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1 Εκτίµηση της αλλοίωσης µαριναρισµένων προϊόντων από µπούτι κοτόπουλο µε σύγχρονες µεθόδους ανάλυσης ΠΜΣ Συστήµατα ∆ιαχείρισης Ποιότητας & Ασφάλειας Τροφίµων Τµήµα Eπιστήµης Τροφίµων & ∆ιατροφής του Ανθρώπου  Εργαστήριο Μικροβιολογίας & Βιοτεχνολογίας Τροφίµων  ΠΕΡΙΛΗΨΗ Η κατανάλωση και η σπατάλη του κρέατος τη τελευταία δεκαετία εµφανίζουν ραγδαία αύξηση, καθώς υπάρχει η ανάγκη για υψηλής ποιότητας κρέας όσο αυξάνεται και ο πληθυσµός. Η ζήτηση των προϊόντων από κρέας κοτόπουλου ολοένα και αυξάνεται εξαιτίας της υψηλής θρεπτικής τους αξίας και του χαµηλού κόστους τους. Ωστόσο, τα νωπά προϊόντα κοτόπουλου είναι από τη φύση τους ευαλλοίωτα (µικρό self-life) αναπτύσσοντας ανεπιθύµητα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά κατά την αλλοίωσή τους. Τα δεδοµένα αυτά οδήγησαν στην ανάγκη εύρεσης εναλλακτικών ταχέων µεθόδων για την εκτίµηση της αλλοίωσης και της διάρκειας ζωής των νωπών προϊόντων κοτόπουλου. ∆ύο από τις µη επεµβατικές, ταχείες µεθόδους που χρησιµοποιούνται στο τοµέα των τροφίµων είναι η πολυφασµατική απεικόνιση και οι βιοµιµητικοί σένσορες (ηλεκτρονική µύτη και ηλεκτρονική γλώσσα). Βασικός στόχος της παρούσας µελέτης ήταν η συσχέτιση των µικροβιολογικών αποτελεσµάτων από πειράµατα αλλοίωσης σε σουβλάκι από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου, µε τα δεδοµένα που προέκυψαν από τη πολυφασµατική απεικόνιση και από την εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης (e-nose). Βάσει των δεδοµένων αυτών κατασκευάστηκαν και αξιολογήθηκαν ποσοτικά και ποιοτικά µοντέλα εκµάθησης για την εκτίµηση του βαθµού αλλοίωσης του κρέατος από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου. Παράλληλα, από τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα προσδιορίστηκαν οι κινητικές παράµετροι της ανάπτυξης τη µικροχλωρίδας του µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου και µελετήθηκε η επίδραση που είχε η θερµοκρασία στον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης των µικροοργανισµών. Έτσι διεξήχθησαν τρία ανεξάρτητα πειράµατα συντήρησης των µαριναρισµένων προϊόντων από µπούτι κοτόπουλου υπο αερόβιες συνθήκες ατµόσφαιρας και διαφορετικές συνθήκες θερµοκρασίας. Πιο αναλυτικά, στα δύο πειράµατα το κοτόπουλο συντηρήθηκε σε ισόθερµες συνθήκες ( 0, 5, 10 οC ) ενώ στο τρίτο πείραµα συντηρήθηκαν σε ένα δυναµικό θερµοκρασιακό προφίλ (12 ώρες στους 0 oC, 8 ώρες στους 5 oC και 4 ώρες στους 10 oC) για συνολικό διάστηµα 13ων ηµερών. Η δειγµατοληψία πραγµατοποιούνταν ανά τακτά χρονικά διαστήµατα (6- 24 ώρες) σε δύο δείγµατα για κάθε ισοθερµοκρασιακό προφίλ και σε τρία για το δυναµικό, στα οποία διεξάγονταν µικροβιολογικές αναλύσεις και εφαρµοζόταν οι µέθοδοι της πολυφασµατικής ανάλυσης και της e-nose. Για την ανάπτυξη των µοντέλων εκµάθησης (βάσει των αποτελεσµάτων της πολυφασµατικής απεικόνισης), τα δεδοµένα που χρησιµοποιήθηκαν ώς δεδοµένα εκπαίδευσης ήταν τα µικροβιολογικά και τα πολυφασµατικά των 0, 5, και 10 οC, ενώ τα δεδοµένα για τον έλεγχο της πρόβλεψης των µοντέλων ήταν αυτά του δυναµικού θερµοκρασιακού προφίλ. Μετά από το µετασχηµατισµό των δεδοµένων µε το µετασχηµατισµό κανονικής τυπικής µεταβλητής (SNV), αυτά χρησιµοποιήθηκαν για τη διεξαγωγή µοντέλων εκτίµησης της ολικής µεσόφιλης χλωρίδας (ΟΜΧ), των Pseudomonas spp. και των οξυγαλακτικών βακτηρίων (LAB) στο κοτόπουλο, βάσει του αλγορίθµου της γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο µερικών ελαχίστων τετραγώνων (Partial Least Squared- Regression, PLS-R). Ως ανεξάρτητες 



2 µεταβλητές ορίστηκαν τα δεδοµένα τη πολυφασµατικής απεικόνισης (n=36) και ως εξαρτηµένη ο πληθυσµός της ΟΜΧ, των Pseudomonas spp. και των LAB για κάθε µοντέλο. Για τη ποιοτική εκτίµηση της αλλοίωσης του µπουτιού κοτόπουλου εφαρµόστηκε η διακριτική ανάλυση µε τη µέθοδο µερικών ελαχίστων τετραγώνων (Partial Least Squared- Discriminant Analysis, PLS-DA). Ορίστηκαν δύο κλάσεις αλλοίωσης βάσει της υπάρχουσας βιβλιογραφίας ως εξής: φρέσκο (κλάση 1) µε ΟΜΧ µικρότερη από 7 log CFU/g και αλλοιωµένο (κλάση 2) µε ΟΜΧ µεγαλύτερη από 7 log CFU/g. Οι ανεξάρτητες µεταβλητές ήταν πάλι τα πολυφασµατικά δεδοµένα (n=36) και οι εξαρτηµένες ήταν οι δύο κλάσεις. Η παραπάνω διαδικασία έγινε και για την ανάπτυξη των µοντέλων εκµάθησης µε τη χρήση των δεδοµένων που αποκτήθηκαν από την e-nose, αλλά µε κάποιες διαφορές. Πιο συγκεκριµένα, για τα δεδοµένα της e-nose τα δεδοµένα εκπαίδευσης ήταν τα µικροβιολογικά και οι αποκρίσεις των αισθητήρων της στους 0, 5, και 10 οC, για τη PLS-R και τη PLS-DΑ ως ανεξάρτητες µεταβλητές ορίστηκαν οι αποκρίσεις των αισθητήρων της e-nose (n=12),  ενώ για τη PLS-R εξαρτηµένη µεταβλητή ήταν ο πληθυσµός της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. Τα µοντέλα ποσοτικής εκτίµησης PLS-R από τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης εµφάνισαν πολύ καλή επίδοση, αφού η πρόβλεψή τους για τη ΟΜΧ παρουσίασε τετραγωνική ρίζα του µέσου τετραγωνικού σφάλµατος (Root Mean Squared Error, RMSEp) ίση µε 0.779 log CFU/g και συντελεστή παλινδρόµησης (correlation coefficients, rp) ίσο µε 0.878. Για τα Pseudomonas spp. οι τιµές RMSEp και  rp εµφάνισαν 0.981 log CFU/g και  0.857 αντίστοιχα, ενώ για τα LAB η τιµή RMSEp  ήταν ίση µε 0.832 log CFU/g και η τιµή rp ίση µε 0.791. Από τους συντελεστές παλινδρόµησης Β φάνηκε ότι τα µήκη κύµατος που επηρεάζουν την επίδοση των µοντέλων ήταν αυτά που σχετίζονται µε τη µυογλοβίνη και τα παραπροϊόντα οξείδωσής της. Τα µοντέλα πρόβλεψης της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp., για τα δεδοµένα της e-nose, εµφάνισαν για τη πρόβλεψη RMSEp ίσο µε 3.626 και 2.105 log CFU/g αντίστοιχα, και συντελεστή συσχέτισης rp ίσο µε -0.196 και 0.118 αντίστοιχα. Τα µοντέλα ποιοτικού προσδιορισµού PLS-DΑ από τα δεδοµένα που αποκτήθηκαν από την e-nose ταξινόµησαν σε λιγότερο ικανοποιητικό βαθµό τα δείγµατα στις δύο κλάσεις (φρέσκα, αλλοιωµένα) µε συνολική ακρίβεια πρόβλεψης του µοντέλου ίση µε 42.42 %, σε σχέση µε τα µοντέλα PLS-DΑ που κατασκευάστηκαν µε τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, τα οποία έδειξαν συνολική ακρίβεια πρόβλεψης ίση µε 90.91 %. Συνοψίζοντας, φάνηκε ότι η θερµοκρασία έπαιξε σηµαντικό ρόλο στο ρυθµό αλλοίωσης των δειγµάτων µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου κατά την αερόβια συντήρησή τους και ότι ο κυρίαρχος αλλοιογόνος µικροοργανισµός στη µικροχλωρίδα των δειγµάτων ήταν τα Pseudomonas spp. Τα γραµµικά ποσοτικά µοντέλα προσδιορισµού (της ΟΜΧ, των Pseudomonas spp. και των LAB) βάσει των πολυφασµατικών δεδοµένων, προέβλεψαν ικανοποιητικά το µικροβιακό πληθυσµό, ενώ τα αντίστοιχα µοντέλα πρόβλεψης από τα δεδοµένα της e-nose απέτυχαν να προβλέψουν το πληθυσµό της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. Παράλληλα, τα µοντέλα ποιοτικής εκτίµησης της αλλοίωσης του µαριναρισµένου κοτόπουλου, που κατασκευάστηκαν µε τη χρήση των δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης, πέτυχαν καλύτερη ταξινόµηση των δειγµάτων στις δύο κλάσεις, συγκριτικά µε τα ποιοτικά µοντέλα βάσει της e-nose.  Επιστηµονική περιοχή: Μικροβιολογία τροφίµων Λέξεις κλειδιά: µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλο, αλλοίωση, πολυφασµατική απεικόνιση, ηλεκτρονική µύτη, γραµµικά µοντέλα µηχανικής εκµάθησης.  



3 Assessment of the alteration of chicken products with modern methods of analysis MSc Food Quality & Safety Management Systems  Department of Food Science & Human Nutrition Laboratory of Microbiology & Food Biotechnology  ABSTRACT Meat consumption and food loss and waste in the last decade have been rapidly increase, as the need for high quality meat rises. The demand for chicken products has been increasing due to their high nutritional value and low cost. However, fresh chicken products are by nature vulnerable (small self-life), producing undesirable organoleptic characteristics during their deterioration. For this purpose, rapid alternative methods have been investigated for the assessment of spoilage and the determination of shelf-life on raw chicken products. Two promising, non-invasive and rapid methods applied in the food sector are Multispectral imaging (MSI) and biomimetic sensors (electronic nose and electronic tongue). The main objective of the present study was to correlate the microbiological results from storage experiments with marinated chicken souvlaki to the obtained MSI and e-nose data. Quantitative and qualitative predictive models were developed and evaluated for their efficacy to assess microbial spoilage of marinated chicken leg meat. In parallel, the kinetic parameters of microflora’s growth on marinated chicken souvlaki were determined, while the effect of the temperature on the specific growth rate of the microorganisms was investigated. In this context, three independent storage experiments were performed on marinated chicken souvlaki products under aerobic conditions and different temperature conditions. More specifically, two independent storage experiments were undertaken in marinated chicken souvlaki at three isothermal conditions (0, 5, 10 οC). An independent storage experiment was performed at a dynamic temperature profile (12 hours at 0 oC, 8 hours at 5 oC and 4 hours at 10 oC) up to 13 days. At pre-determined intervals, duplicate of samples stored at isothermal conditions and triplicate of samples stored at the dynamic temperature profile were analyzed microbiologically while in parallel MSI and e-nose analyses were implemented.  For the development of the predictive models (based on the results of multispectral imaging), the data defined as training samples were the microbiological results and the respective spectral data from 0, 5, and 10 οC. For model evaluation, results from the dynamic temperature profile experiment were utilized. Standard Normal Variate transformation (SNV) was applied to spectral and volatile data and afterwards Partial Least Squares- Regression (PLS-R) models were developed for the estimation of Total Viable Counts (TVC), Pseudomonas spp. and Lactic acid bacteria (LAB) in marinated chicken souvlaki Multispectral imaging data were defined as independent variables (n = 36) and as dependent were the population of TVC, Pseudomonas spp. and LAB for each model. Partial Least Squares- discriminant analysis (PLS-DA) was performed for the assessment of quality at marinated chicken souvlaki. Two quality classes were defined, based on the existing literature as follows: fresh (class 1) with TVC less than 7 logCFU/g and spoiled (class 2) with TVC greater than 7 logCFU/g. For e-nose data, the training samples were the microbiological ones and the corresponding signal responses (n = 12) per sensor at 0, 5, and 10 οC, for PLS-R and PLS-DA PLS-R models predicted TVC via MSI analysis showed acceptable performance, as RMSEp and  rp values were calculated at 0.779 log CFU/g and 0.878 respectively. For Pseudomonas 



4 spp. model, RMSEp was estimated 0.981 log CFU/g and rp was 0.857, while RMSEp and rp for LAB model demonstrated values of 0.832 log CFU/g and 0.791. The regression coefficients B illustrated that the wavelengths influencing  models’ performance were the ones associated with myoglobin and its oxidation by-products. On the contrary, TVC and Pseudomonas spp. prediction using e-nose data showed an RMSEp value equal to 3.626 log CFU/g and 2.105 log CFU/g respectively, whereas correlation coefficient rp was calculated at -0.196 and 0.118 respectively. PLS-DA model via e-nose analysis, classified accurately samples in the two classes (fresh or spoiled) with an overall accuracy during prediction -being 42.42%, compared to PLS-DA from MSI analysis, which showed an overall prediction accuracy of 90.91%. In conclusion, temperature had a great impact on marinated chicken souvlaki spoilage during aerobic storage, and especially on Pseudomonas spp. counts which were the predominant spoilage microorganism. PLS-R models based on the multispectral data, predicted the microbial populations satisfactorily, while the corresponding predictive models from e-nose measurements failed to predict accurately TVC and Pseudomonas spp.  population. In contrast, PLS-DA models via MSI data achieved more accurate classification of samples in the correct class compared to PLS-DA model using e-nose signal response.   Scientific area: Food Microbiology Keywords: marinated chicken leg, spoilage, multispectral imaging (MSI), electronic nose, linear machine learning models.              



5 ΕΥΧΑΡΙΣΤΙΕΣ Η εκπόνηση της παρούσας διπλωµατικής εργασίας έλαβε χώρα στο Εργαστήριο Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας τροφίµων του Τµήµατος Επιστήµης και Τεχνολογίας Τροφίµων και ∆ιατροφής του Ανθρώπου του Γεωπονικού Πανεπιστηµίου Αθηνών, υπο την επίβλεψη του καθηγητή κυρίου Γεωργίου Ιωάννη Νυχά, τον οποίο και θα ήθελα να ευχαριστήσω ιδιαίτερα, για την ανάθεση της συγκεκριµένης εργασίας, την εµπιστοσύνη και τη καθοδήγησή του κατά τη διάρκεια του πειραµατικού µέρους.  Επιθυµώ επίσης να ευχαριστήσω και το καθηγητή κ. Ευστάθιο Πανάγου για τη καθοριστική συµβολή του στην ολοκλήρωση αυτής της εργασίας, µε τη πολύτιµη προσφορά των γνώσεων και συµβουλών του κατά τη διάρκεια της µελέτης. Ιδιαίτερες ευχαριστίες οφείλουν να δοθούν και στον καθηγητή κ. Κωσταντίνου Κουτσουµανή για το χρόνο που αφιέρωσε στη µελέτη της εργασίας και τη συµµετοχή του στην εξεταστική επιτροπή. Ιδιαίτερες ευχαριστίες θα ήθελα να δώσω στην υποψήφια ∆ιδάκτορα Ευγενία Σπυρέλλη, για την εξαιρετική συνεργασία, την υποµονή, τη στήριξη, τις συµβουλές, τις γνώσεις και τη πολύτιµη καθοδήγηση καθ΄ όλη τη διάρκεια διεξαγωγής των πειραµάτων και επεξεργασίας των αποτελεσµάτων. ∆ε θα µπορούσα να µην ευχαριστήσω και την υποψήφια ∆ιδάκτορα Ειρήνη Σχοινά, της οποίας οι γνώσεις, το ενδιαφέρον και οι συµβουλές έπαιξαν σηµαντικό ρόλο στην εκπόνηση των πειραµάτων. Ευχαριστώ, επίσης όλο το προσωπικό του Εργαστηρίου Μικροβιολογίας και Βιοτεχνολογίας Τροφίµων, τους υποψήφιους ∆ιδάκτορες, µεταπτυχιακούς φοιτητές και επιστηµονικούς συνεργάτες, για την άψογη συνεργασία και το ζεστό και φιλικό κλίµα που υπήρχε τη περίοδο εργασίας στο εργαστήριο. Τέλος θα ήθελα να ευχαριστήσω το οικογενειακό και φιλικό µου περιβάλλον για τη βοήθεια, τις συµβουλές και τη στήριξή τους σε κάθε στάδιο της ακαδηµαϊκής µου, και όχι µόνο, πορείας και εξέλιξης.  Με την άδειά µου, η παρούσα εργασία ελέγχθηκε από την Εξεταστική Επιτροπή µέσα από λογισµικό ανίχνευσης λογοκλοπής που διαθέτει το ΓΠΑ και διασταυρώθηκε η εγκυρότητα και η πρωτοτυπία της.  
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10 1. ΕΙΣΑΓΩΓΗ  1.1 Σύσταση κρέατος κοτόπουλου  Το κρέας ορίζεται από τον Codex Alimentarius ως «Όλα τα µέρη ενός θηλαστικού που προορίζονται ή έχουν κριθεί ως ασφαλή και κατάλληλα για ανθρώπινη κατανάλωση». Σε αυτά  περιλαµβάνεται ο µυϊκός ιστός και άλλοι σηµαντικοί ιστοί, οι οποίοι καταναλώνονται έπειτα από επεξεργασία, όπως το λίπος, και τα ζωτικά όργανα όπως η γλώσσα, η καρδιά, το συκώτι, τα νεφρά, οι πνεύµονες, τα έντερα κ.α. Το κρέας αποτελείται από νερό, πρωτεΐνες και αµινοξέα, µέταλλα, λίπη και λιπαρά οξέα, βιταµίνες και άλλα βιοδραστικά συστατικά, και πολύ µικρές ποσότητες υδατανθράκων. Από διατροφική άποψη, το κρέας έχει πολλή µεγάλη σηµασία, καθώς διαθέτει υψηλής βιολογικής αξίας πρωτεΐνη, περιέχει όλα τα απαραίτητα αµινοξέα και έχει υψηλή βιοδιαθεσιµότητα σε µέταλλα και βιταµίνες. Παράλληλα, το κρέας είναι πλούσιο σε βιταµίνη Β12 και Β6 και σίδηρο τα οποία δεν είναι άµεσα διαθέσιµα σε χορτοφαγικές δίαιτες. (FAO, 2021, Heinz & Hautzinger, 2007). Στο Πίνακα 1 και 2 παρουσιάζονται τα θρεπτικά συστατικά για τη περίπτωση του µυϊκού ιστού από µπούτι κοτόπουλο, από το οποίο έχει αφαιρεθεί το δέρµα. Η περιεκτικότητα σε λίπος είναι πολύ µικρή (<5%), η πρωτεΐνη ανέρχεται στα 20%, ενώ το νερό είναι περίπου 80%. Πίνακας 1: Χηµική σύσταση του νωπού µυϊκού ιστού από µπούτι κοτόπουλο χωρίς δέρµα.  Θρεπτικά Εκτίµηση στα 100g Μονάδες Νερό 76.36 g Ενέργεια 120.45 kcal Πρωτεΐνη 19.20 g Λίπη 4.22 g Υδατάνθρακες 0.00 g Ιχνοστοιχεία   Ασβέστιο 10.00 mg Σίδηρος 0.78 mg Μαγνήσιο 22.95 mg Φώσφορος 179.55 mg Κάλιο 237.50 mg Νάτριο 96.02 mg  



11 Πίνακας 2: Περιεκτικότητα του νωπού µυϊκού ιστού από µπούτι κοτόπουλο σε βιταµίνες, αµινοξέα και λιπαρά οξέα (USDA, 2021) Βιταµίνες Εκτίµηση σε g ανά 100g Αµινοξέα Εκτίµηση σε g ανά 100g Θειαµίνη 0.088 Τρυπτοφάνη 0.217 Ριβοφλαβίνη 0.180 Θρεονίνη 0.895 Νιασίνη 5.580 Ισολευκίνη 0.926 Βιταµίνη Β6 0.406 Λευκίνη 1.614 Φολικά άλατα (σύνολο) 0.004 Λυσίνη 1.784 Χολίνη 48.636 Μεθειονίνη 0.545 Βιταµίνη Β12 0.001 Κυστίνη 0.226 Βιταµίνη Α 0.010 Φαινυλαλανίνη 0.765 Βιταµίνη Ε (αλφα-τοκοφερόλη) 0.180 Τυροσίνη 0.711 Λιπαρά οξέα  Βαλίνη 0.933 Λαυρικό 0.005 Αργινίνη 1.318 Μυριστικό 0.020 Ιστιδίνη 0.574 Παλµιτικό 0.757 Αλανίνη 1.135 Παλµιτολεικό (cis) 0.178 Ασπαρτικό οξύ 1.864 Στεατικό 0.250 Γλουταµινικό οξύ 3.102 Ελαϊκό 1.022 Γλυκίνη 0.886 Ελαϊδικό 1.205 Προλίνη  0.774 Λινελαϊκό 0.753 Σερίνη 0.785 Λινολενικό (α, γ) 0.067 Αραχιδικό 0.002 Αραχιδονικό 0.098 Εικοσαπενταενοϊκό 0.005 Εικοσιπενταενοϊκό 0.011 Εικοσιδιεξαενοϊκό 0.013 Χοληστερόλη 0.091 Η µετατροπή των ζώων σε κρέας, περιλαµβάνει διάφορες διεργασίες όπως είναι ο χειρισµός και η φόρτωσή τους στη φάρµα, η µεταφορά τους σε σφαγεία, η εκφόρτωση και η εκµετάλλευσή τους και η σφαγή. Οι κακές λειτουργικές τεχνικές και εγκαταστάσεις σε οποιαδήποτε από τις παραπάνω διεργασίες, οδηγούν σε τραυµατισµούς των ζώων που έχουν ως αποτέλεσµα την αλλοίωση και τη µείωση της ποιότητας του κρέατος (Chambers & Grandin, 2001). Μετά από µερικές ώρες από τη σφαγή των ζώων, οι µύες γίνονται άκαµπτοι, µια κατάσταση γνωστή ως νεκρική ακαµψία Λόγω της παύσης της αιµατικής κυκλοφορίας και της αποµάκρυνσης του αίµατος (αφαίµαξη), η παροχή του οξυγόνου στου µύες µειώνεται. Αυτό έχει ως αποτέλεσµα την αδρανοποίηση του µηχανισµού της αναπνευστικής αλυσίδας (σύστηµα µεταφοράς ηλεκτρονίων) και της οξειδωτικής φωσφορυλίωσης (δέσµευση της ενέργειας που παράγεται κατά την αερόβια γλυκόλυση), γεγονός που οδηγεί στην αδυναµία ανασύνθεσης του ΑΤΡ από τους µηχανισµούς αυτούς και στη διέγερση της 



12 αναερόβιας γλυκόλυσης. Κατά την αναερόβια γλυκόλυση, η γλυκόζη που παράγεται από τη διάσπαση του γλυκογόνου, µετατρέπεται σε γαλακτικό οξύ. Λόγω της κατάρρευσης του αιµοποιητικού συστήµατος, το παραγόµενο γαλακτικό οξύ δεν µπορεί να αποµακρυνθεί, γεγονός που οδηγεί στην πτώση του pH και την οξίνιση του µυός. Η διαδικασία της νεκρικής ακαµψίας εξαρτάται από το στρές που προκαλείται στα ζώα κατά τη διαδικασία της σφαγής, πράγµα που έχει αρνητικές συνέπειες στη ποιότητα του νωπού κρέατος (Miller 2002). Ως εκ τούτου, είναι αναγκαίος ο σωστός χειρισµός και η πρόληψη της µόλυνσης µετά τη σφαγή και κατά τη διάρκεια της κοπής και της επεξεργασίας του κρέατος (Chambers &  Grandin, 2001). Απαραίτητη είναι επίσης και η αποθήκευση του σφαγίου σε θερµοκρασία χαµηλότερη των 4 ° C αµέσως µετά τη σφαγή (εντός 4 ωρών) και κατά τη διάρκεια της µεταφοράς και της αποθήκευσης (USDC, 1995), καθώς είναι κρίσιµο σηµείο για την υγιεινή, την ασφάλεια, τη διάρκεια ζωής, την όψη και τη ποιότητά του (Zhou et al., 2010).  1.2 Κατανάλωση κοτόπουλου και Νοµοθεσία Η κατανάλωση κρέατος κοτόπουλου αυξάνεται σταθερά σε παγκόσµια κλίµακα, µε τα τελευταία διαθέσιµα δεδοµένα να δείχνουν ότι έχει φτάσει τα 14.9 κιλά κατά κεφαλή το 2020 (OECD, 2021). Το Ισραήλ και οι αναπτυγµένες δυτικές χώρες και συγκεκριµένα οι Ηνωµένες Πολιτείες της Αµερικής, είναι οι µεγαλύτεροι καταναλωτές, µε 64.4 και 51 κιλά κατά κεφαλή αντίστοιχα (OECD, 2021). Η ίδια τάση κατανάλωσης παρατηρείται και στις χώρες της Ευρωπαϊκής Ένωσης, η οποία προβλέπεται να αυξηθεί από 24.6 κιλά το άτοµο το 2018 σε 26.2 κιλά κατά άτοµο έως το 2028 (OECD/FAO, 2019) (Σχήµα).   



13 Σχήµα 1.1: Παγκόσµια κατανάλωση κρέατος κατά κεφαλή το χρονικό διάστηµα 2016-2018 σε σύγκριση µε το 2028 (OECD/FAO, 2019) Λόγω της αυξηµένης αυτής ζήτησης και κατανάλωσης, η διασφάλιση της µικροβιακής ασφάλειας των προϊόντων κρέατος πουλερικών είναι ένα σηµαντικό ζήτηµα. Ο Παγκόσµιος Οργανισµός Υγείας  (WHO) και η Ευρωπαϊκή Αρχή για την Ασφάλεια των Τροφίµων (EFSA) καθοδήγησαν τους παραγωγούς, διανοµείς και εργαζόµενους σε χώρους εστίασης, µε σκοπό τη προστασία των καταναλωτών από τροφιµογενείς επιδηµίες (Nychas et al., 2016). Μέσω της θέσπισης των κανονισµών υγιεινής HACCP στα τρόφιµα (EC 852/2004) και στα τρόφιµα ζωικής προέλευσης (EC 853/2004), απαιτείται η συµµόρφωση των συµµετεχόντων στο τοµέα των τροφίµων µε συγκεκριµένες απαιτήσεις, µε στόχο την εξάλειψη πιθανών φυσικών βιολογικών και χηµικών κινδύνων (EC 852/2004). Στα µικροβιολογικά κριτήρια για τα τρόφιµα που παρατίθενται στο κανονισµό EC 2073/2005, για το κρέας κοτόπουλου ορίζονται κριτήρια µόνο για το βακτήριο Salmonella enterica, του οποίου η απουσία απαιτείται σε 25g οµαδοποιηµένου δείγµατος δέρµατος λαιµού. Το µεγαλύτερο µέρος της βιβλιογραφίας έχει αφιερωθεί στην ανίχνευση της παρουσίας παθογόνων µικροοργανισµών (κυρίως του γένους Salmonella και Campylobacter) και στην επίδραση της θερµοκρασίας και του χρόνου συντήρησης στην ανάπτυξη των τελευταίων, κατά τη συντήρηση και διανοµή των ζωικών τροφίµων (EFSA Journal, 2014). Έχει, όµως, µελετηθεί και αξιολογηθεί και η ανάπτυξη αλλοιογόνων µικροοργανισµών σε νωπό κρέας κοτόπουλου για διαφορετικούς συνδυασµούς χρόνου/θερµοκρασίας (EFSA Journal, 2016), ώστε να αποφευχθεί η άσκοπη απόρριψη κρέατος και η όποια οικονοµική ζηµία αποφέρει αυτή στις βιοµηχανίες κρέατος και παρασκευασµάτων (Nychas et al., 2016, Nychas et al., 2008). 1.3 Αλλοίωση κοτόπουλου Ένα ζωικό τρόφιµο χαρακτηρίζεται ως αλλοιωµένο, όταν αλλάζουν τα οργανοληπτικά του χαρακτηριστικά, και το καθιστούν µη αποδεκτό από τους καταναλωτές.  Η ανεπιθύµητη οσµή, η δηµιουργία γλίτσας, χρωµατισµών, αλλά και άλλων χαρακτηριστικών που αλλοιώνουν τη δοµή και τη γεύση του κρέατος, είναι οι κύριοι παράγοντες για να κριθεί µη αποδεκτό από τους καταναλωτές (Ellis et al., 2002, Nychas et al., 2007).  



14 Η αλλοίωση του κρέατος καθορίζεται από πολλούς περιβαλλοντικούς παράγοντες, ωστόσο η µεταβολική δραστηριότητα των µικροοργανισµών παίζει τον πιο σηµαντικό ρόλο. Στη περίπτωση του νωπού κρέατος η µείωση της φρεσκάδας και η πρόοδος της αλλοίωσης µπορούν να αναχθούν στην ανάπτυξη και την αύξηση της µεταβολικής δραστηριότητας διαφορετικών µικροοργανισµών, κυρίως βακτηρίων (Gallo et al., 1988, Horváth et al., 2007, Ercolini et al., 2009), αν και υπάρχουν και ζύµες σε ουσιαστικό αλλά πολύ µικρότερο αριθµό στο νωπό και αλλοιωµένο κρέας (Viljoen et al., 1998, Ismail et al., 2000). Το κρέας αντιπροσωπεύει ένα φυσικό οικοσύστηµα, ιδανικό για την ανάπτυξη µικροοργανισµών, καθώς έχει βέλτιστο pH (5.8-6.8), υψηλή ενεργότητα ύδατος (aw = 0.99) και είναι πλούσιο σε πρωτεΐνες, λιπίδια, µέταλλα, βιταµίνες και υδατάνθρακες. Oι µικροοργανισµοί χρειάζονται ενέργεια για το µεταβολισµό τους, απαραίτητες ουσίες τις οποίες δεν µπορούν να συνθέσουν µόνοι τους και συστατικά για τη σύσταση των κυττάρων τους. Όλα αυτά τα απαραίτητα στοιχεία συλλέγονται από το περιβάλλον του τρόφιµου και η παρουσία τους επιτρέπει την αποτελεσµατική επιβίωση των τροφιµογενών  στελεχών κατά τη στατική φάση ανάπτυξης. Οι πλεονεκτικές ή µειονεκτικές αυτές συνθήκες καθορίζουν την επιβίωση και την ανάπτυξη ορισµένων ειδικών στελεχών µικροοργανισµών (Lawrie and Ledward 2006).  ∆εν υπάρχει αµφιβολία ότι η µικροβιολογική δραστηριότητα είναι µακράν ο σηµαντικότερος παράγοντας που επηρεάζει τις αλλαγές που προκαλούν αλλοίωση στο κρέας. Ωστόσο, είναι  σηµαντικό στην αλλοίωση του κρέατος να συµπεριληφθούν και οι αλληλεπιδράσεις της µικροβιακής ανάπτυξης µε την ενζυµική τους δραστηριότητα, που έχουν ως αποτέλεσµα τη συσσώρευση µεταβολικών προϊόντων (Nychas et al., 2007). Τέλος, σηµαντική είναι και η συµβολή των µη ενζυµικών χηµικών αντιδράσεων που λαµβάνουν χώρα στους µύες του κρέατος κοτόπουλου (Nychas et al., 2007, Dainty, 1996).  1.3.1 Μικροβιακή Αλλοίωση κρέατος κοτόπουλου  Οι µύες των υγιών ζώων είναι απαλλαγµένοι από µικροοργανισµούς λόγω των αµυντικών µηχανισµών που σχετίζονται µε: το δέρµα και τους βλεννογόνους, το τρίχωµα και τα πούπουλα, τα γαστρικά υγρά, τα έντερα και τα ούρα, τις φλεγµονώδεις διαδικασίες και τα  αντισώµατα. Οι µικροοργανισµοί αποκτούν πρόσβαση στο κρέας κατά τη σφαγή, όταν οι παρεµποδιστικοί αυτοί µηχανισµοί διασπώνται και κατά τη διάρκεια της επεξεργασίας (Nychas & Skandamis, 2005, Ayres, 1955). Μετά από την επεξεργασία του κρέατος, το 75 



15 µε 85 % του µικροβιακού πληθυσµού που βρίσκεται στο κοτόπουλο αποτελείται από χρωµογόνα βακτήρια, µύκητες, και σποριογόνους µικροοργανισµούς.  Ωστόσο τη στιγµή της αλλοίωσης οι µικροοργανισµοί που κυριαρχούν είναι τα βακτήρια. Έτσι, η καταµέτρηση των βακτηριακών µονάδων χρησιµοποιείται για την αξιολόγηση της αλλοίωσης του κρέατος (Ayres, 1960). Ο αρχικός συνολικός αερόβιος βακτηριακός πληθυσµός των σφαγίων πουλερικών κυµαίνεται από 102 έως 106 CFU/g, αλλά εξαρτάται από διάφορους παράγοντες, όπως τη προέλευση των πουλερικών, τις συνθήκες υγιεινής του χώρου εκτροφής, σφαγής, επεξεργασίας και αποθήκευσης, τη τεχνολογία επεξεργασίας και την εξωτερική θερµοκρασία (Geornaras et al., 1995, Gill, 2005, Serraino et al., 2012). Η αύξηση του βακτηριακού πληθυσµού ελέγχεται κυρίως µε τις θερµοκρασίες αποθήκευσης, εποµένως πληθυσµοί ψυχοτρόπων µικροοργανισµών περιορίζονται κατά τη διάρκεια της ψυχρής αποθήκευσης του κρέατος (Lucianez, Holmes, and Tucker 2010). Ωστόσο, ένα πολύ µικρό ποσοστό της τάξης του 10 % των µικροοργανισµών του µικροβιώµατος, έχει την ικανότητα να αναπτυχθεί σε θερµοκρασίες ψύξης και να καταφέρει να αλλοιώσει το µυϊκό ιστό (Lu et al., 2003, Rouger et al., 2017) . Οι µικροοργανισµοί αυτοί, που ξεκινούν τη διαδικασία της αλλοίωσης ονοµάζονται ειδικοί αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί (SSO) (Boziaris & Parlapani, 2017). Αν και το pH του στήθους κοτόπουλου ( pH 5.7 µε 5.9) διαφέρει από αυτό του µυϊκού ιστού του µπουτιού (pH 6.4 µε 6.7), οι οργανισµοί που προκαλούν αλλοίωση είναι περίπου οι ίδιοι. Σε αυτούς περιλαµβάνονται τα γένη Pseudomonas (τα οποία και κυριαρχούν σε αερόβιες συνθήκες) και Aeromonas, ενώ µεταξύ των εντεροβακτηρίων τα γένη που κυριαρχούν είναι το Hafnia, Serratia, Rahnella, Yersinia, και Buttiauxella (Mohareb et al., 2015, Wickramasinghe et al., 2019, Säde et al., 2013, Belluco et al., 2016, Arnaut-Rollier et al., 1999). Στη βιβλιογραφία υπάρχουν πολλές καταγραφές γαλακτικών βακτηρίων, και συγκεκριµένα έχουν ανακαλυφθεί νέα είδη Enterococcus και Lactobacillus, όπως ο Enterococcus Viikkiensis, ο Enterococcus saigonensis, και ο Lactobacillus oligofermentans σε κρέας κοτόπουλου (Rahkila et al., 2011, Koort et al., 2005, Harada et al., 2016). Το βακτηριακό είδος Brochothrix thermosphacta (Illikoud et al., 2019, Xu et al., 2010) είναι επίσης παρόν στη µικροχλωρίδα του κρέατος κοτόπουλου.  1.3.1.1 Pseudomonas spp. Η ψευδοµονάδα αποτελεί ένα από τα πιο κοινά γένη βακτηρίων και ανήκει στους ψυχρότροφους, αρνητικούς κατά Gram µικροοργανισµούς. Τα βακτήρια του γένους 



16 Pseudomonas είναι αερόβιοι ή προαιρετικά αερόβιοι, µη σποριογόνοι, µε ραβδοειδή µορφολογία µικροοργανισµοί. Τα είδη στα οποία συνήθως οφείλεται η αλλοίωση των ζωικών ιστών είναι η P. fragi, P. fluorescens, P. lundensis, P. miguale, P. putida, P. Syringae, P. Viridiflava, P. aeruginosa, P. Cichorii (Wickramasinghe et al., 2019, Mohareb et al., 2015). Σε προϊόντα φρέσκου κοτόπουλου τα κύρια αλλοιογόνα στελέχη είναι η P. fluorescens, η οποία είναι κυρίαρχος κατά τα πρώτα στάδια αλλοίωσης του κοτόπουλου, µε τη P. fragi να έρχεται δεύτερη και τελικά να καταλαµβάνει το µεγαλύτερο ποσοστό. Καθόλη τη διάρκεια της αλλοίωσης υπάρχει σηµαντικό ποσοστό του P. lundensis στο οποία παρατηρείται µία µικρή αύξηση στο τέλος και ελάχιστα στελέχη P. aeruginosa τα οποία παρατηρούνται µόνο κατά τις πρώτες ηµέρες αποθήκευσης (Sundheim et al., 1998). Οι ψευδοµονάδες είναι πολύ ανθεκτικές και ικανές να αντέξουν σε συνθήκες στρες, που διαφορετικά θα ανέστελλαν την ανάπτυξη άλλων µικροοργανισµών, γι’ αυτό και αποτελούν τη κυρίαρχο αλλοιογόνο µικροχλωρίδα, µε τελικό πληθυσµό να φτάνει τα 10.37 logCFU/g σε στήθος κοτόπουλου (Alexandrakis et al., 2012), και να ξεπερνάει τα 8 logCFU/g σε χοιρινό κιµά (Fengou et al., 2019) σε αερόβιες συνθήκες στους 4 °C. Ο πληθυσµός των ψευδοµονάδων έχει παρακολουθηθεί στενά από αισθητηριακές αλλαγές κατά τη διάρκεια της αποθήκευσης (Koutsoumanis et al., 2006). Στα πουλερικά η αλλοίωση εντοπίζεται κυρίως στο δέρµα, στο δέρµα συνδεδεµένο µε λίπος και στα εξωτερικά µέρη των µυών, γιατί το λίπος στα είναι διαµοιρασµένο κάτω από το δέρµα και τη κοιλιακή κοιλότητα. Σε πολύ προχωρηµένα στάδια αλλοίωσης, µε τη πρόσπτωση υπεριώδους ακτινοβολίας, οι επιφάνειες φθορίζουν λόγω της παρουσίας µεγάλου αριθµού στελεχών P. Fluorescens (Arnaut-Rollier et al., 1999). Η παραγωγή οσµών (putrid, sulphid), η δυσάρεστη γεύση και η εµφάνιση γλοιώδους υφής είναι ένα χαρακτηριστικό της αερόβιας αλλοίωσης του κρέατος από Pseudomonas spp. (Ercolini et al., 2006). Οι αλλοιώσεις αυτές οφείλονται στη πρωτεολυτική, λιπολυτική και σακχαρολυτική ικανότητα της Pseudomonas spp. η οποία αφού εξαντλήσει τη γλυκόζη και το γαλακτικό οξύ του υποστρώµατος ξεκινά να µεταβολίζει αζωτούχες ενώσεις και αµινοξέα (Raposo, 2017). Αποτέλεσµα αυτής της ικανότητας είναι: αµίνες, πτητικά και δύσοσµα δισουλφίδια, εστέρες, αλδεΰδες και αλκοόλες (Raposo, 2017). Οι εστέρες λιπαρών οξέων µικρής αλύσου, που παράγονται από τη P. fragi, είναι υπεύθυνοι για την «φρουτώδη µυρωδιά», ενώ οι αλδεΰδες προσδίδουν λιπαρή γεύση. Οι µικρής αλύσου αλδεΰδες τείνουν να είναι αρκετά αιχµηρές και όξινες και η λιπαρότητα αυξάνεται µε το µήκος και το βαθµό 



17 ακορεστότητας αλυσίδας (Insausti et al., 2002, Soncin et al., 2007). Το διµεθυλοσουλφίδιο είναι υπεύθυνο για τη οσµή «λάχανου» του χαλασµένου κρέατος (Stanborough et al., 2018).  Το επικρατέστερο επιλεκτικό υπόστρωµα που χρησιµοποιείται για την ανάπτυξη των βακτηρίων του γένους Pseudomonas και έχει δοκιµαστεί σε δείγµατα κοτόπουλου (Mead and Adams 1977) είναι το CFC (Cephaloridine Fucidin Cetrimide) Agar ή αλλιώς Pseudomonas Agar Base. Το υπόστρωµα αυτό επιτρέπει αποκλειστικά την ανάπτυξη έγχρωµων και άχρωµων αποικιών Pseudomonas διαµέτρου 2-5 mm, παρεµποδίζοντας την ανάπτυξη άλλων Gram θετικών βακτηρίων (Mead 1985) όπως τα Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus και Streptococcus. 1.3.1.2 Enterobacteriaceae Τα βακτήρια, της οικογένειας Enterobacteriaceae, είναι αρνητικά κατά Gram, ευθέα ραβδία. Είναι µη σποριογόνα και έχουν  µεταβολισµό ζυµωτικό και οξειδωτικό  και ως προς το χαρακτήρα αυτό διαφέρουν από τα Pseudomonas spp. Η οικογένεια Enterobacteriaceae περιλαµβάνει ψυχρότροφα, µεσόφιλα και θερµοανθεκτικά είδη. Σχετικά µε τις απαιτήσεις τους σε οξυγόνο, µπορούν να αναπτύσσονται και σε αερόβιες, αλλά και σε αναερόβιες συνθήκες και είναι όλα χηµειοεταιρότροφα, θετικά στη καταλάση και αρνητικά στην οξειδάση (Μπαλατσούρας, 2006). Η κύρια αιτία επιµόλυνσης του νωπού κοτόπουλου µε εντεροβακτήρια είναι η ανεπαρκής ή ανθυγιεινή επεξεργασία, ο ακατάλληλος χειρισµός και οι συνθήκες αποθήκευσης που πραγµατοποιούνται στα σφαγεία. Για το λόγο αυτό οι µετρήσεις του αριθµού αποικιών των βακτηρίων της οικογένειας Enterobacteriaceae και πιο συγκεκριµένα της E. coli  λειτουργούν ως κριτήριο ποιότητας της επεξεργασίας, της υγιεινής και της αποθήκευσης (Abu-Ruwaida et al., 1994, ICMSF, 1980). Στις Ηνωµένες Πολιτείες, το E. coli αναγνωρίστηκε ως χρήσιµος δείκτης οργανισµός για την επαλήθευση της επάρκειας της ανάλυσης κινδύνου και των σχεδίων HΑCCP που εφαρµόζονται σε σφαγεία βοοειδών, χοίρων και πουλερικών (USDA-FSIS, 1996). Στο νωπό κρέας κοτόπουλο, τα κύρια γένη της οικογένειας Enterobacteriaceae που παρατηρούνται είναι το Hafnia (Hafnia alvei, Hafnia paralvei), Serratia (Serratia fonticola, Serratia grimesii, Serratia liquefaciens, Serratia proteamaculans, και Serratia quinivorans), Rahnella, Yersinia, Buttiauxella, Escherichia (E. Coli) και Salmonella (Säde et al., 2013, Belluco et al., 2016). Έχει παρατηρηθεί σε τροποποιηµένες ατµόσφαιρές, ότι το κυρίαρχο γένος εντεροβακτήριου σε ωµό κοτόπουλο είναι το Serratia spp. το οποίο ακολουθείται από το Yersinia spp., Hafnia 



18 spp. και Rahnella spp,, ενώ σε µαριναρισµένο κοτόπουλο εµφανίζονται περισσότερα στελέχη Hafnia spp,, που ακολουθούνται µε τη σειρά από Serratia spp. Rahnella spp. και Yersinia spp. (Säde et al., 2013). Η κατάψυξη, δεν αποτελεί αποτελεσµατικό µέσο αναστολής τους, γιατί παρόλο που είναι ευαίσθητα σε αυτή και απενεργοποιούνται κατά τη διάρκεια παρατεταµένης αποθήκευσης, υπάρχουν κύτταρα που επιβιώνουν για µεγάλο χρονικό διάστηµα. Η ανάπτυξη δυσάρεστων οσµών, γεύσεων και οι αλλαγές στο χρώµα του κρέατος είναι ενδείξεις αλλοίωσης από τη δραστηριότητα των Enterobacteriaceae. Το υδρόθειο (H2S) είναι το µεταβολικό προϊόν το οποίο παράγεται από τη κυστεΐνη έπειτα από περιορισµό της γλυκόζης και του οξυγόνου στο υπόστρωµα και στο οποίο οφείλεται η δυσάρεστη µυρωδιά σήψης (putrid, sulphid) (Egan, Shay, and Rogers 1989). Είναι επίσης υπεύθυνο, υπό αερόβιες συνθήκες, για τη µεταβολή του χρώµατος των µυών σε πράσινη θειοµυοσφαιρίνη (Dainty et al., 1989). Η καταµέτρηση των Enterobacteriaceae γίνεται συνήθως µε το θρεπτικό υπόστρωµα ενσωµάτωσης VRBGA (Violet Red Bile Glucose agar), το οποίο επωάζεται σε θερµοκρασία 37 οC για 24 ώρες. Οι αποικίες τους έχουν µωβ - κόκκινο χρώµα περιτριγυρισµένες από ένα πιο διάφανο στεφάνι. (Fengou et al., 2019). 1.3.1.3 Γαλακτικά βακτήρια- LAB Τα γαλακτικά είναι θετικά κατά Gram βακτήρια, µη σποριογόνα  σε σχήµα ράβδων ή κόκκων, στη πλειοψηφία τους προαιρετικά αναερόβια και αυστηρά ζυµωτικά (Adams and Moss 2007). Είναι τα κυρίαρχα βακτήρια της φυσικής µικροχλωρίδας του γαστρεντερικού και αναπνευστικού συστήµατος των ζωντανών οργανισµών. Τα γαλακτικά βακτήρια αναγνωρίζονται ως σηµαντικοί ανταγωνιστές των άλλων µικροοργανισµών που σχετίζονται µε την αλλοίωση του κρέατος αποθηκευµένου σε κενό ή τροποποιηµένες ατµόσφαιρες (Castellano et al., 2004, Nychas & Skandamis, 2005). Σε προιόντα κοτόπουλου έχουν εντοπιστεί γαλακτικά βακτήρια των γενών Carnobacterium, Lactobacillus, Leuconostoc, Enterococcus, Lactococcus και Streptococcus (Borch et al., 1996, Lu et al., 2003, Gong et al., 2002, Barakat et al., 2000).  Πιο συγκεκριµένα, από το περιβάλλον συσκευασίας τροποποιηµένης ατµόσφαιρα ψητού κοτόπουλου, έχουν αποµονωθεί µικροοργανισµοί του είδους Enterococcus gallinarum, E. casseliflavus, Enterococcus gilvus και Enterococcus Viikkiensis (Rahkila et al., 2011) ενώ ο Enterococcus saigonensis έχει αποµονωθεί και 



19 χαρακτηριστεί µε µοριακές µεθόδους, από νωπό κρέας και συκώτι κοτόπουλου (Harada et al., 2016). Σε άλλη έρευνα, η δοκιµασία PCR σε πραγµατικό χρόνο για τα είδη Carnobacterium και Lactococcus που αποµονώθηκαν από νωπό, κατεψυγµένο και συσκευασµένο σε τροποποιηµένη ατµόσφαιρα κοτόπουλο, χαρακτήρισε τα C. divergens, C. piscicola, L. raffinolactis, και L. garvieae. (Barakat et al., 2000). Ένα νέο είδος, το Lb. oligofermentans, βρέθηκε να σχετίζεται µε την αλλοίωση µαριναρισµένου κρέατος κοτόπουλου σε τροποποιηµένες ατµόσφαιρες (Koort et al., 2005). Τα Leuconostoc gelidum, Lactobacillus sakei, Lactobacillus cillus και Le. gasicomitatum, βρέθηκαν να είναι οι κυρίαρχοι αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί σε ωµό, µαριναρισµένο µε ντοµάτα υπό τροποποιηµένη ατµόσφαιρα κοτόπουλο (Bjorkroth et al., 2000). Χαρακτηριστικές ενδείξεις αλλοιωµένου κρέατος κοτόπουλου από γαλακτικά βακτήρια είναι η κακή οσµή και γεύση, ο σχηµατισµός αερίου και λάσπης και ο αποχρωµατισµός, όταν ο πληθυσµός τους είναι πάνω από 107 CFU/g. Τα ελαττώµατα αυτά γίνονται εµφανή µετά από την παραµονή των βακτηρίων στη στατική φάση ανάπτυξης (Korkeala et al., 1989). Η έντονη βουτυρώδης/όξινη γεύση οφείλεται στο γαλακτικό και οξικό οξύ που παράγεται κατά τη λογαριθµική και στατική φάση, ενώ ο σχηµατισµός του αερίου ( η αύξηση συγκέντρωσης του CO2 σε συσκευασίες κατά την αποθήκευση) αποδίδεται σε µεταβολικά παραπροϊόντα των ετεροζυµωτικών Lactobacillus spp.and Leuconostoc spp. (Björkroth and Korkeala 1997). Τα Lactobacillus spp.and Leuconostoc spp. είναι επίσης υπεύθυνα για τη παραγωγή πράσινου χρώµατος, εξαιτίας του σχηµατισµού H2O2, το οποίο οξειδώνει το νιτροµυοχρωµογόνο σε αερόβιες συνθήκες (Dušková et al., 2013). Γενικά τα «γαλακτικά» χρειάζονται µεγαλύτερο χρονικό διάστηµα για να αναπτυχθούν συγκριτικά µε άλλες οµάδες µικροοργανισµών και έχουν µικρότερο µέγεθος αποικιών από τους περισσότερους µικροοργανισµούς. Γι’ αυτό, το υλικό υπόστρωµα που χρησιµοποιείται για τη καταµέτρηση των γαλακτικών βακτηρίων είναι το MRS (Man, Rogosa and Sharpe) άγαρ, στο οποίο εµβολιάζονται µε τη µέθοδο της ενσωµάτωσης και επωάζονται για 72 ώρες. Οι αποικίες τους έχουν λευκο-γκρί ανοιχτό χρώµα και είναι ηµιδιαφανείς. Κάποια Leuconostoc spp. µπορεί να σχηµατίσουν, λεπτές αποικίες οι οποίες ενδέχεται να εµποδίζουν την  ανάπτυξη άλλων αποικιών, προκαλώντας έτσι υποεκτίµηση του αριθµού των βακτηρίων γαλακτικού οξέος (ISO 15214, 1998). 



20 1.3.1.4 Ενδείξεις µικροβιακής αλλοίωσης Ο αρχικός δείκτης ένδειξης της αλλοίωσης στο κρέας πουλερικών είναι οι αλλαγές στα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά. Όταν τα πουλερικά υφίστανται αλλοίωση, πρώτα αναπτύσσονται δυσάρεστες οσµές και στη συνέχεια δηµιουργείται ένα στρώµα γλοιώδους ουσίας. Συγκεκριµένα έχει παρατηρηθεί ότι οι οσµές αναπτύσσονται όταν το ολικό µικροβιακό φορτίο κυµαίνεται από 7.2 έως 8 log cfu/cm2 , ενώ η γλοιώδης επιφάνεια µαζί µε µία «φρουτώδη» µυρωδιά εµφανίζονται όταν το φορτίο φτάσει και ξεπεράσει τους 8 µε 9 log cfu/cm2, εξαιτίας του µεταβολισµού των ελεύθερων αµινοξέων (Ayres, 1960). 
• ∆ηµιουργία ανεπιθύµητων οσµών: βακτήρια όπως τα Pseudomonas και τα γαλακτικά βακτήρια προσδίδουν στο τρόφιµο οσµή σάπιου. 
• Σχηµατισµός βλέννας: οι µικροοργανισµοί που σχηµατίζουν βλέννα είναι τα Lactic Acid Bacteria και κυρίως τα γένη Lactobacillus, Enterococcus, Weissela και B. thermosphacta. 
• ∆ηµιουργία πράσινου χρώµατος: προκαλείται συνήθως από την παραγωγή H2O2 και H2S στα φρέσκα και επεξεργασµένα προϊόντα από τα βακτήρια, Weisella viridescens, Leuconostoc, Enterococcus faecium και Enterococcus faecalis. Είναι αποτέλεσµα της οξείδωσης των δακτυλίων της πορφυρίνης, το οποίο οδηγεί σε αλλαγή του χρώµατος από κόκκινο σε πράσινο. Τότε σχηµατίζεται ένα πράσινο τµήµα είτε στην επιφάνεια του τροφίµου είτε σ’ όλο το τρόφιµο. 
• Κιτρίνισµα: εµφανίζεται σε κοτόπουλα που είναι επιµολυσµένα µε το βακτήριο Enterococcus casseliflavus. Αυτό το είδος αποχρωµατισµού ξεκινά µε την µορφή µικρών κίτρινων κηλίδων σε προϊόντα αποθηκευµένα σε συνθήκες ψύξης και συνήθως γίνεται εµφανής µετά από 3 µε 4 ηµέρες αποθήκευσης. Ο µικροοργανισµός που τον προκαλεί δεν µπορεί να επιβιώσει στους 71 °C για 30 min, γεγονός που δείχνει ότι µη επαρκείς συνθήκες θερµικής επεξεργασίας ενδέχεται να αποτελέσουν πρόβληµα. 
• Οξύνιση: προκαλείται σε αποθηκευµένα, επεξεργασµένα κρέατα εξαιτίας της ανάπτυξης βακτηρίων όπως τα γαλακτικά βακτήρια, B. thermosphacta ή Enterococci, που προκαλούν ζύµωση διαφόρων σακχάρων. Οι µικροοργανισµοί αυτοί χρησιµοποιούν τους υδατάνθρακες ως πηγή ενέργειας και τους µετατρέπουν σε οξέα, τα οποία προκαλούν την οξίνιση. 



21 • Παραγωγή αερίων: σε φέτες κρέατος συσκευασµένων σε κενό αναπτύσσονται συνήθως τα βακτήρια της οικογένειας των Clostridium.   Οργανοληπτικές µεταβολές που σχετίζονται µε τη δράση των µικροοργανισµών αλλοίωσης (Nychas et al., 2008) Οργανοληπτική µεταβολή Αλλοιογόνα βακτήρια   H2S (παραγωγή) Vibrio, Enterobacteriaceae Η2Ο2, πράσινο χρώµα Weissella spp., Leuconostoc spp., Enterococcus spp., Lactobacillus spp. H2S, πράσινο χρώµα Shewanella spp. Οσµή σουλφιδίου Clostridium spp., Hafnia spp. Γλοιώδης επιφάνεια (slime) Pseudomonas spp., Lactobacillus spp., Enterococcus spp., Weissella spp., Brochothrix spp. Μαύρισµα στα κόκαλα Clostridium spp., Enterococcus spp. 1.3.2 Χηµική αλλοίωση  Η χηµική αλλοίωση του κρέατος αποδίδεται στη συνεργιστική δράση των ενδογενών ενζύµων του (πρωτεάσες, λιπάσες) µε τα ένζυµα που προκύπτουν από τη µεταβολική δραστηριότητα των µικροοργανισµών, η οποία λαµβάνει χώρα στα υδατοδιαλυτά συστατικά του (Dainty 1996). Ταυτόχρονα οφείλεται και σε άλλες µη ενζυµικές αντιδράσεις όπως η αυτοξείδωση των λιπιδίων, η αποικοδόµηση των πρωτεϊνών  και η απώλεια άλλων πολύτιµων µορίων (Dave & Ghaly, 2011, Dainty, 1996). Ωστόσο, ο ρόλος των ενδογενών ενζύµων στην αλλοίωση του κρέατος φαίνεται να είναι µόνο η πτώση του pH στο 5.4-5.5, εξαιτίας της µεταθανάτιας γλυκόλυσης που προκαλούν και η παραγωγή ενώσεων χαµηλού µοριακού βάρους (γλυκόζη, γαλακτικό οξύ).  Μετά τη πτώση του pΗ η συνεισφορά τους στην αλλοίωση είναι αµελητέα σε σχέση µε τη µικροβιακή δραστηριότητα (Nychas & Tassou, 1997, Nychas et al., 2007).Οι ενώσεις που προκύπτουν από τη γλυκολυτική πορεία (γλυκογόνο, γλυκόζη, 6-P-γλυκόζη, γαλακτικό κ.α.), τα µεταβολικά προιόντα (γλυκονικό οξύ, πυρουβικό οξύ, 6-P-γλυκονικό κ.α.) και οι νιτρογενείς ενώσεις (αµινοξέα, πρωτεΐνες κ.α.), είναι υποστρώµατα που µεταβολίζονται από τους µικροοργανισµούς, διευκολύνοντας 



22 τη δράση των πρωτεολυτικών και λιπολυτικών ενζύµων. (Nychas & Tassou, 1997). Επιπλέον, µετά τη σφαγή, λαµβάνει χώρα η οξείδωση των λιπαρών οξέων των ιστών κατά την αντίδρασή τους µε το οξυγόνο, µε αποτέλεσµα τη παραγωγή υπεροξειδίων, αλδεϋδών, κετονών και µικρής αλύσου λιπαρών οξέων· ενώσεων που προσδίδουν δυσάρεστο χρώµα, οσµή και γεύση (Nychas et al., 2007, Dave & Ghaly, 2011). Παράλληλα, οι πρωτεΐνες της αίµης, όπως η αιµοσφαιρίνη, η µυογλοβίνη, η οξυµυογλοβίνη και το κυτόχρωµα, οι οποίες είναι  ευαίσθητες στην οξείδωση, παράγουν υδροϋπεροξείδια  µέσω µη ενζυµικής υδρόλυσης. Πιο συγκεκριµένα, κατά τη κατάλυση της αίµης ο Fe2+ οξειδώνεται και σχηµατίζονται ενώσεις µε Fe3+, καθορίζοντας το χρώµα του νωπού κρέατος (Dave & Ghaly, 2011, Hawkins et al., 2014). 1.3.2.1 Μεταβολισµός αλλοιογόνων µικροοργανισµών υπό αερόβιες συνθήκες Η ανάπτυξη των αρνητικών κατά Gram βακτηρίων µειώνεται σηµαντικά υπό αερόβιες συνθήκες (Nychas et al., 2008), αλλά η απουσία οξυγόνου ευνοεί την ανάπτυξη θετικών κατά gram βακτηρίων όπως τα γαλακτικά (Björkroth and Korkeala 1997) και  ο Brochothrix thermosphacta (Pin et al., 2002). Η αεροβική αλλοίωση του λευκού κρέατος, οφείλεται κυρίως σε ενώσεις που προκύπτουν από τη µεταβολική δραστηριότητα των βακτηρίων του γένους Pseudomonas spp., και οδηγούν στο σχηµατισµό πράσινου χρώµατος, γλοιώδους επιφάνειας και µυρωδιάς σήψης (Raposo et al., 2017, Ercolini et al., 2006, Gram et al., 2002). Οι µεταβολές αυτές γίνονται αντιληπτές όταν οι ψευδοµονάδες έχουν εξαντλήσει τη γλυκόζη, το πυρουβικό και το γαλακτικό οξύ του υποστρώµατος και ξεκινούν να µεταβολίζουν νιτρογενείς ενώσεις, όπως τα αµινοξέα. Οι  µεταβολίτες που είναι υπεύθυνοι για αυτές τις αλλαγές είναι κυρίως θειούχες ενώσεις όπως το υδρόθειο και το διµεθυλοσουλφίδιο, οπού το πρώτο προκύπτει από το καταβολισµό της κυστεΐνης, της κυστίνης και µεθειονίνης, ενώ το δεύτερο από το καταβολσµό τη µεθανοθειόλης και της µεθειονίνης (Gram et al., 2002, Nychas et al., 2007, Stanborough et al., 2018). Σε αερόβιες συνθήκες η P. Fragi είναι ο κύριος και ίσως ο µόνος παραγωγός αιθυλεστέρων µεταξύ των αερόβιων µικροοργανισµών, και είναι υπεύθυνος για τη γλυκιά και φρουτώδη µυρωδιά στα αρχικά στάδια της αλλοίωσης (Edwards et al., 1987, Nychas & Arkoudelos, 1990, Casaburi et al., 2015). Ιδιαίτερη φαίνεται να είναι η προτίµηση των Pseudomonas spp. στη κατανάλωση της D-γλυκόζης και του L και D-γαλακτικού οξέος, διαδοχικά, µε την οξείδωση της γλυκόζης και της 6-Ρ γλυκόζης µέσω του εξωκυτταρικού µονοπατιού να οδηγεί σε 



23 παροδική συσσώρευση D-γλυκονικού και αύξηση της συγκέντρωσης 6-Ρ γλυκονικού (Nychas & Arkoudelos, 1990, Casaburi et al., 2015). Τα οξυγαλακτικά βακτήρια, και συγκεκριµένα τα Lαctobαcillus spp. σε αερόβιες συνθήκες, παρουσία χαµηλής συγκέντρωσης γλυκόζης (αλλάζοντας το µεταβολισµό τους από οµοζυµωτικό σε ετεροζυµωτικό), µπορούν να οξειδώσουν το γαλακτικό και το πυροσταφυλικό σε οξικό οξύ (Borch et al., 1996), προσδίδοντας στο κρέας µία αιχµηρή γεύση ξιδιού (Samelis 2006). Επιπλέον, χαρακτηριστική ένωση που συµβάλλει στη όξινη και τυρώδη γεύση είναι η ακετοΐνη, που παράγεται από τα γαλακτικά βακτήρια, και είναι µία από τις κυρίαρχες ενώσεις που βρίσκονται σε προιόντα κρέατος αποθηκευµένα υπό αερόβιες συνθήκες ψύξης. Παράγωγα των οµοζυµωτικών λακτοβάκιλλων είναι το γαλακτικό, το οξικό οξύ η ακετοΐνη και το H2Ο2, ενώ των ετεροζυµωτικών το D- και L- γαλακτικό οξύ, το οξικό οξύ και H2Ο2. Άλλο παράγωγο, κυρίως των στελεχών Leuconostoc, είναι η αιθανόλη (Borch and Molin 1989). Ο Lαctobαcillus sakei σε συνθήκες περιορισµένου οξυγόνου και γλυκόζης, καταβολίζει τη κυστεΐνη και παράγει Η2S, το οποίο µετατρέπει το χρώµα του µυϊκού ιστού σε πράσινη σουλφοµυογλοβίνη (Borch et al., 1996).  Τα βακτήρια της οικογένειας Enterobacteriaceae δείχνουν τη προτίµησή τους να χρησιµοποιούν πρωτίστως τη διαθέσιµη γλυκόζη του υποστρώµατος, την 6-P γλυκόζη και το γαλακτικό οξύ, και έπειτα να καταβολίσουν τα αµινοξέα (Nychas et al., 2008, Casaburi et al., 2015). Το αποτέλεσµα είναι η γεύση και η µυρωδιά σήψης, εξαιτίας της παραγωγής H2S, διαµινών και ινδολίου (Dainty 1996).  Ενώσεις όπως αλδεΰδες, κετόνες και πτητικά λιπαρά οξέα είναι επίσης παράγωγα των εντεροβακτηρίων (Gill 1996). 1.4 Επίδραση εξωγενών παραγόντων στην ανάπτυξη των µικροοργανισµών κατά τη διαδικασία αλλοίωσης του κοτόπουλου. Η ανάπτυξη των µικροβίων εξαρτάται από εξωγενείς (extrinsic) και ενδογενείς (intrinsic) παράγοντες, όπως η θερµοκρασία συντήρησης του τροφίµου, η υγρασία, η σύνθεση της ατµόσφαιρας, τα συστατικά του υποστρώµατος, η ενεργότητα του νερού (aw), το pH, η παρουσία συντηρητικών (π.χ. αλατιού, νιτρικών, σορβικών), το οξειδοαναγωγικό δυναµικό (Eh), η παρουσία ανταγωνιστικής µικροχλωρίδας και ο χρόνος (Adams and Moss 2007). Με το µεµονωµένο έλεγχο κάθε παράγοντα, µπορεί να µειωθεί η ανάπτυξη των µικροοργανισµών. Η µικροβιακή σταθερότητα και ασφάλεια των περισσότερων τροφίµων 



24 βασίζεται σε ένα συνδυασµένο έλεγχο των παραπάνω παραγόντων (τεχνολογία εµποδίων) (Leistner and Gorris 1995) ο έλεγχος των οποίων χρησιµοποιείται για να περιορίσει ή και να αποτρέψει τη µικροβιακή ανάπτυξη, να εξασφαλίσει τη σταθερότητα των οργανοληπτικών, θρεπτικών χαρακτηριστικών του τροφίµου (Leistner, 2000), καθώς και το χρόνο ηµι-ζωής του (Kilcast & Subramaniam, 2000) , η διακοπή της οµοιόστασης των µικροοργανισµών είναι το βασικό φαινόµενο της συντήρησης των τροφίµων (Leistner, 2000). Συνεπώς, η τεχνολογία πολλαπλών εµποδίων συνίσταται στην εφαρµογή ενός συνδυασµού επιλεγµένων και έξυπνων εµποδίων, περισσότερων από δύο κα χαµηλής έντασης το καθένα, τα οποία προσβάλλουν τους µηχανισµούς οµοιόστασης των µικροοργανισµών. Η επίδραση της θερµοκρασίας, των τροποποιηµένων ατµοσφαιρών, των αντιµικροβιακών ουσιών και της σχετικής υγρασίας, έχει µελετηθεί επανειληµµένα, τόσο για την ανάπτυξη αλλοιογόνων, όσο και για  την ανάπτυξη των παθογόνων µικροοργανισµών σε πολλά είδη κρέατος (Bjorkroth et al., 2000, Ercolini et al., 2006, Nychas et al., 2008, Björkroth, 2005, Mahrour et al., 2003, Doulgeraki et al., 2012). Στη συγκεκριµένη διπλωµατική εργασία, εξετάζεται η επίδραση της θερµοκρασίας συντήρησης, στην ανάπτυξη των αλλοιογόνων µικροοργανισµών σε µαριναρισµένο σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλο. Τα συστατικά της εµπορικής µαρινάδας που χρησιµοποιεί η εταιρεία ΚΟΤΙΝΟ Α.Ε.Β.Ε είναι: αλάτι, οξικό νάτριο, κιτρικό νάτριο, ένζυµο τρυφεροποίησης και ασκορβικό οξύ. 1.4.1 Θερµοκρασία Η θερµοκρασία αποθήκευσης θεωρείται ο παράγοντας που διαδραµατίζει το σηµαντικότερο ρόλο στην αλλοίωση του κρέατος επηρεάζοντας τη διάρκεια της φάσης προσαρµογής (lag phase), το µέγιστο ειδικό ρυθµό ανάπτυξης και τον τελικό αριθµό κυττάρων (Doulgeraki et al., 2012, Labuza & Fu, 1993). Έτσι ο διεξοδικός έλεγχος της θερµοκρασίας των ιστών και των χώρων συντήρησης και αποθήκευσης σε όλα τα στάδια της επεξεργασίας του νωπού κρέατος, αλλά και η τήρηση των κανόνων ορθής υγιεινής, όπως ορίζονται από τους 852/2004 και 853/2004, είναι αναγκαίες απαιτήσεις για την ελαχιστοποίηση των πιθανοτήτων επιµόλυνσης, αλλά και της περεταίρω ανάπτυξης των παθογόνων και των αλλοιογόνων µικροοργανισµών (Nychas et al., 2008). Τα δύο κρίσιµα σηµεία στη διαχείριση των σφαγίων είναι οι θερµοκρασιακές συνθήκες που επικρατούν κατά τη σφαγή, (η θερµοκρασία των µονάδων είναι συνήθως περίπου 10 οC),  και κατά την αποθήκευση (στην οποία 



25 συνεκτιµάται η ρήξη της ψυκτικής αλυσίδας από τη στιγµή της πώλησης ως το ψυγείο του καταναλωτή, οπού η θερµοκρασία εκτιµάται να είναι πάνω από 4 οC) (EFSA Journal, 2014). Σύµφωνα µε τους Gill και Newton (1978), σε συνθήκες ψύξης κρέατος (-1 έως 5), παρατείνεται σε σηµαντικό βαθµό  η φάση προσαρµογής (lag phase) των µικροοργανισµών σε σχέση µε την αντίστοιχη που καταγράφεται σε υψηλότερες θερµοκρασίες, ενώ µε τη ψύξη ευνοείται η ανάπτυξη κυρίως των ψυχρότροφων και ψυχρόφιλων µικροοργανισµών. Πιο ειδικά, κατά την αερόβια συντήρηση του κρέατος πουλερικών υπο συνθήκες ψύξης, οι κυρίαρχοι αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί έναντι άλλων ψυχρότροφων στη µικροχλωρίδα τους είναι τα βακτήρια του γένους Pseudomonas συνοδευόµενα από χαµηλότερους πληθυσµούς Gram αρνητικών βακτηρίων όπως Acinetobacter, Moraxella, Psychrobacter, Aeromonas, Enterobacteriaceae, Brochothrix thermosphacta αλλά και Gram θετικών όπως τα Lactic Acid Bacteria (Wickramasinghe et al., 2019, Ercolini et al., 2006, Gram et al., 2002, Mead, 2004, Chouliara et al., 2007). Τα πουλερικά που διατηρούνται στους 10 °C ή χαµηλότερα αλλοιώνονται κυρίως από Pseudomonas spp. (Pseudomonas fluorescens και Pseudomonas putida), Alcaligenes, Acinetobacter. Πάνω από τους 10 °C, τα Alcaligenes, Flavobacterium, Moraxella και Micrococcus είναι αυτά που ευνοούνται, ενώ σε θερµοκρασίες µεγαλύτερες των 30οC παρατηρείται ανάπτυξη κυρίως των µεσόφιλων Acinetobacter και Enterobacteriaceae. Σε παγωµένα πουλερικά βρίσκονται συχνά οι αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί  Alcaligenes και Pseudomonas (Wiley, 2016). Μία έρευνα έδειξε ότι κατά την αποθήκευση νωπού κρέατος πουλερικών στους 20 οC το 87 % της µικροχλωρίδας ανήκε σε µικροοργανισµούς, εκτός των ψευδοµονάδων, που περιλάµβαναν τα Aeromonas, Acinetobacter, Moraxella spp., E.coli και ανθεκτικά στο κρύο κολοβακτηρίδια (Pooni and Mead 1984). Τα αποτελέσµατα αυτά αντιτίθενται σε αυτά αντίστοιχης έρευνας σε µοσχάρι, οπού το 60 % της αλλοιογόνου χλωρίδας αποτελούταν από Pseudomonas spp., ενώ µόνο το 5 % αντιστοιχούσε σε Enterobacteriaceae (Gill and Newton 1980). Επίσης, η ανάπτυξη της Pseudomonas spp. παρατηρείται και σε ψύξη κρέατος σε συνθήκες τροποποιηµένης ατµόσφαιρας, αλλά δε θεωρείται ο κυρίαρχος αλλοιογόνος µικροοργανισµός.  Σε αυτή τη περίπτωση η αλλοίωση του κρέατος αποδίδεται κυρίως στους LAB και Brochothrix thermosphacta, απ’ τους οποίους ευνοείται ο πρώτος όταν το ποσοστό οξυγόνου είναι χαµηλό, ενώ ο δεύτερος όταν είναι υψηλό (Castellano et al., 2004, Nychas & Skandamis, 2005, Bjorkroth et al., 2000,  Barakat et al., 2000). Σύµφωνα µε τους Kreyenschmidt and Ibald (2012), µικρές θερµοκρασιακές καταχρήσεις µπορούν να αυξήσουν σηµαντικά το ρυθµό ανάπτυξης των ειδικών αλλοιογόνων µικροοργανισµών (SSO). Πιο συγκεκριµένα, 



26 παρατηρήθηκε ότι θερµοκρασιακές αλλαγές ύψους 11 οC και χρονικής διάρκειας λιγότερης από το 5 % του συνολικού χρόνου αποθήκευσης µειώνουν τη διάρκεια ζωής φρέσκων πουλερικών κατά 20 % (Kreyenschmidt & Ibald 2012). Πέρα από τις συµβατικές µικροβιολογικές έρευνες έχει γίνει και εφαρµογή της ποσοτικής µικροβιολογίας, µε στόχο την ερµηνεία της επίδραση της θερµοκρασίας στην αλλοίωση του κρέατος κατά τη συντήρηση και τη δύναµή του (McMeekin 2007). Έχουν πραγµατοποιηθεί  µελέτες χρησιµοποιώντας ισοθερµοκρασιακά η και δυναµικά προφίλ θερµοκρασίας, ώστε να ερευνηθεί ο αντίκτυπος της θερµοκρασίας στην ανάπτυξη των κυριότερων αλλοιογόνων µικροοργανισµών σε πολλά είδη κρέατος µε βάση διάφορα πρωτογενή και δευτερογενή κινητικά µοντέλα (Koutsoumanis & Taoukis, 2005, Ross & Dalgaard, 2004, Zwietering et al., 1993). Έχει επιβεβαιωθεί ο καθοριστικός ρόλος της θερµοκρασίας στο ρυθµό ανάπτυξης της Pseudomonas spp. µέσα από τη δηµιουργία µοντέλου, το οποίο ερευνούσε την επίδραση πολλών ενδογενών παραγόντων ( pH, aw, σύσταση υποστρώµατος) και της θερµοκρασίας για την αλλοίωση φρέσκου χοιρινού κρέατος και κοτόπουλου υπο αερόβιες συνθήκες. Το µοντέλο κατασκευάστηκε µε το συνδυασµό του µοντέλου Gompertz ώς πρωτογενούς και του µοντέλου Arrhenius ως δευτερογενούς µοντέλου και βασίστηκε σε 5 ισοθερµοκρασιακά (από τους 2 οC έως τους 15 οC) και 9 δυναµικά προφίλ. Το µοντέλο, παρότι παρουσίασε υποεκτίµηση τις πρώτες 50 ώρες για τα πουλερικά, στο τέλος προέβλεψε πληθυσµό της Pseudomonas spp  στα 7.5 log CFU/g, ο οποίος σχετίζεται µε τα οργανοληπτικά χαρακτηριστικά του κρέατος (Bruckner et al., 2012a, 2012b, 2013, Bruckner, 2010). ∆ύο άλλα δυναµικά µαθηµατικά µοντέλα που κατασκευάστηκαν για τη πρόβλεψη της ανάπτυξης της Pseudomonas spp. σε πουλερικά, υπο αερόβιες συνθήκες και για χαµηλές µετατοπίσεις της θερµοκρασίας, βασίζονται στη χρήση των πρωτογενών µοντέλων Baranyi και Roberts και του τροποποιηµένου Gompertz και του δευτερογενούς µοντέλου τετραγωνικής ρίζας του Ratkowsky.  Το ένα χρησιµοποιεί δύο θερµοκρασιακά δυναµικά προφίλ και προβλέπει την ανάπτυξη στο εύρος θερµοκρασιών 2 οC µε 20 oC (Gospavic et al. 2008), ενώ το άλλο στο εύρος -2 oC µε 25 oC από οπού φαίνεται ότι  ο ρυθµός ανάπτυξης των Pseudomonas spp είναι χαµηλότερος µεταξύ 3 οC και 15 oC (Dominguez and Schaffner 2007). Επίσης έχει γίνει συσχέτιση της θερµοκρασίας µε το χρόνο ηµι-ζωής σε κοτόπουλο, µέσω ενός µοντέλου κατά Ratkowsky, οπού προσδιορίζεται ο πληθυσµός των βακτηρίων της οικογένειας Enterobacteriaceae και των Pseudomonas spp. (Pooni and Mead 1984). Ακόµη, το µοντέλο τροποποιηµένης µορφής του Arrhenius που δηµιούργησαν οι Koutsoumanis et al. (2006), έχει δηµιουργηθεί από δεδοµένα για ισοθερµοκρασιακές συνθήκες και επιβεβαιωθεί µε 



27 οργανοληπτικά και µικροβιολογικά αποτελέσµατα από δυναµικά προφίλ. Στο µοντέλο αυτό, φαίνεται η καταλυτική δράση της θερµοκρασίας στην ανάπτυξη των Pseudomonas spp, Brochothrix thermosphacta, LAB και Enterobacteriaceae  σε µοσχαρίσιο και χοιρινό κρέας (Koutsoumanis et al. 2006). Ακόµη, έχει αναπτυχθεί και επαληθευτεί µε µικροβιολογικό και οργανοληπτικό έλεγχο, µοντέλο, για το ρυθµό ανάπτυξης του αερόβιου µικροβιακού πληθυσµού των Pseudomonas spp. και LAB, για µαριναρισµένο στήθος κοτόπουλο (Lytou et al., 2016). Καταλήγοντας, βάσει των παραπάνω, είναι αναγκαία η τήρηση χαµηλών θερµοκρασιών σε όλο το µήκος της εφοδιαστικής αλυσίδας, από τη πρώτη ψύξη του σφαγίου πρίν την αφαίρεση του δέρµατος, κατά το τεµαχισµό, την αποθήκευση, τη διανοµή και τη συντήρησή του στα σηµεία πώλησης, ως το ψυγείο του καταναλωτή (Nychas et al., 2008). Η επιστηµονική επιτροπή της EFSA, για το λόγο αυτό, κατασκεύασε µοντέλα πρόβλεψης της ανάπτυξης των Pseudomonas spp. και LAB σε χοιρινό, µοσχαρίσιο και κρέας κοτόπουλου, µε στόχο το προσδιορισµό των βέλτιστων συνδυασµών θερµοκρασίας ψύξης- χρόνου αποθήκευσης και διανοµής, ώστε να αποφεύγεται η σύντοµη µικροβιακό αλλοίωση του κρέατος (EFSA Journal, 2016). 1.4.2 Mαρινάδα Το µαρινάρισµα αποτελεί µία παραλλαγή της συντήρησης σε άλµη, µε τη διαφορά ότι το αλάτι αντικαθίσταται από ξύδι, κρασί ή µίγµα τους, χυµούς φρούτων ή εκχυλίσµατα φυτών, ή από λάδι. Στη βιοµηχανία τα µίγµατα αυτά βασίζονται σε ασθενή οξέα όπως οξικό οξύ, γαλακτικό οξύ, κιτρικό οξύ, µε την προσθήκη ΝaCl και έχουν κυρίως ως στόχο τη βελτίωση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών του κρέατος. Επιπλέον, έχει αναφερθεί ότι η µαρινάδα επιλέγεται και για την ανάπτυξη των γαλακτικών βακτηρίων στα προιόντα κρέατος (Björkroth, 2005). Ωστόσο, έχει γίνει περιορισµένη έρευνα που να περιγράφει την εξέλιξη και τελική σύσταση της βακτηριακής  χλωρίδας στο µαριναρισµένο κρέας (Schirmer et al., 2009).  Η αλλοίωση στα µαριναρισµένα πουλερικά που αποθηκεύονται σε αερόβιες συνθήκες προκαλείται κυρίως από αρνητικά κατά Gram ψυχρότροφα βακτήρια, κυρίως ψευδοµονάδων (Carlos and Harrison 1999). Η ανάπτυξη των βακτηρίων αυτών εξαρτάται από τις ουσίες που περιέχονται σε όξινα διαλύµατα, για παράδειγµα η προσθήκη 1% γαλακτικού οξέος σε διάλυµα µαρινάδας µειώνει σηµαντικά τα στελέχη τους (Smaoui et al., 2011). Το 



28 µαρινάρισµα µε διαλύµατα φωσφορικού άλατος αυξάνει το pH και πιθανώς διευκολύνει τη µικροχλωρίδα της αλλοίωσης, µε βέλτιστη ανάπτυξη σε αλκαλικό pH (González-Fandos et al., 2009). Αντίθετα, τα όξινα διαλύµατα µαρινάδας µειώνουν το pH και καταστέλλουν τη µικροβιακή ανάπτυξη. Ο λόγος αυτής της αναστολής είναι η παρουσία ασθενών οργανικών οξέων (οξικό, γαλακτικό) ή των αλάτων τους (γαλακτικά, οξικά) και NaCl (Yusop et al. 2010).  Έχει προταθεί ότι η ανάπτυξη του Pseudomonas sрр. εξαρτάται από την παρουσία βακτηρίων γαλακτικού οξέος (Gerez et al., 2009). Η αύξηση των βακτηρίων που συνθέτουν H2S, όπως τα Pseudomonas spр., αναστέλλεται σε µεγάλο βαθµό από την παρουσία του γαλακτικού οξέος - ένα προϊόν των LAB (González-Fandos et al., 2009), µε αποτέλεσµα, η ποσότητα του απελευθερούµενου υδρόθειου και άλλων θειούχων ενώσεων να µειώνεται και ο χρόνος αποθήκευσης να αυξάνεται. Έχει διαπιστωθεί ότι µεταξύ µαριναρισµένων και µη µαριναρισµένων νωπών κοτόπουλων σε συνθήκες  MAP (60 % N2 και 40 % CO2), αποθηκευµένων στους 6 οC, διπλασιάζεται ο µέγιστος αριθµός στελεχών των γαλακτικών βακτηρίων. Μοριακές µέθοδοι επιβεβαίωσαν ότι µεταξύ των LAB, η µαρινάδα ευνόησε το Leuconostoc και το ειδικότερα L. gasicomitatum, και µείωσε το B. thermosphacta, Clostridium spp., και τα Enterobacteriaceae (Nieminen et al., 2012). Σε έρευνα σε νωπά, µαριναρισµένα µε ντοµάτα πουλερικά σε συνθήκες τροποποιηµένης ατµόσφαιρας, παρατηρήθηκε σχηµατισµός αερίου, πιθανώς λόγω της αποκαρβοξυλίωσης των υπολειµµάτων των αµινοξέων. Από αυτά αποµονώθηκαν τα βακτηριακά στελέχη L. gasicomitatum, Carnobacterium divergens, L. sakei, L. curvatus και προτάθηκε ότι συνήθως οι µικροβιακές αλλοιώσεις προκαλούνται από τον L. gasicomitatum (Björkroth, 2005). Σύµφωνα µε τη µελέτη των Yusop et al., 2010 κατά το µαρινάρισµα (διάρκειας 180 min) φιλέτου κοτόπουλου, παρατηρήθηκε σηµαντική αύξηση της παραµέτρου α του χρώµατος µε αντίστοιχη µείωση της παραµέτρου L. Παράλληλα, ο αυξανόµενος χρόνος µαριναρίσµατος διαπιστώθηκε ότι παρήγαγε τελικά προϊόντα µεγαλύτερης αποδεκτότητας µε αυξανόµενες βαθµολογίες για το χρώµα, το άρωµα και τη γεύση. Ωστόσο, δεν παρατηρήθηκε µεταβολή του pH συναρτήσει του pH του διαλύµατος µαριναρίσµατος (Yusop et al., 2010).  1.5 Σύγχρονοι µέθοδοι ανάλυσης για το προσδιορισµό αλλοίωσης στο κρέας Όπως αναφέρεται στο υποκεφάλαιο 1.2 η παραγωγή, η ζήτηση και η κατανάλωση του κρέατος κοτόπουλου ανέρχεται σε εκατοµµύρια τόνους το χρόνο. Λόγω της ταχείας 



29 αλλοίωσης του κρέατος, αναδεύεται η ανάγκη εύρεσης νέων ταχέων, µη επεµβατικών και οικονοµικά σύγχρονων τεχνικών προσδιορισµού της µικροβιακής αλλοίωσης, ώστε να αποφεύγεται η άσκοπη σπατάλη του. Ώς τώρα, το σύστηµα διαχείρισης και ασφάλειας τροφίµων βασίζεται σε ευρέος φάσµατος επιθεωρήσεις και καθεστώτα δειγµατοληψίας, όπου τα προιόντα ελέγχονται µε χηµικές και συµβατικές ή µοριακές µικροβιολογικές αναλύσεις. Οι αναλύσεις αυτές, ωστόσο, παρουσιάζουν ορισµένα µειονεκτήµατα, καθώς είναι χρονοβόρες δίνοντας αναδροµικά αποτελέσµατα, έχουν υψηλό κόστος, µερικές απαιτούν υψηλής τεχνολογίας µοριακά εργαλεία και εξειδικευµένο προσωπικό και δεν µπορούν να χρησιµοποιηθούν πάνω στη γραµµή παραγωγής επειδή καταστρέφουν το προς ανάλυση προϊόν (Nychas et al., 2016, Papadopoulou et al., 2011). Επιπλέον στη περίπτωση των µοριακών εργαλείων, επειδή αυτά εστιάζουν στους παθογόνους και όχι σε συγκεκριµένες οµάδες µικροοργανισµών που συµβάλλουν στην αλλοίωση και βασίζονται στις συνθήκες συσκευασίας και αποθήκευσης, τα αποτελέσµατα µπορεί να είναι παραπλανητικά. (Doulgeraki et al., 2012, Ropodi et al., 2016). Ως εκ τούτου, έχουν γίνει προσπάθειες αντικατάστασης, τόσο των συµβατικών όσο και των µοριακών µικροβιολογικών αναλύσεων, µε ανίχνευση βιοχηµικών αλλαγών που συµβαίνουν στα τρόφιµα, που θα µπορούσαν να χρησιµοποιηθούν για την αξιολόγηση της αλλοίωσης ή της ασφάλειας των τροφίµων (Ropodi et al. 2016). Γι’ αυτό το λόγο, πρόσφατα, έγιναν υποσχόµενες αναλυτικές προσεγγίσεις που προωθούν την ταχεία και ποσοτική παρακολούθηση της ποιότητας και ασφάλειας τροφίµων µέσα από τη δηµιουργία ενός δικτύου PAT (Process Analytical Technology) (Nychas et al., 2016). Η βασική ιδέα του PAT είναι ο συνδυασµός πολυπαραγοντικών δεδοµένων που προέρχονται από αναλυτικές µεθόδους σε πραγµατικό χρόνο µε πολυπαραγοντικές αναλύσεις δεδοµένων για συνεχή ανατροφοδότηση και συσσώρευση πληροφοριών. Αυτές οι προσεγγίσεις βασίζονται σε µη επεµβατικές µεθόδους φασµατοσκοπίας, όπως η φασµατοσκοπία δονήσεων (NIR-φθορισµού, Raman, FT-IR) (Papadopoulou et al. 2011)(Argyri, Panagou, and Nychas 2014) και η υπερ-φασµατική και πολύ-φασµατική απεικόνιση (hyper/multispectral imaging) (Feng et al., 2018, Manthou et al., 2020, Pu et al., 2015, Panagou et al., 2014), και βιοµιµητικοί αισθητήρες οσµής και γεύσης (e-nose και e-tongue) (Loutfi et al., 2015, Rajamäki et al., 2006, Ellis et al., 2002). Επιπλέον, ο  συνδυασµός των αναλυτικών αυτών τεχνικών µε τις µικροβιολογικές, χηµικές, βιοχηµικές αναλύσεις, τους ποιοτικούς παράγοντες και τα εργαλεία µηχανικής εκµάθησης,  επιτρέπει τη κατανόηση της όλης διεργασίας, το 



30 προσδιορισµό των κρίσιµων σηµείων ελέγχου (CCPs) και τέλος την εφαρµογή της γνώσης στον έλεγχο της διεργασίας (Nychas et al., 2016).  1.5.1 Μέθοδος πολυφασµατικής απεικόνισης (MultiSpectral Image Analysis, MSI) Η πολυφασµατική απεικόνιση είναι µία τεχνολογία µε την οποία µπορούν να αποκτηθούν τόσο φασµατικές όσο και χωρικές πληροφορίες των χηµικών στόχων. Αυτή η χηµική τεχνική απεικόνισης είναι ένας συνδυασµός της φασµατοσκοπίας ορατού, της φασµατοσκοπίας των δονήσεων και της υπολογιστικής όρασης (Computer vision). Η τεχνολογία αυτή είναι µία οπτική τεχνολογία που εξαρτάται από την αλληλεπίδραση του προσπίπτοντος φωτός στα µόρια του προς εξέταση δείγµατος (Ropodi et al. 2016). Η  φασµατοσκοπία δονήσεων  υπολογίζει την απορροφούµενη ενέργεια των περιστρεφόµενων-δονούµενων µορίων κατά τη πρόσπτωση δέσµης φωτός στο δείγµα (Dufour 2009). Για τη λήψη χωρικών πληροφοριών χρησιµοποιείται η τεχνολογία του Computer vision το οποίο µιµείται την αρχή της ανθρώπινης όρασης χρησιµοποιώντας τρεις ζώνες (κόκκινο, πράσινο και µπλε) ώστε να αναπτύξει τα χαρακτηριστικά του τροφίµου (σχήµα το χρώµα το µέγεθος και την υφή), δουλεύοντας στο ορατό φάσµα φωτός. Οι φασµατικές περιοχές στη υπερφασµατική απεικόνιση είναι από περίπου 200 nm (υπεριώδες) έως 2500 (NIR). Επειδή όµως τα κύρια δοµικά στοιχεία των τροφίµων αποτελούνται κυρίως από λειτουργικές οµάδες όπως C- H (οργανικές ενώσεις), Ν-Η (πρωτεΐνες και αµινοξέα), και Ο-Η (νερό, υδατάνθρακες και λίπη), οι οποίες συνδέονται πιο στενά µε τους ήχους και τις µπάντες συνδυασµού στη περιοχή του NIR, το εύρος φάσµατος που χρησιµοποιείται στην ανάλυση τροφίµων είναι τα 380-800nm ή 400-1000nm (Pu et al., 2015, Feng et al., 2018, Gowen et al., 2015, Dufour 2009). Ένα πολυφασµατικό όργανο απεικόνισης αποτελείται κυρίως από µία πηγή φωτός (δέσµη φωτός) για την, έναν αισθητήρα φωτός, ένα φασµατογράφο, ένα φακό, ένα µετατροπέα σήµατος και έναν υπολογιστή στον οποίο είναι εγκατεστηµένο λογισµικό για τον έλεγχο της διαδικασίας λήψης και επεξεργασίας των εικόνων (Feng et al. 2018). Τα δεδοµένα που λαµβάνονται είναι ένας τρισδιάστατος κύβος εικόνας που παρέχει τόσο φασµατικές όσο και χωρικές πληροφορίες. Με τον όρο «χωρικές» πληροφορίες, εννοείται η ένταση των pixel κατά την επιλογή ενός συγκεκριµένου µήκους κύµατος, ενώ οι «φασµατικές» πληροφορίες υποδηλώνουν την ένταση κάθε pixel σε διαφορετικές φασµατικές ζώνες (µπάντες). Αυτές οι πληροφορίες είναι εξαιρετικά ενηµερωτικές άλλα παράλληλα είναι και πολύ ευαίσθητες στο θόρυβο και σε άλλες περιττές πληροφορίες. Για το λόγο αυτό υπάρχει ένα σύστηµα 



31 επεξεργασίας της εικόνας, κατά το οποίο γίνεται τµηµατοποίηση της εικόνας ώστε να επιλεχθεί µόνο η περιοχή ενδιαφέροντος (RΟΙ) και να αποµακρυνθούν οι ανεπιθύµητες περιοχές όπως π.χ. το φόντο της εικόνας, το τριβλίο, το λίπος κ.α. (Teena et al., 2013). Η MSI είναι µία ταχεία, µη επεµβατική µέθοδος, εύκολη στην εφαρµογή εφόσον δεν απαιτεί επεξεργασία του δείγµατος, οπότε είναι κατάλληλη για τη παρακολούθηση της γραµµής παραγωγής σε µια µονάδα επεξεργασίας κρεάτων (Nychas et al., 2016).  1.5.2 Φασµατοσκοπία υπέρυθρου µε µετασχηµατισµό κατά Fourier (Fourier Transform Infrared Spectroscopy, FTIR) Με την προηγούµενη γνώση ότι η αλλοίωση είναι η αποτέλεσµα της αποσύνθεσης και του σχηµατισµού µεταβολιτών που προκαλείται από την ανάπτυξη µικροοργανισµών, αυτή η  πληροφορία µπορεί να αξιοποιηθεί µέσω φασµατοσκοπικής ανάλυσης. Εποµένως, από το να µετράται αποκλειστικά η παρουσία βακτηρίων καθαυτή στην επιφάνεια του κρέατος, µπορούν να ανιχνεύονται οι  βιοχηµικές αλλαγές του υποστρώµατος µε τη χρήση φασµατοσκοπίας δόνησης, η οποία ενισχύει και επιταχύνει την ανίχνευση της µικροβιακής αλλοίωσης. Η φασµατοσκοπία υπέρυθρου µετασχηµατισµού Fourier (FT-IR)  παρατηρεί τις δονήσεων των µορίων που διεγείρονται από µια υπέρυθρη ακτίνα, και το αποτέλεσµα της είναι ένα υπέρυθρο φάσµα απορρόφησης, το οποίο αντιπροσωπεύει ένα «δακτυλικό αποτύπωµα» που είναι χαρακτηριστικό κάθε χηµικής ή βιοχηµικής ουσίας (Ellis et al., 2002). Η διαφορά της από τη συµβατική φασµατοσκοπία υπέρυθρων (IR) είναι ότι βασίζεται στην ιντερφεροµετρία και κάνει χρήση του πλήρους φάσµατος πηγής και όχι των µεµονωµένων µηκών κύµατος (van de Voort 1992).  Με βάση το περιεχόµενο χηµικών πληροφοριών, το εύρος µήκους κύµατος µεταξύ 2.5 και 20 µm έχει ιδιαίτερο ενδιαφέρον. Αυτή η περιοχή αναφέρεται ως µεσαίο υπέρυθρο. Σύµφωνα µε την κβαντική µηχανική, το µόριο µπορεί να λάβει µια ποσότητα ενέργειας για να φτάσει στη πρώτη διεγερµένη δονητική κατάσταση. Ένα µόριο που ακτινοβολείται µε συνεχές φάσµα υπέρυθρης ακτινοβολίας µπορεί να απορροφήσει κβάντα φωτός τα οποία έχουν αυτήν την ενέργεια. Το φάσµα της υπολειπόµενης ακτινοβολίας εµφανίζει µια ζώνη απορρόφησης, σε µια συχνότητα (vs),  που ανήκει στις σύνθετες δονητικές και περιστροφικές κινήσεις των µορίων. Οι δονήσεις αυτές είναι ορατές στο υπέρυθρο φάσµα. ∆ιακρίνονται διαφορετικές µορφές δονήσεων, οι οποίες προκύπτουν από διαφορετικές ελκτικές δυνάµεις και γωνίες των ατόµων σε ένα µόριο. Έτσι, τα σύνθετα µόρια εµφανίζουν πολλές εσωτερικές δονήσεις. 



32 Αυτές οι ζώνες δόνησης που µπορούν να συσχετιστούν µε τους δεσµούς και τις λειτουργικές οµάδες ενός µορίου, εκφράζονται σε κυµαταριθµούς (cm-1). Οι λειτουργικές οµάδες των µορίων απορροφούν σε εύρος µεταξύ 4000 και 1500 cm-1 ενώ το εύρος κάτω των 1500 cm-1 είναι χαρακτηριστικό των δονήσεων παραµόρφωσης, κάµψης και δακτυλίου, το οποίο αναφέρεται ως “δακτυλικό αποτύπωµα” (Schmitt and Flemming 1998). Ένα σύστηµα FT-IR αποτελείται από τρία βασικά µέρη: µια πηγή ακτινοβολίας, ένα ιντερφερόµετρο και έναν ανιχνευτή. Το ιντερφερόµετρο διαιρεί τις ακτινοβολίες των ακτινών, δηµιουργεί µια διαφορά οπτικών διαδροµών µεταξύ των ακτινών και δηµιουργεί παρεµβάλοντα σήµατα τα οποία µετρούνται ως συνάρτηση της διαφοράς οπτικών διαδροµών από τον ανιχνευτή. Όπως υποδηλώνει το όνοµά του, το ιντερφερόµετρο παράγει σήµατα παρεµβολών, που περιέχουν υπέρυθρες φασµατικές πληροφορίες που δηµιουργούνται µετά από διέλευση µέσα από το δείγµα. Το ιντερφερόµετρο (π.χ. το ιντερφερόµετρο Michelson) χρησιµοποιεί ένα διαιρετή δέσµης (beamsplitter) για να διαχωρίσει την ακτινοβολία της πηγής σε δύο µέρη ανακλώµενα σε ένα σταθερό και ένα κινούµενο καθρέφτη, αντίστοιχα. Οι διακυµάνσεις της έντασης που παράγονται από το φαινόµενο παρεµβολών µετρούνται από τον ανιχνευτή, ψηφιοποιούνται σε πραγµατικό χρόνο και καταλήγουν σε ένα ιντερφερόγραµµα που περιέχει όλες τις φασµατικές πληροφορίες που σχετίζονται µε το δείγµα. Για να ληφθούν ερµηνεύσιµες πληροφορίες, το ψηφιακό ιντερφερόγραµµα µετατρέπεται σε συµβατικό φάσµα εκποµπής IR, µε τη βοήθεια του υπολογιστή από τεχνικές µετασχηµατισµού κατά Fourier µε µαθηµατικούς αλγορίθµους (van de Voort, 1992, Schmitt & Flemming 1998). Κλείνοντας, η φασµατοσκοπία FT-IR, σε συνδυασµό µε κατάλληλες µεθόδους µηχανικής εκµάθησης και σε συνδυασµό µε τη τεχνολογία ATR (Attenuated Total Reflectance) ως αναλυτικό εργαλείο, παρουσιάζεται ως νέα µέθοδος για τη ποσοτική ανίχνευση αλλοίωσης των  τροφίµων. Με τη χρήση του FT-IR, µπορεί να αποκτηθεί µεταβολικό στιγµιότυπο και να ποσοτικοποιηθεί, µη επεµβατικά, το µικροβιακό φορτίο, µε ακρίβεια και ταχύτητα, απευθείας από την επιφάνεια του δείγµατος (Ellis et al., 2002). 1.5.3 Ηλεκτρονική µύτη (e-nose)   Οι ηλεκτρονικές µύτες είναι όργανα που περιλαµβάνουν µία σειρά ηλεκτροχηµικών αισθητήρων µε µερική εξειδίκευση σε συνδυασµό µε ένα κατάλληλο σύστηµα αναγνώρισης που επιτρέπει την αναγνώριση απλών ή πολύπλοκων οσµών (Gardner and Bartlett 1994). Για 



33 να ταξινοµήσει τα δείγµατα, µια ηλεκτρονική µύτη συνδυάζει τα προφίλ απόκρισης των διάφορων αισθητήρων, που αντιδρούν σε διαφορετικούς τύπους πτητικών ενώσεων στο αέριο δείγµα. Το λογισµικό ανάλυσης δεδοµένων της ηλεκτρονικής µύτης, αναλύει το σήµα µε στατιστικές µεθόδους αναγνώρισης προτύπων, όπως η Ανάλυση Κυρίων Συνιστωσών (Principal Component Analysis, PCA), ∆ιακριτική Παραγοντική Ανάλυση (Discriminant Factorial Analysis, DFA) και Ανάλυση Συστάδων (Cluster Analysis), καθώς και Τεχνητά Νευρωνικά ∆ίκτυα (Artificial Neural Networks), Μηχανές Υποστήριξης ∆ιανυσµάτων (Support Vector Machines), Τυχαία ∆άση (Random Forest) (Pavón et al., 2006, Peris and Escuder-Gilabert 2009, Tian et al., 2013). Επιπλέον, σε πολλές περιπτώσεις είναι απαραίτητο ένα αισθητήριο πάνελ για τον καθορισµό της επιθυµητής ποιότητας του προϊόντος, το οποίο µπορεί στη συνέχεια να χρησιµοποιηθεί για την εκπαίδευση του συστήµατος ηλεκτρονικής µύτης (Schaller, Bosset, and Escher 1998). Το δείγµα θερµοστατείται σε ειδικό σφραγισµένο φιαλίδιο για συγκεκριµένο χρονικό διάστηµα, έτσι ώστε τα πτητικά συστατικά να διαχυθούν στο διάκενο χώρο (headspace). Τα πτητικά λαµβάνονται µε ειδική σύριγγα από την υπερκείµενη αέρια φάση και εισάγονται στην ηλεκτρονική µύτη. Η ανταπόκριση των αισθητήρων στις πτητικές ενώσεις µεταφράζεται ως αλλαγή των ηλεκτρικών τους ιδιοτήτων, µε αποτέλεσµα τη παραγωγή ενός σήµατος από κάθε αισθητήρα. Έτσι σχηµατίζεται ένα πτητικό «δακτυλικό αποτύπωµα» για το δείγµα, από το συνδυασµένο µοτίβο των αλλαγών-σηµάτων όλων των αισθητήρων (Creed 2010). Έχουν ποικίλες εφαρµογές στη βιοµηχανία τροφίµων, όπως (i) παρακολούθηση διεργασιών, (ii) προσδιορισµό της διάρκειας ζωής, (iii) αξιολόγηση αλλοίωσης, (iv) αξιολόγηση της αυθεντικότητας και (v) ποιοτικό έλεγχο (Peris and Escuder-Gilabert 2009b). Μερικές εφαρµογές της ηλεκτρονικής µύτης έχουν αναφερθεί για την αξιολόγηση της ποιότητας του κρέατος πουλερικών. Οι Arnold και Senter (1998) µελέτησαν βακτηριακά είδη που αποµονώθηκαν από επεξεργασµένα πουλερικά, οι Siegmund και Pfannhauser (1999) ανίχνευσαν αλλαγές στο πτητικό κλάσµα µαγειρεµένου κρέατος κοτόπουλου κατά τη διάρκεια ψύξης, και οι Boothe και Arnold (2002) έδειξαν ότι µία ηλεκτρονική µύτη είναι σε θέση να ανιχνεύσει αλλαγές στα δείγµατα κρέατος κοτόπουλου λόγω του χρόνου αποθήκευσης και της θερµοκρασίας. 



34 1.6 Σκοπός µελέτης Η συγκεκριµένη διπλωµατική, πειραµατική µελέτη έχει ώς στόχο την έγκαιρη ανίχνευση της αλλοίωσης κρέατος κοτόπουλου υπο αερόβιες συνθήκες, µε απώτερο σκοπό τη συσχέτιση των µικροβιολογικών αποτελεσµάτων, από πειράµατα αλλοίωσης σε σουβλάκι από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου, µε τα αποτελέσµατα που προκύπτουν από τις σύγχρονες µεθόδους της πολυφασµατικής απεικόνισης και της ηλεκτρονικής µύτης. Επιπρόσθετα, γίνεται αξιοποίηση των δεδοµένων που προκύπτουν από τις συµβατικές µικροβιολογικές αναλύσεις, για την ανάπτυξη και την ερµηνεία πρωτογενών και δευτερογενών κινητικών µοντέλων ανάπτυξης της µικροχλωρίδας του µαριναρισµένου προϊόντος κοτόπουλου.  2. ΥΛΙΚΑ- ΜΕΘΟ∆ΟΙ 2.1 Πειραµατικός σχεδιασµός ∆είγµατα από νωπό, µαριναρισµένο µε αλάτι, οξικό νάτριο, κιτρικό νάτριο, ένζυµο τρυφεροποίησης και ασκορβικό οξύ, σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλου, άνευ κόκκαλων και δέρµατος, προµηθεύτηκαν από τη ΚΟΤΙΝΟ Α.Ε.Β.Ε, συσκευάστηκαν (αερόβιες συνθήκες)ανά δύο σε δίσκο πολυστυρενίου µε διάφανη µεµβράνη πολυαιθυλενίου οικιακής χρήσης διαπερατή στο Ο2, κάτω από ασηπτικές συνθήκες και τοποθετήθηκαν σε θαλάµους συντήρησης (MIR-153, Sanyo Electric Co., Osaka, Japan), σε θερµοκρασίες 0, 5 και 10 οC, καθώς και σε θάλαµο µε δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας. Η θερµοκρασία καθ΄ όλη τη διάρκεια των πειραµάτων ελεγχόταν µε τη χρήση ηλεκτρονικών καταγραφικών ( COX TRACER®, Cox Technologies Inc., Belmont, NC, USA), τα οποία είχαν τοποθετηθεί στο εσωτερικό των θαλάµων συντήρησης. Ανά συγκεκριµένα χρονικά διαστήµατα (Πίνακας 2.1), γινόταν λήψη δύο δειγµάτων από κάθε θερµοκρασία, έτσι ώστε να µελετηθεί το µικροβιακό φορτίο τους µε τις κλασικές µικροβιολογικές µεθόδους καθώς και µε τις σύγχρονες, γρήγορες µεθόδους φασµατοσκοπικής ανάλυσης και πιο συγκεκριµένα, της πολυφασµατικής απεικόνισης (MSI), χρησιµοποιώντας το σύστηµα VideometerLab και της ηλεκτρονικής µύτης (e-nose).  



35 Πραγµατοποιήθηκαν δύο ανεξάρτητα πειράµατα αλλοίωσης (n=4), για τις θερµοκρασίες 0, 5 και 10 οC, διαρκείας 13ων ηµερών, και ένα πείραµα αλλοίωσης για το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας (n=3), διαρκείας 13ων ηµερών. Το πρόγραµµα δειγµατοληψιών παρατίθεται στον Πίνακα 2.1. Για το πείραµα αλλοίωσης στις σταθερές θερµοκρασίες συντήρησης, πραγµατοποιήθηκαν δύο επαναλήψεις και γινόταν κάθε φορά δειγµατοληψία από δύο δείγµατα κοτόπουλου, σε κάθε θερµοκρασία και χρόνο. Για το πείραµα αλλοίωσης στο δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας, πραγµατοποιήθηκε µία επανάληψη και γινόταν κάθε φορά δειγµατοληψία από τρία δείγµατα κοτόπουλου. Συνεπώς κάθε σηµείο (x) στο Πίνακα 2.1 αναφέρεται σε δύο δείγµατα, ενώ κάθε σηµείο (■) σε τρία δείγµατα.  Στο χρόνο µηδέν πραγµατοποιήθηκαν οι παραπάνω αναλύσεις σε δύο και τρία τυχαία δείγµατα για τις σταθερές θερµοκρασίες και το δυναµικό προφίλ αντίστοιχα.  Χρόνος (h) Θερµοκρασία Συντήρησης 0οC 5oC 10oC ∆υναµικό 0  ×  ■ 18  × ×  24 × × × ■ 42   ×  48 × × × ■ 72 × × × ■ 96 × × × ■ 120 × × × ■ 144 × × × ■ 168 × × × ■ 



36 Πίνακας 2.1: Πρόγραµµα δειγµατοληψιών για τις ισόθερµες συνθήκες και το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας. 2.2 Πειραµατική διαδικασία  Προτού γίνει η έναρξη της πειραµατικής διαδικασίας, παρασκευάστηκαν τα υλικά και τα υποστρώµατα για τις µικροβιολογικές αναλύσεις. Αρχικά, παρασκευάστηκε το ισοτονικό διάλυµα Ringer ( LAB108, LABM., U.K.), το οποίο χρησιµοποιήθηκε για την οµογενοποίηση των δειγµάτων και για τις διαδοχικές αραιώσεις σε δοκιµαστικούς σωλήνες (9 ml). Έπειτα, για τη καταµέτρηση των µικροοργανισµών επιλέχθηκαν τα παρακάτω κατάλληλα θρεπτικά υλικά, βάσει της βιβλιογραφίας που υπάρχει για τους ενδογενείς πληθυσµούς µικροοργανισµών στο κοτόπουλο (Mead 1985, Mead 2004, Rouger et al. 2017), τα οποία και παρασκευάστηκαν και αποστειρώθηκαν µε βάση τις οδηγίες που δόθηκαν από το κατασκευαστή: 
o Plate Count Agar (Tryptic Glucose Yeast Agar PCA, Ref. 4021452, Biolife, Italiana S.r.L, Milan, Italy), το οποίο είναι γενικό θρεπτικό υπόστρωµα επίστρωσης για τη καταµέτρηση της Ολικής Μεσόφιλης Χλωρίδας των αερόβιων και προαιρετικά αναερόβιων µικροοργανισµών. Μετά από τον εµβολιασµό, η επώαση των τρυβλίων πραγµατοποιούταν στους 25 oC για 3 ηµέρες. 
o Pseudomonas Agar Base (LAB108, LAB M., U.K.), µε τη προσθήκη του επιλεκτικού αντιβιοτικού Cetrimide-Fusidin-Cephaloridine (Modified C.F.C. X108, LABM, UK) το οποίο είναι επιλεκτικό υπόστρωµα επίστρωσης για την απαρίθµηση των Pseudomonas spp. Οι σχηµατιζόµενες αποικίες των ψευδοµονάδων είναι ωχρές-κίτρινες και έχουν στρογγυλό και λείο σχήµα. Μετά τον εµβολιασµό, η επώαση των τρυβλίων γινόταν στου 25 oC για 2 ηµέρες. 192 × × × ■ 216 × ×  ■ 240 × ×   288 ×    312 ×   ■ 



37 o Violet Red Bile Glucose Agar (Biolife, Italiana, S.r.L, Milan, Italy), το οποίο είναι ένα υπόστρωµα ενσωµάτωσης για την απαρίθµηση των βακτηρίων του γένους Enterobacteriaceae. Οι αποικίες των εντεροβακτηρίων έχουν χρώση ρόζ-βιολετί. Πετά την ενσωµάτωση η επώαση των τρυβλίων γινόταν στους 37 oC για 24 ώρες. 
o ΜRS Agar ISO Formulation (Biolife, Italiana, S.r.L, Milan, Italy), ένα υπόστρωµα ενσωµάτωσης για την καταµέτρηση των γαλακτικών βακτηρίων (LAB). Η επώαση γινόταν στους 30 oC για 72 ώρες. 
o Columbia Agar Base (NCM0038A, NEOGEN® Culture Media, USA, Canada), το οποίο είναι ένα υπόστρωµα επίστρωσης για τη καταµέτρηση των Campylobacter. Η επώαση γινόταν στους 37 oC για 24 ώρες. Κατά την επιφανειακή επίστρωση, στα τρυβλία µε τα αποστειρωµένα υποστρώµατα PCA, CFC, TBX και Columbia, το εµβόλιο ήταν 0.1ml αραιωµένου δείγµατος, ενώ στα υποστρώµατα ενσωµάτωσης MRS και VRBGA ο εµβολιασµός γινόταν µε 1ml αραιωµένου δείγµατος.  2.2.1 Μικροβιολογική ανάλυση  Κατά τη µικροβιολογική ανάλυση των δειγµάτων, µετά τη παραλαβή τους από τους θαλάµους συντήρησης, παραλαµβάνονταν υπό ασηπτικές συνθήκες µε τη βοήθεια αποστειρωµένης λαβίδας και νυστεριού 25 g και τοποθετούταν σε σακούλα οµογενοποίησης (BagLigth, INTERSCIENCE, France). Έπειτα τοποθετούταν στη σακούλα 225 ml διαλύµατος Ringer ( LAB108, LABM., U.K.) για την αραίωση του δείγµατος και ακολουθούσε η οµογενοποίηση του µε τη χρήση της συσκευής Stomacher (Lab Blender 400, Seward Medical, London) για ένα λεπτό. Από το σχηµατιζόµενο διάλυµα µεταφερόταν ποσότητα 1ml, µε τη βοήθεια µηχανικής πιπέτας, σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιείχε 9 ml διαλύµατος Ringer και στη συνέχεια γινόταν οι διαδοχικές δεκαδικές αραιώσεις. Κατόπιν, γινόταν ο εµβολιασµός των θρεπτικών υποστρωµάτων. Στα υποστρώµατα επιφανειακής επίστρωσης, PCA, CFC, Columbia και TBX, µεταφερόταν όγκος εµβολίου 0.1 ml, µε τη βοήθεια µηχανικής πιπέτας, από τους δοκιµαστικούς σωλήνες από τη πιο αραιή στη πιο πυκνή αραίωση, υπο ασηπτικές συνθήκες και στη συνέχεια µε τη χρήση αποστειρωµένου τριγώνου απλωνόταν το εµβόλιο οµοιόµορφα στο κάθε τρυβλίο. Για τα θρεπτικά υποστρώµατα ενσωµάτωσης, τα οποία διατηρούταν σε υγρή µορφή µε τη βοήθεια του 



38 υδατόλουτρου, τα οποία ήταν το VRBGA και το MRS, µεταφερόταν όγκος εµβολίου 1 ml  σε κενό τρυβλίο και έπειτα προστίθεντο δύο επιστρώσεις από το αντίστοιχο αποστειρωµένο θρεπτικό υλικό, µε µία µικρή διαφορά χρόνου, ώστε να στεγνώσει η πρώτη στρώση. Μετά το πέρας των εµβολιασµών, τα εµβολιασµένα τρυβλία επωαζόταν στους κλιβάνους, για ανάλογο χρονικό διάστηµα και σε κατάλληλες συνθήκες θερµοκρασίας που απαιτεί το κάθε υπόστρωµα. Αφού περνούσε το κατάλληλο χρονικό διάστηµα, γινόταν η παρατήρηση και η καταµέτρηση των αποικιών σε κάθε τρυβλίο και κατόπιν η κατασκευή των λογαριθµικών διαγραµµάτων ανάπτυξής τους, µε τη χρήση των µέσων όρων των log cfu/g και τις τυπικές αποκλίσεις των δύο επαναλήψεων για τα δύο δείγµατα, ώστε τελικά να προσδιοριστεί το µέγεθος του µικροβιακού πληθυσµού. Τέλος έγινε η κατασκευή των µαθηµατικών µοντέλων. 2.2.2 Εφαρµογή πολυφασµατικής απεικόνισης (MultiSpectral Imaging, MSI) Για την εφαρµογή της πολυφασµατικής απεικόνισης το όργανο που χρησιµοποιήθηκε είναι το σύστηµα VideometerLab της Videometer A/S (Carstensen and Hensen, 2003), το οποίο µας παρέχει πολυφασµατικές εικόνες σε 18 διαφορετικά µήκη κύµατος µεταξύ της UV (405 nm) και του NIR (970 nm) καταγράφοντας τις αντανακλάσεις της επιφάνειας µε µια τυπική µονοχρωµατική συσκευή συζευγµένου φορτίου (charge coupled device chip, CCD chip). Ένα δείγµα κρέατος κοτόπουλου τοποθετήθηκε µέσα σε µια σφαίρα Ulbricht, (βαµµένη λευκή στο εσωτερικό ώστε να εξασφαλίζεται η οµοιογενής διάχυση και ανάκλαση του φωτός), πάνω στην οποία είναι τοποθετηµένη µια κάµερα τύπου Point Grey Scorpion, η οποία και περιέχει την CCD. Στο χείλος της σφαίρας, είναι τοποθετηµένες και διανεµηµένες οµοιόµορφα και περιµετρικά, δίοδοι εκποµπής φωτός (lightemitting diodes, LEDs), οι οποίες παρέχουν φωτισµό στα ακόλουθα µήκη κύµατος: 405, 435, 450, 470, 505, 525, 570, 590, 630, 645, 660, 700, 850, 870, 890, 910, 940 και 970 nm (Carstensen and Hensen, 2003). Τα LED ανάβουν διαδοχικά και η αντανάκλαση από το συγκεκριµένο µήκος κύµατος καταγράφεται από τη κάµερα και δίνει µια µονοχρωµατική εικόνα µε ακρίβεια 32-bit για κάθε τύπο LED, καταλήγοντας στο τέλος σε έναν υπερφασµατικό κύβο διαστάσεων 1280 × 960 × 18 (Efstathios Z. Panagou et al. 2014). Πριν από τη χρήση του συστήµατος VideometerLab είναι απαραίτητη η βαθµονόµηση του ραδιοµετρικά και γεωµετρικά (light set up), µε στόχο τη προετοιµασία των διοδίων εκποµπής φωτός µα βάση τον τύπο του αντικειµένου προς απεικόνιση (Folm-Hansen 1999). Πιο συγκεκριµένα κατά τη πρώτη χρήση του VideometerLab για το συγκεκριµένο αντικείµενο 



39 δηµιουργείται ένα αρχείο µε τη πρώτη απεικόνιση του αντικειµένου (διαδικασία autolight), το οποίο κατά το light set up ανακαλείται. Αφού γίνει το light set up, ακολουθεί η βαθµονόµηση µε απόλυτη ανάκλαση, οπού χρησιµοποιείται µία ανοιχτόχρωµη και µία σκούρα πλάκα αναφοράς και η γεωµετρική του ευθυγράµµιση µε µία διάστικτη πλάκα. Το οµοιογενές διάχυτο φως, σε συνδυασµό µε τη βαθµονόµηση, εξασφαλίζει ένα βέλτιστο δυναµικό εύρος φωτός και ελαχιστοποιεί τα φαινόµενα σκίασης, κατοπτρικής αντανάκλασης κ.α. (Panagou et al. 2014, Folm-Hansen 1999). Οι εικόνες περιλαµβάνουν πληροφορίες που δε σχετίζονται µε την ανάλυση, όπως το τρυβλίο Petri και τα περίχωρά του, καθώς και το λίπος ή ο συνδετικός ιστός του κρέατος κοτόπουλου. Για να διασφαλιστεί ότι οι πληροφορίες αυτές θε θα παρεµβαίνουν στην ανάλυση, είναι αναγκαίο ένα βήµα προ επεξεργασίας, ώστε να επιτρέπεται η αποµόνωση του τµήµατος της εικόνας  που περιέχει µόνο πληροφορίες του ιστού του κρέατος κοτόπουλου ( main region of interest, ROI) (Tsakanikas, et al. 2015). Η προ επεξεργασία εφαρµόστηκε µεγιστοποιώντας την αντίθεση µεταξύ του δείγµατος (ιστός κρέατος κοτόπουλου) και των άλλων µη σχετικών αντικειµένων, επιτρέποντας έτσι µία λειτουργία κατωφλίου (Daugaard et al. 2010). Αυτές οι διαδικασίες µετασχηµατισµού και τµηµατοποίησης εφαρµόστηκαν χρησιµοποιώντας το λογισµικό πρόγραµµα του VideometerLab (έκδοση 2.12.39), το οποίο ελέγχει τη λειτουργία του οργάνου. Η αρχή στην οποία βασίζεται το πρόγραµµα, είναι η κανονική διακριτική ανάλυση (Canonical Discriminal Analysis, CDA), γνωστή και ώς διακριτική ανάλυση ρου Fisher, η οποία χωρίζει τις εικόνες σε περιοχές ενδιαφέροντος παράγοντας τµηµατοποιηµένες εικόνες για τα δείγµατα κρέατος, µε το αποµονωµένο τµήµα του ιστού ώς τη κύρια περιοχή ενδιαφέροντος (ROI) η οποία θα χρησιµοποιηθεί για την εξαγωγή των φασµατικών δεδοµένων που χρησιµοποιήθηκαν περαιτέρω στη στατιστική ανάλυση. Πιο συγκεκριµένα, η CDA εντοπίζει τον µεγαλύτερο δυνατό διαχωρισµό δύο ή περισσότερων κλασµάτων βάσει του αριθµού των ανεξάρτητων µεταβλητών (Εξίσωση 1), τις οποίες αποτελούν τα κλάσµατα των εικονοστοιχείων (pixels) (Daugaard et al. 2010). ���� = �	
���	
��  (Εξίσωση 1) (Carstensen et al. 2013)  Οπού ΣS = A η διασπορά µεταξύ των κλάσεων, και ΣΝ = W η διασπορά µέσα στις κλάσεις. Αφού γίνει αυτός ο διαχωρισµός, υπολογίζεται η µέση φασµατική ανάκλαση για κάθε εικόνα σε κάθε µήκος κύµατος, όπως αυτή προκύπτει από τον υπολογισµό του µέσου όρου έντασης των pixels της περιοχής ενδιαφέροντος (ROI) ενώ παράλληλα υπολογίζεται και η τυπική 



40 απόκλιση της έντασης των εικονοστοιχείων ανά µήκος κύµατος. Τα δεδοµένα που προκύπτουν από τους παραπάνω υπολογισµούς είναι 18 µέσοι όροι ανάκλασης, 18 τυπικές αποκλίσεις και τα 18 αντίστοιχα µήκη κύµατος (Estelles-Lopez et al. 2017), τα οποία χρησιµοποιούνται για τη κατασκευή µοντέλων µηχανικής εκµάθησης. 2.2.3 Εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης 2.2.3.1 Προετοιµασία δειγµάτων  Σε συνέχεια της δειγµατοληψίας για την µικροβιολογική ανάλυση, τοποθετούνταν 2g από το δείγµα σε αλουµινόχαρτο και αποθηκεύονταν σε θερµοκρασία κατάψυξης. Οι µετρήσεις, για τη συλλογή δεδοµένων από την ηλεκτρονική µύτη, πραγµατοποιηθήκαν στο τέλος όλων των µικροβιολογικών και φασµατοσκοπικών αναλύσεων, ενώ τέσσερα (4) δείγµατα από κάθε χρονικό σηµείο για τα ισοθερµοκρασιακά προφίλ  αναλύθηκαν µε την ηλεκτρονική µύτη και τρία (3) δείγµατα για το δυναµικό θερµοκρασιακό προφίλ. 2.2.3.2 Ηλεκτρονική µύτη ALPHA MOS Ο προσδιορισµός του πτητικού προφίλ των δειγµάτων έγινε µε την βοήθεια της ηλεκτρονικής µύτης Alpha-Fox 3000 (ALPHA MOS, Toulouse FR). Το όργανο αποτελείται από µια συσκευή εισόδου του δείγµατος, µια συστοιχία αισθητήρων και ένα λογισµικό (Alpha Soft v.12) για την καταγραφή και ανάλυση των δεδοµένων. Η συστοιχία αισθητήρων απαρτίζεται από 12 αισθητήρες από οξείδια µετάλλων, που χωρίζονται σε δύο θερµοκρασιακά ελεγχόµενους θαλάµους, µε υψηλή θερµοκρασία και µηδενική υγρασία αλλά και µια γεννήτρια αέρα για την παραγωγή του φέροντος αερίου, που αποσκοπεί στον καθαρισµό των αισθητήρων. Η συστοιχία αισθητήρων αποτελείται από T, P και LY  αισθητήρες και ανταποκρίνονται σε πολύ µεγάλη ποικιλία πτητικών οργανικών ενώσεων. Στον Πίνακα 2.4. αναγράφονται οι αισθητήρες που χρησιµοποιήθηκαν και η αντίστοιχη λειτουργία τους. Πίνακας 2.2. Αισθητήρες ηλεκτρονικής µύτης FOX3000 (Xu et al. 2014). Αριθµός  Όνοµα Βασική εφαρµογή S1 LY2/LG Οξειδωτικό αέριο 



41 S2 LY2/G Αµµωνία, µονοξείδιο του άνθρακα S3 LY2/AA Αιθανόλη S4 LY2/GH Αµµωνία/ οργανική αµίνη S5 LY2/gCTL Υδρόθειο S6 LY2/gCT Προπάνιο/ βουτάνιο S7 T30/1 Οργανικοί διαλύτες S8 P10/1 Υδρογονάνθρακες S9 P10/2 Μεθάνιο S10 P40/1 Φθόριο S11 T70/2 Αρωµατικές ενώσεις S12 PA/2 Αιθανόλη, αµµωνία/ οργανική αµίνη  2.2.3.3 Συλλογή δεδοµένων µε την ανάλυση ηλεκτρονικής µύτης ∆είγµατα από σουβλάκι µαριναρισµένου κοτόπουλου (2g ± 0.05g) τεµαχίστηκαν σε πολύ µικρά κοµµάτια και τοποθετήθηκαν σε γυάλινα φιαλίδια των 20 ml τα οποία σφραγίστηκαν ερµητικά µε καπάκια αλουµινίου, που είχαν διάφραγµα από πολυτετραφθοροαιθυλενίο (PTFE). Το δείγµα τοποθετήθηκε στο κάτω µέρος και καταλάµβανε περίπου το 1/5 του φιαλιδίου, έτσι ώστε να δηµιουργείται αρκετό και σταθερό κενό ανάµεσα στο δείγµα και το καπάκι (headspace). Όλα τα δείγµατα τοποθετήθηκαν στους 4˚C, για να αποκτήσουν οµοιόµορφη θερµοκρασία πριν την ανάλυση. Κάθε δείγµα θερµάνθηκε 20 λεπτά στους 50˚C, έτσι ώστε να παραχθούν και να εξισορροπηθούν οι πτητικές ενώσεις του στο ‘’headspace’’. Στη συνέχεια γίνεται η ένεση που διαπερνά το διάφραγµα το φιαλιδίου και λαµβάνεται όγκος 0.5 ml από τις πτητικές ενώσεις που συσσωρεύονται στο φιαλίδιο. Κατόπιν, το δείγµα εµβολιάζεται στην ηλεκτρονική µύτη.  Ανά τρείς ενέσεις δείγµατος, εµβολιαζόταν µια ένεση µε αέρα, που λειτουργούσε ως φέρον αέριο για τον καθαρισµό της συστοιχίας αισθητήρων. Το δείγµα µεταφέρθηκε στον ανιχνευτή µε σταθερό ρυθµό εντός 120s, που κρίθηκε αρκετός για την σταθεροποίηση των τιµών. Η απόκριση του αισθητήρα ορίζεται ως η σχετική αλλαγή στην τιµή της αντίστασης 
�/�, που σηµαίνει αλλαγή στην αντίσταση των αισθητήρων MOS σε σχέση µε την αρχική τους τιµή (Upadhyay et al., 2017). Μετά την ολοκλήρωση κάθε µέτρησης, πραγµατοποιείται διαδικασία αναµονής 500s έτσι ώστε να καθαριστεί ο θάλαµος του ανιχνευτή µέχρι να 



42 διασφαλιστεί η ανάκτηση των αισθητήρων στην αρχική τους αντίσταση πριν ξεκινήσει η ανάλυση του επόµενου δείγµατος (baseline resistance). Όταν συλλεχθούν τα δεδοµένα από κάθε αισθητήρα της συστοιχίας, το σύστηµα ηλεκτρονικής µύτης απαιτεί κατάλληλη επεξεργασία για την ανάλυση και κατηγοριοποίηση των δεδοµένων.  2.3 Ανάλυση δεδοµένων 2.3.1 Προσδιορισµός κινητικών παραµέτρων µικροβιακής ανάπτυξης- Πρωτογενή µοντέλα Σύµφωνα µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα των πειραµάτων αλλοίωσης στο µαριναρισµένο σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλου σε όλες τις θερµοκρασίες συντήρησης, έγινε ο προσδιορισµός των κινητικών παραµέτρων ανάπτυξης της ΟΜΧ, των Pseudomonas spp., των Enterobacteriaceae, των LAB, του E.coli, και των Campylobacter, µε βάση το πρωτογενές µοντέλο των Baranyi και Roberts (1994) (Εξίσωση 2). Για την εφαρµογή του µοντέλου χρησιµοποιήθηκε το λογισµικό πρόγραµµα DMFit  (Institute of Food Research, Reading, UK), το οποίο είναι διαθέσιµο στο www.combase.cc. Από το µοντέλο υπολογίστηκαν: η φάση προσαρµογής λ (lag phase), ο µέγιστος ειδικός ρυθµός αύξησης µmax, ο αρχικός µικροβιακός πληθυσµός yo και ο τελικός µικροβιακός πληθυσµός yend, και του συντελεστή συσχέτισης R2. Εξίσωση 2: 	���� = �� + ����Α��� − �� ln	�1 + ������ �!�"����#$%&'#(� � (Baranyi and Roberts 1994) Οπού: )�*� = � + �+��� ,-�."+���* +	."/( + ."+���*"/(� η παράµετρος καθυστέρησης, y(t): η συγκέντρωση του πληθυσµού σε ln CFU/gr σε χρόνο t, µmax: ο µέγιστος ειδικός ρυθµός ανάπτυξης (h-1), yend: ο φυσικός λογάριθµος του µέγιστου πληθυσµού (ln CFU/gr), ��: ο φυσικός λογάριθµος του αρχικού πληθυσµού του µικροοργανισµού, m: η παράµετρος καµπυλότητας για τη µετάβαση από την εκθετική στη στατική φάση της καµπύλης ανάπτυξης και ho: η παράµετρος που χαρακτηρίζει το έργο που απαιτείται για να προσαρµοστούν οι µικροοργανισµοί στο νέο περιβάλλον (Baranyi and Roberts 1994). 



43 2.3.2 Επίδραση θερµοκρασίας στον µέγιστο ειδικό ρυθµό ανάπτυξης- ∆ευτερογενή µοντέλα Στα πλαίσια του πειράµατος διερευνήθηκε και η επίδραση της θερµοκρασίας στον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης της OMX και των Pseudomonas spp. µε τη χρήση του δευτερογενούς µοντέλου του Ratkowsky (1982) (Εξίσωση 3). Για τη χρήση του µοντέλου αξιοποιήθηκαν τα αποτελέσµατα του µmax , ξεχωριστά για κάθε επανάληψη και δείγµα, ώστε να προσδιοριστούν οι παράµετροι b και η ελάχιστη θεωρητική θερµοκρασία ανάπτυξης Τmin (Ratkowsky et al. 1982, Ross and  Dalgaard 2004). Ο προσδιορισµός των παραµέτρων υπολογίστηκε µε τη βοήθεια του STATGRAPHICS, και επαληθεύτηκε µε τη βοήθεια του Excel. Εξίσωση 3: 0����	 = b * (T-T�23)  (Ratkowsky et al. 1982) Οπού: µmax = ο µέγιστος ειδικός ρυθµός ανάπτυξης b = παράµετρος, συντελεστής συσχέτισης-παλινδρόµησης,  Τmin = ελάχιστη θεωρητική θερµοκρασία ανάπτυξης (oC) T= θερµοκρασία που αντιστοιχεί στο κάθε µmax (oC). 2.3.3 Γραµµική παλινδρόµηση µε τη µέθοδο µερικών ελαχίστων τετραγώνων (Partial Least Squares - Regression, PLS-R) Η γραµµική παλινδρόµηση µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (PLS-R), χρησιµοποιήθηκε για τη κατασκευή µοντέλων για το ποσοτικό προσδιορισµό του µικροβιακού πληθυσµού της ΟΜΧ των Pseudomonas spp. και των LAB. H PLS-R είναι µία µέθοδος η οποία συσχετίζει τα δεδοµένα από δύο σύνολα δεδοµένων Χ (ανεξάρτητες µεταβλητές) και Υ (εξαρτηµένες µεταβλητές), µε ένα γραµµικό πολυπαραγοντικό µοντέλο. Πιο συγκεκριµένα, και οι Χ και οι Υ µήτρες αρχικά µετασχηµατίζονται σε νέους χώρους µε ορθογώνια διάταξη και τα ληφθέντα δεδοµένα που ονοµάζονται Χ-scores και Y-scores επιλέγονται και συσχετίζονται σε µια προσπάθεια µεγιστοποίησης της ερµηνείας των Y-scores από τα Χ-scores. Στη συνέχεια τα προβλεπόµενα Y-scores παράγουν τη πρόβλεψη του Υ (Εικόνα 2.1). Ταυτόχρονα η PLS-R ορίζει έναν αριθµό κύριων συνιστωσών (Latent variables, LVs) για το νέο αυτό χώρο (Wold et al. 2001,  Feng and Sun 2013, Panagou et al. 



44 2014). Προκειµένου να προσδιοριστεί η σωστή πολυπλοκότητα του εµπειρικού µοντέλου και να ξεπεραστεί ο κίνδυνος του overfitting εξαιτίας των πολλών συσχετισµένων µεταβλητών Χ, η PLS-R δίνει τη δυνατότητα εκπαίδευσης του µοντέλου και της πρόβλεψης της σηµαντικότητας κάθε παράγοντα, η οποία ονοµάζεται διασταυρούµενη επικύρωση (Cross-validation). Η διασταυρούµενη επικύρωση λαµβάνει χώρα, χωρίζοντας τα δεδοµένα σε οµάδες και έπειτα αναπτύσσοντας παράλληλα µοντέλα από τα λίγα πλέον δεδοµένα που έµειναν µε µία από τις οµάδες που διαγράφηκαν. Μετά από τη δηµιουργία του µοντέλου καταµετρούνται οι διαφορές µεταξύ των παρατηρούµενων και των προβλεπόµενων Υ, των οποίων το άθροισµα τετραγώνων δίνει µία εκτίµηση της ικανότητας πρόβλεψης του µοντέλου. Είναι απαραίτητη η επικύρωση κάθε µοντέλου πριν τη χρήση του για τη πρόβλεψη της µικροβιακής δραστηριότητας, µε ανεξάρτητα και αντιπροσωπευτικά δείγµατα. Ωστόσο, αν δεν υπάρχουν αυτά, υπάρχει η επιλογή της επανεκτίµησης του µοντέλου έπειτα από τυχαιοποίηση δεδοµένων (Wold et al. 2001).  Εικόνα 2.1 Γεωµετρική απεικόνιση ενός µοντέλου PLS-R. Τα δεδοµένα (µαύρες κουκκίδες) στον χώρο X προβάλλονται (ορθογώνια προβολή) στον υποχώρο που ορίζεται από τις δύο πρώτες λανθάνουσες µεταβλητές (LVs). Η πολυπαραγοντική ανάλυση δεδοµένων πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του στατιστικού λογισµικού, The Unscrambler© έκδ. 9.7 (CAMO Software AS, Oslo, Norway), οπού κατασκευάστηκαν µοντέλα ανάπτυξης της OMX, των Pseudomonas spp. και των LAB σε 



45 δείγµατα µαριναρισµένου κρέατος από µπούτι κοτόπουλο σε αερόβιες συνθήκες. Πιο συγκεκριµένα τα φασµατοσκοπικά δεδοµένα (18 Mean και 18 SD),  που συλλέχθηκαν από το VideometerLab χρησιµοποιήθηκαν σαν ανεξάρτητες µεταβλητές (Χ), ενώ οι πληθυσµοί των µικροοργανισµών (OMX,  Pseudomonas spp. και LAB) σαν εξαρτηµένες µεταβλητές (Υ). Επίσης, µοντέλα για την ΟΜΧ και τη Pseudomonas spp. κατασκευάστηκαν και µε τη χρήση των φασµατοσκοπικών δεδοµένων από την e-nose (εντάσεις των 12 αισθητήρων), τα οποία χρησιµοποιήθηκαν σαν ανεξάρτητες µεταβλητές, ενώ οι πληθυσµοί των µικροοργανισµών (OMX και  Pseudomonas spp.) σαν εξαρτηµένες µεταβλητές. Η PLS-R επιλέχθηκε γιατί είναι µια µέθοδος που µπορεί να αναλύσει δεδοµένα µε έντονα γραµµικές (συσχετισµένες), θορυβώδεις και πολλές ανεξάρτητες µεταβλητές Χ, και ταυτόχρονα να µοντελοποιήσει αρκετές µεταβλητές απόκρισης-Υ (εξαρτηµένες) (Wold et al. 2001). Για τα µοντέλα που κατασκευάστηκαν µε τη βοήθεια των φασµατικών δεδοµένων από την πολυφασµατική απεικόνιση, τα δείγµατα για την ανάπτυξη (calibration) και την επικύρωση (cross-validation)  ήταν αυτά που συντηρήθηκαν στους 0, 5, και 10 οC και από τις δυο επαναλήψεις (n=136), ενώ για τη πρόβλεψη χρησιµοποιήθηκαν τα δείγµατα από το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας (n=33). Επίσης ως Χ ανεξάρτητες µεταβλητές ορίστηκαν τα δεδοµένα των µέσων όρων και τυπικών αποκλίσεων από τα 18 φάσµατα (n=36), αφού πρώτα µετασχηµατίστηκαν µε το µετασχηµατισµό τυπικής κανονικής µεταβλητής (Standard Normal Variate, SNV). Ο µετασχηµατισµός αυτός µειώνει το ‘θόρυβο’ και ελαχιστοποιεί την αλληλεπικάλυψη των πληροφοριών µεταξύ των φασµάτων, τα οποία προκύπτουν από τη φυσική δοµή των δειγµάτων (Feng and Sun 2013, Panagou et al. 2014). Τα δεδοµένα που αποκτήθηκαν από την εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης, χρησιµοποιήθηκαν επίσης για τη κατασκευή µοντέλων πρόβλεψης της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. πιο συγκεκριµένα, τα δείγµατα για την ανάπτυξη (calibration) και την επικύρωση (cross-validation)  ήταν αυτά που συντηρήθηκαν στους 0, 5, και 10 οC και από τις δυο επαναλήψεις (n=83), ενώ για τη πρόβλεψη χρησιµοποιήθηκαν τα δείγµατα από το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας (n=33). Ακόµη, ως Χ ανεξάρτητες µεταβλητές ορίστηκαν τα δεδοµένα των 12 αισθητήρων (n=12), αφού πρώτα µετασχηµατίστηκαν µε το µετασχηµατισµό τυπικής κανονικής µεταβλητής (SNV), ο οποίος δίνει καλύτερα αποτελέσµατα όπως προαναφέρθηκε (Feng and Sun 2013, Panagou et al. 2014). 



46 2.3.4 ∆ιακριτική ανάλυση µε τη µέθοδο των µερικών τετραγώνων (Partial Least Square: Discriminant Analysis, PLS:DA ) Για το ποιοτικό χαρακτηρισµό των µαριναρισµένων δειγµάτων από µπούτι κοτόπουλο σε αερόβιες συνθήκες, κατασκευάστηκαν µοντέλα µε τη βοήθεια της διακριτικής ανάλυσης µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (PLS-DA). Η PLS-DA, είναι µια χηµειοµετρική τεχνική, που χρησιµοποιείται για τη βελτιστοποίηση του διαχωρισµού διαφορετικών συνόλων δειγµάτων σε κλάσεις και µπορεί να χειριστεί πολλαπλές εξαρτηµένες κατηγορικές µεταβλητές. Ο συγκεκριµένος αλγόριθµος είναι µια επέκταση της PLS-R, που προσδιορίζει ένα καινούριο γραµµικό υποχώρο για τις ανεξάρτητες Χ και τις εξαρτηµένες Υ µεταβλητές και προβλέπει τα Υ βάσει ενός µειωµένου αριθµού κύριων λανθάνουσων συνιστωσών (LVs) στο νέο χώρο των Χ µεταβλητών (Gromski et al. 2014, 2015, Brereton and Lloyd 2014). Για παράδειγµα, εάν λάβουµε υπόψη τη διαίρεση των δειγµάτων σε δυο διαφορετικές κλάσεις, τότε η µεταβλητή Y θα αντιστοιχεί σε ένα άλλο ενιαίο διάνυσµα στη µήτρα, έπειτα από χρήση δυαδικής κωδικοποίησης, το οποίο θα έχει καταχώρηση 0 για όλα τα δείγµατα της πρώτης κατηγορίας και καταχώρηση 1 για όλα τα δείγµατα της δεύτερης κατηγορίας (ή αντίστροφα) όπως φαίνεται στην εικόνα 2.2 (Gromski et al. 2015).  Εικόνα 2.2 Απεικόνιση µοντέλου PLS-DA, για δύο κλάσεις (τροποποίηση από Brereton and Lloyd 2014) Στα πλαίσια της συγκεκριµένης µελέτης, επιλέχθηκαν δύο κλάσεις για το διαχωρισµό των δείγµάτων µε βάση το µικροβιολογικό τους φορτίο όσο αφορά στην ΟΜΧ. Πιο συγκεκριµένα, τα δείγµατα της 1ης κλάσης ορίστηκαν ως φρέσκα-αποδεκτά µε πληθυσµό ΟΜΧ µικρότερο από 7 logCFU/g  και τα δείγµατα της 2ης κλάσης ορίστηκαν ώς αλλοιωµένα-µη αποδεκτά για πληθυσµό πανω από 7 logCFU/g (Zhang et al. 2012, Höll et al. 2016). Η ανάλυση των δεδοµένων που αποκτήθηκαν από το VideometerLab και από την E-nose, πραγµατοποιήθηκε µε τη βοήθεια του στατιστικού λογισµικού, The Unscrambler© έκδ. 



47 9.7 (CAMO Software AS, Oslo, Norway). Τα δεδοµένα από τη πολυφασµατική απεικόνιση (18 mean και 18 SD ανά δείγµα)  και από την ηλεκτρονική µύτη (12 εντάσεις) χρησιµοποιήθηκαν αφού προ επεξεργάστηκαν αναλόγως. Πιο συγκεκριµένα, στη περίπτωση των δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης, για την ανάπτυξη (calibration) και την εσωτερική επικύρωση (cross-validation), τα δείγµατα που αξιοποιήθηκαν ήταν αυτά που συντηρήθηκαν στους 0, 5, και 10 οC και από τις δυο επαναλήψεις (n=136), ενώ για τη πρόβλεψη του µοντέλου (prediction) χρησιµοποιήθηκαν τα δείγµατα από το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας των τριών επαναλήψεων (n=33). Ακόµη, ως Χ µεταβλητές ορίστηκαν τα δεδοµένα των 18 µέσων όρων και των 18 τυπικών αποκλίσεων (n=36), έπειτα από την εφαρµογή της τυπικής κανονικής µεταβλητής (Standard Normal Variate, SNV). Επίσης, ως µεταβλητές Υ (n=2) ορίστηκαν οι δύο κλάσεις 1 και 2 του φρέσκου και αλλοιωµένου, αφού πρώτα µετατράπηκαν σε κατηγορικές και στη συνέχεια µε βάση το δυαδικό σύστηµα. Για τη περίπτωση των δεδοµένων που αποκτήθηκαν από την εφαρµογή της ηλεκτρονικής µύτης, τα δείγµατα που  συντηρήθηκαν στους 0, 5, και 10 οC και από τις δυο επαναλήψεις (n=136) αξιοποιήθηκαν για την ανάπτυξη (calibration) και την εσωτερική επικύρωση (cross-validation), και τα δείγµατα των τριών επαναλήψεων του δυναµικού προφίλ (n=33) χρησιµοποιήθηκαν για τη πρόβλεψη του µοντέλου (prediction). Επίσης, οι µεταβλητές Χ ήταν τα δεδοµένα των αποκρίσεων των αισθητήρων της ηλεκτρονικής µύτης (n=12), αφού εφαρµόστηκε µετασχηµατισµός τυπικής κανονικής µεταβλητής (SNV). Τέλος, οι Υ µεταβλητές του µοντέλου, όπως και για τη περίπτωση της πολυφασµατικής απεικόνισης, ήταν οι δύο κλάσεις 1 (φρέσκο) και 2 (αλλοιωµένο).         



48      3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ- ΣΥΖΗΤΗΣΗ 3.1 Αποτελέσµατα κλασικών µικροβιολογικών αναλύσεων Ο ποσοτικός προσδιορισµός των µικροοργανισµών που αναπτύχθηκαν στο µαριναρισµένο σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλο, συντηρηµένο υπο αερόβιες συνθήκες σε διαφορετικές συνθήκες θερµοκρασίας, έγινε µε καταµέτρηση των αποικιών σε κάθε αραίωση και αναγωγή στο αντίστοιχο αρχικό δείγµα. Στα παρακάτω διαγράµµατα παρουσιάζεται η ανάπτυξη της ΟΜΧ, των Pseudomonas spp., των Enterobacteriaceae, των LAB, του E.coli, και της χλωρίδας στο θρεπτικό υλικό Columbia Agar. Για τη κατασκευή των διαγραµµάτων ανάπτυξης των µικροοργανισµών στους 0, 5 και 10 οC, χρησιµοποιήθηκαν οι µέσοι όροι των λογαρίθµων και οι τυπικές αποκλίσεις και των δυο δειγµάτων από κάθε επανάληψη (n=4), ενώ για το δυναµικό προφίλ χρησιµοποιήθηκαν οι µέσοι όροι των λογαρίθµων και οι τυπικές αποκλίσεις των τριών δειγµάτων (n=3).  012345678910 0 50 100 150 200 250 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)Pseudomonas spp.TVCE.coliLABEnterobacteriaceaeViable counts on Columbia Agar



49 ∆ιάγραµµα 3.1 : Καµπύλες ανάπτυξης για τη συντήρηση κρέατος κοτόπουλου στους 0 οC σε αερόβιες συνθήκες για τη ΟΜΧ (TVC), τους µικροοργανισµούς Pseudomonas spp, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar.  ∆ιάγραµµα 3.2 : Καµπύλες ανάπτυξης για τη συντήρηση κρέατος κοτόπουλου στους 5 οC σε αερόβιες συνθήκες για τη ΟΜΧ (TVC), τους µικροοργανισµούς Pseudomonas spp, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar.  ∆ιάγραµµα 3.3 : Καµπύλες ανάπτυξης για τη συντήρηση κρέατος κοτόπουλου στους 10 οC σε αερόβιες συνθήκες για τη ΟΜΧ (TVC), τους µικροοργανισµούς Pseudomonas spp, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar. 024681012 0 50 100 150 200 250Microbial load (logCFU/g) Storage time (h) TVCPseudomonas spp.E.coliLABEnterobacteriaceaeViable counts on Columbia Agar024681012 0 50 100 150 200Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)TVCPseudomonas spp.E.coliLABEnterobacteriaceaeViable counts on Columbia Agar



50  ∆ιάγραµµα 3.4 : Καµπύλες ανάπτυξης για τη συντήρηση κρέατος κοτόπουλου σε δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας, σε αερόβιες συνθήκες για τη ΟΜΧ (TVC), τους µικροοργανισµούς Pseudomonas spp, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar.  Από τα παραπάνω διαγράµµατα ανάπτυξης φαίνεται ότι το επίπεδο της αρχικής ΟΜΧ στις 0 ώρες ήταν στους 5.37 και 5.25 λογαριθµικούς κύκλους στα ισοθερµοκρασιακά και το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας αντίστοιχα. Επίσης, µπορούµε να διακρίνουµε ότι για όλες τις θερµοκρασίες συντήρησης, ο κυρίαρχος αλλοιογόνος µικροοργανισµός είναι τα βακτήρια Pseudomonas spp. (µε αρχικό πληθυσµό 5.01 log CFU/g για τα ισοθερµοκρασιακά προφίλ και 4.43 log CFU/g για τις δυναµικές συνθήκες συντήρησης), αφού η ανάπτυξή τους καθ’ όλο το διάστηµα συντήρησης, ακολουθεί παρόµοια πορεία µε αυτή της ανάπτυξης της ΟΜΧ, κάτι το οποίο επαληθεύει την ως τώρα βιβλιογραφία, (Nychas et al. 2008, Dominguez and Schaffner 2007, Mohareb et al. 2015, Alexandrakis et al. 2012), ενώ ο τελικός πληθυσµός τους σχεδόν ταυτίζεται µε αυτόν της ΟΜΧ. Πιο συγκεκριµένα, ο τελικός πληθυσµός της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. είναι αντίστοιχα 8.75 και 8.6  λογαρίθµους στους 0 οC, 9.73 και 9.65 λογαρίθµους στους 5 οC, 9.32 και 9.17 λογαρίθµους στους 10 οC και 9.56 και 9.39 λογαρίθµους στο δυναµικό προφίλ. Παράλληλα παρατηρείται ότι η καµπύλη ανάπτυξης της µικροβιακής χλωρίδας στο Columbia Agar βρίσκεται ακριβώς κάτω από την καµπύλη ανάπτυξης των Pseudomonas spp., και για τις τρείς ισόθερµες θερµοκρασίες, µε αρχικό πληθυσµό στα 4.67 log CFU/g. Επιπλέον, η δεύτερη πληθυσµιακά µεγαλύτερη κατηγορία αλλοιογόνων µικροοργανισµών φαίνεται ότι ήταν τα γαλακτικά βακτήρια, µε αρχικό 1234567891011 0 50 100 150 200 250 300 350MIcrobial load (log CFU/g) Storage time (h) TVCPseudomonas spp.LABEnterobacteriaceaeE.coliViable counts on Columbia Agar



51 πληθυσµό 3.8 log CFU/g, τα οποία επωφελούνται από τη µαρινάδα (Nieminen et al. 2012, Lytou et al. 2016). Τα εντεροβακτήρια έρχονται αµέσως µετά, µε αρχικό πληθυσµό 3.2 log CFU/g, τα οποία ακολουθεί η E.coli ξεκινώντας από τα 2.96 log CFU/g της οποίας η καµπύλη κινείται σχεδόν παράλληλα µε αυτή των εντεροβακτηρίων.   ∆ιάγραµµα 3.5 : Καµπύλες ανάπτυξης για τη συντήρηση κρέατος κοτόπουλου, σε αερόβιες συνθήκες για τη ΟΜΧ, στους 0 οC στους 5 οC και τους 10 οC  Συγκρίνοντας τα διαγράµµατα ανάπτυξης για τις ισόθερµες θερµοκρασίες, διαπιστώνεται η επίδραση της θερµοκρασίας στις καµπύλες κάθε µικροοργανισµού. Οι χαµηλότερες θερµοκρασίες λειτουργούν ανασταλτικά στην ανάπτυξη όλων ων ειδών των µικροοργανισµών. Η διαφορά του ρυθµού ανάπτυξης για την ΟΜΧ σε κάθε θερµοκρασία φαίνεται καλύτερα στο διάγραµµα 3.5. (Στο Παράρτηµα Α παρουσιάζονται τα αντίστοιχα διαγράµµατα για τους υπόλοιπους µικροοργανισµούς). Παρατηρείται ότι όσο πιο µικρή είναι η θερµοκρασία συντήρησης, τόσο µεγαλύτερος είναι ο χρόνος συντήρησης, καθώς στις µικρότερες θερµοκρασίες αναπτύσσονται πολύ αργά οι µικροοργανισµοί. Ειδικότερα, παρατηρείται ότι στους 0 οC η ΟΜΧ ξεπερνά τους 7 λογαριθµικούς κύκλους, στις 216 ώρες συντήρησης (7.41 log CFU/g), ενώ στους 5 οC τους ξεπερνά στις 72 ώρες (7.1 log CFU/g) και στους 10 οC στις 42 ώρες (7 log CFU/g), ενώ ο τελικός πληθυσµός της ΟΜΧ στους 0 οC, τους 5 οC και τους 10 οC είναι 8.75 log CFU/g (302h συντήρησης), 9.73 log CFU/g (240h συντήρησης),  9.32 log CFU/g (192h συντήρησης), αντίστοιχα. Η τελική συγκέντρωση της ΟΜΧ είναι µεγαλύτερη στους 5 οC από την αντίστοιχη στους 10οC, κάτι το οποίο συµβαίνει 024681012 0 50 100 150 200 250 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h) 0°C5°C10°C



52 λόγω της θανάτωσης των µικροοργανισµών εξαιτίας της κατανάλωσης όλου του θρεπτικού υποστρώµατος, αφού στους 10 οC αυτή έχει ξεκινήσει (όπως φαίνεται από το ∆ιάγραµµα 3.2 και 3.3) από τις 120 ώρες αποθήκευσης, πολύ πιο νωρίς συγκριτικά µε τους 5 οC, οπού φαίνεται να ξεκινάει στις 192 ώρες. Το ίδιο µοτίβο ακολουθεί και η ανάπτυξη των υπόλοιπων µικροοργανισµών των οποίων οι τελικοί πληθυσµοί παρουσιάζονται συγκεντρωτικά στο Πίνακα 3.1.  Πίνακας 3.1: Συγκεντρωτικός πίνακας αρχικού και τελικού πληθυσµού για τη ΟΜΧ (TVC), τους µικροοργανισµούς Pseudomonas spp, LAB, Enterobacteriaceae, E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar. ΟΜΧ   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 5.371 8.753 5 5.371 9.734 10 5.371 9.522 D 5.257 9.567 Pseudomonas spp.   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 5.010 8.601 5 5.010 9.652 10 5.010 9.295 D 4.435 9.391 LAB   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 3.801 6.202 5 3.801 7.232 10 3.801 7.761 D 3.566 6.686 E. coli   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 2.962 3.123 5 2.962 6.262 10 2.962 6.611 D 2.059 4.716 Enterobacteriaceae   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 3.283 4.562 5 3.283 7.794 10 3.283 8.052 D 3.103 8.207 Viable counts in Columbia Agar   Τ Αρχικός πληθυσµός (log CFU/g) Τελικός πληθυσµός (log CFU/g) 0 4.672 7.154 5 4.672 8.643 10 4.672 9.156 D 3.317 5.103  



53 Επιπρόσθετα σε όλα τα διαγράµµατα ανάπτυξης παρατηρείται παρόµοια ανάπτυξη για όλους τους µικροοργανισµούς, µε πολύ λίγες διαφοροποιήσεις. Πιο συγκεκριµένα, ο πληθυσµός των εντεροβακτηρίων ξεπερνά τον πληθυσµό των LAB στις 240 ώρες συντήρησης στους 5 οC και στις 168 ώρες στους 10 οC (∆ιάγραµµα 3.2 και 3.3). Ακόµη, στο δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας, στο διάστηµα των 168 µε 192 ωρών συντήρησης, ο πληθυσµός των Enterobacteriaceae αυξάνεται κατά 2 λογαριθµικούς κύκλους ξεπερνώντας τον πληθυσµό των LAB. Πιθανώς η απότοµη αυτή αύξηση να οφείλεται σε κάποια επιµόλυνση από το εξωτερικό περιβάλλον κατά τη διάρκειας της δειγµατοληψίας (Serraino et al. 2012). Τέλος, παράλληλα µε τις µικροβιολογικές αναλύσεις για την ΟΜΧ, τα Pseudomonas spp., τα Enterobacteriaceae, τα LAB, το E.coli και τη µικροβιακή χλωρίδα στο Columbia Agar, γινόταν και εξέταση για το βακτήριο Salmonella στο θρεπτικό υπόστρωµα XLD. Ωστόσο, τα αποτελέσµατα ήταν αρνητικά για όλες τις συνθήκες αποθήκευσης. 3.2 Aποτελέσµατα πρωτογενών µοντέλων Από την εφαρµογή των πρωτογενών κινητικών µοντέλων ανάπτυξης (Baranyi and Roberts 1994), για την ΟΜΧ, την Pseudomonas spp., τα LAB, τα Enterobacteriaceae, το E.coli, και τη χλωρίδας στο θρεπτικό υλικό Columbia Agar, προέκυψαν οι κινητικές παράµετροι που φαίνονται στο παρακάτω πίνακα (Πίνακας 3.2). Στο Πίνακα 3.2 παρουσιάζονται όλες οι κινητικές παράµετροι για τους παραπάνω µικροοργανισµούς στις θερµοκρασίας 0, 5, 10 οC, και στο δυναµικό προφίλ. Πίνακας 3.2: Κινητικές παράµετροι ανάπτυξης των αλλοιογόνων µικροοργανισµών σε µαριναρισµένο σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλου, κατά τη συντήρηση του υπο αερόβιες συνθήκες σε θερµοκρασίες  0 οC, 5 οC, 10 οC και σε δυναµικό προφίλ θερµοκρασιών, όπως υπολογίστηκαν από το µοντέλο Baranyi και Roberts (1994).    ΟΜΧ    Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) (log CFU/g)  0 0.0188 110.7 4.964 8.550 0.879 0.475 5 0.0458 26.5 5.029 9.449 0.967 0.344 10 0.0626 15.3 5.282 9.407 0.991 0.164 D 0.0248 19.2 5.209 9.708 0.98 0.231   Pseudomonas spp.    Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) 



54 0 0.0152 78.5 5.377 8.770 0.977 0.184 5 0.0386 33.5 4.828 9.474 0.967 0.362 10 0.0533 9.9 4.816 9.134 0.952 0.385 D 0.0311 42.9 4.546 9.311 0.942 0.456    LAB    Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) 0 0.0136 111.9 3.659 6.250 0.953 0.205 5 0.0233 4.8 3.656 7.050 0.964 0.254 10 0.0633 13.6 3.725 7.690 0.99 0.165 D 0.0265 45.1 3.415 6.430 0.982 0.173    E. coli    Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) 0 0.00765 189.5 2.630 3.490 0.426 0.303 5 0.0214 76.9 3.005 6.490 0.954 0.276 10 0.0312 60.2 3.337 7.450 0.871 0.568 D 0.0243 130.4 1.955 4.706 0.976 0.151   Enterobacteriaceae    Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) 0 0.0142 204.9 3.108 4.480 0.748 0.267 5 0.0244 56.7 3.166 7.640 0.96 0.326 10 0.047 28.7 3.286 7.759 0.974 0.309 D 0.026 87.4 3.009 8.840 0.898 0.607 Viable counts in Columbia Agar Τ µmax(h-1) Lag phase(h) y0 (log CFU/g) yend (log CFU/g) R2 RMSE (τυπικό σφάλµα) 0 0.0143 136.0 4.879 7.260 0.932 0.23 5 0.0234 11.2 4.624 8.530 0.976 0.233 10 0.0517 17.4 4.747 8.950 0.981 0.242 D 0.0356 115.2 3.773 5.528 0.868 0.318  Από τα παραπάνω αποτελέσµατα, παρατηρείται ότι στους 0oC για όλους τους µικροοργανισµούς ο µέγιστος ειδικός ρυθµός ανάπτυξης (µmax) είναι πολύ µικρότερος από αυτόν στις µεγαλύτερες θερµοκρασίες, ενώ η φάση προσαρµογής (Lag phase) είναι τουλάχιστον κατά εκατό ώρες µεγαλύτερη από τις αντίστοιχες στους 5 και 10 oC. Η µεγάλη φάση προσαρµογής και ο µικρός ειδικός ρυθµός ανάπτυξης κατά τη συντήρηση των δειγµάτων στους 0 oC, υποδηλώνουν τη µεγάλη παρεµπόδιση της ανάπτυξης όλων των µικροοργανισµών στους 0 oC, ενώ ακολούθησαν το δυναµικό προφίλ θερµοκρασίας και οι 5 oC. Από την άλλη πλευρά, οι τιµές της φάσης προσαρµογής ήταν χαµηλές ενώ του µmax ήταν αυξηµένες, στα συντηρούµενα δείγµατα στους 10 oC, κάτι το οποίο συµφωνεί και µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα για τη θερµοκρασία  αυτή (∆ιάγραµµα 3.3) και διαβεβαιώνει τη µη παρεµποδιστική δράση της θερµοκρασίας αυτής στην ανάπτυξη των µικροοργανισµών 



55 (Koutsoumanis et al. 2006, Lytou et al. 2016, Gospavic et al. 2008).  Ο µέγιστος ειδικός ρυθµός ανάπτυξης, φαίνεται από το Πίνακα 3.2, ότι αυξάνεται µε την αύξηση της θερµοκρασίας συντήρησης, ενώ η Lag phase µειώνεται. Επίσης, παρατηρώντας το µέγιστο ειδικά ρυθµό ανάπτυξης των Pseudomonas spp., φαίνεται ότι υπερτερεί των αντίστοιχων ρυθµών ανάπτυξης για τους άλλους µικροοργανισµούς σε όλες τις συνθήκες αποθήκευσης, µε εξαίρεση τους 10 oC, οπού το µέγιστο ρυθµό ανάπτυξης τον κατέχουν τα γαλακτικά βακτήρια. Ωστόσο, αξίζει να σηµειωθεί ότι για τα LAB και την χλωρίδα στο Columbia Agar, η φάση προσαρµογής δεν ακολουθεί το παραπάνω µοτίβο, αφού προέκυψε ότι είναι µικρότερη στους 5 oC από στους 10 oC. Πιο συγκεκριµένα για τα LAB η Lag phase είναι 4.864 και 13.686 ώρες στους 5 και στους 10 oC, ενώ η φάση προσαρµογής για τη χλωρίδα στο Columbia Agar είναι 11.256 και 17.491 ώρες για τους 5 και τους 10 oC αντίστοιχα. Ακόµη, πρέπει να επισηµανθεί ότι κατά την εφαρµογή του µοντέλου το τυπικό σφάλµα παράµεινε αρκετά κάτω από τη µονάδα, µε τη µεγαλύτερη τιµή να φτάνει το 0.607 για τα εντεροβακτήρια στο δυναµικό προφίλ, ενώ το R2  παρέµεινε αρκετά κοντά στη µονάδα (έφτασε το 0.99 στη περίπτωση της OMX και των LAB στους 10 oC) για όλες τις συνθήκες και τους µικροοργανισµούς (πέρα από την E.coli στους 0 oC, οπού το R2 είναι περίπου 0.4), πράγµα το οποίο υποδηλώνει τη καταλληλότητα του µοντέλου. Στο παρακάτω διάγραµµα παρουσιάζονται ενδεικτικά παραδείγµατα προσαρµογής του πρωτογενούς µοντέλου στα πειραµατικά µικροβιολογικά δεδοµένα. 



56  ∆ιάγραµµα 3.6: Παραδείγµατα προσαρµογής του πρωτογενούς µοντέλου Baranyi και Roberts (1994)  (        ) στα πειραµατικά δεδοµένα  (    ) των LAB στους 10 oC (πάνω αριστερά) της ΟΜΧ στους 10 oC (πάνω δεξιά), της E.coli στους 0 oC (κάτω αριστερά) και της Pseudomonas spp. στους 5 oC (κάτω δεξιά).  3.3 Αποτελέσµατα δευτερογενών µοντέλων 0123456789 0 50 100 150 200Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)10ºC_LAB 024681012 0 50 100 150 200Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)10ºC_ΟΜΧ00,511,522,533,54 0 100 200 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)0ºC_E.coli024681012 0 50 100 150 200 250Microbial load (logCFU/g Storage time (h)5ºC_Ps



57 Προκειµένου να µελετηθεί η επίδραση της θερµοκρασίας στον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης, όπως αναφέρθηκε και στο Υποκεφάλαιο 2.3.2, χρησιµοποιήθηκαν οι τετραγωνικές ρίζες του µmax  (n=12, δύο δείγµατα για δύο επαναλήψεις σε τρείς θερµοκρασίες) και µε τη βοήθεια του δευτερογενούς µοντέλου του Ratkowsky (Ratkowsky et al. 1982) προσδιορίστηκαν οι τιµές των παραµέτρων b και Tmin για την ΟΜΧ και τα Pseudomonas spp. Ο προσδιορισµός έγινε µε το πρόσθετο του Excel Ανάλυσης δεδοµένων, αλλά και µε το Statgraphics (Statgraphics 19® Centurion), για επιβεβαίωση, από όπου προέκυψε ότι οι τιµές ταυτίζονται πλήρως. Για την ΟΜΧ, η παράµετρος b=0.012705 και η Tmin = -10.1808 oC µε R2=0.851 και RMSE=0.0056 log CFU/g αντίστοιχα, ενώ για τα Pseudomonas spp. η b=0.019049 και η Tmin = -7.20792 oC, µε R2=0.4228 και RMSE = 0.09906 log CFU/g αντίστοιχα. Από τα δευτερογενή µοντέλα, κατασκευάστηκαν τα παρακάτω διαγράµµατα, που απεικονίζουν τη θερµοκρασία σε σχέση µε τον µέγιστο ειδικό ρυθµό ανάπτυξης µmax (∆ιάγραµµα 3.7 και 3.8 αντίστοιχα).  ∆ιάγραµµα 3.7: Επίδραση θερµοκρασίας στον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης µmax της ΟΜΧ, σύµφωνα µε την εξίσωση Ratkowsky. y = 0,0127x + 0,1293R² = 0,85100,050,10,150,20,250,3 0 2 4 6 8 10 12Ειδικός ρυθμός ανάπτυξης, μmax(h-1) Θερμοκρασία (°C) Πειραματικά αποτελέσματα



58  ∆ιάγραµµα 3.8: Επίδραση θερµοκρασίας στον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης µmax της Pseudomonas spp., σύµφωνα µε την εξίσωση Ratkowsky. Από τα ∆ιαγράµµατα 3.7 και 3.8 είναι εµφανές ότι τα πειραµατικά δεδοµένα αποκλίνουν κατά πολύ από το δευτερογενές µοντέλο και για την ΟΜΧ και για τα Pseudomonas spp., κάτι το οποίο ήταν αναµενόµενο αφού ο σκοπός του πειράµατος ήταν η ανάπτυξη µοντέλων πρόβλεψης για την εκτίµηση της αλλοίωσης του κρέατος κοτόπουλου. 3.4 Αποτελέσµατα στατιστικής ανάλυσης 3.4.1 Αποτελέσµατα δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης Στο παρακάτω ∆ιάγραµµα 3.9, απεικονίζονται τα φάσµατα, στα 18 µήκη κύµατος του Videometer-Lab, των φρέσκων και αλλοιωµένων δειγµάτων κατά τη συντήρησή τους υπο αερόβιες συνθήκες. Φαίνεται ότι η διαφοροποίηση του φρέσκου δείγµατος κοτόπουλου από το αλλοιωµένο οφείλεται στις ουσίες που αντανακλούν στα µήκη κύµατος 405 nm και από 525 ως 940. Οι διαφοροποιήσεις των ανακλάσεων στα 505, 570, 590, 630, 645, 660 και 700 nm, έχει προταθεί ότι οφείλονται στη µετατροπή και την υποβάθµιση των παραγώγων της µυοσφαιρίνης (οξυµυογλοβίνη, δεοξυµυογλοβίνη, µεταµυογλοβίνη), που καταλήγει σε σταδιακή αµαύρωση του ιστού του κρέατος (Efstathios Z. Panagou et al. 2014). Ακόµη, οι ενώσεις που αντιστοιχούν στα 940 και 890 σχετίζονται µε το λίπος και αυτές που αντιστοιχούν στα 970 nm σχετίζονται µε το νερό, ενώ αυτές στα 910 και 940 nm µε τις y = 0,019x + 0,1373R² = 0,422800,10,20,30,40,50,60,7 0 2 4 6 8 10 12Ειδικός ρυθμός ανάπτυξης, μmax(h-1) Θερμοκρασία (°C) Πειραματικά αποτελέσματα



59 πρωτεΐνες και την οξείδωση αντίστοιχα.  (Barlocco et al. 2006, Dissing, 2011, Elmasry et al. 2012)    ∆ιάγραµµα 3.9: Φάσµατα φρέσκου (           ) και αλλοιωµένου (           ) δείγµατος µπουτιού κοτόπουλου. 3.4.2 Αποτελέσµατα γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο ελαχίστων τετραγώνων (Partial Least Square-Regression, PLS-R) από την εφαρµογή πολυφασµατικής απεικόνισης. Για την αξιολόγηση του µοντέλου εκτίµησης της ΟΜΧ, των βακτηρίων του γένους Pseudomonas και των LAB, σε δείγµατα από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου, µε τη χρήση των δεδοµένων που αποκτήθηκαν από τη πολυφασµατική απεικόνιση, τα δεδοµένα παρατίθενται στο Πίνακα 3.2. Πιο συγκεκριµένα παρουσιάζονται οι δείκτες απόδοσης για την ανάπτυξη, την επικύρωση και τη πρόβλεψη του µοντέλου. Όπως προαναφέρθηκε και στο Υποκεφάλαιο 2.2.3 η πρόβλεψη του µοντέλου πραγµατοποιήθηκε µε τα δεδοµένα του δυναµικού θερµοκρασιακού προφίλ. Οι συντελεστές συσχέτισης rc, rcv, rp, και για τις τρείς κατηγορίες µικροοργανισµών είναι κοντά στο 0.9, εκτός από τον rp για τα LAB ο οποίος πλησιάζει το 0.8, και υποδηλώνουν ότι υπάρχει υψηλή θετική συσχέτιση µεταξύ των 010203040506070 400 500 600 700 800 900 1000Reflectance Wavelength (nm)



60 προβλεπόµενων και των παρατηρούµενων τιµών (Hinkle et al. 2003). Παράλληλα, οι αποκλίσεις της µέσης τετραγωνικής ρίζας σφάλµατος (Root Mean Squared Error) RMSEc, RMSEcv, RMSEp οι οποίες κυµαίνονται από 0.734-0.988 log CFU/g υποδεικνύουν την αξιολόγηση της ακρίβειας του µοντέλου πρόβλεψης, όπου όσο πιο µικρές τιµές έχουν, τόσο υψηλότερη είναι η ακρίβεια (Feng et al. 2018, 2014). Επιπλέον, οι τιµές των συντελεστών προσδιορισµού (coefficient of determination) R2c, R2cv και R2p κυµαίνονται από 0.670 έως 0.798, µε εξαίρεση το R2p των LAB το οποίο είναι 0.557, δείχνουν ότι κατά τη βαθµονόµηση υπάρχει καλή προσαρµογή των δεδοµένων στο µοντέλο µας, αφού πλησιάζουν τη µονάδα, ενώ για τη πρόβλεψη µας πληροφορούν ότι υφίσταται µια γραµµική σχέση µεταξύ των µεταβλητών Χ και Υ και το µοντέλο που αναπτύχθηκε είναι αρκετά γραµµικό (Karoui et al. 2006).  Ο συνδυασµός των τιµών των συντελεστών συσχέτισης, των αποκλίσεων τη µέσης τετραγωνικής ρίζας και των συντελεστών προσδιορισµού µας δείχνουν ότι τα φασµατικά δεδοµένα από τη πολυφασµατική απεικόνιση συσχετίζονται σε ικανοποιητικό βαθµό µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα για την ΟΜΧ, τα Pseudomomas spp. και τα LAB. Τέλος, ο κατάλληλος αριθµός των λανθάνουσων συνιστωσών (LVs) που προσδιορίζουν τη µέγιστη διακύµανση των δεδοµένων ήταν 7 για την ΟΜΧ και 8 για τα Pseudomomas spp. και τα LAB, κάτι το οποίο υποδηλώνει την ύπαρξη ενός καλού µοντέλου πρόβλεψης  Όπως φαίνεται και από τον Πίνακα 3.2, τη καλύτερη επίδοση έχει το µοντέλο για την ΟΜΧ, ενώ τη λιγότερο καλή έχει αυτό των LAB. Πίνακας 3.2 Αποτελέσµατα γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο PLS-R, για τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, σε δείγµατα από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου αποθηκευµένο σε αερόβιες συνθήκες.  ΟΜΧ Pseudomonas spp. LAB Εύρος βαθµονόµησης (log cfu/g) 5.189-10.436 4.301-9.668 3.163-6.959 Εύρος Πρόβλεψης (log cfu/g) 5.408-10.008 5.128-9.193 3.768-7.794 Λανθάνουσες συνιστώσες (LVs) 7 8 8 Ανάπτυξη RMSEc 0.739 0.862 0.734 rc 0.894 0.876 0.879  R2c 0.798 0.768 0.774 Επικύρωση RMSEcv 0.824 0.988 0.833 rcv 0.868 0.835 0.843  R2cv 0.753 0.670 0.714 Πρόβλεψη RMSEp 0.779 0.981 0.832 rp 0.878 0.857 0.791 



61 3456789 3 4 5 6 7Προβλεπόμενα logCFU/g Παρατηρούμενα logCFU/gLAB R2p 0.763 0.725 0.557  Η επίδοση των µοντέλων αναπαραστάθηκε επίσης γραφικά µέσω της κατασκευής της ευθείας παλινδρόµησης για την ΟΜΧ, τα Pseudomomas spp. και τα LAB, που παρουσιάζει τη κατανοµή των δεδοµένων πρόβλεψης γύρω από την ευθεία y=x µε ορατή τη γραµµική τάση των δεδοµένων (∆ιάγραµµα 3.10).      ∆ιάγραµµα 3.10: ∆ιαγράµµατα συσχέτισης των προβλεπόµενων ( ) µε τις (•) τιµές για παρατηρούµενες 5678910111213 5 6 7 8 9 10 11Προβλεπόμενα logCFU/g Παρατηρούμενα logCFU/gOMX 456789101112 4 5 6 7 8 9 10Προβλεπόμενα logCFU/g Παρατηρούμενα logCFU/gPseudomonas spp.



62 την ΟΜΧ, τα Pseudomonas spp. και τα LAB, για τη συντήρηση σε αερόβιες συνθήκες. Οριοθέτηση ορίων αστοχίας πρόβλεψης στον ± λογάριθµο (fail safe: +1, fail dangerous: -1).  Όπως παρατηρήθηκε από τα φάσµατα του φρέσκου και του αλλοιωµένου µπουτιού κοτόπουλου (∆ιάγραµµα 3.9), δεν επηρεάζουν όλα τα µήκη κύµατος στον ίδιο θετικό η αρνητικό βαθµό τη τελική πρόβλεψη του µοντέλου ως προς την ΟΜΧ, τα Pseudomonas spp και τα LAB (Elmasry et al. 2012). Τα σηµαντικά µήκη κύµατος που είναι υπεύθυνα για την εκτίµηση του µικροβιακού πληθυσµού, παρατηρήθηκαν µε βάση τους σταθµισµένους συντελεστές παλινδρόµησης (regression coefficients, B), οι οποίοι υπολογίστηκαν µε τη βοήθεια του λογισµικού The Unscrambler . Έπειτα οι συντελεστές B χρησιµοποιήθηκαν για τη κατασκευή των συναρτήσεων ποσοτικού προσδιορισµού της OMX, των Pseudomonas spp και των LAB. Παρατηρώντας το ∆ιάγραµµα 3.11, φαίνεται ότι σηµαντική είναι η επίδραση των φασµάτων των 570, 645 nm. Από αυτά τα µήκη κύµατος κατασκευάστηκε η ποσοτική εξίσωση πρόβλεψης της ΟΜΧ: YΟΜΧ = 9.075 + 12.37•Χ570 + 5.16•Χ645  (Εξίσωση 3.1) Οπού:  YΟΜΧ = προβλεπόµενος πληθυσµός της ΟΜΧ (logCFU/g). Xnm = απορρόφηση στο αντίστοιχο µήκος κύµατος.  ∆ιάγραµµα 3.11: Οι συντελεστές Β των δεδοµένων των µέσων ανακλάσεων και των τυπικών αποκλίσεων της OMX για τα 18 φάσµατα. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος. 



63 Αντίστοιχα, από το ∆ιάγραµµα 3.12 φαίνεται ότι τα φάσµατα που παίζουν σηµαντικό ρόλο στη πρόβλεψη του µοντέλου για τα Pseudomonas spp. είναι τα  405, 570, και 645 nm. Έτσι προκύπτει η εξής εξίσωση ποσοτικού προσδιορισµού των Pseudomonas spp:  Yps = 15.94 + 13.46•Χ405 + 14.19•Χ570 + 7.84•Χ645 – 9.90•SD405 + 6.88•SD505  (Εξίσωση 3.2) Οπού:  Yps = προβλεπόµενος πληθυσµός των Pseudomonas spp (logCFU/g). Xnm = απορρόφηση στο αντίστοιχο µήκος κύµατος. SDnm = τυπική απόκλιση του δείγµατος για το συγκεκριµένο µήκος κύµατος.  ∆ιάγραµµα 3.12: Οι συντελεστές Β των δεδοµένων των µέσων ανακλάσεων και των τυπικών αποκλίσεων των Pseudomonas spp. για τα 18 φάσµατα. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος. Επίσης, από το ∆ιάγραµµα 3.13, φαίνεται ότι σηµαντική είναι η επίδραση των φασµάτων των 405, 570, 630 και 660 nm Από αυτά τα µήκη κύµατος κατασκευάστηκε η ποσοτική εξίσωση πρόβλεψης των LAB: YLAB = 18.96 + 8.14•Χ405 + 8.13•Χ570 – 9.53•Χ630 + 9.58•Χ660 + 10.20•SD470 + 9.98SD505 + 7.95•SD525 + 5.35•SD645 (Εξίσωση 3.3) Οπού:  YLAB = προβλεπόµενος πληθυσµός των Pseudomonas spp (logCFU/g). Xnm = απορρόφηση στο αντίστοιχο µήκος κύµατος. SDnm = τυπική απόκλιση του δείγµατος για το συγκεκριµένο µήκος κύµατος. 



64  ∆ιάγραµµα 3.13: Οι συντελεστές Β των δεδοµένων των µέσων ανακλάσεων και των τυπικών αποκλίσεων των LAB για τα 18 φάσµατα. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος. Συγκρίνοντας τα φάσµατα του φρέσκου και του αλλοιωµένου µε τα ευρήµατα από την PLS-R, φαίνεται να υπάρχει µία συµφωνία ως προς τα φάσµατα που δίνουν τις σηµαντικές πληροφορίες για τη κατασκευή του µοντέλου. Πιο συγκεκριµένα, το φάσµα 570nm το οποίο έχει και τη µεγαλύτερη επίδραση στα µοντέλα πρόβλεψης της OMX, των Pseudomonas spp και των LAB, αποδίδεται στη µυογλοβίνη (570nm), στην οποία οφείλεται  το βαθύ κόκκινο χρώµα των ιστών λόγω της χαµηλής συγκέντρωσης του οξυγόνου στην ατµόσφαιρα. Επίσης, ο υψηλός συντελεστής παλινδρόµησης για τα 630nm, που εµφανίζεται στο µοντέλο πρόβλεψης για τα LAB υποδηλώνει την ύπαρξη της µεταµυογλοβίνης, η οποία σχηµατίζεται λόγω της οξείδωσης της µυογλοβίνης, και είναι υπεύθυνη για το καφέ χρώµα των ιστών (Panagou et al. 2014, Spyrelli et al. 2021, Dissing 2011). Παράλληλα, φαίνεται η σηµαντική επίδραση των µηκών κύµατος στα 645 και 660 nm, τα οποία είναι επίσης αποτέλεσµα της απορρόφησης των παραγώγων της µυογλοβίνης (οξυµυογλοβίνη, δεοξυµυογλοβίνη, µεταµυογλοβίνη) εξαιτίας της οξείδωσης που λαµβάνει χώρα κατά τη διάρκεια αποθήκευσης των δειγµάτων σε αερόβιες συνθήκες (Panagou et al. 2014, Spyrelli et al. 2020). 3.4.3 Αποτελέσµατα δεδοµένων της e-nose Η παραγωγή των πτητικών ουσιών στα δείγµατα µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου, φαίνεται από την απόκριση των αισθητήρων της Alpha M.O.S, ενδεικτικά για τα δείγµατα που συντηρήθηκαν στους 0οC στο ∆ιάγραµµα 3.14.  



65  ∆ιάγραµµα 3.14: Aπεικόνιση της έντασης της απόκρισης των 12 µεταλλικών αισθητήρων σε σχέση µε το χρόνο, για τα δείγµατα που συντηρήθηκαν στους 0οC. Παρατηρήθηκε ότι η αντίσταση των αισθητήρων PA/2, P10/1, T30/1, P40/1, T70/2, P10/2, ήταν εµφανώς µεγαλύτερη σε σύγκριση µε τους υπόλοιπους 7 αισθητήρες. Να σηµειωθεί ότι οι ίδιοι αισθητήρες αποκρίνονται και για τα δείγµατα µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου που συντηρήθηκαν στους 5 και 10 οC (Παράρτηµα Β), µε τη µόνη διαφορά ότι στους 10 οC αποκρίνεται και ο αισθητήρας LY2/LG. Η απόκριση αυτών των αισθητήρων µας υποδηλώνει την ύπαρξη (σε φθίνουσα σειρά έντασης) αιθανόλης, αµµωνίας, υδρογονανθράκων, οργανικών διαλυτών, φθορίου, αρωµατικών ενώσεων, µεθανίου και στη περίπτωση συντήρησης στους 10 οC, οξειδωτικού αερίου (Xu et al. 2014), τα οποία όπως έχει σηµειωθεί και στα Υποκεφάλαια 1.3.1 και 1.3.2 είναι αποτέλεσµα της µικροβιακής δραστηριότητας και της χηµικής αλλοίωσης που λαµβάνει χώρα στους ιστούς του κρέατος. Ο αισθητήρας µε τη µεγαλύτερη απόκριση ήταν ο PA/2, ο οποίος µετράει την αιθανόλη, την αµµωνία και την οργανική αµίνη, ενώσεις που είναι απόρροια της πρωτεολυτικής και σακχαρολυτικής δράσης των Pseudomonas spp., του κυρίαρχου µικροοργανισµού καθ’ όλη τη διάρκεια των πειραµάτων (Κεφάλαιο 3.1).  -0,040,010,060,110,160,210,26-30 20 70 120 170 220 270 320ένταση χρόνος (h)LY2/LG LY2/G LY2/AA LY2/GH LY2/gCT T30/1LY2/gCTL P10/1 P10/2 P40/1 T70/2 PA/2



66 Αξίζει επίσης, να σηµειωθεί η διαφοροποίηση της έντασης των αισθητήρων κατά τη συντήρηση του κρέατος κοτόπουλου στους 0, 5 και 10 οC. Στο παρακάτω διάγραµµα (∆ιάγραµµα 3.15), συγκρίνονται οι εντάσεις του αισθητήρα PA/2 και για τις τρείς θερµοκρασίες συντήρησης. ∆ιακρίνεται, ότι η αύξηση της έντασης του αισθητήρα είναι µικρή στους 0 οC, υψηλότερη στους 5 οC και ακόµη πιο υψηλή στους 10 οC, γεγονός που επαληθεύει την ταχύτερη αλλοίωση σε υψηλότερες θερµοκρασίες όπως φαίνεται και από το ∆ιάγραµµα 3.5. ∆ιάγραµµα 3.15: Σύγκριση αποτελεσµάτων απόκρισης του αισθητήρα PA/2 κατά τη συντήρηση του κρέατος κοτόπουλου υπο αερόβιες συνθήκες στους 0, 5 και 10οC. 3.4.4 Αποτελέσµατα γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο ελαχίστων τετραγώνων (Partial Least Square-Regression, PLS-R) από την εφαρµογή e-nose. Έγινε προσπάθεια δηµιουργίας και αξιολόγησης µοντέλων για το πληθυσµό της ΟΜΧ και των βακτηρίων του γένους Pseudomonas spp. σε δείγµατα από µπούτι κοτόπουλου, µε τη χρήση των δεδοµένων που αποκτήθηκαν από την εφαρµογή της e-nose, η οποία όπως φαίνεται από τα δεδοµένα που παρατίθενται στο Πίνακα 3.3, δεν είναι επιτυχηµένη. Πιο συγκεκριµένα, στο Πίνακα 3.3 παρουσιάζονται οι δείκτες απόδοσης για την εκπαίδευση, την επικύρωση και τη πρόβλεψη του µοντέλου, του οποίου η πρόβλεψη, όπως αναφέρθηκε και στο Υποκεφάλαιο 2.2.3, πραγµατοποιήθηκε µε τα δεδοµένα του δυναµικού θερµοκρασιακού προφίλ. Παρατηρείται ότι οι συντελεστές συσχέτισης rc και rcv κυµαίνονται µεταξύ του 0.5 και του 0.8, υποδηλώνοντας µέτρια ώς υψηλή θετική συσχέτιση των προβλεπόµενων και των παρατηρούµενων τιµών, ενώ από την άλλη πλευρά οι τιµές των συντελεστών rp για την ΟΜΧ (rp = -0.196) και για τα Pseudomonas spp (rp = 0.118) δεν προβλέπουν σχεδόν καµία 00,10,20,30,40,50,6 0 50 100 150 200 250 300 350ένταση χρόνος (h)0oC 5oC 10οC



67 συσχέτιση των προβλεπόµενων και των παρατηρούµενων τιµών για τη πρόβλεψη του µοντέλου (Hinkle et al. 2003). Επιπλέον η ακρίβεια του µοντέλου είναι πολύ µικρή, αφού οι αποκλίσεις της µέσης τετραγωνικής ρίζας RMSEc, RMSEcv και RMSEp ξεπερνούν τη µονάδα  (Feng et al. 2014, 2018), ενώ παράλληλα τα χαµηλά R2c, R2cv και R2p δείχνουν την µη γραµµική σχέση των Χ και Y µεταβλητών.  Πίνακας 3.3: Αποτελέσµατα γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο PLS-R, για τα δεδοµένα της e-nose , σε δείγµατα από µπούτι κοτόπουλου αποθηκευµένο σε αερόβιες συνθήκες.  ΟΜΧ Pseudomonas spp. Εύρος βαθµονόµησης (log cfu/g) 5.189-10.436 4.301-9.668 Εύρος Πρόβλεψης (log cfu/g) 5.408-10.008 5.128-9.193 Λανθάνουσες συνιστώσες (LVs) 2 2 Ανάπτυξη RMSEc 1.080 1.205 rc 0.777 0.762  R2c 0.603 0.581 Επικύρωση RMSEcv 1.120 1.247 rcv 0.757 0.741  R2cv 0.584 0.559 Πρόβλεψη RMSEp 3.626 2.105 rp -0.196 0.118  R2p -4.14 -0.267  Βάσει των παραπάνω αποτελεσµάτων γραµµικής παλινδρόµησης µε τη µέθοδο PLS-R, αλλά και της επίδοσης των µοντέλων όπως φαίνεται γραφικά στο ∆ιάγραµµα 3.16 από την εφαρµογή της e-nose, φαίνεται ότι τα µοντέλα πρόβλεψης δεν δίνουν καλά αποτελέσµατα και δε µπορούν να χρησιµοποιηθούν για το ποσοτικό προσδιορισµό της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. Παρόλα αυτά στα ∆ιαγράµµατα 3.17 και 3.18 παρουσιάζονται οι σηµαντικοί συντελεστές Β των αποκρίσεων των αισθητήρων της e-nose για την ΟΜΧ και τα Pseudomonas spp. και παρατηρείται ότι και για τις δυο κατηγορίες µικροοργανισµών, αυτοί σχεδόν ταυτίζονται. Πιο συγκεκριµένα για την ΟΜΧ αποκρίνονται οι LY2/G, LY2/AA, LY2/gCTL, LY2/gCT, P10/1, P10/2, ενώ για τα Pseudomonas spp. αποκρίνεται επιπλέον και ο T30/1. Ωστόσο, όπως θα δούµε παρακάτω (Υποκεφάλαιο 3.4.6), τα αποτελέσµατα της e-nose, δίνουν πολύ καλύτερα ποιοτικά αποτελέσµατα για την αλλοίωση των δειγµάτων κοτόπουλου.  



68 45678910 4 5 6 7 8 9 10Προβλεπόμενα logCFU/g Παρατηρούμενα logCFU/gPseudomonas spp. ∆ιάγραµµα 3.16: ∆ιαγράµµατα συσχέτισης των προβλεπόµενων (  ) µε τις παρατηρούµενες (•) τιµές για την ΟΜΧ και τα Pseudomonas spp, για τη συντήρηση σε αερόβιες συνθήκες. Οριοθέτηση ορίων αστοχίας πρόβλεψης στον ± λογάριθµο (fail safe: +1, fail dangerous: -1).    ∆ιάγραµµα 3.17: Οι συντελεστές Β των δεδοµένων των αποκρίσεων της ΟΜΧ για τους 12 αισθητήρες. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος. 45678910 4 6 8 10Προβλεπόμενα logCFU/g Παρατηρούμενα logCFU/gΟΜΧ



69  ∆ιάγραµµα 3.18: Οι συντελεστές Β των δεδοµένων των αποκρίσεων των Pseudomonas spp. για τους 12 αισθητήρες. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος. 3.4.5 Αποτελέσµατα διακριτικής ανάλυση µε τη µέθοδο των µερικών τετραγώνων (PLS-DA), από την εφαρµογή της πολυφασµατικής απεικόνισης Η εφαρµογή της διακριτικής ανάλυσης µε τη µέθοδο ελαχίστων τετραγώνων, για τα δεδοµένα που αποκτήθηκαν από την πολυφασµατική απεικόνιση, έγινε µε στόχο το διαχωρισµό και τη ταξινόµηση, των δειγµάτων µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου, σε δύο υποσύνολα (Φρέσκα, Αλλοιωµένα) βάσει του βαθµού αλλοίωσης τους. Υπολογίστηκαν το ποσοστό Ευαισθησίας (Sensitivity %), Ακρίβειας (Specificity %) και  Συνολικής Ακρίβειας (Overall Accuracy %), τα οποία παρουσιάζονται αριθµητικά στο Πίνακα 3.4. Φαίνεται ότι τα µοντέλα ταξινόµησης δειγµάτων µαριναρισµένου µπουτιού κοτόπουλου έχουν αρκετά µεγάλη ευαισθησία και ακρίβεια πάνω από 83 %. Πιο συγκεκριµένα, η ευαισθησία για τα φρέσκα είναι 87.3% κατά την ανάπτυξη, 83.87 % κατά την επικύρωση και 92.31 % κατά τη πρόβλεψη του µοντέλου, ενώ η ακρίβεια για την ανίχνευση των αλλοιωµένων ανέρχεται στο 97.26 % (ανάπτυξη), 93.24  % (επικύρωση) και 90 % (πρόβλεψη). Παρατηρείται, επίσης, ότι  η ικανότητα του µοντέλου να ταξινοµεί τα δείγµατα στη σωστή κλάση (συνολική ακρίβεια %), είναι πολύ υψηλή, µε χαµηλότερη αυτή κατά την επικύρωση του µοντέλου µε ποσοστό 88.97 %. Αµέσως µεγαλύτερη συνολική ακρίβεια παρουσιάζει η πρόβλεψη του µοντέλου µε ποσοστό 90.91 %, ενώ ακολουθεί η ανάπτυξη µε ποσοστό 92.65 %. Επιπλέον, από το ∆ιάγραµµα 3.19, φαίνεται ότι υπάρχει πολύ µικρή αλληλοεπικάλυψη της κλάσης του φρέσκου και του αλλοιωµένου. 



70 Πίνακας 3.4: Aποτελέσµατα από την εφαρµογή της διακριτικής ανάλυσης µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (PLS-DA) για τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, στα δείγµατα κοτόπουλου για τις δυο κλάσεις αλλοίωσης. ∆ιάγραµµα 3.19: Χωροταξική απεικόνιση των δυο κλάσεων (φρέσκο: F, αλλοιωµένο:S) κατά την κατασκευή του µοντέλου, µε τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης. Αξίζει να σηµειωθεί ότι η διακριτική ικανότητα του µοντέλου επηρεάζεται από παρόµοια µήκη κύµατος µε αυτά που προκύπτουν από τα µοντέλα PLS-R (για τα δεδοµένα που αποκτήθηκαν από τη πολυφασµατική απεικόνιση)  για την OMX και τα Pseudomonas spp.  Παρατηρούµενα/ Προβλεπόµενα Φρέσκο Αλλοιωµένο Συνολικά δείγµατα (n) Λανθάνουσες συνιστώσες (LVs) Ευαισθησία % Ακρίβεια % Συνολική Ακρίβεια % Ανάπτυξη Φρέσκο 55 2 136 5 87.30 97.26 92.65 Αλλοιωµένο 8 71  Επικύρωση Φρέσκο 52 5 136 5 83.87 93.24  88.97 Αλλοιωµένο 10 69  Πρόβλεψη Φρέσκο 12 2 33 5 92.31 90 90.91 Αλλοιωµένο 1 18  



71 Πιο αναλυτικά, σηµαντική επίδραση είχαν τα µήκη κύµατος στα 405, 505, 570, 590, 630, 645, 660, 700 και 890 nm, τα οποία όπως έχει αναφερθεί και στο Υποκεφάλαιο 3.4.2 έχουν άµεση σχέση µε την αλλοίωση του χρώµατος κοτόπουλου εξαιτίας της οξείδωσης της µυογλοβίνης. (Panagou et al. 2014) και σε άλλα προιόντα κοτόπουλου πέρα από το µαριναρισµένο µπούτι, όπως είναι το µπιφτέκι, το στήθος και το µπούτι κοτόπουλου (Spyrelli et al. 2020). 3.4.6 Αποτελέσµατα διακριτικής ανάλυση µε τη µέθοδο των µερικών τετραγώνων (PLS-DA), από την εφαρµογή της e-nose Όπως και για τη περίπτωση των δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης (υποκεφάλαιο 3.4.5), η διακριτική ανάλυση µε την µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων εφαρµόστηκε και για τα δεδοµένα της ηλεκτρονικής µύτης, µε στόχο το διαχωρισµό των δειγµάτων και τη ταξινόµησή τους στις δύο κλάσεις (Φρέσκο και Αλλοιωµένο). Στο Πίνακα 3.5 παρουσιάζονται τα αριθµητικά αποτελέσµατα της PLS-DA (Ευαισθησία %, Ακρίβεια % και  Συνολική Ακρίβεια %), για κάθε στάδιο ανάπτυξης του µοντέλου. Παρατηρείται ότι το µοντέλο κατά την ανάπτυξη και την επικύρωσή του δίνει ακριβώς τα ίδια αποτελέσµατα, µε ευαισθησία 72.54% ακρίβεια 100% και συνολική ακρίβεια 80.23%. Από την αντίθετη πλευρά, τα ποσοστά της πρόβλεψης του µοντέλου µε τα δεδοµένα του δυναµικού προφίλ είναι πολύ χαµηλά. Η ευαισθησία και η συνολική ακρίβεια της πρόβλεψης του µοντέλου είναι 42.42%, ενώ φαίνεται ότι όλα τα αλλοιωµένα δείγµατα τα ανιχνεύει ως φρέσκα. Παρόλα αυτά, από το ∆ιάγραµµα 3.20 διαπιστώνουµε ότι στο χώρο  επιτυγχάνεται αρκετά ικανοποιητικός διαχωρισµός των κλάσεων, καθώς δε παρατηρείται πολύ µεγάλη αλληλεπικάλυψη των φρέσκων και των αλλοιωµένων δειγµάτων. Πίνακας 3.5: Aποτελέσµατα από την εφαρµογή της διακριτικής ανάλυσης µε τη µέθοδο των ελαχίστων τετραγώνων (PLS-DA) για τα δεδοµένα της e-nose, στα δείγµατα κοτόπουλου για τις δυο κλάσεις αλλοίωσης.  Παρατηρούµενα/ Προβλεπόµενα Φρέσκο Αλλοιωµένο Συνολικά δείγµατα (n) Λανθάνουσες συνιστώσες (LVs) Ευαισθησία % Ακρίβεια % Συνολική Ακρίβεια % Ανάπτυξη Φρέσκο 37 0 83 2 72.54 100 80.23 Αλλοιωµένο 14 32 



72   ∆ιάγραµµα 3.20: Χωροταξική απεικόνιση των δυο κλάσεων (φρέσκο: F, αλλοιωµένο:S) κατά την κατασκευή του µοντέλου, µε τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης.  Κάτι ακόµη που αξίζει να αναφερθεί, είναι ότι όπως και για τη περίπτωση των δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης, έτσι κι εδώ, η διακριτική ικανότητα του ποιοτικού µοντέλου επηρεάζεται από την απόκριση παρόµοιων αισθητήρων µε αυτούς που προέκυψαν από τη PLS-R (Υποκεφάλαιο 3.4.4).   Επικύρωση Φρέσκο 37 0 83 2 72.54 100 80.23 Αλλοιωµένο 14 32  Πρόβλεψη Φρέσκο 14 0 33 2 42.42 - 42.42 Αλλοιωµένο 19 0  



73  ∆ιάγραµµα 3.21: Οι συντελεστές Β των αποκρίσεων για τους 12 αισθητήρες. Οι µπάρες µε το λευκό χρώµα αντιπροσωπεύουν τα σηµαντικά µήκη κύµατος.               



74 4. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ Τα αποτελέσµατα των µικροβιολογικών αναλύσεων και η εφαρµογή των πρωτογενών και δευτερογενών µοντέλων ανάπτυξης, επιβεβαίωσαν την σηµαντική επίδραση της θερµοκρασίας συντήρησης στην ανάπτυξη της αλλοιογόνου µικροχλωρίδας σε µαριναρισµένο σουβλάκι από µπούτι κοτόπουλου, υπο αερόβιες συνθήκες. Βρέθηκε ότι ο κυρίαρχος αλλοιογόνος µικροοργανισµός σε όλες τις συνθήκες συντήρησης ήταν τα Pseudomonas spp., ακολουθούµενα από τη µικροβιακή χλωρίδα στο υπόστρωµα Columbia Agar, τα LAB, τα βακτήρια της οικογένειας Enterobacteriaceae και τέλος τα βακτήρια E.coli. Επίσης, παρατηρήθηκε ότι όσο πιο χαµηλή είναι η θερµοκρασία συντήρησης, τόσο µεγαλύτερος είναι ο χρόνος συντήρησης. Ειδικότερα, στους 0 οC η ΟΜΧ ξεπερνά τους 7 λογαριθµικούς κύκλους στις 216 ώρες συντήρησης (7.41 log CFU/g), ενώ στους 5 οC τους ξεπερνά στις 72 ώρες (7.1 log CFU/g) και στους 10 οC στις 42 ώρες (7 log CFU/g). Από τα πρωτογενή µοντέλα ανάπτυξης κατά Baranyi and Roberts βρέθηκε ότι η φάση προσαρµογής των Pseudomonas spp. µειώθηκε µε την αύξηση της θερµοκρασίας επώασης, µε µικρότερη τη τιµή των 9.9 ωρών για τους 10 oC και µεγαλύτερη τη τιµή των 78.5 ωρών για τους 0 oC. Ακόµη, η φάση προσαρµογής των Pseudomonas spp. στο δυναµικό προφίλ (42.9 ώρες) και στη θερµοκρασία των 5 oC (33.5 ώρες)  έχουν διαφορά 10 ωρών. Τα µοντέλα πρόβλεψης, που προκύπτουν από τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, για την ΟΜΧ σε σουβλάκι από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου, εµφάνισαν για τη πρόβλεψη RMSEp ίσο µε 0.779 log CFU/g και rp ίσο µε 0.878. Παράλληλα, τα µοντέλα πρόβλεψης για τα Pseudomonas spp. έδωσαν για τη πρόβλεψη RMSEp ίσο µε 0.981 log CFU/g και rp ίσο µε 0.857, ενώ τα αντίστοιχα για τα LAB έδωσαν RMSEp ίσο µε 0.832 log CFU/gκαι rp ίσο µε 0.791. Οι συντελεστές R2p της πρόβλεψης ήταν 0.763, 0.725 και 0.557 για την ΟΜΧ, τα Pseudomonas spp. και τα LAB αντίστοιχα. Οι συντελεστές παλινδρόµησης β των δεδοµένων των µέσων ανακλάσεων και των τυπικών αποκλίσεων δείχνουν ότι για την ΟΜΧ σηµαντικότερη επίδραση έχουν τα φάσµατα µε µήκος κύµατος 570 και 645 nm, για τα Pseudomonas spp. έχουν τα φάσµατα µε µήκος κύµατος 405, 570, και 645 nm, ενώ για τα LAB τα 405, 570, 630 και 660 nm. Αυτά τα µήκη κύµατος έχουν άµεση σχέση µε το χρώµα του κρέατος, αφού αντιστοιχούν σε παράγωγα της µυογλοβίνης (οξυµυογλοβίνη, δεοξυµυογλοβίνη, µεταµυογλοβίνη) (Dissing 2011, Panagou et al. 2014, Spyrelli et al. 2020).  



75 Τα µοντέλα πρόβλεψης της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp., για τα δεδοµένα της e-nose, εµφάνισαν για τη πρόβλεψη RMSEp ίσο µε 3.626 log CFU/g και 2.105 log CFU/g αντίστοιχα και συντελεστή συσχέτισης rp ίσο µε -0.196 και 0.118 αντίστοιχα. Επιπλέον το R2p για την ΟΜΧ ήταν -4.14 ενώ για τα Pseudomonas spp. ήταν -0.267. Βάσει των αποτελεσµάτων που έδωσε η PLS-R για τα δεδοµένα της e-nose, δεν ήταν εφικτή η εξαγωγή και η χρήση των µοντέλων για το ποσοτικό προσδιορισµό της ΟΜΧ και των Pseudomonas spp. Ο ποιοτικός διαχωρισµός και ταξινόµηση βάσει του βαθµού αλλοίωσης του µπουτιού κοτόπουλου, µε τη χρήση των δεδοµένων της πολυφασµατικής απεικόνισης, φάνηκε να είναι πολύ καλός. Το µοντέλο εκτίµησης της αλλοίωσης PLS-DA για τις δύο κλάσεις (φρέσκο και αλλοιωµένο) είχε συνολική ακρίβεια πρόβλεψης 90.91 %, παρόλο που υπήρχε µια µικρή αλληλεπικάλυψη των δύο κλάσεων. Από την άλλη πλευρά, η ταξινόµηση στις δύο κλάσεις µε βάση τα αποτελέσµατα της e-nose φάνηκε να µην είναι τόσο επιτυχηµένη, καθώς η συνολική ακρίβεια  πρόβλεψης του µοντέλου εκτίµησης της αλλοίωσης ήταν 42.42 % ενώ παράλληλα, παρατηρήθηκε και αλληλεπικάλυψη των φρέσκων και των αλλοιωµένων.  Συνοψίζοντας, από τα αποτελέσµατα των µικροβιολογικών αναλύσεων και τα πρωτογενή µοντέλα ανάπτυξης επιβεβαιώθηκε η επίδραση της θερµοκρασίας στο ρυθµό ανάπτυξης και τη φάση προσαρµογής των µικροοργανισµών που απαρτίζουν τη µικροχλωρίδα του µαριναρισµένου σουβλακιού από µπούτι κοτόπουλο. Τα αποτελέσµατα των µοντέλων εκτίµησης PLS-R για την ΟΜΧ και τα Pseudomonas spp., µε βάση τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, εµφάνισαν πολύ καλή συσχέτιση µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα, αφού η πρόβλεψη των ποσοτικών µοντέλων του δυναµικού θερµοκρασιακού προφίλ ήταν αρκετά δυνατή, ενώ το αντίστοιχο ποσοτικό µοντέλο για τα LAB παρουσιάζει ελάχιστα µικρότερη, αλλά εξίσου ικανοποιητική συσχέτιση µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα. Αντίθετα τα µοντέλα εκτίµησης PLS-R για την ΟΜΧ και τα Pseudomonas spp., µε τα δεδοµένα της e-nose, έδωσαν αποτελέσµατα που αδυνατούσαν να συσχετιστούν µε τα µικροβιολογικά αποτελέσµατα, καθώς η πρόβλεψη του µοντέλου του δυναµικού θερµοκρασιακού προφίλ δεν ήταν ικανοποιητική. Ακόµη, τα ποιοτικά µοντέλα εκτίµησης (PLS-DA), που βασίστηκαν στα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης, εµφάνισαν αρκετά µεγάλη ακρίβεια πρόβλεψης, ενώ µικρή ήταν η ακρίβεια πρόβλεψης των αντίστοιχων µοντέλων που κατασκευάστηκαν µε τη χρήση των δεδοµένων της e-nose. Τα δεδοµένα της πολυφασµατικής απεικόνισης δίνουν καλύτερα ποσοτικά παρά ποιοτικά µοντέλα πρόβλεψης, ενώ τα δεδοµένα της e-nose είναι καταλληλότερο να χρησιµοποιηθούν για ποιοτικά παρά ποσοτικά µοντέλα πρόβλεψης. Βέβαια, είναι εφικτή η βελτίωση των ανωτέρω µοντέλων 



76 0246810 0 100 200 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)Total viable counts in Columbia Agar 0°C 5°C 10°C0123456789 0 100 200 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)LAB 0°C 5°C 10°Cεκµάθησης, πιθανώς µε τη διεξαγωγή περισσοτέρων µικροβιολογικών αναλύσεων και τη συλλογή περισσότερων φασµατικών δεδοµένων και δεδοµένων από την e-nose. Τέλος, η κατασκευή µοντέλων βασισµένων σε αλγόριθµους όπως είναι τα µη γραµµικά µοντέλα, θα µπορούσε να συµβάλλει αισθητά στη βελτίωση της εκτίµησης της αλλοίωσης των προϊόντων από µαριναρισµένο µπούτι κοτόπουλου.              Παράρτηµα Α 



77 012345678 0 100 200 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)E.coli 0°C 5°C 10°C                                                         ∆ιαγράµµατα για την ανάπτυξη κάθε µικροοργανισµού (Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae, LAB, E. coli και µικροβιακής χλωρίδας στο υπόστρωµα Columbia Agar) στους 0 οC στους 5 οC και τους 10 οC. Παράρτηµα Β  ∆ιάγραµµα Β.1 Aπεικόνιση της έντασης της απόκρισης των 12 -0,3-0,2-0,100,10,20,30,40,50,6 0 20 40 60 80 100 120ένταση χρόνος (h)LY2/LG LY2/G LY2/AA LY2/GHT30/1 P10/1 P10/2 P40/10246810 0 100 200 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)Enterobacteriaceae0°C 5°C 10°C024681012 0 50 100 150 200 250 300Microbial load (logCFU/g) Storage time (h)Pseudomonas spp.0°C 5°C 10°C
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