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3  Μεταβολή του προφίλ των πτητικών ουσιών κατά τη συσκευασία της πράσινης επιτραπέζιας ελιάς Ισπανικού τύπου σε εύκαμπτους πολυστρωματικούς περιέκτες με τροποποιημένη ατμόσφαιρα, με τη χρήση SPME-GC/MS και ηλεκτρονικής μύτης ALPHA M.O.S.   Τμήμα Επιστήμης Τροφίμων και Διατροφής του Ανθρώπου Εργαστήριο Χημείας και Ανάλυσης Τροφίμων   ΠΕΡΙΛΗΨΗ Η επιτραπέζια ελιά αποτελεί για την Ελλάδα αλλά και γενικά την ευρύτερη Μεσογειακή περιοχή, μια παραδοσιακή καλλιέργεια με μεγάλη οικονομική και κοινωνική σημασία. Ανάλογα την μέθοδο επεξεργασίας που υφίστανται προκειμένου να καταστούν εδώδιμες, προκύπτουν αρκετοί εμπορικοί τύποι επιτραπέζιων ελιών, ωστόσο, ο σημαντικότερος παγκοσμίως είναι οι πράσινες ελιές Ισπανικού τύπου. Η επιτραπέζια ελιά ως προϊόν ζύμωσης χαρακτηρίζεται από μεγάλη ποικιλία πτητικών ουσιών οι οποίες είναι κυρίως προϊόντα μικροβιακού μεταβολισμού και συμβάλλουν σε μικρές συγκεντρώσεις στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του τελικού προϊόντος και ιδιαίτερα στο άρωμα. του. Επομένως, το άρωμα είναι άμεσα συνδεδεμένο με την ποιοτική και ποσοτική σύσταση του κλάσματος των πτητικών συστατικών τα οποία καθορίζουν τόσο την ποιότητα του τελικού προϊόντος όσο και τη διάρκεια ζωής του, παίζοντας κατ’ επέκταση, σημαντικό ρόλο στην αποδοχή του από τον καταναλωτή. Στην παρούσα μελέτη, καταγράφηκε η μεταβολή του πτητικού αποτυπώματος των δύο ποικιλιών πράσινης ελιάς, «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική», η επεξεργασία των οποίων έχει πραγματοποιηθεί με την Ισπανική μέθοδο, ενώ ταυτόχρονα διερευνήθηκε η πιθανότητα διαχωρισμού των διαφορετικών ποικιλιών και συσκευασιών βάσει του πτητικού κλάσματος των δειγμάτων. Για την παραλαβή των πτητικών συστατικών από τα δείγματα ελιάς χρησιμοποιήθηκε η τεχνική της υπερκείμενης του δείγματος αέριας φάσης (static headspace), ενώ για το διαχωρισμό και την ταυτοποίηση τους χρησιμοποιήθηκε η αέρια χρωματογραφία – φασματομετρία μαζών (GC-MS). Επιπλέον πραγματοποιήθηκε ανάλυση με την ηλεκτρονική μύτη Alpha M.O.S. Μετά από προ-επεξεργασία των δεδομένων που προέκυψαν από την αέρια χρωματογραφία, ογδόντα οκτώ (88) ενώσεις ταυτοποιήθηκαν που συμπεριλάμβαναν αλδεΰδες, κετόνες, οξέα, τερπένια αλλά κυρίως αλκοόλες και εστέρες. Στη συνέχεια, πραγματοποιήθηκε στατιστική επεξεργασία των δεδομένων αυτών με διάφορες μεθόδους πολυμεταβλητής ανάλυσης με χρήση της διαδικτυακής πλατφόρμας MetaboAnalyst 5..0. Σύμφωνα με τα αποτελέσματα της ανάλυσης κύριων συνιστωσών (PCA) επιτεύχθηκε σαφής διαχωρισμός των δειγμάτων βάσει της ποικιλίας τους. Επιπλέον, όταν αναλύθηκαν τα δεδομένα από την κάθε ποικιλία 



4  ξεχωριστά με την χρήση της  επιβλεπόμενης μεθόδου κατηγοριοποίησης OPLS-DA, επετεύχθει ικανοποιητικός διαχωρισμός και μεταξύ των δύο πλαστικών συσκευασίας. Ανιχνεύθηκαν 15 σημαντικοί μεταβολίτες (VIPscore>1), που ανήκουν σε διαφορετικές τάξεις όπως οργανικά οξέα, αλκοόλες, εστέρες, και τερπένια. Παρόμοια αποτελέσματα παρατηρήθηκαν και ύστερα από την διακριτική παραγοντική ανάλυση (DFA) που πραγματοποιήθηκε στα δεδομένα που λήφθηκαν από την ηλεκτρονική μύτη, με τη διαφορά ότι ο διαχωρισμός με βάση τη συσκευασία δεν ήταν εφικτός σε αυτή την περίπτωση. Επομένως, η σύσταση του κλάσματος των πτητικών συστατικών είναι άμεσα συνδεδεμένη με την ποικιλία της ελιάς, ενώ επίσης το μέσο συσκευασίας φαίνεται να επιδρά στην παραγωγή πτητικών ουσιών από τις ελιές, ωστόσο σίγουρα απαιτείται διερεύνηση. Συνεπώς, το συγκεκριμένο πεδίο έρευνας εύλογα καθίσταται ένα αντικείμενο ιδιαίτερου επιστημονικού ενδιαφέροντος με προοπτικές για περαιτέρω μελέτη.  Επιστημονική περιοχή: Χημική Ανάλυση Τροφίμων Λέξεις κλειδιά: πράσινες ελιές Ισπανικού τύπου,  ποικιλία Κονσερβολιά, ποικιλία Χαλκιδικής, πτητικό προφίλ, μικροεκχύλιση στερεής φάσης (SPME), αέρια χρωματογραφία – φασματομετρία μαζών (SPME/GC-MS), ηλεκτρονική μύτη Alpha M.O.S., πολυμεταβλητη στατιστική ανάλυση, Metaboanalyst          



5  Elucidation of the volatilome of Spanish-style green olives packaged in multilaminated pouches under modified atmosphere using SPME-GC/MS and the ALPHA M.O.S. electronic nose Department of Food Science and Human Nutrition Laboratory of Food Chemistry and Analysis  ABSTRACT Table olives are for Greece and the wider Mediterranean region, a traditional crop product of great economic and social importance. There are several commercial types of table olives, depending on the processing method used to make them edible, with Spanish style green table olives being the most famous worldwide. Table olives as a fermentation product are characterized by a wide variety of volatile substances which are mainly products of microbial metabolism. Those volatiles contribute in the organoleptic characteristics of the final product and especially its aroma. Therefore, the aroma is directly related to the qualitative and quantitative composition of the fraction of volatile components which determine both the quality of the final product and its shelf life, thus playing an important role in its acceptance by the consumer. In the present study, the elucidation of the volatile profiles of Spanish style green olives of cv. Conservolea and Halkidiki, during storage for a period of 12 months, was observed. Furthermore, the possibility of discrimination of the two varieties according to their volatilomes is reviewed. Finally, the effect of the different plastic packaging media on the volatiles production is tested. Solid phase micro-extraction (SPME) technique was used for the extraction of volatile components from the olive samples that were further identified and quantified by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC–MS). In addition, an analysis was performed with the electronic nose Alpha M.O.S. After pre-processing the data from GCMS there were eighty-eight (88) compounds identified in both olive cultivars, including several aldehydes, ketones, acids, terpenes, but mainly esters and alcohols. The data were then statistically processed by various multivariate analysis methods using the MetaboAnalyst 5.0 web platform. According to the results of Principal Component Analysis (PCA) a clear separation of samples based on their variety was achieved. Furthermore, when the data from each variety were analyzed separately using Orthogonal-Orthogonal Projections to Latent Structures Discriminant Analysis (O-PLS-DA), the separation between the two plastic packaging media was also successful. There were 15 important volatile compounds (VIP score> 1) detected, which belong to various classes such as organic acids, alcohols, esters, and terpenes. Similar results were obtained, regarding the varieties separation, after the Discriminant Factor Analysis (DFA) that was performed to the e-nose data. However, the results weren’t the same as regards to their packaging 



6  media, since no discrimination was achieved in that case. Therefore, it is observed that the two varieties can be separated based on their volatile profiles and also there is a clear distinction between the two packaging plastics, but only using the GC/MS analysis and not the e-nose although further investigation is required. In conclusion, this field of research reasonably becomes an object of great scientific interest, with many prospects of further study.  Scientific area: Food Chemical Analysis Keywords: Spanish-style green table olives, Conservolea variety, Halkidiki variety, volatilome, solid phase micro-extraction (SPME), gas chromatography-mass spectrometry (GC–MS), Alpha M.O.S. electronic nose, multivariate statistical analysis, Metaboanalyst                 
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8  ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ Η παρούσα εργασία εκπονήθηκε στο Εργαστήριο Χηµείας και Ανάλυσης Τροφίµων και στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίµων του τµήµατος Επιστήµης και Τεχνολογίας Τροφίµων του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, υπό την επίβλεψη του καθηγητή κύριου Μαλλούχου Αθανάσιου, τον οποίο και θα ήθελα να ευχαριστήσω για την πολύτιµη βοήθεια και τις χρήσιµες υποδείξεις καθώς επίσης και για την βοήθεια του στην κατανόηση του τρόπου λειτουργίας του συστήµατος αεριοχρωµατογράφου-φασµατοµέτρου µάζας και την υποµονή που επέδειξε καθ’ όλη τη διάρκεια του πειραµατικού µέρους. Επιθυµώ επίσης να ευχαριστήσω και το καθηγητή κύριο Ευστάθιο Πανάγου για τη καθοριστική συµβολή του στην ολοκλήρωση αυτής της εργασίας µε τις επιστηµονικές του παρατηρήσεις, οι οποίες συνέβαλαν καθοριστικά στην ολοκλήρωση της εργασίας, αλλά και την εµπιστοσύνη του σε εµένα µε την υπόδειξη ενός τόσο ενδιαφέροντος θέµατος. Ακόµη, ευχαριστώ θερµά το προσωπικό των εργαστηρίων Μικροβιολογίας αλλά και Χηµείας τροφίµων για την χορήγηση τόσο των δειγµάτων (ελιές), όσο και του υλικού εξοπλισµού, κατά την διάρκεια της εκπόνησης της παρούσας µελέτης.  Ευχαριστίες οφείλω και σε όλους τους καθηγητές, υποψήφιους διδάκτορες, µεταπτυχιακούς φοιτητές και επιστηµονικούς συνεργάτες, για την άψογη συνεργασία και το πολύ ζεστό και φιλικό κλίµα που υπήρχε σε όλη την περίοδο της εργασίας στο εργαστήριο. Τέλος, θα ήθελα να ευχαριστήσω βαθύτατα την οικογένεια µου και όλα τα φιλικά µου πρόσωπα για την αµέριστη συµπαράσταση και κατανόηση που µου έχουν προσφέρει απλόχερα, καθ’ όλη την διάρκεια των φοιτητικών µου χρόνων, αλλά και για την στήριξη τους κατά την εκπόνηση της πτυχιακής µου µελέτης.         
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11  Α. ΕΙΣΑΓΩΓΗ 1. ΕΛΙΑ ΚΑΙ ΕΛΑΙΟΚΑΡΠΟΣ 1.1. Ιστορική Αναδρομή Η καλλιέργεια της ελιάς χρονολογείται από τον 16ο αιώνα π.Χ. και συµβάδιζε πάντα  µε την επέκταση και την εξέλιξη των µεσογειακών πολιτισµών. Από τον 6ο π.Χ. αιώνα, η ελιά διαδίδεται σε όλες τις µεσογειακές χώρες και φτάνει στην Τρίπολη, την Τυνησία και στο νησί της Σικελίας από το οποίο εξαπλώνεται στη νότια Ιταλία (IOOC 2019). Σύµφωνα µε την αρχαία Ελληνική µυθολογία, η ελιά ήταν το δώρο που έκανε η θεά Αθηνά στους κατοίκους της Αθήνας, οι οποίοι προκειµένου να εκφράσουν την ευγνωµοσύνη τους, ονόµασαν την πόλη τους προς τιµήν της. Εκείνη στην συνέχεια τους έµαθε να την καλλιεργούν (Loussert & Brousse R., 1980). Πολύ χαρακτηριστική είναι η φράση του Γάλλου πολιτικού και συγγραφέα Duhamel, «η Μεσόγειος τελειώνει εκεί όπου η ελιά δεν ευδοκιµεί», το οποίο µπορεί να αντικατασταθεί µε τη φράση «εκεί όπου ο ήλιος το επιτρέπει, η ελιά ριζώνει και µεγαλώνει» (IOOC 2019).  1.2. Σημερινά δεδομένα Στις µέρες µας, η παραγωγή επιτραπέζιας ελιάς συνεχίζει να εξαπλώνεται γύρω από τη Μεσόγειο και να αποτελεί το πιο σηµαντικό οικονοµικά ζυµούµενο προϊόν στην Ελλάδα και στις άλλες µεσογειακές χώρες, αποτελώντας µαζί και µε το ελαιόλαδο σηµαντικό µέρος της µεσογειακής διατροφής (Panagou et al. 2008). Πλέον καλλιεργείται ακόµη και σε πολύ αποµακρυσµένα, από το φυσικό χώρο προέλευσης της, µέρη, όπως στη Νότια Αφρική, την Αυστραλία, την Ιαπωνία, την Χιλή  και την Κίνα, Ωστόσο το 98% των ελαιόδεντρων βρίσκονται στην περιοχή της Μεσογείου (Panagou & Tassou, 2006).  Η παραγωγή επιτραπέζιων ελιών παγκοσµίως ανέρχεται ετησίως σε περίπου 2 µε 3 εκατοµµύρια τόνους. Τo 35% περίπου από την ποσότητα αυτή παράγεται σε χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης και ειδικότερα στην Ισπανία, την Ελλάδα, την Ιταλία, την Πορτογαλία, την Αίγυπτο και την Τουρκία (IOOC 2019). H Ελλάδα καλύπτει 765.000 στρέµµατα καλλιεργούµενης έκτασης µε ελιές και παράγει 405.600 τόνους λάδι, δηλαδή το 19,7% της παραγωγής στην Ευρωπαϊκή Ένωση, ενώ επίσης και 104.300 τόνους επιτραπέζιας ελιάς που αντιστοιχεί στο 16,0% της συνολικής παραγωγής της Ευρωπαϊκής Ένωσης (Niaounakis & Halvadakis, 2006).  



12   Εικόνα 1. Γράφηµα που απεικονίζει την παραγωγή επιτραπέζιων ελιών στην Ευρωπαϊκή Ένωση σε χιλιάδες τόνους (δεδοµένα από IOOC, 2019)   Εικόνα 2. Γράφηµα που απεικονίζει την παγκόσµια παραγωγή επιτραπέζιων ελιών σε χιλιάδες τόνους (δεδοµένα από IOOC, 2019) 1.3. Νομοθεσία  Σύµφωνα µε το ∆ιεθνές Συµβούλιο Ελαιολάδου (IOOC 2019), ως επιτραπέζια ελιά ορίζεται ο υγιής καρπός καθορισµένων ποικιλιών του καλλιεργούµενου ελαιόδεντρου (Olea europea sativa), που συγκοµίζεται σε στάδιο κατάλληλης ωριµότητας και ποιότητας, ώστε µετά από κατάλληλη επεξεργασία να δώσει ένα ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΠΙΤΡΑΠΕΖΙΩΝ ΕΛΙΩΝ ΣΤΗΝ ΕΥΡΩΠΑΙΚΗ ΕΝΩΣΗ 2018-2019 (σε χιλ. τοννους)ΙσπανίαΕλλάδαΙταλίαΓαλλίαΠορτογαλίαΚύπροςΚροατίαΠΑΓΚΟΣΜΙΑ ΠΑΡΑΓΩΓΗ ΕΠΙΤΡΑΠΕΖΙΩΝ ΕΛΙΩΝ 2018-2019Ευρωπαϊκή ΈνωσηΑίγυπτοςΤουρκίαΑλγερίαΆλλες ΧώρεςΜαρόκοΣυρίαΙράνΠερού32%16%15%12%11%5% 4%3% 2%



13  καλά συντηρούµενο βρώσιµο προϊόν. Στην επεξεργασία αυτή µπορεί να προστεθούν διάφορα προϊόντα ή αρωµατικές ύλες (αρτύµατα) καλής ποιότητας. Κάθε µέθοδος επεξεργασίας στοχεύει κυρίως στην αποδόµηση του φαινολικού γλυκοζίτη ελευρωπαΐνη, που προσδίδει πικρή γεύση στους καρπούς µε αποτέλεσµα να καθιστά αδύνατη την άµεση κατανάλωση τους.  Σύµφωνα µε τον Κώδικα Τροφίµων, Ποτών και Αντικειµένων Κοινής Χρήσης (2003), η επιτραπέζια ελιά ανήκει στην κατηγορία τροφίµων φυτικής προέλευσης, που διατηρούνται µε αλάτι, ξύδι, λάδι ή οινόπνευµα. Ειδικότερα είναι «οι ηµιώριµοι ή ώριµοι καρποί της ελιάς, οι διατιθέµενοι στην κατανάλωση κατόπιν ειδικής επεξεργασίας και που έγιναν διατηρήσιµοι είτε µε αλάτισµα είτε µε τοποθέτηση σε άλµη ή σε ξύδι ή σε ελαιόλαδο» (ΚΤΠ, Κεφάλαιο XIII, άρθρο 123, παρ. 9). Σύµφωνα µε τον Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, Stan 66-1981), οι ελιές είναι το προϊόν το οποίο:  1. Προετοιµάζεται από καρπούς των ποικιλιών της καλλιεργούµενης ελιάς (Olea eurοpaea), έχοντας φτάσει στον κατάλληλο βαθµό ωριµότητας για την επεξεργασία που έχουν επιλεγεί, για την παραγωγή ελιών των οποίων ο όγκος, το σχήµα, η αναλογία σάρκας - πυρήνα, η λεπτή σάρκα, η γεύση, η σταθερότητα και η ευκολία αποκόλλησης από τον πυρήνα, τους καθιστούν ειδικά κατάλληλους για επεξεργασία.  2. Επεξεργάζεται έτσι ώστε να αφαιρεθεί η πικράδα και συντηρείται µε φυσική ζύµωση και/ή µε θερµική διεργασία και/ή άλλα µέσα, έτσι ώστε να αποτραπεί η αλλοίωση και να διασφαλισθεί η σταθερότητα του προϊόντος σε κατάλληλες συνθήκες αποθήκευσης, µε ή δίχως την προσθήκη συντηρητικών.  3. Συσκευάζεται µε ή χωρίς κατάλληλο υγρό µέσο συσκευασίας  Για λόγους διασφάλισης της αναγνώρισης των ιδιαίτερων χαρακτηριστικών που έχουν ορισµένα προϊόντα, όπως οι επιτραπέζιες ελιές κάποιων περιοχών, η Ευρωπαϊκή Κοινότητα δηµιούργησε το 1992 συστήµατα για την κατοχύρωση των ιδιαίτερων αυτών χαρακτηριστικών, όπως η ονοµασία ΠΟΠ (Προστατευόµενη Ονοµασία Προέλευσης) και ΠΓΕ (Προστατευόµενη Γεωγραφική Ένδειξη) (Minagric.gr).  1.4. Βοτανολογικά χαρακτηριστικά  Η ελιά ανήκει στο γένος Olea sp. της οικογένειας Oleaceae και η βοτανική ονοµασία της είναι Olea europaea. Ένα από τα χαρακτηριστικά των ειδών του γένους Olea sp. είναι η µακροζωία τους, που µπορεί να ξεπεράσει και τα 100 χρόνια, χωρίς µάλιστα να σταµατήσει ή να µειωθεί η παραγωγικότητα αυτών των δένδρων. Το γένος αυτό περιλαµβάνει περίπου 35 είδη αειθαλών θάµνων και δέντρων (Sciencekew.org, Μπαλατσούρας Γ., 1995). Η ελιά είναι ένα δέντρο αειθαλές και αιωνόβιο χάρη στην ανθεκτικότητα και την ικανότητά του να βλαστάνει από οφθαλµούς στο κάτω µέρους του κορµού του. Ανήκει στα παλαιότερα γνωστά 



14  καλλιεργούµενα δέντρα στον κόσµο (Liphschitz et al. 1991). Συναντάται σε περιοχές ξηρές και ηµίξηρες και επιβιώνει και σε ιδιαίτερα δυσπρόσιτες περιοχές καθώς και σε άγονα εδάφη. Επίσης ευδοκιµεί ιδιαίτερα στις χώρες της Μεσογείου, όπου οι βροχοπτώσεις είναι συχνές από το φθινόπωρο µέχρι την άνοιξη. Έχει ακόµη, την ικανότητα να βλαστάνει ξανά µετά από τραυµατισµό ή καταστροφές του υπέργειου τµήµατός της (Κυριτσάκης Α., 1993).  Ο καρπός της ελιάς είναι δρύπη, όµοια ανατοµικά µε τις κοινές δρύπες των πυρηνόκαρπων όπως είναι το ροδάκινο, το κεράσι και το δαµάσκηνο. Το σχήµα του καρπού είναι σφαιρικό ή ελλειψοειδές, µήκους 2-3 cm και εγκάρσιας διαµέτρου 1-2cm. Το βάρος του είναι συνήθως 3 µε 10g (Πανάγου Ε., 2002). 1.5. Χημική σύσταση του καρπού   Το κύριο µέρος του καρπού της ελιάς είναι η σάρκα (µεσοκάρπιο) που καταλαµβάνει το 70 – 90 % του βάρους του καρπού. Η χηµική σύσταση του µεσοκαρπίου χαρακτηρίζεται κυρίως από: υγρασία, λιπαρές ουσίες, υδατάνθρακες, φαινολικές ενώσεις, πρωτεΐνες, πηκτίνες, οργανικά οξέα, βιταµίνες, χρωστικές, ανόργανα συστατικά και ιχνοστοιχεία (Μπαλατσούρας Γ., 1995; Πανάγου Ε., 2002).  Στον παρακάτω πίνακα φαίνεται αναλυτικά η µέση σύσταση του µεσοκαρπίου. Η ποικιλία, ο βαθµός ωρίµανσης καθώς επίσης και η διαφορά στις τεχνικές καλλιέργειας, είναι πιθανό να επηρεάσουν και να διαφοροποιήσουν την αναλογία των συστατικών αυτών στην σάρκα της ελιάς (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997). Πίνακας 1. Σύσταση του µεσοκαρπίου και αναλογίες των βασικότερων συστατικών Συστατικό Αναλογία στο µεσοκάρπιο Υγρασία 60-75% Λιπαρές ουσίες 10-25% Ανάγοντα σάκχαρα 3-6% Μη ανάγοντα σάκχαρα <0.3% Ίνες 1-4% Πρωτεΐνη 1-2% Οργανικά οξέα 0.5-1.0% Φαινολικές Ουσίες 2-3% Πηκτίνες <0.6% Λοιπές ενώσεις 3-7%  Υγρασία της σάρκας Το κυριότερο συστατικό της ελιάς είναι το νερό το οποίο περιέχεται στον ελαιόκαρπο σε ποσοστό 60 – 75 % (w/w). Εξαίρεση αποτελούν οι ξηράλατες ελιές, στις οποίες η υγρασία κυµαίνεται από 28 – 35 % (w/w). Το περιεχόµενο νερό είναι 



15  υπεύθυνο για τη µη αφυδάτωσή του καρπού επάνω στο δέντρο. Όσο χαµηλότερο είναι το ποσοστό της υγρασίας του µεσοκαρπίου, τόσο µεγαλύτερη είναι η θρεπτική και ενεργειακή αξία της ελιάς (Kailis S. & Harris D., 2007). Κατά την επεξεργασία των ελιών, ο καρπός χάνει υγρασία η οποία αντισταθµίζεται µερικώς από το αλάτι που εισέρχεται στη σάρκα (Μπαλατσούρας Γ., 1995). Λιπαρές ουσίες Ο νωπός καρπός έχει περιεκτικότητα σε λιπαρές ουσίες από 20 µέχρι 25% (w/w). Οι λιπαρές ουσίες, ως µη πολικές, δεν εκχυλίζονται ούτε κατά την εκπίκρινση του καρπού µε άλκαλι ούτε κατά την απευθείας ζύµωση σε άλµη. Οι περισσότερες λιπαρές ουσίες είναι τριγλυκερίδια, υπάρχουν όµως διγλυκερίδια και ελεύθερα λιπαρά οξέα. Το κυριότερο λιπαρό οξύ είναι το ελαϊκό οξύ ενώ ακολουθούν το παλµιτικό, στεατικό, λινελαϊκό και λινολενικό οξύ. Η σχετική αναλογία του παλµιτικού, του λινελαϊκού και του λινολενικού οξέος µειώνεται στην πορεία της ωρίµανσης, ενώ αυτή του στεατικού και κυρίως του ελαϊκού οξέος, αυξάνεται στη διάρκεια αυτής της περιόδου. Το χαµηλό ποσοστό κορεσµένων λιπαρών οξέων στον καρπό, κάνει την ελιά ένα προϊόν υψηλής βιολογικής και διατροφικής αξίας για τον άνθρωπο (Πανάγου Ε., 2002). Σάκχαρα Τα κυριότερα σάκχαρα που περιέχονται στο µεσοκάρπιο είναι η γλυκόζη και η φρουκτόζη, που αποτελούν το 90 – 95 % (w/w) των σακχάρων, και σε µικρότερο ποσοστό ακολουθούν η σακχαρόζη και η µαννιτόλη (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997). Τα σάκχαρα αποτελούν τα ζυµώσιµα συστατικά του µεσοκαρπίου για τους µικροοργανισµούς κατά τη διάρκεια της ζύµωσης (Πανάγου Ε., 2002). Πρωτεΐνες Ο ελαιόκαρπος έχει χαµηλή περιεκτικότητα σε πρωτεΐνες (1-3%), γι’ αυτό και δεν µπορεί να θεωρηθεί πηγή πρωτεΐνης για τον άνθρωπο. Ωστόσο τα αµινοξέα που περιέχει είναι απαραίτητα για τα γαλακτικά βακτήρια, τα οποία για να πραγµατοποιήσουν τη γαλακτική ζύµωση χρειάζονται εκτός από σάκχαρα, και αµινοξέα που εκχυλίζονται από τη σάρκα της ελιάς προς την άλµη καθιστώντας την ένα σύνθετο θρεπτικό µέσο για την ανάπτυξη των µικροοργανισµών (Πανάγου Ε., 2002). Φαινολικές ουσίες Το µεσοκάρπιο είναι πλούσιο σε φαινολικές ουσίες µε την ελευρωπαΐνη να είναι η κυρίαρχη και να περιέχεται σε υψηλές συγκεντρώσεις στα φύλλα του ελαιόδεντρου. Άλλες φαινολικές ουσίες που έχουν ανιχνευτεί στον καρπό της ελιάς είναι η τυροσόλη, η υδροξυτυροσόλη και ο γλυκοζίτης της τυροσόλης. Η ελευρωπαΐνη είναι ένας φαινολικός γλυκοζίτης υπεύθυνος για την πικρή γεύση του καρπού που τον καθιστά µη εδώδιµο χωρίς προηγούµενη επεξεργασία (Πανάγου Ε., 



16  2002). Για τον λόγο αυτό, όλες οι µέθοδοι επεξεργασίας του ελαιοκάρπου έχουν σαν βασικό στόχο την µερική ή ολική αποµάκρυνση της ελευρωπαΐνης από τη σάρκα της ελιάς, ανάλογα µε τον παρασκευαζόµενο εµπορικό τύπο, καθώς επίσης τη συντήρηση του προϊόντος και τη βελτίωση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών (Μπαλατσούρας Γ., 1995). Από χηµική άποψη, η ελευρωπαΐνη είναι ένας διπλός εστέρας της γλυκόζης και αποτελείται από ένα µόριο γλυκόζης, ένα µόριο υδροξυτυροσόλης και ένα µόριο ακόρεστου οξέος εµπειρικού τύπου C10H16O3, το ελενολικό οξύ (Πανάγου Ε., 2002).  Εικόνα 3. ∆οµή του µορίου της ελευρωπαΐνης (Özkaya & Ozkaya 2011) Οργανικά οξέα Μικρές συγκεντρώσεις οργανικών οξέων ανιχνεύονται στη σάρκα της ελιάς. Κάποια από αυτά είναι το µηλικό, το οξαλικό και το κιτρικό. Ορισµένα από αυτά (κιτρικό, µηλικό) µπορούν να µεταβολιστούν από τα γαλακτικά βακτήρια, ιδιαίτερα όταν έχουν εξαντληθεί τα ζυµώσιµα συστατικά, αυξάνοντας έτσι την ολική οξύτητα της άλµης (Drinan, Robin, and Cogan 1976). 1.6. Κυριότερες Ελληνικές ποικιλίες Οι κυριότερες ελληνικές ποικιλίες επιτραπέζιων ελιών είναι τρεις: Κονσερβολιά, Καλαµάτας Καλαµών και Χαλκιδικής (Πανάγου Ε., 2002). ∆ιάφορες άλλες ελληνικές ποικιλίες παράγονται επίσης, όπως η Κορωνέικη, Ηγουµενίτσας, Αλεξανδρούπολης, Μεγαρίτικη, Μυτιλήνης, Θρούµπα κ.α.  Κονσερβολιά  Στην Ελλάδα η Κονσερβολιά αποτελεί την κυριότερη ποικιλία και αναλογεί στο 80-85 % της παραγωγής επιτραπέζιας ελιάς. Καλλιεργείται κυρίως στην Κεντρική Ελλάδα και πιο συγκεκριµένα στις περιοχές, Άρτας, Φωκίδας, Φθιώτιδας, Μαγνησίας, Εύβοιας, Αιτωλοακαρνανίας και της Λάρισας. Από µορφολογικής απόψεως µοιάζει µε την ισπανική ποικιλία  Manzanilla. Η Κονσερβολιά είναι ποικιλία µεσόκαρπη και παραγωγική, και αποδίδει από 15 έως 100 kg ελαιόκαρπου ανά δέντρο. Το βάρος του καρπού κυµαίνεται από 5 έως 8 g. Έχει µήκος 20-30 mm και 



17  πάχος 20-25 mm µε σχήµα σφαιρικό έως ωοειδές. Η  ποικιλία αυτή έχει αναλογία βάρους σάρκας προς βάρος πυρήνα που κυµαίνεται από 6:1 έως 10:1 (Μπαλατσούρας Γ., 1995). Χρησιµοποιείται  για την παραγωγή πράσινων ελιών Ισπανικού τύπου, αλλά και για την παραγωγή φυσικών µαύρων ελιών σε άλµη.  Καλαμών Η ποικιλία Καλαµών παρουσιάζει περιορισµένη διάδοση και οι πιο σηµαντικοί νοµοί παραγωγής της είναι οι: Λακωνίας, Μεσσηνίας, Αργολίδας, Ηλείας, Κορινθίας, Φθιώτιδας και Αιτωλοακαρνανίας. Είναι µεσόκαρπη ποικιλία και ο καρπός της έχει βάρος 3 έως 6 g. Έχει σχήµα κυλινδροκωνικό και έχει την ιδιαιτερότητα το κουκούτσι να αποµακρύνεται από τη σάρκα εξαιρετικά εύκολα. Ο λόγος σάρκας/ πυρήνα είναι ανάλογος µε αυτόν της Κονσερβολιάς. Χρησιµοποιείται για την παραγωγή φυσικών µαύρων ελιών σε άλµη. Όταν έχει φτάσει στο στάδιο της πλήρους ωριµότητας αποκτά βαθύ µαύρο χρώµα, γεγονός που την καθιστά κατάλληλη για αυτό τον εµπορικό τύπο. Η συγκοµιδή του καρπού γίνεται στο στάδιο πλήρους ωριµότητας κατά την περίοδο Νοεµβρίου – ∆εκεµβρίου (Πανάγου Ε., 2002). Χαλκιδικής Η ποικιλία Χαλκιδικής είναι η τρίτη πιο σηµαντική ποικιλία στην χώρα µας και αναλογεί στο 3% της ελληνικής παραγωγής. Καλλιεργείται κυρίως στις περιοχές  Χαλκιδικής, Καβάλας και Σερρών. Από µορφολογικής απόψεως µοιάζει µε την Ισπανική ποικιλία Gordal η οποία είναι ο κύριος ανταγωνιστής της. Η σχέση σάρκας/πυρήνα είναι 10:1, κάτι που την καθιστά αρκετά ελκυστική για επιτραπέζια χρήση. Το µέσο βάρος του καρπού είναι 6-10 g. Το χρώµα της δεν είναι ποτέ µαύρο στο στάδιο της πλήρους ωριµότητας, γι’ αυτό χρησιµοποιείται αποκλειστικά και µόνο για τη παραγωγή πράσινων ελιών Ισπανικού τύπου (∆ΟΕΠΕΛ 2019).  2. ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑ ΕΠΙΤΡΑΠΕΖΙΑΣ ΕΛΙΑΣ 2.1. Κυριότεροι εμπορικοί τύποι Οι παραδοσιακές και σύγχρονες µέθοδοι επεξεργασίας αποσκοπούν κυρίως στην µερική ή ολική αποµάκρυνση της ελευρωπαΐνης η οποία προσδίδει πικρή γεύση στον καρπό (εκπίκρινση). Με τον τρόπο αυτό καθίσταται εδώδιµος και αποδεκτός 



18  από το καταναλωτικό κοινό (Garrido-Fernández & Fernández-Díez, 1997; Μπαλατσούρας Γ., 1995). Το χρώµα και ο τρόπος συντήρησης του τελικού προϊόντος καθορίζουν το είδος του εµπορικού τύπου  των επιτραπέζιων ελιών: 
• Χρώµα: Το χρώµα µπορεί να είναι πράσινο, φυσικό µαύρο µε ερυθρές και ξανθές διαβαθµίσεις και τεχνητό µαύρο, το οποίο προκύπτει µέσω επεξεργασίας οξείδωσης των καρπών σε αλκαλικό περιβάλλον.  
• Συντήρηση: Το τελικό προϊόν µπορεί να συντηρηθεί µε οξέα (γαλακτικό ή οξικό), µε αλάτι (ξηρό ή µε τη µορφή πυκνής άλµης) και µε αναεροβίωση (απουσία αέρα στον χώρο ζύµωσης ή συσκευασίας). Σε όλους τους εµπορικούς τύπους οι ελιές συντηρούνται µε συνδυασµό και των τριών αυτών παραγόντων, ωστόσο ένας από αυτούς θα κυριαρχεί έναντι των άλλων δύο, των οποίων ο ρόλος θα είναι κυρίως βοηθητικός (Μπαλατσούρας Γ., 1995).  Σύµφωνα µε τα παραπάνω, αρκετοί εµπορικοί τύποι επιτραπέζιων ελιών προκύπτουν. Επιπλέον, διαφορές στον τρόπο συσκευασίας και την µορφή εµπορίας του προϊόντος (ολόκληρες, εκπυρηνωµένες, γεµιστές, τεµαχισµένες ελιές κτλ.) οδηγούν στη δηµιουργία δεκάδων ακόµη εµπορικών τύπων. Ωστόσο σύµφωνα µε τον Ενοποιηµένο Κανονισµό Ποιότητας για τις επιτραπέζιες ελιές, οι κυρίαρχοι εµπορικοί τύποι είναι: 

• Επεξεργασµένες πράσινες επιτραπέζιες ελιές σε άλµη (Ισπανικού τύπου)  
• Μη επεξεργασµένες φυσικές µαύρες ελιές (Ελληνικού τύπου) 
• Μαύρες (ώριµες) ελιές σε άλµη (τύπου Καλιφόρνιας) 2.1.1. Πράσινες ελιές Ισπανικού τύπου Αποτελούν τον σπουδαιότερο εµπορικό τύπο επιτραπέζιας ελιάς που παράγεται παραδοσιακά στην Ισπανία και αποτελεί το µεγαλύτερο ποσοστό της παγκόσµιας παραγωγής. Προέρχονται από πράσινους καρπούς, οι οποίοι έχουν αποκτήσει το κανονικό τους µέγεθος, είναι συνεκτικοί και υγιείς. Ο καρπός συγκοµίζεται την περίοδο Σεπτεµβρίου-Οκτωβρίου, κατά βάση µε τα χέρια και όχι µε ραβδισµό έτσι ώστε να µην υπάρξει τυχόν τραυµατισµός του. Ακολουθεί µεταφορά στο εργοστάσιο όπου λαµβάνει χώρα η εκπίκρινση µε εµβάπτιση σε αραιό διάλυµα υδροξειδίου του νατρίου (NaOH) περιεκτικότητας 1,8-2,7 % w/v (Πανάγου Ε., 2002). Η συγκέντρωση του NaOH καθορίζεται τόσο από τη θερµοκρασία όσο και από το βαθµό ωριµότητας του καρπού και την ποικιλία της ελιάς. Το άλκαλι υδρολύει την ελευρωπαΐνη σε υδροξυτυροσόλη και γλυκοζίτη του ελενολικού οξέος. Η επεξεργασία µε το άλκαλι είναι πολύ βασικό στάδιο της µεταποίησης των πράσινων ελιών, διότι εκτός από το ξεπίκρισµα των καρπών, βοηθά και στο µαλάκωµα της σάρκας που οδηγεί στην εκχύλιση ορισµένων θρεπτικών συστατικών που είναι απαραίτητα για τη δράση των γαλακτικών βακτηρίων (Chammem et al. 2005). Ο παραπάνω χειρισµός διαρκεί µέχρι το NaOH να διαποτίσει τα 2/3 της σάρκας. Στην συνέχεια πραγµατοποιείται 



19  έκπλυνση µε νερό προκειµένου να αποµακρυνθεί η περίσσεια του αλκάλεος (τρεις αλλαγές νερού). Τέλος, ο καρπός µεταφέρεται σε µεγάλες πολυεστερικές δεξαµενές, όπου προστίθεται άλµη περιεκτικότητας 6 - 10 % και υφίσταται γαλακτική ζύµωση από τη µικροχλωρίδα που υπάρχει στους καρπούς (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997). Προκειµένου να είναι επιτυχής η ζύµωση, µπορεί να πραγµατοποιηθεί οξίνιση της άλµης µε οργανικά οξέα, εµβολιασµός µε καθαρή καλλιέργεια γαλακτοβακίλλων, προσθήκη σακχάρων ή χρήση άλµης από προηγούµενη ζύµωση (Panagou and Katsaboxakis 2006). Μετά την ζύµωση, η οποία διαρκεί περίπου 3-4 εβδοµάδες, η τιµή του pH είναι µεταξύ 3,8 - 4,4 και η οξύτητα 0,6 -0,8% (Πανάγου Ε., 2002). Οι ελιές παραµένουν στις δεξαµενές µέχρι την συσκευασία και την διοχέτευσή τους στην αγορά. 2.1.2. Φυσικές μαύρες ελιές Ελληνικού τύπου Αυτές παράγονται κυρίως στην Ελλάδα και είναι ο κυρίαρχος εµπορικός τύπος. Λόγω αυτού, οι φυσικές µαύρες ελιές σε άλµη είναι διεθνώς γνωστές µε την επωνυµία “Greek style naturally black olives” (Garrido-Fernández & Fernández-Díez, 1997; Πανάγου Ε., 2002). Στον συγκεκριµένο εµπορικό τύπο, ο καρπός συγκοµίζεται στο στάδιο πλήρους ωριµότητας ή λίγο πριν από αυτό (µέσα Οκτωβρίου – τέλη ∆εκεµβρίου), όταν τα ¾ του µεσοκαρπίου έχουν αποκτήσει µαύρο χρώµα (Panagou et al. 2008). Μετά τη συγκοµιδή, γίνεται ποιοτική διαλογή και ταξινόµηση κατά µέγεθος. Στην συνέχεια, ο καρπός εµβαπτίζεται σε άλµη περιεκτικότητας 8 – 10% NaCl όπου υφίσταται ζύµωση χάρη στη µικτή χλωρίδα αρνητικών κατά Gram βακτηρίων, ζυµών και γαλακτικών βακτηρίων. Οι αναερόβιες συνθήκες που επικρατούν κατά την ζύµωση, εµποδίζουν την ανάπτυξη αερόβιων βακτηρίων, ζυµών και µυκήτων στην επιφάνεια των δεξαµενών. Η άλµη δηµιουργεί ένα εκλεκτικό περιβάλλον που ευνοεί τελικά την ανάπτυξη γαλακτικών βακτηρίων και ζυµών. Τα χαρακτηριστικά του τελικού προϊόντος καθορίζονται από το ποια από τις παραπάνω δυο κατηγορίες µικροοργανισµών που συνυπάρχουν, θα επικρατήσει. Η διαθεσιµότητα των ζυµώσιµων υποστρωµάτων, το pH, η περιεκτικότητα σε αλάτι, ο έλεγχος της θερµοκρασίας και οι αναερόβιες συνθήκες, είναι οι πιο βασικοί παράγοντες που είναι δυνατόν να επηρεάσουν την διαδικασία. Εποµένως, προκειµένου το τελικό προϊόν να είναι σταθερό και καλής ποιότητας, πρέπει οι παραπάνω παράµετροι να ελέγχονται. Ύστερα από διάστηµα 6-9 µηνών, η διαδικασία ολοκληρώνεται και οι ελιές παραµένουν στις δεξαµενές. Στην συνέχεια γίνεται ποιοτική διαλογή και ταξινόµηση κατά µέγεθος. Στο τέλος οι ελιές εκτίθενται στον ατµοσφαιρικό αέρα για 24 ώρες έτσι ώστε να βελτιωθεί το χρώµα τους (Πανάγου Ε., 2002).  2.1.3. Καλιφόρνιας Οι ελιές αυτού του τύπου µαυρίζουν τεχνητά µε οξείδωση σε αλκαλικές συνθήκες και ονοµάζονται µαύρες ώριµες ελιές. Οι νωπές πράσινες ελιές επεξεργάζονται αµέσως µετά τη συγκοµιδή ή µετά την αποθήκευση σε άλµη ή σε ειδικό όξινο διάλυµα. Ο νωπός καρπός επεξεργάζεται µε αραιό διάλυµα καυστικού 



20  νατρίου µε σκοπό την εκπίκρινση του καρπού και την βελτίωση της διαπερατότητας της επιδερµίδας. Για τη µεταβολή του χρώµατος της ελιάς από πράσινο σε µαύρο, οι ελιές τοποθετούνται σε νερό στο οποίο διοχετεύεται ρεύµα αέρα. Οι µαύρες πλέον ελιές σταθεροποιούνται µε προσθήκη γλυκονικού σιδήρου (0,1%) ή γαλακτικού σιδήρου για 1-12 ώρες ανάλογα την ποικιλία. Ακολουθεί πλύσιµο µε νερό, και τοποθέτηση σε άλµη 3% για 1-3 ηµέρες προκειµένου να εξισορροπηθεί το αλάτι στο µεσοκάρπιο της ελιάς. Ύστερα οι ελιές υφίστανται παστερίωση για να αποφευχθεί η µικροβιολογική αλλοίωση. Τέλος συσκευάζονται σε γυάλινους ή µεταλλικούς περιέκτες µε άλµη και αποστειρώνονται. Τα χαρακτηριστικά αυτού του τύπου ελιών είναι πολύ διαφορετικά όσον αφορά στο άρωµα, τη γεύση και την υφή σε σχέση µε τις φυσικές µαύρες ελιές ελληνικού τύπου. Αυτές οι ελιές έχουν χαρακτηριστική αλµυρή γεύση και οσµή που θυµίζει χώµα. Επιπλέον παρουσιάζουν συχνά, µεταλλική και σαπωνώδη γεύση ή και τάγγισµα (Πανάγου Ε., 2002). 2.2. Μικροβιολογία Ελαιόκαρπου  2.2.1. Νωπός  Η αυτόχθονη µικροχλωρίδα του νωπού ελαιόκαρπου είναι υπεύθυνη για την αυθόρµητη ζύµωση όταν οι ελιές τοποθετούνται στην άλµη. Κυρίως αρνητικά κατά Gram βακτήρια (Pseudomonas spp., Aeromonas spp. Enterobacteriaceae) ανιχνεύονται στον νωπό καρπό, τα οποία αποτελούν την κυρίαρχη ενδογενή µικροχλωρίδα του. Ακόµη, ορισµένα θετικά κατά Gram βακτήρια όπως Clostridium butyricum αλλά και Bacillus spp., ανιχνεύονται (Heperkan 2013). Ζύµες, µύκητες και οξυγαλακτικά βακτήρια εµφανίζονται σε µικρότερο ποσοστό (Faid, Akhartouf, and Asehraou 1994). Ανάλογα την ποικιλία, η αυτόχθονη µικροχλωρίδα του καρπού διαφέρει, εξαρτάται όµως και από τον τόπο καλλιέργειας, την ωριµότητα του καρπού, τις καλλιεργητικές τεχνικές, την εποχή του χρόνου, το µικροκλίµα της περιοχής, τη χρήση ή όχι φυτοφαρµάκων, ενώ ακόµη και τη διαδικασία της µεταποίησης (Kailis S. & Harris D., 2007). 2.2.2. Μικροβιολογία Ζύμωσης Η σύνθεση της µικροχλωρίδας µεταβάλλεται κατά την ζύµωση. Στο αρχικό στάδιό της παρατηρείται αύξηση των µικροοργανισµών που ανήκουν στην αυτόχθονη µικροχλωρίδα του ελαιοκάρπου και κυρίως της οικογενείας Enterobacteriaceae. Όµως κατά τη διάρκεια της ζύµωσης, οι µικροοργανισµοί της οικογένειας αυτής µειώνονται σταδιακά ώσπου στο τέλος της επεξεργασίας δεν ανιχνεύονται πια. Τα οξυγαλακτικά, αποτελούν τα πιο σηµαντικά βακτήρια κατά την επεξεργασία της ελιάς και µετατρέπουν τα σάκχαρα σε γαλακτικό οξύ και άλλα οργανικά οξέα (Heperkan 2013). Στις ζυµούµενες ελιές έχουν ανιχνευτεί οξυγαλακτικά βακτήρια που ανήκουν στα γένη Lactobacillus spp., Streptococcus spp. και Pediococcus spp., Leuconostoc spp. Οι  ζύµες παίζουν επίσης καθοριστικό ρόλο στη ζύµωση των επιτραπέζιων ελιών. Τα πιο συχνά γένη ζυµών που συναντάµε είναι Candida spp., Pichia spp., Saccharomyces spp. (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997). Σε µικρότερο βαθµό εµφανίζονται οι µύκητες στις ελιές και η ανάπτυξή τους είναι υπεύθυνη για 



21  την υποβάθµιση της υφής του ιστού της ελιάς, τη γεύση και την οσµή µούχλας και την ανάπτυξη µυκοτοξινών (Heperkan et al. 2006). Οι πιο σηµαντικοί µύκητες ανήκουν στα γένη Aerobasidium spp., Geotrichum spp. και Penicillium spp. (Κερκέζου Σ., 2017). 2.3. Ζύμωση  Πολλά φυτικά προϊόντα υποβάλλονται σε διαδικασίες ζύµωσης από µικροοργανισµούς. Ο κύριος σκοπός των ζυµώσεων στα τρόφιµα είναι να αυξηθεί η διάρκεια ζωής τους (συντήρηση) και η µικροβιολογική ασφάλειά τους. Ωστόσο, αρκετά τρόφιµα µπορεί να επεξεργάζονται κατ’ αυτόν τον τρόπο, για να αποκτήσουν συγκεκριµένη γεύση, άρωµα και υφή, γνωρίσµατα τα οποία κάνουν το προϊόν πιο ελκυστικό στους καταναλωτές (Caplice and Fitzgerald 1999). Η ζύµωση είναι µια διαδικασία κατά την οποία παράγονται οξέα, αιθανόλη, διοξείδιο του άνθρακα και άλλοι µεταβολίτες, από οργανικές ενώσεις, όπως τα σάκχαρα οι οποίες υφίστανται βιοχηµικές µεταβολές από τη δράση µικροοργανισµών ή ενζύµων (Μπλούκας Ι., 2004).  Η  ζύµωση στις επιτραπέζιες ελιές έχει ως στόχο την συντήρηση τους ενώ ταυτόχρονα την ενίσχυση των οργανοληπτικών ιδιοτήτων του τελικού προϊόντος (Panagou & Tassou, 2006). Η διαδικασία της ζύµωσης της ελιάς πραγµατοποιείται µέσα σε άλµη. Μέσα σε αυτήν τα σάκχαρα εκχυλίζονται από το µεσοκάρπιο στην άλµη ως υδατοδιαλυτές ουσίες, και δηµιουργούν ένα κατάλληλο υπόστρωµα στο οποίο θα αναπτυχθεί η ενδογενής µικροχλωρίδα (κυρίως οξυγαλακτικά βακτήρια και ζύµες) προκαλώντας έτσι την εκκίνηση της ζύµωσης. Τα σάκχαρα του καρπού  µεταβολίζονται από τους µικροοργανισµούς κατά την ζύµωση, παράγοντας κυρίως γαλακτικό οξύ.  Τα στάδια της ζύµωσης  Το πρώτο στάδιο της ζύµωσης διαρκεί 7-14 ηµέρες και αρχίζει τη στιγµή που οι ελιές τοποθετούνται στην άλµη. Στην αρχή της ζύµωσης παρατηρείται ανάπτυξη των βακτηρίων που ανήκουν στην οικογένεια Enterobacteriaceae. Οι µικροοργανισµοί αυτοί επικρατούν στις 2-3 πρώτες µέρες της ζύµωσης, ενώ ο πληθυσµός τους µειώνεται σταδιακά µέχρι που εξαφανίζονται µετά από 12-15 ηµέρες (Heperkan 2013). Αυτό οφείλεται στη σταδιακή µείωση της τιµής του pH αφενός λόγω της εκχύλισης των ενδογενών οργανικών οξέων του καρπού στην άλµη και αφετέρου λόγω της δράσης των οξυγαλακτικών βακτηρίων τα οποία µεταβολίζουν τα ζυµώσιµα συστατικά του καρπού και παράγουν γαλακτικό οξύ. Η µείωση της τιµής του pH ευνοεί επίσης και την ανάπτυξη των ζυµών, ο πληθυσµός των οποίων αυξάνεται σταδιακά και αποτελούν µαζί µε τα οξυγαλακτικά βακτήρια τους κυρίαρχους µικροοργανισµούς της ζύµωσης. Σε αυτό το πρώτο στάδιο, αποκαθίσταται σταδιακά το ισοζύγιο κατανοµής των ζυµώσιµων συστατικών και των προϊόντων της ζύµωσης µεταξύ σάρκας και άλµης. Η διάρκεια του δεν θα πρέπει να ξεπεράσει τις είκοσι µέρες και η τιµή του pH της άλµης θα πρέπει να ελέγχεται σε καθηµερινή βάση 



22  διαφορετικά υπάρχει σοβαρός κίνδυνος εκτροπής της ζύµωσης (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997).  Το δεύτερο στάδιο διαρκεί 2-3 εβδοµάδες. Στο στάδιο αυτό, επικρατούν τα οξυγαλακτικά βακτήρια, τα οποία µεταβολίζουν τα σάκχαρα παράγοντας γαλακτικό οξύ µέσω της γαλακτικής ζύµωσης. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την σταδιακή µείωση του pH και την ταυτόχρονη αύξηση της ογκοµετρούµενης οξύτητας στην άλµη. Στο τρίτο και τελευταίο στάδιο, η οξυγαλακτική ζύµωση συνεχίζεται µέχρις ότου εξαντληθούν τα ζυµώσιµα συστατικά στην άλµη, και το pH και η ογκοµετρούµενη οξύτητα φτάσουν στα επιθυµητά επίπεδα.   3. ΟΥΣΙΕΣ ΠΟΥ ΣΥΜΒΑΛΛΟΥΝ ΣΤΟ ΑΡΩΜΑ ΤΗΣ ΕΛΙΑΣ  3.1. Το άρωμα στα τρόφιμα Τα τρόφιµα, όταν καταναλώνονται, προκαλούν  αλληλεπίδραση των ερεθισµάτων της γεύσης, της οσµής και της υφής τα οποία παρέχουν µια συνολική εκτίµηση ή ένα αίσθηµα το οποίο ορίζεται καλύτερα από την αγγλική λέξη flavour. Στα ελληνικά αποδίδεται ως ευφραντική ικανότητα ή γευσιάρωµα ή γευστικο-οσφραντικό αίσθηµα. Η ευφραντική ικανότητα ενός τροφίµου είναι αποτέλεσµα τόσο ενώσεων υπεύθυνων για την γεύση όσο και ενώσεων υπεύθυνων για την οσµή. Οι ουσίες που συµβάλλουν στην οσµή (άρωµα) είναι πτητικές ενώσεις οι οποίες γίνονται αντιληπτές από τους υποδοχείς οσµής του οσφρητικού οργάνου, δηλαδή του οσφρητικού ιστού της ρινικής κοιλότητας. Πρόκειται για  χαµηλού µοριακού βάρους ενώσεις, οι  οποίες εξατµίζονται εύκολα σε θερµοκρασία δωµατίου. Στα τρόφιµα βρίσκονται σε πολύ µικρές ποσότητες (περίπου 10-15 mg/kg). Όλες οι γνωστές πτητικές ενώσεις ταξινοµούνται µε βάση το τρόφιµο και την τάξη των ενώσεων και δηµοσιεύονται σε µια συλλογή πινάκων που ανανεώνεται συνεχώς. Στην έκδοση του 1997 υπάρχουν 8000 ενώσεις σε περισσότερα από 300 τρόφιµα (Belitz H.D. et al., 2004). Μόνο ένας περιορισµένος αριθµός από το σύνολο των πτητικών ενώσεων που υπάρχουν, επιδρά εν τέλει στο άρωµα του προϊόντος. Συνεισφέρουν µόνο τα πτητικά συστατικά τα οποία βρίσκονται σε συγκεντρώσεις πάνω από το όριο αναγνώρισης της οσµής. Ως όριο αναγνώρισης οσµής χαρακτηρίζεται η ελάχιστη συγκέντρωση στην οποία πρέπει να περιέχεται σε ένα τρόφιµο ένα πτητικό συστατικό προκειµένου να γίνει αντιληπτό οργανοληπτικά (Belitz H.D. et al., 2004). Άµεση είναι η σύνδεση του αρώµατος µε την ποσοτική και ποιοτική σύνθεση των πτητικών συστατικών, ενώ επίσης αποτελεί ένα καλό δείκτη ποιότητας και παίζει  σηµαντικό ρόλο στην αποδοχή του προϊόντος από τον καταναλωτή (Belitz H.D. et al., 2004; Sabatini & Marsilio, 2008). Το άρωµα στα τρόφιµα είναι µία σύνθεση πτητικών συστατικών χαρακτηριστική για το εκάστοτε προϊόν. Σε αυτό συνεισφέρουν κυρίως πτητικές ενώσεις όπως, αλκοόλες, εστέρες, υδρογονάνθρακες, καρβονυλικές ενώσεις, καρβοξυλικά οξέα, πυρανόνες, φουρανόνες, θειούχες ενώσεις, λακτόνες, πυρρολινικά 



23  και πυριδινικά παράγωγα, φαινόλες και φαινολικά παράγωγα και τερπένια (Belitz H.D. et al., 2004). Τα πτητικά συστατικά µπορούν να σχηµατιστούν σε κάθε στάδιο παραγωγής από όλα τα συστατικά του τροφίµου. Μπορούν να βρίσκονται στις πρώτες ύλες, ή ακόµη και να είναι προϊόντα αντιδράσεων που πραγµατοποιούνται κατά την επεξεργασία ή την αποθήκευση του τροφίµου (Plutowska and Wardencki 2007). Σχετικά µε  την ελιά, τα πτητικά συστατικά σχηµατίζονται κυρίως κατά τη διάρκεια του κλιµακτηριακού σταδίου (climacteric stage) της ωρίµανσης και κατά τη διάρκεια της ζύµωσης παρά κατά την ανάπτυξη του καρπού (Kalua et al. 2007; Sabatini and Marsilio 2008). 3.2. Μεταβολισμός μικροχλωρίδας και συνεισφορά στο άρωμα O σχηµατισµός πτητικών αρωµατικών συστατικών στις επιτραπέζιες ελιές είναι µια δυναµική διαδικασία η οποία πραγµατοποιείται κυρίως κατά τη ζύµωση της ελιάς από τα ενδογενή οξυγαλακτικά βακτήρια και τις ζύµες, µαζί µε µια ποικιλία µολυσµατικών µικροοργανισµών, που µέσα από διάφορα βιοχηµικά µονοπάτια παράγουν πτητικές ενώσεις από συστατικά του καρπού (Sabatini and Marsilio 2008). Αποτελούν εποµένως, ένα αρκετά πολύπλοκο οικοσύστηµα στο οποίο, τα ενεργά ενζυµικά συστήµατα στα συστατικά του τροφίµου αλληλεπιδρούν µε τις µεταβολικές δραστηριότητες των µικροοργανισµών ζύµωσης (McFeeters, 2004).  Αρχικά, τα γαλακτικά βακτήρια επηρεάζουν άµεσα το άρωµα των ζυµούµενων καρπών, καθώς συµβάλλουν στην δηµιουργία οργανοληπτικών χαρακτηριστικών µε ποικίλους τρόπους. Κατά τον µεταβολισµό τους, η σηµαντικότερη αλλαγή που προκαλούν είναι η παραγωγή γαλακτικού οξέος και η ακολουθούµενη µείωση του pH που προκαλείται µέσω της γαλακτικής ζύµωσης.  Εικόνα 4. Σχηµατική αναπαράσταση γαλακτικής ζύµωσης (Purves, W. K. et al. 1994)  



24  Όπως προαναφέρθηκε, κατά την διαδικασία της ζύµωσης τα γαλακτικά βακτήρια µεταβολίζουν τα σάκχαρα µέσω της γαλακτικής ζύµωσης. Όσον αφορά την µεταβολική τους αυτή δραστηριότητα, υπάρχουν δυο µηχανισµοί. Τα οµοζυµωτικά γαλακτικά βακτήρια, παράγουν κυρίως γαλακτικό οξύ από τις εξόζες, µέσω της γλυκολυτικής οδού Embden-Meyerhof-Parnas (EMP), ενώ τα ετεροζυµωτικά παράγουν, εκτός από γαλακτικό οξύ, σηµαντικές ποσότητες αιθανόλης, οξικού οξέος και διοξείδιο του άνθρακα, µέσω της οδού του φωσφογλυκονικού/φωσφοκετολάσης (6-PG/PK) (Belitz H.D. et al., 2004; Μπαλατσούρας Γ., 1995). Το χαµηλό pH, ο περιορισµός των θρεπτικών υποστρωµάτων ή και η συγκέντρωση του αλατιού µπορεί να σχετίζονται µε την εναλλαγή µεταξύ οµοζυµωτικού και ετεροζυµωτικού µεταβολισµού (Bobillo and Marshall 1991).  Εικόνα 5. ∆ιαγραµµατική απεικόνιση οµοζυµωτικού και ετεροζυµωτικού µηχανισµού γαλακτικής ζύµωσης (OnlineBiologyNotes.com)  Οι ζύµες επίσης σχετίζονται µε την παραγωγή πτητικών ενώσεων που µπορεί να συµβάλλουν στο άρωµα της ελιάς. Μεταβολίζουν τα σάκχαρα µέσω της αλκοολικής ζύµωσης και παράγουν αιθανόλη και κάποια παραπροϊόντα όπως αλκοόλες,  ακεταλδεΰδη (από την αποκαρβοξυλίωση του πυροσταφυλικού οξέος) και εστέρες (π.χ. οξικός αιθυλεστέρας από την εστεροποίηση της αιθανόλης µε το ακετυλο-CoA). 



25   Εικόνα 6. Σχηµατική αναπαράσταση αλκοολικής ζύµωσης (Purves, W. K. et al. 1994)  Ωστόσο οι ζύµες, σχετίζονται και µε κάποιες µικροβιακές αλλοιώσεις (αεριοθυλάκωση, έντονη παραγωγή CO2, θόλωµα της άλµης από τον µεγάλο αριθµό των ζυµών) µε αποτέλεσµα να συµµετέχουν στο σχηµατισµό ανεπιθύµητων οσµών ή γεύσεων (Arroyo-López et al. 2008).  Τα γαλακτικά βακτήρια και οι ζύµες συνυπάρχουν κατά την διαδικασία της ζύµωσης στις ελιές. Είναι όµως δυνατόν ένας από τους δύο µικροβιακούς πληθυσµούς να επικρατήσει έναντι του άλλου, κάτι που µπορεί να οδηγήσει σε διαφορές στην γεύση και το άρωµα του τελικού προϊόντος (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997; Panagou et al. 2008). ∆ιαφορετική είναι η επίδραση ορισµένων παραγόντων όπως η πτώση του pH, η συγκέντρωση ΝaCl ή και οι αναερόβιες συνθήκες, στην ανάπτυξη των διαφόρων συστατικών της µικροχλωρίδας. Υψηλή περιεκτικότητα NaCl κατά τη ζύµωση, ευνοεί την ανάπτυξη των ζυµών έναντι των οξυγαλακτικών βακτηρίων (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997; Tassou, Panagou, and Katsaboxakis 2002). Ενώ, χαµηλότερα επίπεδα αλατιού ευνοούν την επικράτηση των γαλακτικών βακτηρίων έναντι των ζυµών (Panagou et al. 2008). Άλλοι µικροοργανισµοί που περιλαµβάνονται στην φυσική µικροχλωρίδα της ελιάς µπορεί δρουν ανταγωνιστικά σε σχέση µε τα γαλακτικά βακτήρια και τις ζύµες και επίσης να παράγουν διάφορες πτητικές ενώσεις οι οποίες σχετίζονται µε την αλλοίωση των επιτραπέζιων ελιών και επηρεάζουν το άρωµα του τελικού προϊόντος. Τα γένη Clostridium, Propionibacterium, Enterobacter και Escherichia µπορεί να παράγουν προπιονικό οξύ, βουτυρικό οξύ, βουτανόλη, οξικό οξύ ακετόνη κ.α. (McFeeters, 2004). 3.3. Πτητικά συστατικά των επιτραπέζιων ελιών Οι καλής ποιότητας επιτραπέζιες ελιές χαρακτηρίζονται από ένα ευχάριστο φρουτώδες άρωµα. Το άρωµα αυτό προέρχεται από την ισορροπία ενός συνδυασµού πτητικών ενώσεων όπως, αλκοόλες, κετόνες, εστέρες, αλδεΰδες, οξέα κ.α. Η σύσταση 



26  του αρώµατος και των πτητικών στις ελιές, είναι άµεσα συνδεδεµένη µε µια ποικιλία παραγόντων όπως οι γενετικοί παράγοντες, ο βαθµός ωρίµανσης των πρώτων υλών καθώς και οι συνθήκες επεξεργασίας και αποθήκευσης του προϊόντος (Garrido-Fernández and Fernández-Díez 1997). Οι διαφορές στη σύσταση του πτητικού προφίλ δίνουν την δυνατότητα σύγκρισης µεταξύ των διαφορετικών ποικιλιών και µεθόδων επεξεργασίας. Επίσης µπορούν να εντοπιστούν τυχόν ανεπιθύµητες οσµές που παράγονται κατά την αποθήκευση του προϊόντος (Sabatini and Marsilio 2008; Sabatini, Perri, and Marsilio 2009). Περιορισµένες είναι οι διαθέσιµες πληροφορίες στην βιβλιογραφία, σχετικά µε  το πτητικό προφίλ στις επιτραπέζιες ελιές. Ωστόσο, έχουν γίνει κάποιες προσπάθειες για την ταυτοποίηση και τον ποσοτικό προσδιορισµό  των  πτητικών  συστατικών ορισµένων  ποικιλιών.   3.4. Παραγωγή των κυριότερων πτητικών ενώσεων Η ζύµωση στις επιτραπέζιες ελιές περιλαµβάνει την αποδόµηση σύνθετων οργανικών ουσιών σε απλούστερες. Τα σάκχαρα µέσω της γλυκόλυσης µεταβολίζονται προς πυροσταφυλικό οξύ. Από αυτό στην συνέχεια, ανάλογα το είδος της ζύµωσης, προκύπτουν πολλοί µεταβολίτες οι οποίοι µπορεί να είναι πτητικά µονοκαρβοξυλικά οξέα (µυρµηγκικό οξύ, οξικό οξύ, προπιονικό οξύ, βουτυρικό οξύ), γαλακτικό οξύ, αιθανόλη, βουτανόλη, ακετόνη κ.α.  Εικόνα 7. Πτητικά προϊόντα ζύµωσης σακχάρων  Στις παρακάτω εικόνες φαίνονται οι πτητικές ενώσεις που ανιχνεύτηκαν σε επιτραπέζιες ελιές σε σχετική έρευνα που έγινε (Sabatini and Marsilio 2008). 



27   Πιο συγκεκριµένα, σε αρκετές επιστηµονικές έρευνες που έχουν πραγµατοποιηθεί, σχετικά µε τα πτητικά συστατικά στις επιτραπέζιες ελιές (ανεξαρτήτως της µεθόδου επεξεργασίας, [τόσο Ισπανικού τύπου, όσο και Ελληνικού τύπου] ) , η ακεταλδεΰδη, η αιθανόλη, η µεθανόλη, η 2-βουτανόλη, το µεθυλοσουλφίδιο, η προπανόλη, η ακετόνη, ο οξικός αιθυλεστέρας και το ισοβουτυρικό οξύ  ήταν από τις  πιο σηµαντικές πτητικές ενώσεις που προσδιορίστηκαν. Οι περισσότερες από αυτές τις έρευνες, εστίαζαν γύρω από τις προαναφερθείσες ενώσεις (Montaño et al., 2003; Panagou and Tassou, 2006, Panagou et al., 2008, 2011; Sabatini et al., 2009; Sabatini & Marsilio, 2008; Tassou et al., 2002). Αρκετά βακτήρια, µέσω του αναερόβιου µεταβολισµού παράγουν µεθανόλη. Στις επιτραπέζιες ελιές, η παρουσία της µεθανόλης µπορεί να αποτελεί προϊόν της δράσης των πηκτινολυτικών ενζύµων τα οποία διαχωρίζουν την µεθυλοµάδα από την πηκτίνη που βρίσκεται στα κύτταρα των καρπών (Panagou and Tassou, 2006). Η βιοσύνθεση ανώτερων αλκοολών θεωρείται ότι σχετίζεται µε την διαδικασία απαµίνωσης των αµινοξέων (Sabatini and Marsilio 2008). Η αιθανόλη είναι ένα από τα προϊόντα του µεταβολισµού των ετεροζυµωτικών βακτηρίων, ενώ επίσης  αποτελεί κύριο προϊόν του µεταβολισµού των ζυµών µέσω της αλκοολικής ζύµωσης. Η προπανόλη και η 2-βουτανόλη πιθανόν να αποτελούν παραπροϊόντα σε διάφορα µεταβολικά µονοπάτια ζύµωσης.  Η ακεταλδεΰδη είναι από τις σηµαντικότερες καρβονυλικές ενώσεις  που προκύπτουν κατά τη διάρκεια της ζύµωσης των επιτραπέζιων ελιών. Αποτελεί κυρίως, προϊόν του µεταβολισµού των ζυµών που πραγµατοποιείται µέσω της διαδικασίας της αλκοολικής ζύµωσης, όπου το πυροσταφυλικό οξύ µετατρέπεται σε ακεταλδεΰδη, µε την βοήθεια του ενζύµου αποκαρβοξυλάση του πυροσταφυλικού οξέος. Μπορεί επίσης να προκύψει και από την µερική οξείδωση της αιθανόλης. Η ακεταλδεΰδη, µαζί µε την αιθανόλη παίζουν ιδιαίτερα σηµαντικό ρόλο στη ζύµωση, αφού η ακεταλδεΰδη και σε µικρότερο βαθµό η αιθανόλη θεωρείται ότι διαµορφώνουν το δευτερεύον άρωµα των ζυµούµενων ελιών (Panagou and Tassou, 2006). Η ακεταλδεΰδη και γενικά οι αλδεΰδες που µπορεί να σχηµατίζονται, είναι δυνατόν να µετατραπούν στην συνέχεια, σε πτητικές αλκοόλες µε την βοήθεια της Εικόνα 8. Πτητικές ενώσεις που ανιχνεύθηκαν σε επιτραπέζιες ελιές σε έρευνα των Sabatini & Marsilio, 2008 



28  αλκοολικής αφυδρογονάσης ως καταλύτη (ADH, alcohol dehydrogenase) (Conde, Delrot, and Gerós 2008). Οι πτητικοί εστέρες, αποτελούν βασικά συστατικά του αρώµατος των καρπών, σε διαφορετικό ωστόσο βαθµό ανάλογα τον καρπό. Αρκετές φορές θεωρούνται το συστατικό που είναι κυρίως υπεύθυνο για την χαρακτηριστική και ευχάριστη γεύση και οσµή που εκτιµούν οι καταναλωτές στο τελικό προϊόν. Η αιθανόλη και η προπανόλη, αποτελούν πρόδροµες ενώσεις των οξικών και προπανοϊκών εστέρων, αντιστοίχως, οι οποίοι συντίθενται κατά την εστεροποίηση των πτητικών αλκοολών µε µόρια  ακετυλο-CoA και προπιόνυλο-CoA αντίστοιχα, σε µια αντίδραση που καταλύεται από το ένζυµο AAT (alcohol-acyl-transferase) (Sabatini & Marsilio 2008). Στην παρακάτω εικόνα φαίνεται ένα προτεινόµενο πιθανό µονοπάτι βιοσύνθεσης εστέρων στις επιτραπέζιες ελιές.  Εικόνα 9. Πιθανό µονοπάτι βιοσύνθεσης εστέρων στις επιτραπέζιες ελιές (Sabatini & Marsilio 2008) Συγκεκριµένα, ο οξικός αιθυλεστέρας, ως  έµµεσο προϊόν του µεταβολισµού των ζυµών, σχηµατίζεται στο αρχικό στάδιο της ζύµωσης και αυξάνει σταδιακά κατά την επεξεργασία (Panagou, E. et al. 2006). Όταν υπάρχει σε χαµηλές συγκεντρώσεις στα ζυµούµενα τρόφιµα, συµβάλλει θετικά στο άρωµά τους, ωστόσο η συγκέντρωση του δεν πρέπει να υπερβαίνει τα 200 mg/L , διότι υπάρχει πιθανότητα να  προσδώσει µια δυσάρεστη οσµή στο τελικό προϊόν. 4. ΠΑΡΑΛΑΒΗ ΚΑΙ ΤΑΥΤΟΠΟΙΗΣΗ ΤΩΝ ΠΤΗΤΙΚΩΝ ΣΥΣΤΑΤΙΚΩΝ 4.1. Παραλαβή πτητικών  Η κλασσική µεθοδολογία ανάλυσης του πτητικού προφίλ ενός τροφίµου περιλαµβάνει αρχικά, την αποµόνωση των πτητικών ουσιών από το δείγµα και στην συνέχεια ταυτοποίηση και ποσοτικοποίηση των επιµέρους συστατικών του πτητικού κλάσµατος. Κοινά προβλήµατα, σε όλες τις διαφορετικές τεχνικές παραλαβής των πτητικών ενώσεων από ένα τρόφιµο είναι η πιθανή καταστροφή των πτητικών συστατικών, καθώς και ο σχηµατισµός ανεπιθύµητων παρεµποδιζουσών ουσιών κατά την διαδικασία 



29  αποµόνωσής τους. Εποµένως, η επιλογή της κατάλληλης τεχνικής θα πρέπει να περιορίζει τις τυχόν παρεµποδίσεις, καθώς επίσης και να είναι όσο πιο ήπια γίνεται, προκειµένου να αποφευχθούν οξειδώσεις, υποβάθµιση του προϊόντος ή άλλες πιθανές χηµικές ή βιοχηµικές αλλαγές στο αρχικό δείγµα. Θα πρέπει ακόµη, να λαµβάνεται υπόψιν ότι, τα πτητικά συστατικά ενός τροφίµου είναι πολλά και διαφέρουν ως προς τη χηµική δοµή, το µοριακό βάρος και την συγκέντρωσή τους στο εξεταζόµενο δείγµα (Morales & Tsimidou 2000; Sides et al. 2000). Ορισµένες τεχνικές παραλαβής πτητικών συστατικών από δείγµατα τροφίµων είναι: 
• Απ’ ευθείας έγχυση του δείγµατος (Direct injection) 
• Κατανοµή στην υπερκείµενη του δείγµατος αέρια φάση (Static Headspace, SHS) 
• Εκχύλιση µε διαλύτη (Solvent Extraction) 
• Απόσταξη µε υδρατµούς ή σε συνθήκες ελαττωµένης πίεση (Distillation) 
• Εκχύλιση µε ρευστό σε υπερκρίσιµη κατάσταση (Supercritical Fluid Extraction, SFE),  
• Εκχύλιση µετά από συγκράτηση σε στερεή φάση (Solid Phase Extraction, SPE) 
• Μικροεκχύλιση στερεής φάσης (Solid Phase Microextraction, SPME)  
• Θερµική εκρόφηση µετά από συγκράτηση µε προσρόφηση σε στερεή φάση (Dynamic Headspace DHS) Ωστόσο, η επιλογή της µεθόδου που εφαρµόζεται κάθε φορά εξαρτάται από τον σκοπό της µελέτης για τις ανάγκες της οποίας είναι απαραίτητη η παραλαβή των πτητικών συστατικών από τα δείγµατα του προς εξέταση τροφίµου (Morales and Tsimidou 2000; Sides, Robards, and Helliwell 2000). 4.1.1. Μικροεκχύλιση Στερεής Φάσης (Solid phase microextraction, SPME)  Η τεχνική µικροεκχύλισης στερεής φάσης (SPME) αναπτύχθηκε το 1990 από τους Pawliszyn και Arthur και επιτρέπει την επίτευξη ορίων ανίχνευσης της τάξης των 5–50ng/L(ppt) για πτητικά, ηµιπτητικά και µη πτητικά συστατικά µε καλή γραµµικότητα και ευαισθησία. Πρόκειται για µια γρήγορη, εύκολα αυτοµατοποιούµενη και οικονοµική διαχωριστική τεχνική (Pawliszyn J., 1997). Η συσκευή SPME oµοιάζει µε σύριγγα και αποτελείται από µια διάταξη η οποία συγκρατεί την ίνα, και έναν αγωγό µέσα στον οποίο αυτή προστατεύεται. Η ίνα είναι τοποθετηµένη στο εσωτερικό της βελόνας της σύριγγας και µε την βοήθεια ενός ελατηρίου, µπορεί να εξέρχεται από τον αγωγό. Η ίνα είναι κατασκευασµένη από τετηγµένο διοξείδιο του πυριτίου (SiO2) και επικαλυµµένη µε µια στατική φάση (coating) από πολυµερές υλικό (Vas and Vékey 2004). 



30   Εικόνα 10. ∆ιάταξη συσκευής – ίνας SPME (Aulakh et al. 2005)  Πρόκειται για µια διαδικασία δύο σταδίων. Στο πρώτο στάδιο πραγµατοποιείται η προσρόφηση των πτητικών συστατικών στην ίνα SPME και στο δεύτερο στάδιο, τα πτητικά συστατικά που έχουν προσροφηθεί πάνω στην ίνα, εκροφόνται από αυτήν. Πιο αναλυτικά, το δείγµα είναι τοποθετηµένο σε ένα φιαλίδιο το οποίο θερµοστατείται σε συγκεκριµένη θερµοκρασία για ορισµένο χρονικό διάστηµα. Η βελόνα της σύριγγας σε πρώτη φάση, εισάγεται µέσω ενός ελαστικού παρεµβύσµατος (septum) στο φιαλίδιο. Με την βοήθεια του εµβόλου στην συνέχεια, η ίνα εξέρχεται από την βελόνα και είναι σε θέση να προσροφήσει τα πτητικά συστατικά του δείγµατος. Σε δεύτερη φάση η ίνα επανέρχεται στην βελόνα όπου και προστατεύεται και η σύριγγα αποµακρύνεται από το φιαλίδιο. Ακολουθεί εισαγωγή της βελόνας στην διάταξη έγχυσης δείγµατος του αέριου χρωµατογράφου. Σε τελική φάση, τα προσροφόµενα στην στατική φάση της ίνας, πτητικά συστατικά εκροφόνται από αυτήν µε θερµική εκρόφηση και µεταφέρονται µε την βοήθεια του φέροντος αερίου στην τριχοειδή στήλη του αέριου χρωµατογράφου για διαχωρισµό, ταυτοποίηση και µέτρηση. Τέλος η βελόνα εξάγεται από τον εισαγωγέα δείγµατος.  Η προσρόφηση των πτητικών πάνω στην ίνα µπορεί να γίνει µε δύο τρόπους οι οποίοι διαφέρουν στην θέση τοποθέτησης της ίνας στο δείγµα. Στην µια περίπτωση η ίνα εµβαπτίζεται στο δείγµα (υδατικό διάλυµα) γεγονός που έχει ως αποτέλεσµα τα πτητικά συστατικά του να προσροφόνται στο πολυµερικό υλικό. Στην άλλη περίπτωση, είναι απαραίτητο να έχει προηγηθεί η διάχυση των πτητικών συστατικών 



31  από το δείγµα στην υπερκείµενη αέρια φάση (headspace) του φιαλιδίου, µέσα στο οποίο έχει τοποθετηθεί το προς ανάλυση δείγµα (Pawliszyn J., 1997; Pillonel et al., 2002). Η headspace εκδοχή της SPME (HS-SPME) επιλέγεται στην περίπτωση που το επιθυµητό συστατικό είναι µία πτητική ή ηµιπτητική ουσία. Με την εφαρµογή της µπορεί να επιτευχθεί αποτελεσµατικός διαχωρισµός του επιθυµητού συστατικού, όταν στο ίδιο υπόστρωµα συνυπάρχουν µη πτητικές παρεµποδίσεις, ενώ ταυτόχρονα ελαχιστοποιείται η προσρόφηση ουσιών που µπορούν να αλλοιώσουν ή να καταστρέψουν την ίνα.   Εικόνα 11. Σχηµατική αναπαράσταση προσρόφησης πτητικών συστατικών στην ίνα SPME µε εµβάπτυνση (αριστερά) και από το εσωτερικό διάκενο χώρο (headspace) (δεξιά) (Θεοδωρίδης, Γ., Γηρούση, Σ., Ζαχαριάδης, Γ., Ζώτου, Α., Σαµανίδου, 2015)  Η χρήση µικρής ποσότητας δείγµατος, το χαµηλό κόστος, ο ελάχιστος χρόνος που απαιτείται για την προσρόφησης των πτητικών, η απουσία διαλύτη και η υψηλή ευαισθησία είναι µερικά από τα πλεονεκτήµατα της τεχνικής αυτής και είναι ιδανική για χρήση σε συνδυασµό µε την τεχνική GC-MS.  4.2. Αέρια Χρωματογραφία – Φασματομετρία Μάζας ( GC – MS ) Οι χρωµατογραφικές τεχνικές χρησιµοποιούνται για τον διαχωρισµό χηµικών ουσιών. Πιο συγκεκριµένα, η αέρια χρωµατογραφία (Gas Chromatography, GC) είναι µια τεχνική διαχωρισµού των πτητικών συστατικών ενός δείγµατος. Σε αυτή, η κινητή φάση είναι ένα αδρανές αέριο, ενώ η στατική φάση µπορεί να είναι υγρή ή στερεή. Όταν αναλύονται δείγµατα τροφίµων, η στατική φάση είναι συνήθως ένα µη πτητικό υγρό που είναι καθηλωµένο σε στερεό φορέα που αποτελεί το υλικό πλήρωσης της στήλης ή στα εσωτερικά τοιχώµατα της. Απαραίτητη προϋπόθεση για την εφαρµογή της µεθόδου είναι, οι εξεταζόµενες ουσίες να είναι πτητικές ή να 



32  µετατρέπονται µε κατάλληλο τρόπο σε πτητικά παράγωγα. Ο διαχωρισµός των συστατικών βασίζεται στις διαφορές που υπάρχουν σε ορισµένες ιδιότητές τους, όπως το σηµείο ζέσεως, η πολικότητα, τα ηλεκτρικά φορτία, το µέγεθος των µορίων κ.α. Οι διαφορές αυτές διαφοροποιούν τη σχετική φυσικοχηµική συγγένεια κάθε συστατικού προς την στατική φάση της χρωµατογραφικής στήλης. Έτσι η κινητή φάση διερχόµενη µέσα από την στατική, προκαλεί διαφορετική µετατόπιση επάνω σε αυτή των συστατικών του µίγµατος, τα οποία διαχωρίζονται µεταξύ τους και εξέρχονται από την στήλη σε διαφορετικές χρονικές στιγµές (Χατζηιωάννου Θ., 2010).  Οι βασικές µονάδες ενός συστήµατος αέριου χρωµατογράφου είναι: 1. η οβίδα φέροντος αερίου (κινητή φάση), ο ρυθµιστής πίεσης και το µανόµετρο  2. το σύστηµα εισαγωγής δείγµατος 3. ένας θερµοστατούµενος κλίβανος ο οποίος περιλαµβάνει την χρωµατογραφική στήλη 4. ο ανιχνευτής και ο ενισχυτής σήµατος 5. ο καταγραφέας ή ηλεκτρονικός υπολογιστής  Το φέρον αέριο αποτελεί την κινητή φάση και πρέπει να είναι χηµικώς αδρανές έναντι του υλικού κατασκευής του αεριοχρωµατογράφου, του πληρωτικού υλικού της στήλης και των προς διαχωρισµό ουσιών. Χρησιµοποιούνται κυρίως ήλιο He, άζωτο Ν2 και αργό Ar. Η επιλογή του γίνεται κυρίως µε βάση τον τύπο του χρησιµοποιούµενου ανιχνευτή. Ο ρυθµιστής ρυθµίζει την πίεση από 100-200 atm που επικρατούν στη φιάλη σε 1-3 atm που επικρατούν στην είσοδο της στήλης. Το δείγµα εισάγεται µε µικροσύριγγα στην αρχή της στήλης, µέσα από κατάλληλο στόµιο εισαγωγής που φράσσεται µε παχύ διάφραγµα από θερµοανθεκτικό ελαστικό (septum) το οποίο δρα σαν βαλβίδα που επιτρέπει την είσοδο του δείγµατος, όχι όµως την έξοδο αυτού και του φέροντος αερίου. Ο εισαγωγέας µπορεί να βρίσκεται σε λειτουργία µη διαµοιρασµού - splitless (όλο το δείγµα που εισάγεται µε την ένεση εισέρχεται στη  στήλη διαχωρισµού) ή διαµοιρασµού - split (µέρος του δείγµατος εισέρχεται στη στήλη διαχωρισµού, ενώ το υπόλοιπο αποβάλλεται στο περιβάλλον από την βαλβίδα split). Στη λειτουργία split, το ποσοστό διαχωρισµού του δείγµατος περιγράφεται µε τον όρο λόγος διαµοιρασµού (split ratio), που είναι ο λόγος της ροής του φέροντος αερίου προς τη ροή του αερίου από την έξοδο split. Η στήλη είναι µέσα στον θερµοστατούµενο κλίβανο, όπου η θερµοκρασία της µπορεί να µεταβάλλεται κατά τη διάρκεια της ανάλυσης µε συγκεκριµένο πρόγραµµα.  Το δείγµα εξατµίζεται και εγχέεται στην κορυφή της χρωµατογραφικής στήλης. Τα διαχωριζόµενα συστατικά, εξέρχονται από την στήλη σε διαφορετικές χρονικές στιγµές και µε την βοήθεια του φέροντος αερίου διέρχονται από τον ανιχνευτή. Ο ανιχνευτής  συνδέεται µε καταγραφικό, όπου οι πληροφορίες που λαµβάνονται καταγράφονται σε µορφή φάσµατος. Ο χρόνος ο οποίος µεσολαβεί από τη στιγµή της έγχυσης του δείγµατος µέχρι τη στιγµή που η ουσία φτάνει στον ανιχνευτή (εµφανιστεί δηλαδή η κορυφή στο χρωµατογράφηµα) ονοµάζεται χρόνος 



33  κατακράτησης και συµβολίζεται µε tR. Η ερµηνεία του φάσµατος στηρίζεται στην σύγκριση του χρόνου κατακράτησης της άγνωστης ουσίας µε τον αντίστοιχο συγκεκριµένης πρότυπης ουσίας. Ωστόσο, από µόνος του ο χρόνος κατακράτησης δεν µπορεί να ταυτοποιήσει ένα συστατικό. Για τον λόγο αυτό χρησιµοποιείται ως ανιχνευτής, το Φασµατόµετρο Μαζών (Skoog A. et al., 2005; Feng et al., 2019). Ο συνδυασµός της αέριας χρωµατογραφίας µε την φασµατοµετρία µαζών αποτελεί µια πολύ αποτελεσµατική αναλυτική τεχνική ταυτοποίησης πολύπλοκων δειγµάτων. Χρησιµοποιείται ευρέως στην ανάλυση δειγµάτων τροφίµων και χαρακτηρίζεται από αυξηµένη ευαισθησία, υψηλή εξειδίκευση και ταχύτητα.  Εικόνα 12. Σχηµατική απεικόνιση των βασικών µονάδων ενός συστήµατος αέριου χρωµατογράφου (Wu et al. 2012)  Τα συστατικά του δείγµατος που έχουν διαχωριστεί, βγαίνοντας από τον αέριο χρωµατογράφο, εισέρχονται όντας σε αέρια κατάσταση στο φασµατόµετρο µαζών. Στο θάλαµο ιονισµού του φασµατόµετρου µαζών, τα µόρια των συστατικών του δείγµατος µετατρέπονται σε ιόντα µε µικρότερη µάζα. Συχνά ο ιοντισµός αυτός, γίνεται µε βοµβαρδισµό των αέριων µορίων της ένωσης µε δέσµη ηλεκτρονίων (Electron Ionization EI) µεγάλης κινητικής ενέργειας συνήθως 70eV. Κατά την πορεία τους τα ηλεκτρόνια συγκρούονται µε µερικά από τα µόρια της ένωσης οπότε αυτά διασπώνται και παράγονται θετικά µοριακά ιόντα µε µικρότερη µάζα. Όλα τα παραγόµενα ιόντα έχουν τυχαίες κατευθύνσεις, το ισχυρό όµως ηλεκτρικό πεδίο προκαλεί σύγκλιση των ιόντων σε µια λεπτή ταινιωτή δέσµη. Η δέσµη διέρχεται µέσω ηλεκτρικού ή µαγνητικού πεδίου, οπότε το κάθε ιόν, ανάλογα µε τον λόγο µάζα/ηλεκτρικό φορτίο (m/z), αποκλίνει από την αρχική κατεύθυνση. Με κατάλληλο ανιχνευτή µπορεί να µετρηθεί το ηλεκτρικό ρεύµα, που παρέχουν τα ιόντα µε διαφορετικό λόγο m/z. Το διάγραµµα που θα προκύψει από την ένταση του 



34  µετρούµενου ρεύµατος συναρτήσει του λόγου m/z αποτελεί το φάσµα µαζών (Feng et al., 2019; Χατζηιωάννου Θ., 2010) 4.3. Ηλεκτρονική μύτη (e-nose)  Από πρακτικής άποψης, στις καθηµερινές εφαρµογές είναι αρκετά χρονοβόρο και επίπονο να χρησιµοποιείται η αέρια χρωµατογραφία για τον προσδιορισµό ενός σύνθετου δείγµατος πτητικών ενώσεων. Μια αρκετά ενδιαφέρουσα εναλλακτική είναι η χρήση ενός αυτοµατοποιηµένου συστήµατος όπως η ηλεκτρονική µύτη, το οποίο όχι µόνο µιµείται την ανθρώπινη όσφρηση αλλά είναι επίσης ικανό να ταυτοποιεί και να ταξινοµεί τις πτητικές ενώσεις (Srivastava, Mishra, and Mishra 2019). Η πρώτη καταγεγραµµένη επιστηµονική προσπάθεια για χρήση ηλεκτρονικών αισθητήρων πραγµατοποιήθηκε από τους Persaud και Dodd το 1982. Αυτοί έφτιαξαν µία συσκευή η οποία αποτελούνταν από µία σειρά τριών αισθητήρων αερίου που χρησιµοποιούνταν για τη διάκριση είκοσι διαφορετικών ουσιών (Persaud and Dodd 1982). Η εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης η οποία συχνά αναφέρεται και ως τεχνητή όσφρηση έχει τεράστια αναδυόµενη σηµασία τα τελευταία χρόνια. Πρόκειται για ένα σύγχρονο αναλυτικό εργαλείο το οποίο µιµείται το οσφραντικό σύστηµα της ανθρώπινης µύτης (Smolander 2003). Το όργανο αποτελείται από µια συστοιχία αισθητήρων, µια µονάδα συλλογής σήµατος και ένα λογισµικό ανάλυσης δεδοµένων, το οποίο αναλύει το σήµα µε στατιστικές µεθόδους αναγνώρισης προτύπων, όπως Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, PCA), ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση (Discriminant Factorial Analysis, DFA) και Ανάλυση Συστάδων (Cluster Analysis), καθώς επίσης και Τεχνητά Νευρωνικά ∆ίκτυα (Artificial Neural Networks), Μηχανές Υποστήριξης ∆ιανυσµάτων (Support Vector Machines), Τυχαία ∆άση (Random Forest) (Guerrero et al., 2006;Peris & Escuder-Gilabert, 2009;Tian et al., 2013). Το δείγµα θερµοστατείται σε ειδικό σφραγισµένο φιαλίδιο για ορισµένο χρονικό διάστηµα ώστε τα πτητικά συστατικά του να διαχυθούν στο  διάκενο χώρο (headspace). Τα πτητικά λαµβάνονται από την υπερκείµενη αέρια φάση µε ειδική σύριγγα και εισάγονται στην ηλεκτρονική µύτη. Η ανταπόκριση των αισθητήρων στις πτητικές ενώσεις ενός δείγµατος µεταφράζεται ως αλλαγή στις ηλεκτρικές τους ιδιότητες, µε αποτέλεσµα να παράγεται ένα σήµα από κάθε αισθητήρα. Το συνδυασµένο µοτίβο αυτών των αλλαγών-σηµάτων από όλους τους αισθητήρες σχηµατίζει ένα πτητικό «δακτυλικό αποτύπωµα» για το δείγµα. Η ηλεκτρονική µύτη απαιτεί «εκπαίδευση» µε πρότυπα δείγµατα  για την αξιολόγηση των αποτελεσµάτων (Creed 2010). ∆ιαφορετικές πτητικές ενώσεις προκαλούν διαφορετικές αποκρίσεις στους αισθητήρες και συνεπώς διαφορετικά µοτίβα. Ο υπολογιστής αξιολογεί το µοτίβο σήµατος και µπορεί να συγκρίνει τα αρώµατα διαφορετικών δειγµάτων, χρησιµοποιώντας αναγνώριση µοτίβου (Srivastava, Mishra, and Mishra 2019). Τα αποτελέσµατα είναι ποιοτικά, παρά ποσοτικά. Οι µεµονωµένες ενώσεις δεν διαχωρίζονται/ταυτοποιούνται µε την ηλεκτρονική µύτη, αλλά τα δείγµατα µπορούν να ταξινοµηθούν σε αποδεκτά ή µη αποδεκτά σύµφωνα µε το 



35  δακτυλικό αποτύπωµα των πτητικών ενώσεων και τα αποτελέσµατα που λαµβάνονται µε µια µέθοδο αναφοράς (π.χ. οργανοληπτική αξιολόγηση ή µικροβιολογική ανάλυση). Με βάση τα υπάρχοντα δεδοµένα σχετικά µε τη συσχέτιση µεταξύ των αποκρίσεων του αισθητήρα και της ποιότητας του δείγµατος, το σύστηµα µπορεί να ρυθµιστεί για να ταξινοµήσει δείγµατα άγνωστης ποιότητας (Smolander 2003). Τα δεδοµένα από την ανάλυση µε ηλεκτρονική µύτη βρέθηκαν επίσης να συσχετίζονται καλά µε κλασικές αναλυτικές τεχνικές (GC-MS) (Creed 2010). Οι αισθητήρες κατασκευάζονται από οξείδια µετάλλων ή οργανικά πολυµερή, αν και πιο πρόσφατα, έχουν χρησιµοποιηθεί ακουστικά κύµατα επιφανείας και πιεζοηλεκτρικοί κρύσταλλοι. Μπορούν να ανταποκριθούν σε πτητικές ενώσεις µε µοριακό βάρος που κυµαίνεται από 30 έως 300. Μόρια όπως αλκοόλες, κετόνες, λιπαρά οξέα και εστέρες δίνουν ισχυρή απόκριση, ενώ πλήρως οξειδωµένα µόρια, όπως CO2, NO2 και H2O έχουν χαµηλότερη απόκριση. Η διάταξη των αισθητήρων µπορεί επίσης να αναγνωρίσει µόρια που περιέχουν οµάδες θείου και αµίνης. Προβλήµατα ενδέχεται να υπάρξουν όταν αναλύονται δείγµατα µε υψηλή περιεκτικότητα σε νερό, καθώς πολλοί από τους αισθητήρες ανταποκρίνονται έντονα στο νερό, εµποδίζοντας να παρατηρηθούν τυχόν διαφορές ανάµεσα στα δείγµατα (Creed 2010; Srivastava, Mishra, and Mishra 2019) Η εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης στην ανάλυση τροφίµων είναι αρκετά διαδεδοµένη, καθώς έχει αποδειχθεί ότι ανιχνεύει πτητικά συστατικά των τροφίµων που µπορούν να χρησιµοποιηθούν για την αξιολόγηση της ποιότητάς τους (Creed 2010; Zhong 2019). Πιο συγκεκριµένα, τα τρόφιµα συχνά αποτελούν ιδανικό µέσο ανάπτυξης µικροοργανισµών. Η σύνθεση των πτητικών ενώσεων που εντοπίζονται σε ένα τρόφιµο µπορεί να αντικατοπτρίζει τη δραστικότητα και τον τύπο των µικροοργανισµών που υπάρχουν σε αυτό και µπορεί επίσης να σχετίζεται µε την ποιότητά του. Έτσι, η ηλεκτρονική µύτη φαίνεται να είναι ένα χρήσιµο µέσο για την ανίχνευση τέτοιων αλλαγών (Zhong 2019) Έχουν επίσης χρησιµοποιηθεί ευρέως στην ανάλυση του αρώµατος φρούτων όπως, πεπόνια (Benady et al. 1995), αχλάδια (Oshita et al. 2000), ροδάκινα (Molto et al. 1999), νεκταρίνια (Natale et al. 2001), µάνγκο (Li et al. 2009) και εσπεριδοειδή (Pallottino et al. 2012). Οι περισσότερες έρευνες επικεντρώθηκαν στην ταξινόµηση των ποικιλιών ή στην αξιολόγηση των αλλαγών στο αρωµατικό προφίλ κατά την ωρίµανση, καθώς το άρωµα είναι ένας σηµαντικός δείκτης ωριµότητας που σχετίζεται µε την αποδοχή του προϊόντος από τους καταναλωτές (Nicolaï et al. 2009). Αρκετές έρευνες έχουν γίνει επίσης για την ανάλυση των πτητικών µε την µέθοδο αυτή σε λάδι (Hai and Wang 2006), γάλα (Labreche et al. 2005), σιτάρι (Evans et al. 2000) και ρύζι (Srivastava, Mishra, and Mishra 2019). Σε σύγκριση µε τις συµβατικές µεθόδους ανάλυσης (headspace GC), η ηλεκτρονική µύτη είναι πολύ πιο ασφαλής, οικονοµικά αποδοτική, γρήγορη, µη καταστρεπτική και θα µπορούσε να αυτοµατοποιηθεί εύκολα (Peris and Escuder-Gilabert 2009). Όλα τα παραπάνω χαρακτηριστικά καθιστούν την ηλεκτρονική µύτη 



36  ιδανική για χρήση στον έλεγχο ρουτίνας των τροφίµων (Srivastava, Mishra, and Mishra 2019).  Εικόνα 13. Σύστηµα ηλεκτρονικής µύτης Alpha M.O.S. (Alpha MOS - HVDLifesciences.com)  5. ΜΕΘΟΔΟΙ ΣΤΑΤΙΣΤΙΚΗΣ ΕΠΕΞΕΡΓΑΣΙΑΣ ΔΕΔΟΜΕΝΩΝ 5.1. Χημειομετρία Η χηµειοµετρία είναι ένας αναπτυσσόµενος επιστηµονικός κλάδος µε την βοήθεια του οποίου γίνεται εφικτό να αντλήσουµε πληροφορίες από τα δεδοµένα διαφόρων χηµικών συστηµάτων. Η ανάλυση και η ερµηνεία µεταβολικών δεδοµένων για περισσότερα από πενήντα δείγµατα, µε δεκάδες χαρακτηριστικά (κορυφές, µεταβολίτες, συγκεντρώσεις) είναι αρκετά περίπλοκη. Ως εκ τούτου, είναι απαραίτητη η µείωση του αριθµού των µεταβλητών. Για τον λόγο αυτό, προκειµένου να πραγµατοποιηθεί µια τέτοια ανάλυση δεδοµένων, χρησιµοποιούνται στατιστικές µέθοδοι και τεχνικές που χρησιµοποιούν ταυτόχρονα ανάλυση µιας ή περισσοτέρων εξαρτηµένων µεταβλητών έναντι δύο ή περισσοτέρων ανεξάρτητων µεταβλητών. Αυτές οι µέθοδοι επεξεργασίας πολυδιάστατων δεδοµένων είναι γνωστές ως πολυµεταβλητές στατιστικές αναλύσεις και επιτρέπουν τον προσδιορισµό σηµαντικών διαφορών µεταξύ των δειγµάτων, την ανάλυση και τον χαρακτηρισµό 



37  αγνώστων δειγµάτων αλλά και την ποσοτικοποίηση της συγκέντρωσης µιας ουσίας σε ένα άγνωστο δείγµα (Putnik et al. 2019). ∆ύο είναι οι κατηγορίες των στατιστικών µεθόδων που χρησιµοποιούνται στην χηµειοµετρία: οι επιβλεπόµενες (supervised) και οι µη επιβλεπόµενες (unsupervised). Οι µη επιβλεπόµενες µέθοδοι χρησιµεύουν στην ανάλυση της συνολικής δοµής ενός συνόλου δεδοµένων, οµαδοποιώντας τα ανάλογα µε τα κοινά τους χαρακτηριστικά. Οι επιβλεπόµενες τεχνικές, χρησιµεύουν για τον ακριβή προσδιορισµό και την ποσοτικοποίηση µιας συγκεκριµένης οµάδας µεταβολιτών-ενώσεων. Συσχετίζουν γνωστές δοµές δεδοµένων µε πρότυπα και κανόνες προκειµένου να γίνει εφικτή η πρόβλεψη νέων δεδοµένων (Cao et al. 2019; Srivastava et al. 2019).  5.1.1. Ανάλυση Κύριων Συνιστωσών (Principal Components Analysis, PCA) Πρόκειται για µια µη επιβλεπόµενη µέθοδο οµαδοποίησης των αποτελεσµάτων. Πιο συγκεκριµένα, µε την PCA δίνεται η δυνατότητα οπτικοποίησης των δεδοµένων από τον πολυδιάστατο στο τρισδιάστατο χώρο. Σκοπός είναι να γίνουν τα αποτελέσµατα πιο κατανοητά δηµιουργώντας νέες µεταβλητές, µη συσχετιζόµενες, τις λεγόµενες κύριες συνιστώσες (PC). Προκειµένου να επιτευχθεί αυτό, χρησιµοποιούνται γραµµικοί συνδυασµοί των µεταβολιτών που εντοπίστηκαν και ταυτόχρονα γίνεται µεγιστοποίηση της διακύµανσης του δείγµατος. Στοχεύει στο να εξηγήσει µε τον καλύτερο τρόπο την διακύµανση των αρχικών δεδοµένων (Χ), χωρίς να λαµβάνεται υπόψη η κατηγορία στην οποία ανήκουν (Υ) (Bijlsma et al. 2006). Η πρώτη κύρια συνιστώσα περιγράφει τη µέγιστη διαφοροποίηση µεταξύ των δειγµάτων. Η δεύτερη συνιστώσα εξηγεί µε τη σειρά της τη δεύτερη µεγαλύτερη διακύµανση, αυτή δηλαδή που δεν µπορεί να εξηγήσει η πρώτη συνιστώσα, και η διαδικασία επαναλαµβάνεται µε τις υπόλοιπες συνιστώσες (Dudzik et al. 2017). 5.1.2. Διακριτική Ανάλυση Μερικών Ελαχίστων Τετραγώνων (Partial Least Squares regression-Discriminant Analysis, PLS- DA) και OPLS-DA Η PLS-DA είναι µια επιβλεπόµενη µέθοδος οµαδοποίησης των αποτελεσµάτων. Σύµφωνα µε αυτή τη µέθοδο, χρησιµοποιούνται προηγούµενες γνώσεις-δεδοµένα σχετικά µε τις κατηγορίες (Y) κατά την ταξινόµηση. Στη συνέχεια προβάλλει τις µεταβλητές (X) σε ένα χώρο λίγων διαστάσεων που µεγιστοποιεί τον διαχωρισµό µεταξύ των διαφόρων οµάδων δεδοµένων στις πρώτες διαστάσεις. Αυτές οι επονοµαζόµενες λανθάνουσες µεταβλητές κατατάσσονται µε βάση το πόσο καλά εξηγούν τη διακύµανση του Y. Χρησιµεύει στις περιπτώσεις όπου ο όγκος των ανεξάρτητων µεταβλητών που πρέπει να αναλυθούν είναι αρκετά µεγάλος (Dudzik et al. 2017; Srivastava et al. 2019). Το OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Squares), όπως το PLS-DA, είναι ένα επίσης ισχυρό εργαλείο που χρησιµοποιείται για τη µείωση των διαστάσεων και την αναγνώριση χαρακτηριστικών που οδηγούν στο διαχωρισµό των δεδοµένων σε οµάδες. Είναι και αυτή µια επιβλεπόµενη µέθοδος µοντελοποίησης και µπορεί να χρησιµοποιηθεί αντί για το PLS-DA λόγω των καλύτερων δυνατοτήτων που έχει στη διάκριση µεταξύ παραλλαγών σε ένα σύνολο δεδοµένων που είτε σχετίζονται είτε όχι µε την πρόβλεψη οµάδων. Υπό αυτήν την 



38  έννοια, µε τη χρήση του OPLS-DA τείνουν να προκύπτουν µοντέλα που είναι λιγότερο περίπλοκα και πιο διορατικά από αυτά του PLS-DA. Ωστόσο, τόσο το OPLS-DA όσο και το PLS-DA είναι εξίσου επιρρεπή στη δηµιουργία µοντέλων που υπερβαίνουν τα δεδοµένα, εποµένως απαιτούν διασταυρούµενη επικύρωση για να διασφαλιστεί η αξιοπιστία του µοντέλου (Worley & Powers 2013, 2016). 5.1.3. Διακριτική Παραγοντική Ανάλυση (Discriminant Factor Analysis, DFA) Η ∆ιακριτική παραγοντική ανάλυση (DFA) είναι µια ακόµη επιβλεπόµενη µέθοδος, η οποία, όπως και η PLS-DA, διερευνά την πιθανότητα ταξινόµησής αγνώστων δειγµάτων σε µια συγκεκριµένη οµάδα. Ως αποτέλεσµα, παρουσιάζει πόσο καλά διαφέρουν οι οµάδες µεταξύ τους (Srivastava et al. 2019).               



39  B. ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΜΕΛΕΤΗΣ Το άρωµα της επιτραπέζιας ελιάς παίζει σπουδαίο ρόλο στην ποιότητα και την αποδοχή της από τους καταναλωτές. Ως προϊόν ζύµωσης, οι ελιές χαρακτηρίζονται από µεγάλη ποικιλία πτητικών ουσιών οι οποίες συµβάλλουν στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του τελικού προϊόντος. Ωστόσο, οι διαθέσιµες από τη βιβλιογραφία πληροφορίες για τα πτητικά συστατικά που συνεισφέρουν στο άρωµα της βρώσιµης ελιάς Ισπανικού τύπου είναι περιορισµένες. Συνεπώς, η καταγραφή του πτητικού προφίλ, σε ελιές Ισπανικού τύπου ζύµωσης, είναι εύλογα ένα αρκετά ενδιαφέρον επιστηµονικό αντικείµενο έρευνας. Για το λόγο αυτό, στην παρούσα µελέτη, καταγράφηκε η µεταβολή του πτητικού αποτυπώµατος δύο ποικιλιών πράσινης ελιάς Ισπανικού τύπου, «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική», κατά την διάρκεια της αποθήκευσής τους για διάστηµα 12 µηνών σε πλαστικές συσκευασίες τροποποιηµένης ατµόσφαιρας. Η εξέταση του κλάσµατος των πτητικών συστατικών, πραγµατοποιήθηκε µε εφαρµογή της τεχνικής SPME-GCMS αλλά και µε την χρήση της ηλεκτρονικής µύτης Alpha M.O.S. Ταυτόχρονα, έγινε έλεγχος για την πιθανότητα  διαφοροποίησης των δύο ποικιλιών ανάλογα µε το πτητικό προφίλ τους. Τέλος, εξερευνήθηκε η επίδραση της χρήσης διαφορετικών πλαστικών µέσων συσκευασίας στην παραγωγή των πτητικών συστατικών.         



40  Γ. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 1. Δείγματα – Πειραματικός σχεδιασμός Στην παρούσα πτυχιακή µελέτη, χρησιµοποιήθηκαν δείγµατα επιτραπέζιας πράσινης ελιάς δύο διαφορετικών ποικιλιών, «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική». Η επεξεργασία τους είχε πραγµατοποιηθεί µε την Ισπανική µέθοδο και είχαν εκπυρηνωθεί. Επιπλέον, µετά το πέρας της ζύµωσής τους, οι ελιές συσκευάστηκαν σε δυο διαφορετικούς τύπους πλαστικής συσκευασίας µε διαφορετικά πολυστρωµατικά φιλµ, στα οποία εγχύθηκε αέριο µίγµα για την δηµιουργία της επιθυµητής τροποποιηµένης ατµόσφαιρας συντήρησης, η οποία ήταν 70% άζωτο (N2) και 30% διοξείδιο του άνθρακα (CO2). Τα δείγµατα συντηρούνταν σε θερµοκρασία δωµατίου για δώδεκα µήνες. Κατά την διάρκεια της συντήρησης ελήφθησαν δείγµατα σύµφωνα µε τον Πίνακα 2. Για κάθε ποικιλία και συσκευασία, το πείραµα της συντήρησης επαναλήφθηκε δύο φορές. Εποµένως, συλλέχθηκαν συνολικά 24 δείγµατα ανά ζεύγος ποικιλία - συσκευασία καθώς και το σηµείο 0 που αντιστοιχούσε στην ηµεροµηνία συσκευασίας. Πίνακας 2. Σηµεία δειγµατοληψίας ελιάς από τις διαφορετικές ποικιλίες και συσκευασίες κατά την διάρκεια της συντήρησης των 12 µηνών Ποικιλία-Συσκευασία/Μήνες συντήρησης Κονσερβολιά Χαλκιδική Συσκευασία 1 Συσκευασία 2 Συσκευασία 1 Συσκευασία 2 Σηµείο 0 0 0 0 0 Σηµείο 1 1 1 1 1 Σηµείο 2 2 2 2 2 Σηµείο 3 3 3 3 3 Σηµείο 4 4 4 4 4 Σηµείο 5 5 5 5 5 Σηµείο 6 6 6 6 6 Σηµείο 7 7 7 7 7 Σηµείο 8 8 8 8 8 Σηµείο 9 9 9 9 9 Σηµείο 10 10 10 10 10 Σηµείο 11 12 12 12 12  Τα δείγµατα επιτραπέζιας ελιάς που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη χορηγήθηκαν από το εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας τροφίµων στο οποίο πραγµατοποιήθηκε και η συντήρησή τους. Επίσης εκεί έγιναν οι µικροβιολογικές αναλύσεις για τον προσδιορισµό του πληθυσµού των οξυγαλακτικών βακτηρίων και των ζυµών, καθώς και η ανάλυση µε την ηλεκτρονική µύτη Alpha M.O.S. 



41  2. Όργανα – Υλικά 2.1.  Υλικά και σκεύη Τα διαλύµατα, οι ουσίες και τα σκεύη που χρησιµοποιήθηκαν κατά την πειραµατική πορεία ήταν τα εξής: 
• Υγρό άζωτο  
• Υδατικό διάλυµα 1,4-διοξανίου συγκέντρωσης 1000 mg/mL ως εσωτερικό πρότυπο σε κάθε χρωµατογραφική ανάλυση  
• Γυάλινα φιαλίδια όγκου 20 mL µε βιδωτά πώµατα που φέρουν PTFE/Silicone παρέµβυσµα,  
• SPME ίνα (Carboxen/DVB/PDMS, 50/30 µm, Agilent Technologies)  
• Συσκευή SPME, Fiber assembly holder, (Agilent Technologies) 
• Σύριγγα εκρόφησης e-nose 
• Θερµόµετρο                       Εικόνα 15.Ίνα SPME (Agilent Technologies)  2.2. Συσκευές – Όργανα Οι συσκευές και τα όργανα που χρησιµοποιήθηκαν στο πείραµα ήταν τα εξής: 
• Αναλυτικός ηλεκτρονικός ζυγός µε ακρίβεια ζύγισης τεσσάρων δεκαδικών ψηφίων   Εικόνα 14. Γυάλινα φιαλίδια όγκου 20 mL µε πώµατα που εφαρµόζονται µε ειδικό πιεστήριο (αριστερά), µε βιδωτό πώµα φέρουν παρέµβυσµα από PTFE/Silicone (δεξιά)   



42  • Ηλεκτρική θερµαντική εστία  
• Αέριος χρωµατογράφος-Φασµατόµετρο Μαζών GCMS QP2010 Ultra (Shimadzu) 
• Συσκευή ηλεκτρονική µύτης (E-nose), Alpha Soft Fox 2.0, (Alpha M.O.S, France)   Εικόνα 16. Αέριος χρωµατογράφος-Φασµατόµετρο Μαζών GC-MS (Shimadzu)  2.4. Τριχοειδής στήλη Η τριχοειδής στήλη που χρησιµοποιήθηκε στον αέριο χρωµατογράφο ήταν  DB-WAX µε πολική στατική φάση (cross-linked/surface bonded 100% polyethylene glycol PEG), µήκους 30 m, εσωτερικής διαµέτρου 0,25 mm και πάχος υµενίου στατικής φάσης 0,25 um (Agilent Technologies).   



43  3. Μέθοδοι – Πειραματική πορεία  3.1. Προετοιμασία δειγμάτων Όλα τα δείγµατα διατηρούνταν στην κατάψυξη µέχρι την στιγµή της προετοιµασίας τους. Η συσκευασία κάθε δείγµατος περιλάµβανε ελιές χωρίς κουκούτσι που ζύγιζαν περίπου 5-10 g. Όλη η ποσότητα των ελιών από κάθε συσκευασία αλέστηκε µε σκοπό να µετατραπεί σε σκόνης ελιάς. Η διαδικασία αυτή είχε ως εξής: Αρχικά όλη η ποσότητα των ελιών της εκάστοτε συσκευασίας µεταφερόταν σε ειδικό δοχείο γεµάτο µε υγρό άζωτο, προκειµένου οι ελιές να παγώσουν και να είναι ευκολότερη η άλεση τους. Στην συνέχεια οι παγωµένες ελιές µεταφέρονταν σε συσκευή άλεσης και µετατρέπονταν σε σκόνη. Τα δείγµατα ελιών σε σκόνη αποθηκεύονταν στην κατάψυξη µέχρι την στιγµή της περαιτέρω ανάλυσής τους.  3.2. Απομόνωση και προσδιορισμός πτητικών συστατικών 3.2.1. Διαδικασία εκχύλισης των πτητικών συστατικών των δειγμάτων με SPME Για την αποµόνωση των πτητικών συστατικών από τα δείγµατα ελιάς σε σκόνη, µε την χρήση SPME χρησιµοποιήθηκε ίνα SPME (Agilent Technologies). Αρχικά ζυγίζονται 0,5 g από το εκάστοτε δείγµα, σε φιαλίδιο των 20 ml µε βιδωτό πώµα που φέρει PTFE/Silicone παρέµβυσµα. Στη συνέχεια προστίθενται 1 µl εσωτερικού προτύπου 1,4-διοξάνιο µε την βοήθεια αυτόµατης πιπέτας. Μετά, το δείγµα θερµαίνεται στο θερµοστατούµενο υδρόλουτρο στους 40℃ για 15 λεπτά για εξισορρόπηση των φάσεων. Ύστερα από το πέρας αυτού του χρονικού διαστήµατος, η ίνα SPME εισάγεται στο φιαλίδιο µε το δείγµα για 30 επιπλέον λεπτά για την πραγµατοποίηση της εκχύλισης των πτητικών συστατικών. Όταν η ίνα έχει προσροφήσει τα πτητικά συστατικά αποµακρύνεται από το φιαλίδιο και εισάγεται στο σύστηµα GC-MS για ανάλυση. 3.2.2. Αέρια Χρωματογραφία-Φασματομετρία Μαζών (GC-MS) Ο προσδιορισµός των πτητικών συστατικών πραγµατοποιήθηκε σε σύστηµα αέριας χρωµατογραφίας-φασµατοµετρίας µαζών Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra. Τα πτητικά συστατικά εκφροφήθηκαν στον εισαγωγέα του αέριου χρωµατογράφου σε λειτουργία µη διαµοιρασµού (splitless) για 5 min. Η θερµοκρασία του εισαγωγέα διατηρήθηκε στους 240oC. Ως φέρον αέριο χρησιµοποιήθηκε Ήλιο µε σταθερή γραµµική ταχύτητα (36 cm/s). Ο διαχωρισµός των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε σε τριχοειδή στήλη DB-WAX (30 m Χ 0,25 mm, d.f. 0,25 µm). Το θερµοκρασιακό πρόγραµµα παρουσιάζεται στον Πίνακα 2.   



44  Πίνακας 3. Θερµοκρασιακό πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε για τον χρωµατογραφικό διαχωρισµό των πτητικών συστατικών των επιτραπέζιων ελιών  Ρυθµός ανόδου (oC /min) Τελική Θερµοκρασία (οC) Χρόνος Παραµονής (min) 0 - 40.0 5.00 1 5.00 180.0 0.00 2 30.00 240.0 5.00  Η θερµοκρασία της πηγής ιόντων και του συστήµατος σύζευξης (interface) ήταν 230 και 240ο C αντίστοιχα. Ο τρόπος λειτουργίας του φασµατόµετρου µαζών ήταν ιοντισµός πρόσκρουσης ηλεκτρονίων (electron ionization EI), µε την ενέργεια ορισµένη στα 70 eV και εύρος σάρωσης µαζών 40-300 m/z. Το λογισµικό καταγραφής και επεξεργασίας των δεδοµένων ήταν το GCMS Solution Version 4.30 (Shimadzu). Η αποσυνέλιξη των φασµάτων και η ταυτοποίηση των ενώσεων πραγµατοποιήθηκε µε το λογισµικό AMDIS (ver. 2.72, NIST) συγκρίνοντας τους δείκτες κατακράτησης και δεδοµένα φασµατοµετρίας µαζών από τις βιβλιοθήκες NIST14 και FFNSC2 (Shimadzu). Για τη σύγκριση των ποσοτήτων των ουσιών χρησιµοποιήθηκε ο λόγος των εµβαδών των κορυφών. 3.2.3. Στατιστική επεξεργασία Η στατιστική επεξεργασία των δεδοµένων που προέκυψαν από την ανάλυση, πραγµατοποιήθηκε στην ηλεκτρονική πλατφόρµα MetaboAnalyst 5.0 και περιγράφεται αναλυτικά στο επόµενο κεφάλαιο (Chong et al., 2018; Xia & Wishart, 2016; Xia et al., 2015).  3.3. Ανάλυση με την ηλεκτρονική μύτη Alpha M.O.S. (E-nose)  3.3.1. Λήψη των πτητικών από headspace Αρχικά ζυγίζονται 0,5 g από το εκάστοτε δείγµα επιτραπέζιας ελιάς, σε φιαλίδιο των 20 mL µε πώµα που φέρει PTFE/Silicone septa. Στη συνέχεια, το φιαλίδιο µε το δείγµα θερµοστατείται σε θερµοκρασία 60 °C για 30 λεπτά, προκειµένου να γίνει εξισορρόπηση των φάσεων και τα πτητικά συστατικά να κατανεµηθούν στον αέριο χώρο πάνω από το δείγµα (headspace). Μετά το πέρας αυτού του χρονικού διαστήµατος, µε τη βοήθεια κατάλληλης σύριγγας παραλαµβάνονται 0,5 mL από τον αέριο χώρο του φιαλιδίου, τα οποία εισάγονται απευθείας στην συσκευή ηλεκτρονικής µύτης για να πραγµατοποιηθεί η ανάλυση. 3.3.2. Ανάλυση με e-nose Το σύστηµα ηλεκτρονικής µύτης που χρησιµοποιήθηκε, αποτελείται από µια συστοιχία αισθητήρων, τον εισαγωγέα δείγµατος και ένα λογισµικό ανάλυσης δεδοµένων. Η συστοιχία των αισθητήρων αποτελείται από 18 µεταλλικούς 



45  αισθητήρες οι οποίοι χαρακτηρίζονται ως τύπου L (LY2/LG, LY2/G, LY2/AA, LY2/GH, LY2/gCTI, LY2/gCT), τύπου P (P10/1, P10/2, P40/1, P30/1, P30/2, P40/2, PA2) και τύπου T (T30/1, T70/2, T40/2, T40/1, TA/2). Κάθε αισθητήρας είναι ευαίσθητος στην προσρόφηση διαφορετικών πτητικών συστατικών. Οι αισθητήρες αυτοί µεταφράζουν τα δεδοµένα σε µορφή Ri, το οποίο είναι η αναλογία της αντίστασης G (όταν oι αισθητήρες έχουν προσροφήσει πτητικά συστατικά από το δείγµα) προς την αντίσταση G0 (όταν οι αισθητήρες έρχονται σε επαφή µε τον  αέρα [zero gas]). Τα προσροφηµένα πτητικά συστατικά εισάγονται µε την σύριγγα µέσα στον εισαγωγέα της ηλεκτρονικής µύτης. Η ροή του φέροντος αερίου (αέρας), ρυθµίστηκε σε 150 mL/λεπτό, ενώ ο όγκος εγχύσεως του δείγµατος σε 500 µL/s. Ο χρόνος ανάλυσης (acquisition time) ρυθµίστηκε σε 120 s, ακολουθούµενη από µια περίοδο ανάκτησης (1080s) έτσι ώστε οι αισθητήρες να επιστρέψουν στην γραµµή της βάσης ξανά (base line). Το λογισµικό διαβάζει την αντίσταση των αισθητήρων κάθε 1 s (acquisition period). Η απόκριση των αισθητήρων υπολογίστηκε ως αλλαγή στην αντίσταση (∆R / R0). Το λογισµικό Alpha Soft V14 χρησιµοποιήθηκε για την ανάκτηση και ανάλυση των δεδοµένων. 3.3.3. Πολυπαραγοντική στατιστική ανάλυση (Multivariate statistical analysis) Η ανάλυση και η ερµηνεία δεδοµένων για περισσότερα από πενήντα δείγµατα µε αρκετές σειρές αισθητήρων είναι αρκετά περίπλοκη. Ως εκ τούτου, είναι απαραίτητη η µείωση του αριθµού των µεταβλητών. Η µείωση της διάστασης των δεδοµένων (dimensionality reduction) καθιστά δυνατή την επεξεργασία και παρουσίαση των αποκρίσεων των 18 αισθητήρων σε δύο ή τρεις διαστάσεις για ένα µεγάλο σύνολο δειγµάτων. Αυτή η µέθοδος επεξεργασίας πολυδιάστατων δεδοµένων είναι όπως προαναφέρθηκε, γνωστή ως πολυµεταβλητή στατιστική ανάλυση και επιτρέπει τον προσδιορισµό σηµαντικών διαφορών µεταξύ των δειγµάτων, την ανάλυση και τον χαρακτηρισµό αγνώστων δειγµάτων, την πρόβλεψη της έντασης των αισθητήρων, αλλά και την ποσοτικοποίηση της συγκέντρωσης µιας ουσίας σε ένα άγνωστο δείγµα. Μια από τις πιο γνωστές στατιστικές τεχνικές, η οποία χρησιµοποιήθηκε και στην παρούσα µελέτη για την επεξεργασία των δεδοµένων ύστερα από την ανάλυση µε την ηλεκτρονική µύτη, είναι η ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση (Discriminant factor analysis, DFA).     



46   ∆. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ –ΣΥΖΗΤΗΣΗ 1. Αποτελέσματα ανάλυσης GC/MS  1.1. Προ - επεξεργασία δεδομένων  Τα λογισµικά GCMS Solution (ver. 4.30; Shimadzu), AMDIS (ver. 2.72; NIST), IDAlign και NIST MS Search (ver. 2.2; NIST) χρησιµοποιήθηκαν για την διαδικασία επεξεργασίας και ταυτοποίησης των πτητικών συστατικών. Τα δεδοµένα που προέκυψαν από την ανάλυση µε GC/MS, επεξεργάστηκαν µε την χρήση του προγράµµατος AMDIS. Αρχικά, απαιτείται η  µετατροπή των αρχείων του λογισµικού Shimadzu στα αντίστοιχα (*XML) που το πρόγραµµα AMDIS µπορεί να διαχειριστεί. Ακολουθεί η επεξεργασία τους, που περιλαµβάνει την αποσυνέλιξη των φασµάτων (deconvolution). Η αποσυνέλιξη πραγµατοποιείται ώστε να διαχωριστούν ουσίες οι οποίες συνεκλούονται. Οι κορυφές των χρωµατογραφηµάτων ταυτοποιήθηκαν µε την χρήση των δεικτών κατακράτησης RI (βασιζόµενη σε οµόλογη σειρά n-αλκανίων C8-C24), σε συνδυασµό µε τον βαθµό οµοιότητας των φασµάτων µάζας πρότυπων ενώσεων και των αντίστοιχων από βιβλιοθήκες δεδοµένων φασµατοµετρίας µαζών NIST14 (NIST, USA). Από την ανωτέρω διαδικασία ανιχνεύθηκαν οι πτητικές ενώσεις, οι οποίες ταξινοµήθηκαν βάσει του RI και προέκυψε πίνακας δεδοµένων µε τα εµβαδά της κάθε ουσίας σε κάθε δείγµα. Στην συνέχεια, χρησιµοποιήθηκε το πρόγραµµα IDAlign προκειµένου να πραγµατοποιηθεί κανονικοποίηση (normalization) για την διόρθωση του σήµατος ώστε να εξαλειφθούν τυχόν σφάλµατα. Το εµβαδόν των κορυφών των ενώσεων διαιρέθηκε µε το εµβαδόν του εσωτερικού προτύπου (1,4 - διοξάνιο) και στην συνέχεια πολλαπλασιάστηκε µε την συγκέντρωση αυτού (1000mg/ml), και το αποτέλεσµα διαιρέθηκε µε την αντίστοιχη µάζα δείγµατος. Έτσι, προέκυψε ένας πίνακας πτητικών συστατικών για κάθε µία από τις δύο ποικιλίες και συσκευασίες ελιών που χρησιµοποιήθηκαν στη µελέτη.         



47  1.2. Ανάλυση των αποτελεσμάτων  Ένα τυπικό ολικό ιοντικό χρωµατογράφηµα του πτητικού προφίλ για κάθε ποικιλία παρουσιάζεται στο Γράφηµα 1.   (α)                 (β) Γράφηµα 1. Τυπικό ολικό ιοντικό χρωµατογράφηµα του πτητικού προφίλ που λήφθηκε από την ανάλυση µε SPME-GCMS για τις ποικιλίες (α) Κονσερβολιά και (β) Χαλκιδική Ογδόντα οκτώ (88) ενώσεις ταυτοποιήθηκαν, οι οποίες  περιελάµβαναν εστέρες, αλκοόλες, αλδεΰδες, κετόνες, οξέα, καθώς και τερπένια, γεγονός που επιβεβαιώνεται και από την υπάρχουσα βιβλιογραφία (Garrido Fernández et al., 2017;Sabatini & Marsilio, 2008;Sánchez Gómez et al., 2016). Παρακάτω παρατίθεται πίνακας (Πίνακας 4) µε τις ταυτοποιηµένες ουσίες και τις αντίστοιχες τιµές των δεικτών κατακράτησής τους (RI).   Πίνακας 4. Κατάλογος των ταυτοποιηµένων ουσιών, ταξινοµηµένων κατά οµάδα και οι αντίστοιχες τιµές των δεικτών κατακράτησής τους (RI).   Οµάδα Πτητική ένωση RI Οµάδα Πτητική ένωση RI ΑΛΚΑΝΙΑ Hexane 586 ΚΕΤΟΝΕΣ Acetone 808.7 Octane 791.5 2-Butanone 896.7 ΑΙΘΕΡΕΣ Benzene, 2-methoxy-4-methyl-1-(1-methylethyl)- 1591.4 5-Hepten-2-one, 6-methyl- 1334.4 Carvacrol methyl ether 1601 ΑΛ∆ΕΫ∆ΕΣ Acetaldehyde 693.7 ΤΕΡΠΕΝΙΑ β-Pinene 1092 2-Propenal 833.6 



48  b-Myrcene 1159.6 Octanal 1285 α-Terpinene 1170.3 2-Heptenal, (Z)- 1319 D-Limonene 1189.3 2-Decenal, (E)- 1642.9 β-Phellandrene 1197.3 ΟΞΕΑ Acetic acid 1445.2 Eucalyptol 1200.9 Propanoic acid 1534.4 γ-Terpinene 1238.8 Propanoic acid, 2-methyl- 1567.6 Cymene 1262.9 Butanoic acid 1627.2 Copaene 1487.2 Butanoic acid, 3-methyl- 1669.5 Camphor 1510.6 Hexanoic acid 1843.1 Linalool 1550 Octanoic acid 2063 α-Terpineol 1700 Nonanoic acid 2173.2 endo-Borneol 1702 ΕΣΤΕΡΕΣ Acetic acid, methyl ester 818.7 Thymol 2186.5 Ethyl Acetate 880.1 Carvacrol 2209 Methyl propionate 903.1 ΑΛΚΟΟΛΕΣ Ethanol 930 Propanoic acid, ethyl ester 947.3 2-Butanol, (R)- 1028.8 n-Propyl acetate 966.2 1-Propanol 1041.8 sec-Butyl acetate 981.2 1-Propanol, 2-methyl- 1095.1 Isobutyl acetate 1010.9 1-Butanol 1148 Propanoic acid, propyl ester 1042 1-Butanol, 3-methyl- 1210.3 Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 1065.2 1-Pentanol 1253.6 Acetic acid, butyl ester 1068.9 2-Heptanol 1324.3 Propanoic acid, 2-methylpropyl ester 1077.5 1-Hexanol 1356.6 1-Butanol, 3-methyl-, acetate 1120.5 3-Hexen-1-ol, (Z)- 1386.6 Propanoic acid, butyl ester 1139.4 1-Octen-3-ol 1453.2 3-Methylbutanoic acid, propyl ester 1153.7 1-Heptanol 1458.9 1-Butanol, 3-methyl-, propanoate 1187.4 2-Ethyl-1-hexanol 1493.5 Ethyl hexanoate 1233 2,3-Butanediol 1543.9 Acetic acid, hexyl ester 1271.3 1-Octanol 1561.4 3-Hexen-1-ol, acetate, (Z)- 1314.6 Terpinen-4-ol 1603.4 Propanoic acid, hexyl ester 1339 1-Nonanol 1663.8 Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 1342.3 Phenol, 2-methoxy- 1854.8 3-Hexen-1-ol, propanoate, (Z)- 1383 Benzyl alcohol 1874.3 Isopropyl lactate 1427 Phenylethyl Alcohol 1910.8 Octanoic acid, ethyl ester 1434.8 



49   Με µια πρώτη µατιά στα τυπικά  χρωµατογραφήµατα των δύο ποικιλιών, φαίνεται πως η πτητική τους σύνθεση, από ποιοτικής απόψεως, είναι σχεδόν ίδια. Υψηλές συγκεντρώσεις οξέων, εστέρων και αλκοολών παρατηρήθηκαν σε όλα τα δείγµατα που αναλύθηκαν. Πιο συγκεκριµένα, φαίνεται να εντοπίζονται υψηλά επίπεδα Οξικού οξέος, Προπανοϊκού οξέος, Οξικού προπυλίου και Προπανοϊκού προπυλίου (Acetic acid, Propanoic acid, n-Propyl acetate, Propyl propanoate) και στις δύο ποικιλίες. Επιπλέον, όλα τα δείγµατα φαίνεται να παρουσίασαν χαµηλότερες συγκεντρώσεις κετονών και αλδεϋδών.  Στο παράρτηµα Π-1, δίνεται πίνακας µε τις προαναφερθείσες πτητικές ενώσεις που ανιχνεύθηκαν στις ποικιλίες Κονσερβολιά και Χαλκιδική καθώς και οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις αυτών σε µg(ουσίας)/kg(πάστας ελιάς) ±SD ενδεικτικά για τους 0, 6 και 12 µήνες συντήρησης. Η µεταβολή των συγκεντρώσεων ορισµένων βασικών πτητικών ενώσεων (αυτές που φάνηκε να παρουσίασαν τις υψηλότερες συγκεντρώσεις σε σχέση µε τις υπόλοιπες) ως προς το χρόνο αποθήκευσης και πιο συγκεκριµένα για τους 0, 6 και 12 µήνες, παρουσιάζεται στο Γράφηµα 2. Μία τάση ήπιας αύξησης φαίνεται να παρουσιάζεται  στις συγκεντρώσεις του προπανοϊκού οξέος (Propanoic acid), του προπανοϊκού αιθυλεστέρα, του οξικού αιθυλεστέρα (Ethyl Propanoate, n-propyl acetate), του οξικού οξέος (Acetic acid), του κυµενίου και της θυµόλης (Cymene, Thymol), και στις δύο ποικιλίες επιτραπέζιας ελιάς. Η αιθανόλη, η 2-βουτανόλη και η 1-προπανόλη (Ethanol, 2-Butanol, 1-Propanol) φαίνεται να παρουσιάζουν µια τάση αύξησης έως τον έκτο µήνα ακολουθούµενη από µία τάση µείωσης σε όλα τα δείγµατα που αναλύθηκαν. Στην ποικιλία Χαλκιδική, φαίνεται να σηµειώθηκε σηµαντική τάση αύξησης µε την πάροδο του χρόνου, του οξικού προπυλεστέρα και του προπανοϊκού προπυλεστέρα (n-Propyl acetate, Propyl propanoate), ενώ στην ποικιλία Κονσερβολιά, αυτές οι ενώσεις φαίνεται να παρουσίασαν µια σηµαντική µείωτική τάση κατά τους τελευταίους έξι µήνες αποθήκευσης. p-Methylguaiacol 1953.2 Decanoic acid, ethyl ester 1640 Phenol 2002.3 Benzyl acetate 1725 Phenol, 4-methyl- 2080.3 2-Phenethyl acetate 1811 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)- 2172.8 Propanoic acid, 2-phenylethyl ester 1883.3 Phenol, 4-ethyl- 2179.4  Diallyl disulphide 1475.3 



50   (α)  (β) Γράφηµα 2.  Μεταβολή των συγκεντρώσεων ορισµένων βασικών πτητικών ενώσεων που ταυτοποιήθηκαν και στις δύο ποικιλίες, ως προς το χρόνο αποθήκευσης για τους 0, 6 και 12 µήνες, στην ποικιλία (α) Κονσερβολιά και (β) Χαλκιδική.  Κατά τη ζύµωση, οι ελιές µεταβολίζουν το πυροσταφυλικό οξύ σε άλλες ενώσεις. Πιο συγκεκριµένα, όπως προαναφέρθηκε σε προηγούµενο κεφάλαιο, στην οµοζυµωτική γαλακτική ζύµωση, το γαλακτικό οξύ είναι το κύριο τελικό προϊόν, ενώ η ετεροζυµωτική γαλακτική ζύµωση παράγει κυρίως οργανικά οξέα και αλκοόλες. Η αιθανόλη και το διοξείδιο του άνθρακα προέρχονται επίσης από την αλκοολική 0100200300400500600700800900μg(compound)/kg(olive paste) Μήνας 0Μήνας 6Μήνας 120100200300400500600700800μg(compound)/kg(olive paste) Μήνας 0Μήνας 6Μήνας 12



51  ζύµωση. Με βάση τις πτητικές ενώσεις που εντοπίστηκαν σε αυτή τη µελέτη, προτείνεται ότι όλα τα δείγµατα υποβλήθηκαν σε αλκοολική και ετεροζυµωτική γαλακτική ζύµωση, που εξηγεί την υψηλή περιεκτικότητα σε οξικό οξύ και αιθανόλη. Βακτήρια όπως το Acetobacter spp. και οι ζύµες, που απαντώνται συνήθως σε µήτρες τροφίµων, παράγουν επίσης οξικό οξύ. Το προπανοϊκό οξύ παράγεται επίσης από βακτήρια όπως το Propionibacterium spp. µέσω του µεταβολισµού τους. Η παρουσία των προαναφερθέντων βακτηρίων µπορεί επίσης να επιβεβαιωθεί από τις υψηλές ποσότητες προπανοϊκών και οξικών εστέρων (McFeeters 2004; Panagou et al. 2011). Το πτητικό προφίλ των ποικιλιών επιτραπέζιας ελιάς που προέκυψε από τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης συµφωνεί και µε ήδη υπάρχουσες δηµοσιεύσεις που έχουν να κάνουν µε την παραγωγή πτητικών ενώσεων σε διαφορετικές ποικιλίες επιτραπέζιων ελιών (Montaño et al. 2003; Panagou et al., 2006; Sabatini & Marsilio 2008; Sabatini et al., 2009; Tassou et al., 2002).   1.3. Πολυμεταβλητή στατιστική ανάλυση Τα προ-επεξεργασµένα δεδοµένα µεταφορτώθηκαν στην ηλεκτρονική πλατφόρµα MetaboAnalyst 5.0 και πριν την στατιστική ανάλυση, οι κανονικοποιηµένες τιµές των µεταβολιτών µετασχηµατίστηκαν (mean-centered). Τα δείγµατα χωρίστηκαν σε κατηγορίες, ανάλογα µε την ποικιλία και την συσκευασία.  1.3.1. Ποικιλίες Κονσερβολιά και Χαλκιδική Τα δείγµατα ελιάς που αναλύθηκαν, χωρίστηκαν ανάλογα µε την ποικιλία τους και έτσι προέκυψαν οι 2 κλάσεις του  Πίνακα 5.  Πίνακας 5. Κλάσεις δειγµάτων ελιάς των δύο ποικιλιών Κλάσεις Ποικιλία KNS Ποικιλία Κονσερβολιά HLK Ποικιλία Χαλκιδική  Τα δεδοµένα των πτητικών που ανιχνεύθηκαν, υποβλήθηκαν σε ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) και προέκυψε το Γράφηµα 3.  Οι δύο κύριες συνιστώσες που προέκυψαν από την ανάλυση στη συγκεκριµένη περίπτωση, εξηγούν την διακύµανση των αρχικών δεδοµένων κατά 45,9%. Από το παρακάτω γράφηµα, είναι εµφανές πως οι δύο κλάσεις έχουν σχηµατίσει δύο συµπαγείς διακριτές οµάδες οι οποίες απέχουν η µια από την άλλη. Πιο συγκεκριµένα η κλάση KNS που αντιστοιχεί στην ποικιλία Κονσερβολιά (πράσινη περιοχή) φαίνεται να ξεχωρίζει από την κλάση HLK που αντιστοιχεί στα δείγµατα της ποικιλίας Χαλκιδική (κόκκινη περιοχή). 



52    Γράφηµα 3. Γράφηµα των κύριων συνιστωσών PCA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς των δύο ποικιλιών.  Οι κλάσεις (KNS, HLK) των δειγµάτων περιγράφονται στον Πίνακα 5.  Οι τέσσερις πρώτες συνιστώσες από την συγκεκριµένη ανάλυση επεξηγούν το 62,7% της µεταβλητότητας, ενώ η συνιστώσα PC1 δίνει την καλύτερη οµαδοποίηση και αντιπροσωπεύει το 30,5% της µεταβλητότητας. Η απόσταση µεταξύ των δύο κλάσεων είναι ένας τρόπος αξιολόγησης της οµοιότητας µεταξύ των διαφορετικών οµάδων δειγµάτων. Εποµένως η ανάλυση PCA έδειξε ότι ο διαχωρισµός των δειγµάτων της ελιάς ήταν δυνατό να πραγµατοποιηθεί µε βάση την ποικιλία. Παρόµοια και ακόµα καλύτερα αποτελέσµατα έδωσε η ανάλυση όταν τα ίδια δεδοµένα υποβλήθηκαν σε διακριτική ανάλυση µερικών ελαχίστων τετραγώνων PLS-DA (Partial Least Squares - Discriminant Analysis). Όπως και στο PCA γράφηµα, στο Γράφηµα 4 παρατηρείται πως η κλάση των δειγµάτων  που αντιστοιχεί στα δείγµατα της ποικιλίας Κονσερβολιά (κλάση KNS/πράσινη περιοχή) διαχωρίζεται από εκείνη 



53  που αντιστοιχεί στα δείγµατα της ποικιλίας Χαλκιδική (κλάση HLK/κόκκινη περιοχή), και η διαφοροποίηση είναι ακόµα πιο ικανοποιητική καθώς φαίνεται πως τα σύνολα των δειγµάτων των δύο ποικιλιών απέχουν ακόµα περισσότερο µεταξύ τους, γεγονός που επιβεβαιώνει και πάλι πως οι δύο ποικιλίες είναι εφικτό να διαχωριστούν.   Γράφηµα 4. Γράφηµα PLS-DA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς των δύο ποικιλιών.  Οι κλάσεις (KNS, HLK) των δειγµάτων περιγράφονται στον Πίνακα 5.  Στο Γράφηµα 5 που ακολουθεί, παρουσιάζονται οι 15 πιο σηµαντικές πτητικές ενώσεις, όπως προέκυψαν µετά τον υπολογισµό των VIP Scores (Variable Importance for Prediction), αυτές δηλαδή που συνεισφέρουν σηµαντικά στο µοντέλο PLS-DA και άρα στην τυχόν διαφοροποίηση των δύο ποικιλιών ελιάς. Όπως φαίνεται στο γράφηµα, ο διαχωρισµός των δύο κλάσεων και κατ’ επέκταση των δυο ποικιλιών οφείλεται σε διαφορές στις ποσότητες  κυρίως αλκοολών, όπως 2-Βουτανόλη, R-, 2-Επτανόλη, 4-Μεθυλ-φαινόλη, 1-Επτανόλη, Φαινυλαιθυλαλκοόλη, Φαινόλη, κ.α. (2-Butanol, R-; 2-Heptanol; Phenol, 4-methyl; 1-Heptanol; Phenylethyl alcohol; Phenol), 



54  εστέρων όπως ο Οξικός βουτυλεστέρας και ο Αιθυλεστέρας του οκτανοϊκού οξέος (sec-Butyl acetate, Octanoic acid-ethyl ester) αλλά και τερπενίων όπως η Καµφορά και το  Κοπαένιο (Camphor, Copaene). Όπως παρατηρείται στη δεξιά στήλη του γραφήµατος 5, ορισµένες από αυτές τις ενώσεις εµφανίζουν µεγαλύτερες ενδιάµεσες τιµές ποσότητας στις κλάσεις που αντιστοιχούν στην ποικιλία Χαλκιδική , ενώ άλλες στις κλάσεις της ποικιλίας Κονσερβολιά.   Γράφηµα 5. Οι 15 σηµαντικότερες πτητικές ενώσεις των δειγµάτων ελιάς των δύο ποικιλιών που συνεισφέρουν στο µοντέλο PLS-DΑ. Τα έγχρωµα κελιά στην δεξιά στήλη δείχνουν την ενδιάµεση τιµή της ποσότητας κάθε ουσίας στην αντίστοιχη κλάση που περιγράφεται στον Πίνακα 5. Στη συνέχεια, πραγµατοποιήθηκε δοκιµή µεταστοιχείωσης (permutation test) του µοντέλου. Προκειµένου να γίνει αυτό, χρησιµοποιούνται τα ίδια δεδοµένα αλλά τα δείγµατα τοποθετούνται σε  τυχαίους επανασχηµατισµούς και αναπτύσσεται ένα νέο µοντέλο του οποίου η επίδοση αξιολογείται. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται πολλές φορές (>1000) και συγκρίνεται η επίδοση του αρχικού µοντέλου µε τα τυχαία µοντέλα που αναπτύχθηκαν, ενώ ταυτόχρονα ελέγχεται αν η διαφορά τους είναι στατιστικώς σηµαντική (Bijlsma et al. 2006). Η επίδοση των µοντέλων γίνεται µε 



55  χρήση του λόγου B/W (sum of squares between/sum of squares within) του καθενός από αυτά. Στο παρακάτω διάγραµµα  (Γράφηµα 6), παριστάνονται γραφικά οι λόγοι αυτοί, σε ένα ιστόγραµµα, το οποίο ονοµάζεται «κατανοµή τυχαίων ταξινοµήσεων». Όσο πιο µακριά προς τα δεξιά βρίσκεται ο λόγος B/W του «πραγµατικού» µοντέλου, από τους αντίστοιχους λόγους των µοντέλων που αναπτύχθηκαν, τόσο πιο σηµαντική θεωρείται η διάκριση και άρα οι διαφορές των κλάσεων του πραγµατικού µοντέλου είναι στατιστικώς σηµαντικές.    Γράφηµα 6. Κατανοµή τυχαίων ταξινοµήσεων του µοντέλου PLS-DA.  Η επίδοση των µοντέλου έγινε µε χρήση του λόγου B/W (sum of squares between/sum of squares within). Στο Γράφηµα 7 απεικονίζονται τα αποτελέσµατα της µεθόδου ιεραρχικής ανάλυσης συστάδων (Hierarchical ClusterAnalysis,HCA) υπό την µορφή θερµικού χάρτη (Heatmap). Τα «Heatmaps» διευκολύνουν την ερµηνεία των αποτελεσµάτων λόγω των µοτίβων που ακολουθούν οι πτητικές ουσίες µεταξύ των δειγµάτων. Τα έγχρωµα κελιά του χάρτη αντιστοιχούν στην σχετική αφθονία κάθε ουσίας. Πιο συγκεκριµένα, το µπλε χρώµα αντιστοιχεί σε χαµηλή σχετική αφθονία, ενώ όσο το χρώµα µεταβάλλεται προς το κόκκινο η σχετική αφθονία της εκάστοτε ουσίας αυξάνεται. Είναι εποµένως πιο εύκολο να διακρίνουµε πως µεταβάλλονται οι προαναφερθείσες  σηµαντικότερες πτητικές ενώσεις (όπως προέκυψαν βάσει των VIP Scores) κατά µήκος των διαφορετικών κλάσεων δειγµάτων. Οι πρώτες πέντε ενώσεις (Καµφορά, Ευκαλυπτόλη, οξικός βουτυλεστέρας, 2-Βουτανόλη, 2-Επτανόλη) δείχνουν να έχουν υψηλή σχετική αφθονία στα δείγµατα της ποικιλίας Χαλκιδική ενώ 



56  αντίθετα χαµηλή σχετική αφθονία στα δείγµατα της ποικιλίας Κονσερβολιά. Σχεδόν όλες οι υπόλοιπες ενώσεις που απεικονίζονται στον παρακάτω θερµικό χάρτη, δείχνουν να αφθονούν στις ελιές τις ποικιλίας Κονσερβολιά και να έχουν σχετικά χαµηλή αφθονία στις ελιές της ποικιλίας Χαλκιδική.   Γράφηµα 7. Θερµικός χάρτης (Heatmap, HCA) των αποτελεσµάτων που απεικονίζει την οµαδοποίηση των σηµαντικότερων πτητικών ουσιών (βάσει των VIP Scores) µεταξύ των διαφορετικών κλάσεων δειγµάτων (οι κλάσεις περιγράφονται στον Πίνακα 5). 1.3.2. Πράσινες ελιές της ποικιλίας Κονσερβολιά Τα δείγµατα ελιάς της ποικιλίας Κονσερβολιά χωρίστηκαν ανάλογα µε την συσκευασία στην οποία συντηρούνταν.  Έτσι προέκυψαν οι 2 κλάσεις του  Πίνακα 6. Πίνακας 6. Κλάσεις ποικιλίας Κονσερβολιά συγκριτικά µε το µέσο συσκευασίας Κλάσεις Τύπος πλαστικού συσκευασίας Α Συσκευασία 1 P Συσκευασία 2  



57  Τα δεδοµένα των µεταβολιτών υποβλήθηκαν σε ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) και προέκυψε το Γράφηµα 8. Οι δύο κύριες συνιστώσες που προέκυψαν (PC1 και PC2) εξηγούν την διακύµανση των αρχικών δεδοµένων σε ποσοστό 44,4%. Με βάση το παρακάτω διάγραµµα, είναι εµφανές πως δεν επιτυγχάνεται σαφής διαφοροποίηση µεταξύ των δύο πλαστικών συσκευασίας των δειγµάτων της ποικιλίας Κονσερβολιά, καθώς οι δύο οµάδες συσκευασιών (κλάση Α/ροζ περιοχή και κλάση P/πράσινη περιοχή) σχεδόν αλληλεπικαλύπτονται, στο γράφηµα PCA. Οι τέσσερις πρώτες συνιστώσες από την συγκεκριµένη ανάλυση επεξηγούν το 61,3% της µεταβλητότητας.  Γράφηµα 8. Γράφηµα των κύριων συνιστωσών PCA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς της ποικιλίας Κονσερβολιά.  Οι κλάσεις(A, P) των δειγµάτων περιγράφονται στον Πίνακα 6.  Τα αποτελέσµατα ήταν αρκετά καλύτερα όταν τα δεδοµένα υποβλήθηκαν σε ανάλυση µε ortho-PLS-DA. Όπως παρατηρείται στο Γράφηµα 9, οι δυο διαφορετικές συσκευασίες έχουν σχηµατίσει δύο συµπαγείς διακριτές οµάδες οι οποίες απέχουν αρκετά η µια από την άλλη. Εποµένως γίνεται αντιληπτό πως ο διαχωρισµός των δύο 



58  διαφορετικών πλαστικών συσκευασίας ήταν αρκετά ικανοποιητικός µε την βοήθεια της επιβλεπόµενης µεθόδου OPLS-DA.  Γράφηµα 9. Γράφηµα OPLS-DA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς των δύο διαφορετικών συσκευασιών της ποικιλίας Κονσερβολιά.  Οι κλάσεις περιγράφονται στον Πίνακα 6.  Στο Γράφηµα 10 που ακολουθεί, παρουσιάζονται οι 15 πιο σηµαντικές πτητικές ουσίες, όπως προέκυψαν µετά τον υπολογισµό των VIP Scores. Όπως φαίνεται, ο διαχωρισµός των δύο συσκευασιών οφείλεται σε διαφορές στις ποσότητες  αλκοολών, όπως 1-Οκτεν-3-όλη, 1-Πεντανόλη, 1-Νονανόλη, 1-Οκτανόλη (1-Octen-3-ol; 1-Pendanol; 1-Nonanol; 1-Octanol) κ.α., αλδεϋδών όπως η 2-Επτανάλη, Z, η Οκτανάλη και η 2-∆εκανάλη, E (2-Heptenal, Z; Octanal; 2-Decenal, E), οξέων όπως το 3-Μεθυλ-βουτανοϊκό οξύ (Butanoic acid, 3-methyl), ορισµένων εστέρων όπως ο Εξυλεστέρας του οξικού οξέος (Acetic acid, hexyl ester; 3-Hexen-1-ol, acetate), αλλά και τερπενίων όπως η Καµφορά (Camphor). Οι περισσότερες από αυτές τις ενώσεις φαίνεται να εντοπίζονται σε µεγαλύτερες ποσότητες στην Συσκευασία 1 (Κλάση Α).  



59   Γράφηµα 10. Οι 15 σηµαντικότερες πτητικές ουσίες των δειγµάτων ελιάς της ποικιλίας Κονσερβολιά που συνεισφέρουν στο µοντέλο o-PLS-DΑ. Τα έγχρωµα κελιά στην δεξιά στήλη δείχνουν την διάµεση τιµή της ποσότητας κάθε µεταβολίτη στην αντίστοιχη κατηγορία που περιγράφεται στον Πίνακα 6.  1.3.2. Πράσινες ελιές της ποικιλίας Χαλκιδική Τα δείγµατα της ποικιλίας Χαλκιδική χωρίστηκαν επίσης, ανάλογα µε την συσκευασία στην οποία συντηρούνταν.  Έτσι προέκυψαν πάλι  2 κλάσεις οι οποίες παρουσιάζονται στον Πίνακα 7. Πίνακας 7. Κλάσεις ποικιλίας Χαλκιδική συγκριτικά µε το µέσο συσκευασίας Κλάσεις Τύπος πλαστικού συσκευασίας Α Συσκευασία 1 P Συσκευασία 2  



60  Ακολούθησε ανάλυση κύριων συνιστωσών (PCA) και προέκυψε το Γράφηµα 11. Και στην περίπτωση της ποικιλίας Χαλκιδική είναι εµφανές ότι µε την µέθοδο PCA δεν επιτυγχάνεται ξεκάθαρος διαχωρισµός µε βάση  το υλικό συσκευασίας, καθώς οι δύο κλάσεις που αντιπροσωπεύουν τα διαφορετικά πλαστικά (κλάση Α/ροζ περιοχή και κλάση P/πράσινη περιοχή) οριακά αλληλεπικαλύπτονται, στο γράφηµα PCA. Οι τέσσερις πρώτες συνιστώσες από την συγκεκριµένη ανάλυση επεξηγούν το 63,6% της µεταβλητότητας.   Γράφηµα 11. Γράφηµα των κύριων συνιστωσών PCA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς της ποικιλίας Χαλκιδική.  Οι κλάσεις(A, P) των δειγµάτων περιγράφονται στον Πίνακα 7. Ύστερα και από την ανάλυση ortho-PLS-DA, προέκυψαν καλύτερα αποτελέσµατα. Όπως παρατηρείται στο Γράφηµα 12, οι δυο κλάσεις που αντιπροσωπεύουν τις δυο διαφορετικές συσκευασίες της ποικιλίας Χαλκιδική απέχουν αρκετά µεταξύ τους, γεγονός που οδηγεί στο συµπέρασµα πως ο διαχωρισµός µε βάση το πλαστικό συσκευασίας και στην ποικιλία Χαλκιδικής ήταν ικανοποιητικός µε την χρήση του o-PLS-DA.   



61   Γράφηµα 12. Γράφηµα o-PLS-DA (scoresplot) για τα δείγµατα ελιάς των δύο διαφορετικών συσκευασιών της ποικιλίας Χαλκιδική.  Οι κλάσεις περιγράφονται στον Πίνακα 7.  Στο Γράφηµα 13 που ακολουθεί, παρουσιάζονται οι 15 πιο σηµαντικές πτητικές ενώσεις, όπως προέκυψαν µετά τον υπολογισµό των VIP Scores. Και στην ποικιλία Χαλκιδική, ο διαχωρισµός των δύο συσκευασιών οφείλεται σε διαφορές στις ποσότητες κυρίως  αλκοολών, όπως 1-Οκτεν-3-όλη, 1-Πεντανόλη, 1-Οκτανόλη, 1-Επτανόλη, 1-Νονανόλη (1-Octen-3-ol; 1-Pendanol; 1-Octanol; 1-Heptanol; 1-Nonanol;) κ.α., κάποιων αλδεϋδών όπως 2-Επτανάλη, Z, Οκτανάλη, 2-∆εκανάλη, E (2-Heptenal, Z; Octanal; 2-Decenal, E), οξέων όπως Εξανοϊκό οξύ (Hexanoic acid), αλλά και ορισµένων εστέρων όπως ο Οξικός βουτυλεστέρας και ο Εξυλεστέρας του οξικού οξέος (sec-Butyl acetate; Acetic acid, hexyl ester). Όπως και στην ποικιλία Κονσερβολιά, οι πιο πολλές από αυτές τις ενώσεις φαίνεται να εντοπίζονται σε µεγαλύτερες ποσότητες στην Συσκευασία 1 (Κλάση Α).  



62   Γράφηµα 13. Οι 15 σηµαντικότερες πτητικές ενώσεις των δειγµάτων ελιάς της ποικιλίας Χαλκιδική που συνεισφέρουν στο µοντέλο o-PLS-DΑ. Τα έγχρωµα κελιά στην δεξιά στήλη δείχνουν την διάµεση τιµή της ποσότητας κάθε µεταβολίτη στην αντίστοιχη κατηγορία που περιγράφεται στον Πίνακα 7.  Παρατηρείται πως οι περισσότερες από τις ενώσεις στις οποίες οφείλεται ο διαχωρισµός των δυο συσκευασιών είναι κοινές και στις δύο ποικιλίες ελιάς που αναλύθηκαν. Επιπλέον, οι διαφορές στις ποσότητές τους είναι παρόµοιες, δηλαδή οι ουσίες που εµφανίζουν µεγαλύτερη διάµεση τιµή στην Συσκευασία 1 στην ποικιλία Κονσερβολιά, φαίνεται να εµφανίζουν το ίδιο µεγάλη διάµεση τιµή αντίστοιχα στη Συσκευασία 1 και στην ποικιλία Χαλκιδική. Το γεγονός αυτό ισχυροποιεί το συµπέρασµα ότι οι συγκεκριµένες πτητικές ουσίες είναι κατά βάση υπεύθυνες για τον διαχωρισµό των δυο συσκευασιών.  



63  2. Αποτελέσματα ανάλυσης με την ηλεκτρονική μύτη Alpha M.O.S.  2.1. Απόκριση της ηλεκτρονικής µύτης Alpha M.O.S στα πτητικά  Η παραγωγή των πτητικών ουσιών στα δείγµατα πράσινης ελιάς των δυο ποικιλιών, «Κονσερβολιάς» και «Χαλκιδικής», καταγράφηκαν στο λογισµικό της ηλεκτρονικής µύτης. Τα γραφήµατα χρόνου έναντι έντασης της απόκρισης των 12 µεταλλικών αισθητήρων στα δείγµατα Κονσερβολιάς και Χαλκιδικής, φαίνονται στο Γράφηµα 14.                                                                (α)  (β) Γράφηµα 14.  Γραφήµατα χρόνου έναντι έντασης της απόκρισης των 12 µεταλλικών αισθητήρων στα δείγµατα ελιάς των ποικιλιών (α) Κονσερβολιά και (β) Χαλκιδική.  Η αντίσταση των αισθητήρων PA/2, P10/1, T30/1, P40/1, LY2/LG και T70/2 ήταν εµφανώς µεγαλύτερη σε σύγκριση µε τους υπόλοιπους 7 αισθητήρες. Όπως φαίνεται από τα παραπάνω γραφήµατα, οι αποκρίσεις των αισθητήρων ήταν παρόµοιες για τις δύο ποικιλίες επιτραπέζιας ελιάς, γεγονός που υποδεικνύει ότι το πτητικό προφίλ των δύο ποικιλιών ήταν παρόµοιο. Το Γράφηµα 15 δείχνει την απόκριση των αισθητήρων σε µορφή αραχνοειδούς διαγράµµατος για τις δύο ποικιλίες στην έναρξη (0 µήνες) και στο τέλος (12 µήνες) της αποθήκευσης. Η 



64  περιοχή κάτω από το διάγραµµα ραντάρ για τους αισθητήρες PA/2, P10/1, T30/1, P40/1, LY2/LG και T70/2 φαίνεται να αυξήθηκε ελαφρώς µε την πάροδο του χρόνου αποθήκευσης από 0 έως 12 µήνες.      (α)         



65     (β) Γράφηµα 15. Απόκριση των αισθητήρων σε µορφή ραντάρ στους 0 και στους 12 µήνες αποθήκευσης για την ποικιλία (α) «Κονσερβολιά» και (β) «Χαλκιδική».   Στο Γράφηµα 16 φαίνεται πιο ξεκάθαρα η διαφορά µεταξύ 0 και 12 µηνών αποθήκευσης, στην απόκριση των προαναφερθέντων αισθητήρων. Επιπλέον παρατηρείται ότι η διαφορά αυτή, µε την πάροδο των µηνών αποθήκευσης είναι αρκετά πιο αισθητή και ευκρινής στις ελιές της ποικιλίας «Κονσερβολιά» απ’ ότι σε αυτές της ποικιλίας «Χαλκιδική». 



66   (α)   (β)  Γράφηµα 16. Απόκριση των αισθητήρων σε µορφή ραβδογράµµατος στην αρχή (0 µήνες) και στο τέλος (12 µήνες) της αποθήκευσης για την ποικιλία (α) «Κονσερβολιά» και (β) «Χαλκιδική».  Και στις δύο ποικιλίες, οι αισθητήρες LY2/G, LY2/AA, LY2/GH, LY2/gCTL και LY2/gCT έδωσαν αρνητική απόκριση στα γραφήµατα της αντίστασης, που δείχνει ότι οι αισθητήρες δεν έπαιξαν σηµαντικό ρόλο στον χαρακτηρισµό των δειγµάτων ελιάς που αναλύθηκαν. 



67  3.2. ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση (Discriminant factor analysis, DFA) Η ανάλυση και η ερµηνεία των αποκρίσεων των αισθητήρων της ηλεκτρονικής µύτης βασίστηκε σε πολυµεταβλητές µεθόδους ανάλυσης και ειδικότερα στη ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση, µε σκοπό το διαχωρισµό των δειγµάτων της επιτραπέζιας ελιάς των δύο ποικιλιών σε προκαθορισµένες κατηγορίες ποιότητας, οι οποίες είναι γνωστές εκ των προτέρων (a priori), δηλαδή προϋποθέτει γνώση της δοµής των δεδοµένων. Οι κανόνες ταξινόµησης βασίζονται σε γραµµικούς συνδυασµούς των παρατηρούµενων µεταβλητών, οι οποίοι ονοµάζονται διακριτικές συναρτήσεις (Discriminant Functions, DF). Η γραφική παράσταση της διακριτικής ανάλυσης (DFA) των δειγµάτων ελιάς των ποικιλιών «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική» φαίνεται στο Γράφηµα 17. Το γράφηµα DFA έδειξε ότι ο διαχωρισµός των δειγµάτων της ελιάς ήταν δυνατό να πραγµατοποιηθεί µε βάση την ποικιλία και όχι µε βάση τη συσκευασία. Η πρώτη διακριτική συνάρτηση (DF1) µπόρεσε να εξηγήσει το 97,69% της παραλλακτικότητας των δεδοµένων και η διακριτική συνάρτηση (DF2) το 1,68%. Το Γράφηµα 18 παρουσιάζει την διακριτική ανάλυση παραγόντων σε µορφή 3D γραφήµατος για τις δύο ποικιλίες και δύο συσκευασίες ελιάς. Η απόσταση µεταξύ των οµάδων και στις δύο παραπάνω µορφές διαγράµµατος, είναι ένας τρόπος αξιολόγησης της οµοιότητας µεταξύ δύο οµάδων δειγµάτων.  Σύµφωνα µε τα παραπάνω, από την διακριτική παραγοντική ανάλυση που πραγµατοποιήθηκε, παρατηρείται ότι οι δύο ποικιλίες µπορούν να διαχωριστούν µε βάση το πτητικό τους προφίλ καθώς οι οµάδες «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική» φαίνεται να απέχουν αρκετά µεταξύ τους και στα δύο είδη γραφηµάτων. Ωστόσο δεν διακρίνεται σαφής διαφοροποίηση µεταξύ των δύο πλαστικών συσκευασίας, καθώς και στις δύο περιπτώσεις ποικιλιών, οι δύο οµάδες συσκευασιών σχεδόν αλληλεπικαλύπτονται, τόσο στο γράφηµα DFA µε δύο και τρείς διακριτικές συναρτήσεις. Αυτό άµεσα οδηγεί στο συµπέρασµα πως το µέσο συσκευασίας δεν επιδρά σηµαντικά στην παραγωγή των πτητικών από τις ελιές. 



68   Γράφηµα 17. ∆ιακριτική παραγοντική ανάλυση (DFA) των δειγµάτων ελιάς των ποικιλιών «Κονσερβολιά» και «Χαλκιδική». 



69   Γράφηµα 18. ∆ιακριτική ανάλυση παραγόντων σε µορφή 3D γραφήµατος για τις δύο ποικιλίες και δύο συσκευασίες ελιάς.          



70  Ε.  ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ Στην παρούσα µελέτη, πραγµατοποιήθηκε ο προσδιορισµός του πτητικού κλάσµατος των δειγµάτων ελιάς µε χρήση αέριας χρωµατογραφίας SPME-GC/MS, αλλά και της ηλεκτρονικής µύτης Alpha M.O.S. Ογδόντα οκτώ (88) πτητικές ενώσεις ταυτοποιήθηκαν σε όλα τα δείγµατα οι οποίες συµπεριλάµβαναν αρκετά οξέα, τερπένια, αλδεΰδες, κετόνες, αιθέρες αλλά κυρίως αλκοόλες και εστέρες. Η υψηλή περιεκτικότητα σε οξικό οξύ και αιθανόλη υποδηλώνει πως όλα τα δείγµατα  υποβλήθηκαν σε αλκοολική και ετεροζυµωτική γαλακτική ζύµωση. Επιπλέον, η παρουσία βακτηρίων όπως Acetobacter spp., Propionibacterium spp. αλλά και ζυµών, µπορεί να επιβεβαιωθεί από τις υψηλές ποσότητες προπανοϊκών και οξικών εστέρων, καθώς και οξικών και προπανοϊκών οξέων, ενώσεων οι οποίες συχνά προκύπτουν ως προϊόντα του µεταβολισµού τους. Σύµφωνα µε τα αποτελέσµατα της πολυµεταβλητής ανάλυσης στα δεδοµένα του GC/MS που ακολούθησε, προέκυψε οµαδοποίηση των δειγµάτων σε κλάσεις, οι οποίες αντιπροσώπευαν τις διαφορετικές ποικιλίες των δειγµάτων ελιάς. Ανιχνεύθηκαν 15 σηµαντικές πτητικές ενώσεις, ανάµεσα στις οποίες περιλαµβάνονταν αλκοόλες, οργανικά οξέα, εστέρες, και τερπένια. Παρατηρήθηκε πως η διαφοροποίηση µε βάση την ποικιλία ήταν εφικτή. Επιπλέον, όταν αναλύθηκαν τα δεδοµένα από την κάθε ποικιλία ξεχωριστά µε την χρήση της  επιβλεπόµενης µεθόδου κατηγοριοποίησης OPLS-DA, ο διαχωρισµός µεταξύ των δύο πλαστικών συσκευασίας ήταν ικανοποιητικός. Επίσης, από την ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση (DFA) που πραγµατοποιήθηκε στα δεδοµένα που προέκυψαν από την ανάλυση µε την ηλεκτρονική µύτη, παρατηρήθηκε πως ότι οι δύο ποικιλίες διαχωρίζονται µε βάση το πτητικό τους προφίλ, ενώ µε βάση το µέσο συσκευασίας δεν επιτεύχθηκε σηµαντικός διαχωρισµός.  Εποµένως, η σύσταση του κλάσµατος των πτητικών συστατικών είναι άµεσα συνδεδεµένη µε την ποικιλία της ελιάς. Όσον αφορά δε το µέσο συσκευασίας, φαίνεται επίσης να επιδρά στην παραγωγή πτητικών ουσιών από τις ελιές. Ο διαχωρισµός ως προς την ποικιλία ήταν εφικτός και επιβεβαιώθηκε και µε τις δύο αναλυτικές τεχνικές (GCMS, e-nose), όµως η διαφοροποίηση σε σχέση µε το πλαστικό συσκευασίας δεν φάνηκε να γίνεται αισθητή στην περίπτωση της ανάλυσης µε την ηλεκτρονική µύτη. Αυτό άµεσα αποδεικνύει πως οι διάφορες πτητικές ενώσεις που ανιχνεύθηκαν, εµπεριέχουν κυρίως πληροφορίες σχετικά µε την ποικιλία της ελιάς, και σε δεύτερο χρόνο δεδοµένα που σχετίζονται µε την συσκευασία των δειγµάτων. Οι παραπάνω δύο αναλυτικές τεχνικές, σε συνδυασµό µε τις διάφορες στατιστικές µεθόδους πολυµεταβλητής ανάλυσης, καθίστανται άµεσα εξαιρετικά χρήσιµα εργαλεία για την διαφοροποίηση των ποικιλιών ελιάς µε βάση το πτητικό τους προφίλ, αλλά και για την πιθανή ανίχνευση µεταβολών που συµβαίνουν κατά την διάρκεια της συντήρησης, κάτι που σίγουρα απαιτεί επιπλέον πειράµατα. Η σύσταση του πτητικού κλάσµατος στις ελιές, πέρα από την ποικιλία, είναι άµεσα συνδεδεµένη µε το χαρακτηριστικό άρωµα και την ποιότητα του τελικού 



71  προϊόντος παίζοντας κατ’ επέκταση σηµαντικό ρόλο στην αποδοχή του από τον καταναλωτή. Συνεπώς, το συγκεκριµένο ερευνητικό πεδίο, εύλογα καθίσταται ένα αντικείµενο ιδιαίτερου επιστηµονικού ενδιαφέροντος µε σπουδαίες προοπτικές για περαιτέρω µελέτη. Πιο συγκεκριµένα, τον πιθανό συνδυασµό του µε µικροβιολογικές αναλύσεις και οργανοληπτικά δεδοµένα µε σκοπό την εύρεση ουσιών που θα µπορούσαν πιθανώς να αποτελέσουν βιοδείκτες για την πορεία της συντήρησης και τον προσδιορισµό της διάρκειας ζωής του προϊόντος. Ωστόσο σίγουρα κάτι τέτοιο, απαιτεί περαιτέρω διερεύνηση και στατιστική επεξεργασία για να αποδειχθεί.                        
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77  ΠΑΡΑΡΤΗΜΑ  Π-1. Οργανικές πτητικές ενώσεις που ταυτοποιήθηκαν µε την τεχνική αέριας χρωµατογραφίας/φασµατοµετρίας µαζών (GC/MS) στις ποικιλίες Κονσερβολιά και Χαλκιδική  και οι αντίστοιχες συγκεντρώσεις αυτών εκφρασµένες σε µg (ουσίας)/kg (πάστας ελιάς) ± SD στους 0, 6 και 12 µήνες συντήρησης  Πτητική ένωση Χρόνος συντήρησης 0 Μήνες Χρόνος συντήρησης 6 Μήνες Χρόνος συντήρησης 12 Μήνες Χαλκιδική Κονσερβολιά Χαλκιδική Κονσερβολιά Χαλκιδική Κονσερβολιά 1 Hexane 0.94±0.05 1.07±0.35 0.77±0.11 1.20±0.02 0.10±0.03 4.86±0.89 2 Octane 0.40±0.12 0.30±0.10 0.11±0.10 0.24±0.05 1.30±1.07 1.21±0.20 3 Benzene, 2-methoxy-4- methyl-1- (1- methylethyl 0.31±0.05 0.36±0.10 0.38±0.06 0.33±0.05 0.99±0.73 0.53±0.07 4 Carvacrol methyl ether 0.86±0.01 0.79±0.18 0.54±0.08 0.78±0.09 2.37±1.26 1.20±0.24 5 Acetone 0.58±0.02 0.68±0.06 1.12±0.07 1.17±0.15 1.37±1.18 0.51±0.03 6 2-Butanone 1.02±0.06 0.68±0.48 1.41±0.28 0.75±0.23 3.04±0.37 0.43±0.35 7 5-Hepten-2-one, -6methyl 1.92±0.21 1.05±0.09 7.18±1.03 4.53±2.01 2.42±2.08 1.90±0.14 8 Acetaldehyde 0.25±0.02 0.16±0.01 0.26±0.05 0.11±0.00 0.16±0.01 0.13±0.00 9 2-Propenal 0.23±0.04 0.26±0.01 0.28±0.03 0.24±0.19 0.39±0.13 0.26±0.01 10 Octanal 0.14±0.03 0.08±0.04 2.35±0.09 0.55±0.47 1.93±1.37 1.52±0.53 11 2-Heptenal, (Z)- 0.31±0.35 0.54±0.43 1.07±0.15 1.34±0.69 2.86±3.97 3.64±0.48 12 2-Decenal, (E)- 0.09±0.02 0.10±0.02 0.93±0.09 0.13±0.11 0.93±1.18 0.64±0.21 13 Acetic acid 340.75±45.14 336.65±100.26 361.81±0.73 416.92±30.36 520.37±223.29 425.8±34.07 14 Propanoic acid 229.45±8.49 194.26±147.56 249.85±13.84 336.15±3.35 323.63±106.97 362.89±38.23 15 Propanoic acid, 2-methyl- 1.28±0.02 1.49±0.01 1.28±0.05 1.77±0.00 1.50±0.53 1.40±0.07 16 Butanoic acid 2.96±0.35 2.60±1.22 2.95±0.17 3.85±0.07 4.47±1.86 3.31±0.34 17 Butanoic acid, 3-methyl- 10.63±0.79 10.40±0.33 9.59±0.67 10.77±1.05 13.26±5.84 7.98±1.75 18 Hexanoic acid 1.56±0.15 1.62±1.31 1.84±0.25 2.20±0.45 4.25±2.70 2.43±0.02 19 Octanoic acid 1.26±0.25 1.94±0.57 1.12±0.20 1.31±0.36 5.94±3.43 4.79±1.25 20 Nonanoic acid 0.05±0.02 1.42±1.60 0.02±0.01 0.11±0.00 15.20±5.71 11.31±0.55 21 β-Pinene 0.38±0.50 0.67±0.04 0.02±0.01 0.25±0.20 1.08±0.21 1.19±0.17 22 b-Myrcene 0.40±0.47 0.61±0.12 0.46±0.02 0.38±0.21 0.37±0.06 1.19±0.17 23 α-Terpinene 0.76±0.14 1.08±0.38 0.50±0.08 0.45±0.48 2.30±1.41 1.43±0.36 24 D-Limonene 3.78±0.97 2.56±0.41 3.58±0.29 2.64±1.84 11.52±4.16 2.81±0.50 25 β-Phellandrene 0.25±0.10 0.06±0.02 0.18±0.17 0.07±0.04 0.78±0.03 0.10±0.04 26 Eucalyptol 4.65±0.57 3.41±0.81 4.07±0.57 3.04±0.57 7.54±2.27 3.87±0.23 27 γ-Terpinene 6.40±0.71 8.87±3.47 5.95±0.02 9.30±3.19 25.76±16.80 16.11±2.60 28 Cymene 17.89±0.21 31.16±12.53 17.00±0.62 29.51±3.86 56.46±26.24 40.79±2.53 29 Copaene 0.06±0.03 2.51±0.35 0.25±0.18 3.82±1.27 0.96±0.70 2.81±1.50 30 Camphor 0.94±0.08 0.57±0.15 0.96±0.11 0.50±0.15 1.77±0.85 0.58±0.10 31 Linalool 4.64±0.43 6.07±1.58 5.93±0.78 6.14±1.18 8.47±2.63 6.76±0.75 32 α-Terpineol 1.08±0.11 1.41±0.37 1.20±0.21 1.31±0.32 2.34±1.28 1.43±0.23 33 endo-Borneol 1.37±0.15 1.51±0.25 1.68±0.28 1.58±0.49 2.36±0.89 1.68±0.05 34 Thymol 11.21±0.79 12.50±2.51 15.36±2.35 23.28±2.84 22.03±8.74 16.24±2.48 35 Carvacrol 8.48±0.47 18.69±5.99 10.84±2.29 0.11±0.00 20.34±7.93 0.13±0.00 36 Ethanol 81.06±0.55 80.70±42.99 83.64±7.99 90.18±6.33 78.40±1.83 71.51±9.85 37 2-Butanol, (R)- 128.41±9.72 38.08±10.04 135.23±10.24 43.18±3.19 127.84±3.67 35.34±2.31 38 1-Propanol 146.25±11.23 22.12±31.17 148.97±50.46 180.54±4.16 190.38±48.08 165.33±31.16 



78  39 1-Propanol, 2-methyl- 0.80±0.28 0.94±0.06 0.67±0.12 0.73±0.88 0.06±0.02 0.69±0.22 40 1-Butanol 5.15±0.19 2.36±2.47 4.38±0.23 3.45±0.38 7.25±0.75 2.74±0.18 41 1-Butanol, 3-methyl- 7.46±0.36 12.00±0.34 6.02±0.74 9.33±0.96 11.47±1.41 9.37±1.66 42 1-Pentanol 0.39±0.02 0.35±0.03 0.50±0.09 0.34±0.01 1.18±0.57 0.50±0.01 43 2-Heptanol 0.89±0.11 0.55±0.08 0.97±0.16 0.55±0.04 1.46±0.75 0.43±0.03 44 1-Hexanol 2.49±0.12 4.11±0.60 2.47±0.51 3.09±0.30 5.47±2.51 4.00±0.14 45 3-Hexen-1-ol, (Z)- 3.11±0.26 4.43±1.15 3.04±0.42 3.40±0.01 6.71±3.99 3.20±0.24 46 1-Octen-3-ol 3.88±0.14 4.99±1.26 5.16±1.15 5.30±1.51 7.71±2.29 6.76±0.76 47 1-Heptanol 1.37±0.11 2.16±0.06 1.17±0.27 1.70±0.66 2.38±1.20 2.06±0.22 48 2-Ethyl-1-hexanol 1.04±0.47 1.08±0.30 0.77±0.15 1.52±1.38 3.41±2.99 0.86±0.12 49 2,3-Butanediol 0.73±0.23 0.63±0.46 0.79±0.32 0.88±0.12 0.06±0.02 0.13±0.00 50 1-Octanol 2.36±0.16 2.78±0.12 3.15±0.40 3.01±0.47 4.23±2.45 2.72±0.44 51 Terpinen-4-ol 2.71±0.14 3.85±0.53 3.06±0.68 3.73±0.93 6.36±3.75 4.05±0.33 52 1-Nonanol 1.39±0.13 1.55±0.30 1.71±0.36 2.05±0.14 2.27±1.12 1.42±0.13 53 Phenol, 2-methoxy- 1.47±0.02 6.23±1.65 1.74±0.30 6.32±0.72 2.71±1.36 6.99±0.86 54 Benzyl alcohol 3.36±0.23 6.35±1.26 4.61±0.75 4.08±5.62 5.89±2.91 5.63±0.89 55 Phenylethyl Alcohol 11.19±1.56 17.69±0.97 14.25±1.98 19.00±2.99 22.02±10.47 14.93±3.38 56 p-Methylguaiacol 45.33±1.15 70.07±14.45 48.61±10.17 76.17±12.38 89.73±42.63 70.24±6.16 57 Phenol 0.19±0.03 0.71±0.14 0.10±0.11 0.78±0.11 0.36±0.23 2.66±0.41 58 Phenol, 4-methyl- 0.93±0.04 2.28±1.04 0.92±0.10 2.41±0.54 1.83±0.77 2.68±0.34 59 Phenol, 2-methoxy-4-(2-propenyl)- 0.49±0.24 0.39±0.18 0.53±0.14 0.41±0.11 0.54±0.24 0.22±0.03 60 Phenol, 4-ethyl- 0.82±0.03 3.10±0.77 0.80±0.13 3.26±0.63 1.88±1.22 2.97±0.46 61 Acetic acid, methyl ester 11.90±1.92 10.92±7.38 17.29±2.13 9.43±0.46 23.84±10.62 14.60±4.75 62 Ethyl Acetate 71.69±12.19 81.64±54.50 96.28±10.78 62.24±3.27 105.56±32.73 80.24±18.31 63 Methyl propionate 7.96±0.87 8.84±5.50 10.54±0.73 9.01±0.02 17.05±3.75 25.91±5.15 64 Propanoic acid, ethyl ester 46.02±7.73 54.27±34.50 52.66±7.17 47.87±1.55 83.75±29.57 123.93±20.76 65 n-Propyl acetate 441.53±1.91 414.14±204.43 491.97±59.46 435.24±16.34 603.02±266.02 358.60±50.28 66 sec-Butyl acetate 13.58±2.42 5.42±2.55 18.99±1.67 6.80±0.10 21.68±5.71 4.90±0.14 67 Isobutyl acetate 1.17±0.18 1.88±0.41 1.19±0.12 1.70±0.07 1.03±0.57 1.03±0.03 68 Propanoic acid, propyl ester 408.04±32.80 456.80±317.43 559.23±17.59 676.76±106.6 852.60±622.51 597.17±15.57 69 Butanoic acid, 3-methyl-, ethyl ester 0.95±0.21 1.15±0.39 0.32±0.01 0.72±0.09 1.62±0.43 1.26±0.08 70 Acetic acid, butyl ester 8.57±0.30 4.84±3.46 7.10±0.49 7.88±0.62 9.54±2.64 4.07±0.03 71 Propanoic acid, 2-methylpropyl ester 0.93±0.29 1.60±1.50 1.71±0.07 2.55±0.13 0.70±0.35 2.76±0.07 72 1-Butanol, 3-methyl-, acetate 10.08±2.77 17.31±2.99 10.20±1.76 21.29±1.50 11.02±5.64 9.48±0.69 73 Propanoic acid, butyl ester 9.85±2.37 8.65±9.58 10.24±0.65 10.43±1.13 0.06±0.02 9.49±0.01 74 3-Methylbutanoic acid, propyl ester 0.29±0.11 1.95±2.35 0.02±0.01 1.18±0.21 1.44±0.84 3.55±0.08 75 1-Butanol, 3-methyl-, propanoate 5.88±1.92 6.30±5.36 6.48±0.09 12.46±2.11 5.30±2.15 11.19±1.90 76 Ethyl hexanoate 0.15±0.01 0.73±0.47 0.38±0.05 0.83±0.03 1.12±0.73 0.98±0.14 77 Acetic acid, hexyl ester 0.99±0.21 1.68±0.39 0.74±0.04 1.60±0.13 1.30±0.75 1.11±0.10 78 3-Hexen-1-ol, acetate, (Z)- 1.00±0.11 1.49±0.39 0.79±0.39 1.65±0.08 1.13±0.51 0.86±0.03 79 Propanoic acid, hexyl ester 0.34±0.02 0.52±0.42 0.35±0.11 0.67±0.44 0.84±0.59 1.03±0.13 80 Propanoic acid, 2-hydroxy-, ethyl ester 0.38±0.13 1.94±2.37 0.53±0.14 0.59±0.02 0.29±0.26 0.13±0.00 81 3-Hexen-1-ol, propanoate, (Z)- 0.48±0.07 1.43±0.30 0.74±0.07 1.60±0.43 0.68±0.66 1.28±0.02 82 Isopropyl lactate 1.67±0.07 2.69±1.92 5.33±0.56 3.27±0.09 3.14±2.21 0.28±0.04 83 Octanoic acid, ethyl ester 0.26±0.19 0.78±0.29 0.38±0.06 0.82±0.06 0.96±0.46 0.60±0.37 84 Decanoic acid, ethyl ester 0.05±0.02 0.08±0.09 0.02±0.01 0.06±0.06 0.06±0.02 0.13±0.00 



79  85 Benzyl acetate 0.97±0.05 1.50±0.59 1.31±0.30 2.05±0.40 1.08±0.56 0.99±0.06 86 2-Phenethyl acetate 2.90±0.27 4.26±1.15 6.71±0.64 8.94±1.70 3.96±2.48 2.80±0.27 87 Propanoic acid, 2-phenylethyl ester 1.11±0.12 1.22±0.74 1.81±0.39 1.94±0.07 1.79±1.37 1.90±0.25 88 Diallyl disulphide 3.36±0.30 3.76±1.29 4.09±0.57 1.90±2.53 10.73±4.59 0.13±0.00         1 Κάθε τιµή του πίνακα είναι η µέση τιµή των δύο επαναλήψεων που πραγµατοποιήθηκαν, εκφρασµένη σε µg(ουσίας)/kg(πάστας ελιάς) ±SD .   


