 1600 δεχγε βάζεσλ. 
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Εικόνα 21: Πθκτι θλεκτροφόρθςθσ με τα προϊόντα ενίςχυςθσ του γονιδίου 16s rRNA.  

Μ: Marker (1 kb DNA Ladder, Invitrogen), 4. ACA-DC 1461 Καξίθη Κνθθνο, 7. ACA-DC 1462 Καξίθη Κνθθνο, 17 

ACA-DC 1463 Καξίθη Βάθηιινο. 11a  ACA-DC 1464  Γθεξεκέδη Κφθθνο, 12. ACA-DC 1465 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 

17. ACA-DC 1466 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 18. ACA-DC 1467 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 23. ACA-DC 1468 Γθεξεκέδη 

Κφθθνο, 27. ACA-DC 1469 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 29. ACA-DC 1470 Γθεξεκέδη Βάθηιινο, 30. ACA-DC 1471 

Γθεξεκέδη Κφθθνο, 31. ACA-DC 1472 Γθεξεκέδη Βάθηινο, 42b. ACA-DC 1473 Γθεξεκέδη Κφθθνο, 43. ACA-DC 

1474 Γθεξεκέδη Κφθθνο, M: marker) 

 

Μεηά ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πξντφληνο PCR απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο θαη ηελ αιιεινχρεζε, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνίρηζε (alignment) κε ηνλ αιγφξηζκν blast ηνπ πξνγξάκκαηνο BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) ηνπ NCBI (National Center for Biotechnology Information). Σα απνηειέζκαηα 

ηεο ηαπηνπνίεζεο ησλ ζηειερψλ παξνπζηάδνληαη παξαθάησ: 

  

Μ   4    7  17  11a 12  17 18 23  27  29  30  31  42b 43  M 

6    7    8    9   10 11 12    13  Μ 
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Πίνακασ 14: Αποτελζςματα τθσ ομαδοποίθςθσ όπωσ προζκυψε από το rep-PCR και τθσ ταυτοποίθςθσ 

όπωσ προζκυψε από τθν αλλθλοφχθςθ του γονιδίου 16s rRNA 14 ςτελεχϊν  

 

  

΢ΣΔΛΔΥΟ

΢ 

ΑΡΙΘΜΟ΢ ACA-

DC 

΢ΣΔΛΔΥΗ ΠΟΤ 

ΔΠΙΛΔΥΘΗΚΑΝ ΓΙΑ 

ΣΑΤΣΟΠΟΙΗ΢Η 

ΣΑΤΣΟΠΟΙΗ΢Η ΜΔ ΑΛΛΗΛΟΤΥΗ΢Η 

ΣΟΤ 16S rRNA 

17 ΓΚΔΡ ACA-DC 1466 
ACA-DC 1466 

Enterococcus faecalis 44 ΓΚΔΡ ACA-DC 1475 

43 ΓΚΔΡ ACA-DC 1474 ACA-DC 1474 Streptococcus thermophilus/salivarius 

31 ΓΚΔΡ 
ACA-DC 1472 

ACA-DC 1472 
Lactobacillus helveticus/ crispatus 

42B ΓΚΔΡ 
ACA-DC 1473 

ACA-DC 1473 
Streptococcus oralis/mitis 

29 ΓΚΔΡ 
ACA-DC 1470 

ACA-DC 1470 
Lysinibacillus xylanilyticus/ pakistanensis 

18 ΓΚΔΡ 
ACA-DC 1467 

ACA-DC 1467 
Staphylococcus aureus/ simiae 

30 ΓΚΔΡ 
ACA-DC 1471 

ACA-DC 1471 
Staphylococcus pasteuri 

7 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1462 ACA-DC 1462 Staphylococcus epidermidis 

17 ΚΑΡΗΚ 
ACA-DC 1463 

ACA-DC 1463 Staphylococcus aureus /petrasii 

11Α ΓΚΔΡ ACA-DC 1464 ACA-DC 1464 
Staphylococcus epidermidis/ caprae 

27 ΓΚΔΡ ACA-DC 1469 ACA-DC 1469 Staphylococcus epidermidis/ caprae/ 

saccharolyticus 

1 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1460 
ACA-DC 1461 

Enterococcus faecium/ durans 4 ΚΑΡΗΚ ACA-DC 1461 

23 ΓΚΔΡ ACA-DC 1468 ACA-DC 1468 Staphylococcus lugdunensis 

12 ΓΚΔΡ ACA-DC 1465 ACA-DC 1465 
Staphylococcus epidermidis/ caprae 
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3.2.3Ομαδοποίθςθ ςτελεχϊν ηυμϊν με τθ μζκοδο rep-PCR 

 Με ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο rep-PCR, φπνπ εληζρχζεθαλ ζπγθεθξηκέλα ηκήκαηα 

DNA ησλ ζηειερψλ ησλ δπκψλ αθνινχζεζε ειεθηξνθφξεζε ησλ πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο ζε πεθηή 

αγαξφδεο ηα απνηειέζκαηα ηεο νπνίαο θαίλνληαη παξαθάησ: 

 

 

 

Εικόνα 22: Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ rep-PCR για τισ απομονωκείςεσ ηφμεσ. Μ: Marker (1 kb 

DNA Ladder, Invitrogen), 6. ACA-DC 5286 Εχκε Γθεξεκέδη, 11b. ACA-DC 5287 Εχκε Γθεξεκέδη, 21 ACA-DC 

5288 Εχκε Γθεξεκέδη, 28b.  ACA-DC 5289 Εχκε Γθεξεκέδη 40. ACA-DC 5290 Εχκε Γθεξεκέδη, M: marker 

 

 Γηα ηελ νκαδνπνίεζε ησλ ζηειερψλ ησλ δπκψλ έγηλε επεμεξγαζία ησλ θσηνγξαθηψλ ηεο 

ειεθηξνθφξεζεο κε ην πξφγξακκα Bionumerics (Applied Maths NV). Απφ ηα απνηειέζκαηα ηνπ 

πξνγξάκκαηνο πξνέθπςε έλα δελδξφγξακκα, φπνπ ηα ζηειέρε νκαδνπνηήζεθαλ κε βάζε ηα πνζνζηά 

νκνηφηεηαο ησλ ειεθηξνθνξεηηθψλ ηνπο πξνθίι. ΢ηειέρε κε πνζνζηά νκνηφηεηαο >87,25 ζεσξήζεθε φηη 

απνηεινχλ κία νκάδα. Απφ θάζε νκάδα επηιέρηεθαλ ελδεηθηηθά θάπνηα ζηειέρε γηα λα πξαγκαηνπνηεζεί 

ζηε ζπλέρεηα ε ITS PCR πξνθεηκέλνπ λα γίλεη ε ηαπηνπνίεζή ηνπο.  

  

         M  6 11b  21  28b 40  

M 

MMamnjkfbgnhjkbdfnjkb;ni

obdniob mM 

mffnijofhgetiohjihhtrhhmMm

MM   
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ACA-DC 5289 

ACA-DC 5290 

ACA-DC 5287 

ACA-DC 5286 

ACA-DC 5288 
 

Εικόνα 23: Δενδρόγραμμα rep-PCR των ςτελεχϊν των ηυμϊν.  
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3.2.4 Ταυτοποίθςθ ςτελεχϊν ηυμϊν με τθ μζκοδο αλλθλοφχθςθσ τθσ περιοχισ ITS 

 Γηα ηελ ηαπηνπνίεζε ησλ ζηειερψλ ησλ δπκψλ αθνινπζήζεθε ε κέζνδνο ηεο αιιεινχρεζεο ηεο 

πεξηνρήο ITS. Με ηελ νινθιήξσζε ηεο δηαδηθαζίαο ηεο αιιεινχρεζεο έγηλε ε ειεθηξνθφξεζε ησλ 

πξντφλησλ ηεο αληίδξαζεο PCR ζε πεθηή αγαξφδεο ηα απνηειέζκαηα ηεο νπνίαο θαίλνληαη παξαθάησ: 

 

 

Εικόνα 24: Ηλεκτροφόρθςθ των προϊόντων τθσ ITS-PCR για τισ απομονωκείςεσ ηφμεσ. 

Μ: Marker (1 kb DNA Ladder, Invitrogen),  11b. ACA-DC 5287 Εχκε Γθεξεκέδη, 21 ACA-DC 5288 Εχκε 

Γθεξεκέδη, 40. ACA-DC 5290 Εχκε Γθεξεκέδη, M: marker 

 

 

Μεηά ηνλ θαζαξηζκφ ηνπ πξντφληνο PCR απφ ηελ πεθηή αγαξφδεο θαη ηελ αιιεινχρεζε, 

πξαγκαηνπνηήζεθε ζηνίρηζε (alignment) κε ηνλ αιγφξηζκν blast ηνπ πξνγξάκκαηνο BLAST (Basic Local 

Alignment Search Tool) ηνπ NCBI (National Center for Biotechnology Information). Σα απνηειέζκαηα 

ηεο ηαπηνπνίεζεο ησλ ζηειερψλ παξνπζηάδνληαη παξαθάησ: 

  

  M  40 11 21Μ  

mMMm M 28b 

40  M 

MMamnjkfbgnh

jkbdfnjkb;niobd

niob mM 

mffnijofhgetiohj

ihhtrhhmMmM

M   
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Πίνακασ 15: Αποτελζςματα τθσ ομαδοποίθςθσ όπωσ προζκυψε από το rep-PCR και τθσ ταυτοποίθςθσ 

όπωσ προζκυψε από τθν αλλθλοφχθςθ τθσ περιχισ ITS -PCR  

 

΢ΣΔΛΔΥΟ΢ 
ΑΡΙΘΜΟ΢ 

ACA-DC 

΢ΣΔΛΔΥΗ ΠΟΤ 

ΔΠΙΛΔΥΘΗΚΑΝ ΓΙΑ 

ΣΑΤΣΟΠΟΙΗ΢Η 

ΣΑΤΣΟΠΟΙΗ΢Η ΜΔ 

ΑΛΛΗΛΟΤΥΗ΢Η ΣΗ΢ 

ΠΔΡΙΟΥΗ΢ ITS-PCR 

28Β ΓΚΔΡ ACA-DC 5289 
ACA-DC 5290 

Pichia kudriavzevii/Candida 

albicans 40 ΓΚΔΡ ACA-DC 5290 

11Β ΓΚΔΡ ACA-DC 5287 ACA-DC 5287 
Pichia kudriavzevii/Issatchenkia 

orientalis 

6 ΓΚΔΡ ACA-DC 5286 
ACA-DC 5288 

 

Kluyveromyces lactis 21 ΓΚΔΡ ACA-DC 5288 

 

 ΢πγθξηηηθά κε ηα δχν πξντφληα πνπ κειεηήζεθαλ, κεγαιχηεξν κηθξνβηνινγηθφ ελδηαθέξνλ 

παξνπζίαζε ην Γθεξεκέδη θαζψο ζε απηφ ππήξρε πιεζψξα κηθξννξγαληζκψλ ελψ ζην Καξίθη δελ 

αλαπηχρζεθαλ επαξθψο νη κηθξννξγαληζκνί. Σα γέλε Staphylococcus θαη Enterococcus γηα ηα βαθηήξηα 

θαη Pichia, Kluyveromyces γηα ηηο δχκεο ήηαλ απηά πνπ θπξηάξρεζαλ θαηά ηηο ηαπηνπνηήζεηο.  

 ΢πγθξηηηθά κε ηνπο ζηξεπηφθνθθνπο, o Streptococcus thermophilus, καδί κε ηνλ Lactobacillus 

helveticus, απνηειεί ζπρλά ελαξθηήξηα θαιιηέξγεηα γηα ηελ παξαζθεπή πνιιψλ γαιαθηνθνκηθψλ 

πξντφλησλ, φπσο ην γηανχξηη, θαη έρεη απνκνλσζεί απφ ηπξηά (Beresford et al., 2001). Ζ ηαπηνπνίεζε ηνπ 

Streptococcus mitis σο βαθηήξην ηεο ζηνκαηηθήο θνηιφηεηαο απνηειεί έλδεημε ειιηπνχο πγηεηλήο θαηά ηε 

δηάξθεηα ηεο παξαζθεπήο ηνπ (Caufield et al., 2000). 
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΢ηνπο ζηαθπιφθνθθνπο ηψξα, o Staphylococcus epidermidis είλαη ζπλεζηζκέλν βαθηήξην πνπ 

απνηθεί ζην δέξκα θαη ην βιελλνγφλν ησλ ζειαζηηθψλ θαη είλαη ν θπξίαξρνο ζηαθπιφθνθθνο πνπ 

παξαηεξείηαη ζηνπο αλζξψπνπο. Δπηδεκηνινγηθέο κειέηεο έρνπλ δείμεη φηη νη πγηείο άλζξσπνη θέξνπλ 

κεηαμχ 10-24 δηαθνξεηηθά ζηειέρε ηνπ S. epidermidis αλά πάζα ζηηγκή. Τπάξρεη ε εηθαζία φηη έλα 

πξνλφκην ηεο χπαξμεο ηνπ S. epidermidis ζηνλ άλζξσπν είλαη ε αλαραίηεζε άιισλ πην ινηκνγφλσλ 

βαθηεξίσλ φπσο ν Staphylococcus aureus. ΢ε αληίζεζε κε ην S. aureus πνπ ζεσξείηαη πεξηζζφηεξν 

παζνγφλν γηα ηνλ άλζξσπν, ν θχξηνο ινηκνγφλνο παξάγνληαο πνπ ζπλδέεηαη κε ηνλ S. epidermdis είλαη ε 

ηθαλφηεηά ηνπ λα ζρεκαηίδεη βηνυκέληα (biofilms) θαη λα απνηθίδεη βηνυιηθά. Απηφ ζεκαίλεη φηη γηα λα 

κπνξέζεη λα ζεξαπεπηεί έλαο αζζελήο κε πξνζβεβιεκέλε ζπζθεπή εληφο ηνπ ζψκαηφο ηνπο απφ S. 

epidermidis πξνυπνζέηεη ηελ αθαίξεζε ηεο ζπζθεπήο κε ξίζθν γηα ηελ έθβαζε ηεο επέκβαζεο θαζψο θαη 

γηα ηελ κεηέπεηηα πγεία ηνπ (Fey et al., 2010). Ο Staphylococcus simiae απνκνλψζεθε πξψηε θνξά ην 

2000 απφ ηε κατκνχ ζθίνπξν ηεο Νφηηαο Ακεξηθήο θαη έρεη κεγάιε θπινγελεηηθή ζχλδεζε κε ην S. 

aureus. Ο S. aureus είλαη έλα γλσζηφ παζνγφλν βαθηήξην ηφζν ησλ αλζξψπσλ φζν θαη ησλ δψσλ θαη έρεη 

αλαπηχμεη κεγάιε αλζεθηηθφηεηα ζε πνιιά αληηβηνηηθά (Suzuki et al., 2012). Ο S.aureus είλαη απφ ηα πην 

ζεκαληηθά κεηαδνηηθά παζνγφλα πνπ πξνθαινχλ καζηίηηδεο ζηα γαιαθηνπαξαγσγά βννεηδή. Πξφθεηηαη 

γηα έλα δσννλνζνγφλν βαθηήξην πνπ ε αληηκεηψπηζή ηνπ έρεη φρη κφλν νηθνλνκηθή ζεκαζία ζηελ 

γαιαθηνπαξαγσγή αιιά θαη ζηελ αλζξψπηλε πγεία ελ γέλεη. Μειέηεο έδεημαλ φηη ζπγθεθξηκέλα ζηειέρε 

ηνπ βαθηεξίνπ ππάξρνπλ ζηελ πξσηνγελή παξαγσγή αιιά θαη ζηελ δηαδηθαζία ηπξνθφκεζεο. Οη 

εληεξνηνμίλεο πνπ παξάγεη ν S. aureus έρνπλ ηε δπλαηφηεηα λα πξνθαιέζνπλ δειεηεξηάζεηο ζηνπο 

αλζξψπνπο κέζσ ησλ γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. Έηζη απαηηνχληαη πξαθηηθέο θαη ζηξαηεγηθέο πγηεηλήο 

απφ ηελ πξσηνγελή παξαγσγή θη φιαο κε ζθνπφ ηελ απνθπγή πηζαλήο κεηαθνξάο εληεξνηνμηλψλ 

(παξάγνληαη απφ ην S. aureus) ζηελ δηαδηθαζία ηπξνθφκεζεο θαη ηειηθά ζηνλ ηειηθφ θαηαλαισηή 

(Kummel et al., 2016). 

Ο Staphylococcus lugdunensis εληνπίδεηαη ζηε θπζηνινγηθή ρισξίδα ηνπ αλζξψπηλνπ δέξκαηνο. 

Πάξαπηα ζε πξφζθαηεο κειέηεο έρεη ελνρνπνηεζεί γηα ινηκψμεηο ηφζν ηνπ δέξκαηνο φζν θαη καιαθψλ 

ηζηψλ (Manica et al., 2017).  

Ζ Candida albicans αλήθεη ζην γέλνο Candida ην νπνίν έρεη θαηαγξαθεί σο αιινησγφλνο 

κχθεηαο ζε γαιαθηνθνκηθά πξντφληα (Garnier et al., 2017) φπσο π.ρ. ζε ηπξί Mozzarella (Minervini et al., 

2001) αιιά θαη ζε ζπλεθηηθή γηανχξηε (Rohm et paoal., 1990). 
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Ο Kluyveromyces lactis απνκνλψζεθε ζε κεγάινπο πιεζπζκνχο ζε ζπκπιεξσκαηηθή θαιιηέξγεηα 

ζην γάια απφ ην ηπξί Chantale (Π.Ο.Π. ζηε Γαιιία) ( De Freitas et al., 2008). Μειέηεο έδεημαλ φηη ην 

ζηέιερνο Kluyveromyces lactis Β9 απνηειεί πηζαλή πξνβηνηηθή δχκε (Oliveira et al., 2019).  

 Σν θνηλφ ραξαθηεξηζηηθφ ησλ ηπξηψλ ησλ νπνίσλ κειεηήζεθαλ ήηαλ ε κε πξνζζήθε ελαξθηήξησλ 

θαιιηεξγεηψλ. Δπνκέλσο ην κηθξνβηνινγηθφ ηνπο θνξηίν πξνέξρεηαη εμ’ νινθιήξνπ απφ ηε θπζηνινγηθή 

κηθξνρισξίδα ηνπ γάιαθηνο, ηηο επηκνιχλζεηο απφ ην πεξηβάιινλ ζηνλ νπνίν παξαζθεπάζηεθαλ ηα ηπξηά.  
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 ΢ΤΜΠΔΡΑ΢ΜΑΣΑ 

  

Ζ κειέηε ηνπ ηπξηνχ είλαη πνιχ απαηηεηηθή θαη κεγάιεο ζεκαζίαο ζε έλαλ επξχηεξν ηνκέα ηεο 

επηζηήκεο ησλ γαιαθηνθνκηθψλ πξντφλησλ. Ζ θχζε ηνπ ηπξηνχ είλαη ηέηνηα πνπ πξνθεηκέλνπ λα 

θαηαζθεπαζηεί έλα ζπγθεθξηκέλν πξνθίι, ρξεηάδεηαη λα εμεηαζηνχλ δηάθνξεο ηδηφηεηεο.  

Σα ηπξηά πνπ κειεηήζεθαλ ζηελ παξνχζα εξγαζία ήηαλ ην Γθεξεκέδη απφ αίγεην γάια ην νπνίν 

ραξαθηεξίδεηαη καιαθφ κε  αινηθψδε πθή θαη δηαδηθαζία παξαγσγήο ε νπνία δηαξθεί 4 κέξεο ην νπνίν 

κνηάδεη κε ηελ μηλνκπδήζξα. Tν Καξίθη είλαη ζθιεξφ ηπξί απφ κε παζηεξησκέλν αγειαδηλφ γάια πνπ 

σξηκάδεη γηα πεξηζζφηεξν απφ 2 κήλεο. 

΢ηελ παξνχζα κεηαπηπρηαθή κειέηε αληηθείκελν έξεπλαο απνηέιεζε ην κηθξνβηαθφ θνξηίν θαη νη 

θπζηθνρεκηθέο ηδηφηεηεο  παξαδνζηαθψλ ηπξηψλ απφ ηα λεζηά Αίγηλα θαη Σήλν. Οη κηθξννξγαληζκνί πνπ 

βξέζεθαλ ζηα δείγκαηα απνκνλψζεθαλ θαη ηαπηνπνηήζεθαλ κε ηα απνηειέζκαηα ηεο ηαπηνπνίεζεο λα 

είλαη ηθαλνπνηεηηθά θαζψο θπκάλζεθαλ απφ 95-99 %. Σα θπξίαξρα είδε δπκψλ ήηαλ ηα Pichia 

kudriavzevii θαη Kluyveromyces lactis ζην Γθεξεκέδη  ελψ ζην Καξίθη ε θπξηαξρία ησλ βαθηεξίσλ 

Lactobacillus θαη  Leuconostoc θαίλεηαη φηη ζρεηίδνληαη κε ηελ έληνλα πηθάληηθε γεχζε ηνπ.  

Ζ παξνχζα κειέηε απνηειεί ηελ πξψηε επηζηεκνληθή επαθή κε ηα ηπξηά Γθεξεκέδη θαη Καξίθη. 

Μέζα απφ κία ζεηξά αλαιχζεσλ (κηθξνβηνινγηθέο, θπζηθνρεκηθέο) ησλ νπνίσλ ηα απνηειέζκαηα 

παξνπζηάζηεθαλ πην πάλσ, δεκηνπξγήζεθε κία ιεπηνκεξήο εηθφλα γηα ην ραξαθηεξηζηηθφ πξνθίι ησλ 

παξαπάλσ πξντφλησλ.  
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