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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

 Τα νωπά ιχθυηρά είναι ευαλλοίωτα προϊόντα µε σχετικά σύντοµο εµπορικό χρόνο 

ζωής. Έτσι είναι σαφές ότι γίνονται προσπάθειες να αναπτυχθούν µέθοδοι οι οποίες 

θα διασφαλίσουν την ασφάλεια του προϊόντος και θα προσφέρουν στον καταναλωτή 

ένα τρόφιµο υψηλής ποιότητας µε όσο το δυνατό µεγαλύτερο εµπορικό χρόνο ζωής. 

    Ο προσδιορισµός της σύνθεσης του αρχικού µικροβιακού πληθυσµού και του 

πληθυσµού στο σηµείο αλλοίωσης σε επίπεδο γένους ή οικογένειας, καθώς και ο 

ρυθµός αύξησης του συνολικού µικροβιακού πληθυσµού πραγµατοποιήθηκε για 

γονάδες αχινού (Paracentrotus lividus) συντηρηµένες σε θερµοκρασίες ψύξης και 

περιβάλλοντος.   

        Ο αχινός απαντάται στον Ατλαντικό και στη Μεσόγειο. Είναι εδώδιµο είδος µε 

χαρακτηριστική µυρωδιά και πολύ καλή γεύση. Απαντάται σε υδατοσυλλογές που 

σχηµατίζονται σε βράχους. Είναι τρόφιµο εκµεταλλεύσιµο από την αρχαιότητα.  

    Η χηµική σύσταση των ιχθυηρών, η υψηλή περιεκτικότητα τους σε νερό (75% 

κατά µέσο όρο) καθώς και το σχετικά υψηλό pH τους (6.2-6.8 τα περισσότερα) τα 

καθιστούν ένα πολύ καλό υπόστρωµα ανάπτυξης µιας ευρείας ποικιλίας 

µικροοργανισµών. Οι χαµηλές θερµοκρασίες παρατείνουν τους ρυθµούς αύξησης των 

µικροοργανισµών και επιπλέον παίζουν σηµαντικό ρολό στον χρόνο που χρειάζονται 

για να αναπτυχθούν. Αυτό έχει σηµαντική επίδραση στον ρυθµό αλλοίωσης των 

µονάδων του αχινού.  

Χρησιµοποιήθηκε η τεχνική των τρυβλίων για την καταµέτρηση των 

µικροοργανισµών και την ταυτοποίηση τους. Η τεχνική αυτή είναι χρονοβόρα, 

παρόλα αυτά παρουσιάζει έγκυρα αποτελέσµατα. Εκτός από τις κλασσικές µέθοδοι 

για την ανίχνευση και την ταυτοποίηση των µικροοργανισµών χρησιµοποιούνται και 
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νέες µέθοδοι, ταχύτερες µε µεγαλύτερη ακρίβεια των αποτελεσµάτων. Η χρήση της 

ATP και η τεχνική της ELISA είναι κάποιες από αυτές.  

    Η αρχική χλωρίδα αποτελείται, κυρίως από βάκιλλους Gram θετικούς του γένους 

Bacillus αλλά και από Gram αρνητικούς ψυχρότροφους µικροοργανισµούς. Το 

επίπεδο µικροβιακού πληθυσµού στο σηµείο αλλοίωσης φθάνει τους 7 λογαρίθµους 

σε 24 και 60 ώρες για τις γονάδες που αποθηκεύθηκαν στους 20 οC και τους 5οC 

αντίστοιχα. Η σύνθεση της µικροχλωρίδας αλλοίωσης εξαρτάται κυρίως από την 

θερµοκρασία συντήρησης µε αποτέλεσµα αυτή να κυριαρχείται από Gram 

αρνητικούς ψυχρότροφους και Gram αρνητικούς Aeromonas και της οικογένειας 

Enterobacteriaceae για τις γονάδες που αποθηκεύθηκαν στους 5οC και τους 20οC 

αντίστοιχα.  

 Η θερµοκρασία αποθήκευσης φαίνεται να έχει καταλυτικό ρόλο στον 

εµπορικό χρόνο ζωής του αχινού.  Σε ότι αφορά την αποθήκευση του αχινού ο 

εµπορικός χρόνος ζωής της ήταν µεγαλύτερος στις χαµηλές θερµοκρασίες (5°C) σε 

σχέση µε αυτές που αποθηκεύτηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου (20°C). Στους αχινούς 

που αποθηκεύτηκαν σε θερµοκρασία δωµατίου (20°C) η µικροβιακή χλωρίδα 

αναπτύχθηκε µε ταχύτατους ρυθµούς (0.175 h 1−  στους 20οC και 0.087 h 1−  τους 5οC), 

µειώνοντας τον εµπορικό χρόνο ζωής τους, σε λιγότερο από 24 ώρες.  

 Η µελέτη της µικροβιολογίας συντήρησης των ευπαθών προϊόντων είναι πολύ 

σηµαντική για την κατανόηση των µηχανισµών αλλοίωσης µε σκοπό την εφαρµογή 

των κατάλληλων στρατηγικών για την αύξηση του εµπορικού χρόνου ζωής. Για την 

αύξηση του εµπορικού χρόνου ζωής θα πρέπει να δοκιµασθεί η εφαρµογή της 

τεχνολογίας εµποδίων µε την µορφή της συσκευασίας τροποποιηµένων ατµοσφαιρών 

καθώς και άλλων εµποδίων όπως το χαµηλότερο pΗ, η προσθήκη φυσικών 

αντιµικροβιακών. Όµως είναι ανάγκη να βρεθούν τεχνικές πιο γρήγορες και 
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εξελιγµένες ώστε να αποφευχθεί η πολύωρη αναµονή για την εξαγωγή 

αποτελεσµάτων καθώς και για να αντιµετωπιστούν σε σύντοµο χρονικό διάστηµα τα 

ψάρια που είναι εξαιρετικά ευαλλοίωτο προϊόν. 

 

Λέξεις-Κλειδιά: µικροβιακή αλλοίωση, Paracentrotus lividus, χλωρίδα αλλοίωσης, 

εµπορικός χρόνος ζωής 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 

1.1 Γενικά 

Οι ιχθύες και τα θαλασσινά αποτελούν ένα βασικό µέρος της διατροφής του 

ανθρώπου από αρχαιοτάτων χρόνων. Είναι πλούσια σε πολύτιµα για τον οργανισµό 

λιπαρά οξέα, βιταµίνες, ανόργανα άλατα και ιχνοστοιχεία τα οποία είναι απαραίτητα 

για την σωστή διατροφή του ανθρώπου. Αποτελούν προϊόντα µε υψηλή διατροφική 

αξία, καθώς περιέχουν πρωτεΐνες υψηλής βιολογικής αξίας, λιπαρά οξέα της σειράς 

ω-3 ενώ οι βιταµίνες που περιέχουν προστατεύουν τον άνθρωπο από παθήσεις όπως 

τα καρδιοαγγειακά νοσήµατα (Κωνσταντίνου-Κόκοτου και συν., 2005).  

        Τα νωπά ιχθυηρά είναι ευαλλοίωτα προϊόντα µε σχετικά σύντοµο εµπορικό 

χρόνο ζωής. Έτσι είναι σαφές ότι γίνονται προσπάθειες να αναπτυχθούν µέθοδοι οι 

οποίες θα διασφαλίσουν την ασφάλεια του προϊόντος και θα προσφέρουν στον 

καταναλωτή ένα τρόφιµο υψηλής ποιότητας µε όσο το δυνατό µεγαλύτερο εµπορικό 

χρόνο ζωής (McDonald and Sun, 1999). 

        Η χηµική σύσταση των ιχθυηρών, η υψηλή περιεκτικότητα τους σε νερό (75% 

κατά µέσο όρο) καθώς και το σχετικά υψηλό pH τους (6.2-6.8 τα περισσότερα) τα 

καθιστούν ένα πολύ καλό υπόστρωµα ανάπτυξης µιας ευρείας ποικιλίας 

µικροοργανισµών. Τα αλιεύµατα ως άριστο υπόστρωµα για την ανάπτυξη των 

µικροοργανισµών, αλλοιώνονται σε µικρό χρονικό διάστηµα από την αλίευση τους 

(Gram and Huss 1996).  

        Ο πληθυσµός και η σύνθεση της µικροχλωρίδας των ψαριών και των 

θαλασσινών εξαρτάται από τη θερµοκρασία του νερού στο οποίο έχουν αλιευθεί, την 

περίοδο του έτους στην οποία αυτό συνέβη, το επίπεδο των µέτρων υγιεινής που 

εφαρµόζονται κατά την αλίευση τους, τη µεταχείριση και την επεξεργασία τους (Huss 

1995). Τα αλιεύµατα επιµολύνονται µε µικροοργανισµούς κατά την αλίευση τους από 
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το περιβάλλον, τον άνθρωπο, τον εξοπλισµό και τους χώρους επεξεργασίας. Είναι 

κατανοητό ότι το µικροβιακό φορτίο των αλιευµάτων µπορεί να είναι πολύ αυξηµένο 

τη στιγµή της εµπορίας σε σχέση µε την στιγµή αλίευσης (Huss 1995). 

 

1.2 Αλλοίωση Αλιευµάτων 

Η ποιότητα των ιχθύων και των θαλασσινών εξαρτάται από το βαθµό αλλοίωσης ή 

τον βαθµό υποβάθµισης του προϊόντος. Έχουν ερευνηθεί διάφορες µέθοδοι για τον 

έλεγχο της ποιότητας τους οι οποίες αξιολογούν διάφορα ποιοτικά χαρακτηριστικά 

είτε οργανοληπτικά, φυσικοχηµικά ή µικροβιολογικά (Botta 1995, Olafsdottir et al. 

1997). 

       Ως αλλοίωση των αλιευµάτων ορίζεται η αλλαγή στις οργανοληπτικές ιδιότητες 

(οσµή, χρώµα, συνεκτικότητα σάρκας κτλ) των προϊόντων που τα καθιστά 

ακατάλληλα για ανθρώπινη κατανάλωση (Gram 1993, Gram and Huss 1995). Ως 

συντήρηση ορίζεται η λήψη µέτρων που συµβάλουν στη σταθεροποίηση των 

τροφίµων σε σχέση µε τους παράγοντες που προκαλούν την ποιοτική υποβάθµιση ή 

αλλοίωση τους (Jay 1992). 

        Αλλοίωση αλιευµάτων µπορεί να θεωρηθεί ως οποιαδήποτε αλλαγή που καθιστά 

το προϊόν απαράδεκτο για ανθρώπινη κατανάλωση (Hayes 1985, Huis in’t Veld 

1996). Για τα νωπά αλιεύµατα η µικροβιακή δράση είναι ο πιο σηµαντικός 

παράγοντας υποβάθµισης της ποιότητας και τις περισσότερες φορές αποτελεί τον 

περιοριστικό παράγοντα στην διάρκεια ζωής τους (Gram and Huss 1996).  

 

1.3 Μικροβιακή Αλλοίωση 

Η µικροβιακή αλλοίωση των τροφίµων ορίζεται σαν κάθε σύµπτωµα ή οµάδα 

συµπτωµάτων που εκδηλώνονται µε αλλαγές στην οσµή, στο άρωµα ή γενικά στην 
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εµφάνιση του τροφίµου λόγω µικροβιακής δραστηριότητας (Gill 1986). Η εκδήλωση 

της µικροβιακής αλλοίωσης όπως : 

• Η ανίχνευση ανεπιθύµητων οσµών  

• Ο σχηµατισµός ’’ βλέννας’’ 

• Η παραγωγή αερίων 

• Αλλαγές στο χρώµα 

• Αλλαγές στην υφή 

        Εξαρτάται κυρίως από τις συνθήκες που επικρατούν κατά την επεξεργασία του 

προϊόντος, την αποθήκευση και τη διανοµή του (Gram and Huss 1996). Η ευαισθησία 

των νωπών αλιευµάτων στη µικροβιολογική αλλοίωση οφείλεται: i) στην 

ποικιλόθερµη φύση των αλιευµάτων, ii) στο υψηλό pH της σάρκας τους (pH>6), iii) 

στην υψηλή ποσότητα του µη-πρωτεϊνικού αζώτου (ΝΡΝ-Non Protein Nitrogen) που 

οφείλεται το οξείδιο της τριµεθυλαµίνης (ΤΜΑΟ) και άλλες ουσίες, iv) το µικρό 

ποσοστό υδατανθράκων που περιέχεται στον µυϊκό ιστό των αλιευµάτων και v) την 

χαµηλή συγκέντρωση του γαλακτικού οξέος. Όλα αυτά επιτρέπουν την ανάπτυξη 

βακτηρίων ευαίσθητα στο pH όπως το Shewanella putrfaciens (Gram et al. 1987, 

Daalgard et al. 1993). Επίσης η ποικιλόθερµη φύση των αλιευµάτων επιτρέπει στα 

βακτήρια που διαβιούν σε µεγάλο εύρος θερµοκρασιών, να αναπτυχθούν (Gram and 

Huss 1996). Στα αλιεύµατα της Μεσογείου που συντηρούνται αερόβια σε χαµηλές 

θερµοκρασίες οι κυρίαρχοι µικροοργανισµοί αλλά και αυτοί που χαρακτηρίζονται ως 

ειδικοί αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί είναι κυρίως οι Pseudomonas spp. εξαιτίας των 

µεγάλων τους πληθυσµών και της υψηλής περιεκτικότητας των ψαριών σε ΤΜΑΟ 

(Koutsoumanis and Nychas 1999). 

 Ως «ειδικοί αλλοιογόνοι µικροοργανισµοί» (ΕΑΜ) ορίζεται συγκεκριµένη 

οµάδα µικροοργανισµών που παράγουν τις χαρακτηριστικές δυσάρεστες οσµές κατά 
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την αλλοίωση. Κατά την διάρκεια της συντήρησης, οι ΕΑΜ αναπτύσσονται µε 

γρηγορότερους ρυθµούς σε σχέση µε τους ρυθµούς ανάπτυξης της υπόλοιπης 

µικροβιακής χλωρίδας του τροφίµου.  Η σηµαντικότερη πρόκληση είναι να βρεθεί η 

σχέση µεταξύ της σύνθεσης  των αλλοιογόνων µικροοργανισµών και της παρουσίας 

µικροβιακών µεταβολιτών, σχετικών µε την αλλοίωση ώστε να είναι έτσι δυνατή  και 

η πρόβλεψη της µικροβιακής αλλοίωσης και του εναποµείναντος εµπορικού χρόνου 

ζωής (Borch and Agerhem 1992, Drosinos and Board 1994).  

        Οι νέες µικροβιακές µέθοδοι που βασίζονται σε ανοσολογικές  και µοριακές 

τεχνικές,  έχουν αναπτυχθεί ήδη  για την ανίχνευση των παθογόνων  

µικροοργανισµών (Huis in’t Veld et al. 1994, Fung 1994, Van der Vossen and Hofstra 

1996). Αυτές οι τεχνικές θα µπορούσαν επίσης να εφαρµοστούν για την έγκαιρη 

ανίχνευση των ΕΑΜ. Εντούτοις, προτού να µπορέσουν τέτοιες τεχνικές να 

χρησιµοποιηθούν για την ανίχνευση των ΕΑΜ, αυτοί οι  µικροοργανισµοί πρέπει 

πρώτα να προσδιοριστούν για κάθε τύπο προϊόντος και η επίδρασή τους  στα 

αλλοιογόνα χαρακτηριστικά του τροφίµου πρέπει να καθοριστεί (Huis in’t Veld 

1996).  

 

1.4 Κυριότερες µέθοδοι καταµέτρησης, ανίχνευσης και ταυτοποίησης 

µικροοργανισµών 

Εξαιτίας του παγκόσµιου εµπορίου τροφίµων, υπάρχει ανησυχία για την διασφάλιση 

της ποιότητας των τροφίµων, της παγκόσµιας υγείας, της διασφάλισης ποιότητας για 

αποφυγή της αλλοίωσης των τροφών και της ανάπτυξης και εξάπλωσης παθογόνων 

στελεχών. Όλοι αυτοί είναι σηµαντικοί παράγοντες για την ανάπτυξη µεθόδων 

µικροβιολογικών για την ανίχνευση και ταυτοποίηση των µικροοργανισµών (Wilson 

2008). 
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        Οι σύγχρονες µέθοδοι και ο αυτοµατισµός που εισάγονται στην µικροβιολογία 

των τροφίµων και έχουν σαν αντικείµενο την αποµόνωση, την ανίχνευση και τον 

χαρακτηρισµό των µικροοργανισµών, ολοένα και αυξάνονται. Οι συµβατικές µέθοδοι 

που χρησιµοποιούνται στα εργαστήρια ανά τον κόσµο έχουν να κάνουν µε υγρά και 

στερεά θρεπτικά υλικά και αντιδραστήρια. Είναι όµως χρονοβόρες διαδικασίες τόσο 

στην προετοιµασία όσο και στην συλλογή δεδοµένων. Παρόλα αυτά, παραµένουν οι 

βάσεις για την εφαρµοσµένη µικροβιολογία και την µικροβιολογία των τροφίµων και 

τα δεδοµένα πάνω στα οποία βασίζονται για την ανακάλυψη νέων µεθόδων (Griffiths 

et al. 2000). 

 

1.4.1 Κλασσικές µέθοδοι 

Για την αποµόνωση, ταυτοποίηση, ανίχνευση και απαρίθµηση µικροοργανισµών 

χρησιµοποιούνται κλασσικές αλλά και µοντέρνες µικροβιολογικές µέθοδοι. Κύρια 

κλασσική µέθοδος απαρίθµησης µικροοργανισµών αποτελεί η µέθοδος µε τη χρήση 

των τρυβλίων. Είναι απλή και εύκολη στην εφαρµογή. Καταµετρά ζωντανά κύτταρα 

µε ενεργό µεταβολισµό. Μετρά όµως µόνο τα κύτταρα εκείνα που έχουν την 

ικανότητα δηµιουργίας αποικιών και αυτό είναι ένα σηµαντικό µειονέκτηµα της 

µεθόδου.  

 

1.4.2 Έµµεσος προσδιορισµός του µικροβιακού πληθυσµού µε µέτρηση του ΑΤΡ 

Καθώς αναπτύσσονται οι τεχνικές και οι µέθοδοι για την ανίχνευση και την 

ταυτοποίηση των µικροοργανισµών, τα όρια µεταξύ οργάνων χρήσης και 

διαγνωστικών δοκιµών µεγαλώνουν. Οι επιστήµονες προσπάθησαν να 

χρησιµοποιήσουν την ATP για να εκτιµήσουν τους ολικούς βιώσιµους 

µικροοργανισµούς στα τρόφιµα και τα αλιεύµατα, αφού όλοι οι ζωντανοί οργανισµοί 
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χρησιµοποιούν την ATP. Τα αποτελέσµατα δεν είναι πάντα αντιπροσωπευτικά του 

πληθυσµού γιατί: 

1. ∆ιαφορετικοί οργανισµοί έχουν διαφορετική ποσότητα ATP ανά κύτταρο 

2. Ακόµα και για τον ίδιο τον µικροοργανισµό η ποσότητα ATP ανά κύτταρο 

είναι διαφορετική σε κάθε στάδιο ανάπτυξης  

3. Η ποσότητα ATP από βιοµάζα αίµατος ή βιολογικών υγρών από το κάθε 

τρόφιµο ανακατεύεται µε την ATP του βακτηρίου-στόχος (Fung, 2008). 

 

1.4.3 Ανοσολογικές τεχνικές 

Η αλληλεπίδραση αντίγονου και αντισώµατος χρησιµοποιούνται πολλές δεκαετίες για 

την ανίχνευση και την ταυτοποίηση των µικροοργανισµών. Υπάρχουν πολλοί τρόποι 

για να εκτελεστεί η αλληλεπίδραση αντίγονου-αντισώµατος αλλά η πιο διαδεδοµένη 

τεχνική είναι η ένζυµο-ανοσολογική ή ELISA. Τα αντισώµατα τοποθετούνται σε 

στερεό µέσο. Το διάλυµα που περιέχει τα αντιγόνα του εξεταζόµενου βακτηρίου 

τοποθετείται στα κελιά της µικροπλάκας (Microtiter plate) και τότε τα αντισώµατα 

δεσµεύονται στα βακτήρια οπού και ανιχνεύονται (Tortorello and Gendel 1993, 

Robinson et al. 2000, Walser 2000). 

 

1.5 Αχινός 

O αχινός P. lividus  (Lamark)  είναι µορφότυπος που απαντάται στον Ατλαντικό και 

στη Μεσόγειου σε  µεγάλους αριθµούς στην παράκτια ζώνη, ειδικά  στην 

υποπαραλιακή ζώνη έως τα είκοσι µέτρα. Πολλές γνώσεις  από τη βιολογία και τις 

παραµέτρους του  πληθυσµού του  είναι ελάχιστα  γνωστά, αν και είναι ένα εδώδιµο 

είδος µε εµπορικό ενδιαφέρον. Είναι σκούρος πορφυρός, σχεδόν µαύρος. Φέρει 

µυζιτικούς ποδίσκους που τακτοποιούνται σε τόξα των πέντε-έξι, µε ορατά πέντε-έξι 
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ζευγάρια πόρων κάτω από τους ποδίσκους, πάνω στο κέλυφος. Φτάνει µέχρι τα  επτά 

εκατοστά στη διάµετρο (Turon et al. 1995). Το εδώδιµο µέρος του είναι οι γoνάδες 

του, που έχουν σχήµα ηµικυκλικό και κίτρινο-πορτοκαλί χρώµα (Pineiro-Sotelo et al. 

2002). Οι γονάδες του έχουν την µέγιστη αύξηση τους µήνες Ιανουάριο έως τη µέση 

του Απριλίου (Ramonell 1985). Οι γονάδες αυτού είναι εδώδιµες και είναι βραβευθέν 

προιόν  ως λιχουδιά στις µεσογειακές χώρες.  

        Απαντάται συχνά στις υδατοσυλλογές που σχηµατίζονται στους βράχους, στους 

βράχους ασβεστόλιθων όπου τα ζώα ζουν στις κοιλότητες. Περιστασιακά βρίσκεται 

στα ρηχά νερά κάτω από τους βράχους και σπάνια στα πιο µεγάλα θαλάσσια βάθη. 

        Ο αχινός είναι τρόφιµο που το εκµεταλλεύονταν από την αρχαιότητα ακόµα 

(Voultsiadou and Vafidis 2007). Σήµερα ο αχινός είναι δηµοφιλές τρόφιµο στην 

Ιαπωνία, Ιρλανδία, Ιταλία, Ισπανία και Ελλάδα κυρίως για την χαρακτηριστική 

µυρωδιά και την εξαιρετική του γεύση (Kelly 2005). Στην Ελλάδα, το εµπόριο του 

αχινού περιορίζεται στα νησιά και στις παράκτιες περιοχές εξαιτίας της ευαλλοίωτης 

φύσης του προϊόντος. Τρώγεται φρέσκος αρτυσµένος µε ελαιόλαδο και χυµό 

λεµονιού (Stamatis and Vafidis 2009).  

        Εξαιτίας της υψηλής ζήτησης για εξαιρετικής ποιότητας γονάδες, τα φυσικά 

αποθέµατα του αχινού έχουν µειωθεί (Gianguzza et al. 2006). Στην Ελλάδα, ο κοινός 

αχινός  P. lividus, ήταν κάποτε σε αφθονία στις ακτές του Ιονίου και του Αιγαίου 

πελάγους όπως επίσης ήταν και σηµαντικό απόθεµα της προσπάθειας των αλιέων στα 

τέλη της δεκαετίας του 1980 µε αρχές του 1990 (Tzanatos et al., 2005).  
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ΣΚΟΠΟΣ ΤΗΣ ΕΡΓΑΣΙΑΣ 

Η παρούσα εργασία έχει σαν σκοπό: 

Ι) την διερεύνηση της κινητικής της ανάπτυξης της Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας 

και της επίδρασης αυτής στον εµπορικό χρόνο ζωής κατά την συντήρηση του 

προϊόντος σε διάφορες θερµοκρασίες.  

ΙΙ) τον προσδιορισµό της σύνθεσης της αρχικής µικροβιακής χλωρίδας των γονάδων 

του αχινού καθώς και τις χλωρίδας στο χρονικό σηµείο αλλοίωσης µε χρήση 

κλασσικών µεθόδων.  
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2. ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟ∆ΟΙ 

2.1 Παραλαβή και Αποθήκευση των αχινών 

Για την διεξαγωγή του πειράµατος συλλέχτηκαν αχινοί (P. lividus Lamarck 1816) 

από τον Παγασητικό κόλπο κατά τους µήνες Νοέµβριο 2007 και Μάρτιο 2008. 

Μεταφέρθηκαν στο εργαστήριο σε ειδικό πλαστικό δοχείο σταθερού όγκου γεµάτο µε 

θαλασσινό νερό. Με την χρήση ειδικού εργαλείου αφαιρέθηκε το εξωτερικό κέλυφος 

µε τους άκανθες και συλλέχτηκαν οι γονάδες. Χρησιµοποιήθηκαν γονάδες από 

τριάντα αχινούς κάθε φορά για την διεξαγωγή του πειράµατος. Από κάθε αχινό, η 

συλλογή των γονάδων έγινε µε ιδιαίτερη προσοχή ώστε να µην συλλεχτούν και 

υπολείµµατα από το εσωτερικό του κελύφους. Η συλλογή γονάδων έγινε υπό στείρες 

συνθήκες. 

 

Εικόνα 1. Πλαστικό δοχείο µεταφοράς αχινών (Λόλας Αλέξιος, 2008) 

 

2.2 Πειραµατική διαδικασία (γενικά) 

Οι γονάδες χωρίστηκαν σε δυο µέρη των είκοσι γραµµαρίων, τοποθετήθηκαν σε 

αποστειρωµένους περιέκτες (χρησιµοποιήθηκαν τρυβλία) και στη συνέχεια 
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µεταφέρθηκαν το ένα µέρος στο ψυγείο στους 5°C και το άλλο σε επωαστικό κλίβανο 

θερµοκρασίας 20°C.  

 Ανά τακτά χρονικά διαστήµατα (κάθε οχτώ ώρες) λαµβάνονταν δείγµα 1 

γραµµαρίου για µικροβιακή ανάλυση. Το εξεταζόµενο δείγµα οµογενοποιήθηκε σε 

αποστειρωµένο ισοτονικό πεπτονούχο σαλίνη µε χρήση του µηχανήµατος Vortex, 

αραιώθηκε διαδοχικά, µε σκοπό τη µείωση των κυττάρων σε τέτοιο επίπεδο, ώστε οι 

αποικίες που θα σχηµατιστούν στο θρεπτικό υλικό να είναι αραιά κατανεµηµένες και 

εύκολο να µετρηθούν. Τα τρυβλία επωάστηκαν για ορισµένο χρονικό διάστηµα 

προκειµένου να αυξηθεί το µέγεθος των αποικιών και να είναι ορατές µακροσκοπικά. 

Από τον αριθµό των µετρούµενων αποικιών στα τρυβλία και τον αριθµό των 

διαδοχικών αραιώσεων υπολογίζεται ο λογάριθµος των βιώσιµων αποικιών ανά 

γραµµάριο δείγµατος.  

 Από τα τρυβλία που λήφθηκαν στην έναρξη του πειράµατος (αρχική 

δειγµατοληψία στον χρονικό σηµείο µηδέν) και τα τρυβλία που λήφθηκαν στο 

χρονικό σηµείο της οργανοληπτικής απόρριψης-αλλοίωσης των γονάδων του αχινού 

(εικοσιτέσσερις ώρες στους 20°C και εξήντα δύο ώρες στους 5°C), για την κάθε 

θερµοκρασία, οι αποικίες αρχικά αποµονώθηκαν και οµαδοποιήθηκαν µορφολογικά 

και κατόπιν ταυτοποιήθηκαν ως ένα βαθµό (µέχρι οικογένεια ή γένος) για να 

προσδιοριστεί η σύνθεση του αρχικού µικροβιακού πληθυσµού και του µικροβιακού 

πληθυσµού αλλοίωσης, αντίστοιχα.  

 Το πείραµα επαναλήφθηκε δύο φορές µε λήψη διπλών δειγµάτων κάθε φορά, 

σε διαδοχικά χρονικά διαστήµατα. Οι συνθήκες εκτέλεσης του πειράµατος ήταν οι 

ίδιες και στις δύο περιπτώσεις. Καµία παράµετρος δεν τροποποιήθηκε κατά τη 

διάρκεια των επαναλήψεων. 



22 

 

 Τα µικροβιολογικά υλικά που χρησιµοποιήθηκαν ήταν της LAB M (Lancashire, 

UK). 

 

2.3 Πειραµατική ∆ιαδικασία (ειδικά) 

2.3.1 Προσδιορισµός Ολικής Μικροβιακής Χλωρίδας (ΟΜΧ) 

Aνά τακτά χρονικά διαστήµατα (κάθε οχτώ ώρες) και υπό ασηπτικές συνθήκες 

λαµβάνονταν εις διπλούν δείγµα ενός γραµµαρίου γονάδων και µεταφέρονταν σε 

αποστειρωµένο ισοτονικό πεπτονούχο σαλίνη (Maximum Recovery Diluent-MRD, 

0.85% w/v NaCl, 0.1% w/v βακτηριολογική πεπτόνη). Πραγµατοποιούνταν 

οµογενοποίηση του δείγµατος σε Vortex για ένα λεπτό και ακολουθούσαν διαδοχικές 

αραιώσεις  σε εννέα µιλίµετρα MRD (Εικ. 2). Με τη χρήση πιπέτας λαµβάνονταν 0,1 

µιλίµετρα από το δείγµα. Ακολουθούσε επίστρωση µε τη χρήση ειδικού 

αποστειρωµένου εργαλείου επίστρωσης σε διπλά τρυβλία µε Tryptone Soy Agar-TSA 

(η σύσταση του είναι: δεκαπέντε γραµµάρια (γρ.) τρυπτόνη (tryptone), πέντε γρ. 

χλωριούχο νάτριο (sodium chloride), πέντε γρ. βακτηριολογική πεπτόνη 

(bacteriological peptone), ένα γρ εκχύλισµα κρέατος (meat extract), δύο γρ. 

εκχύλισµα ζύµης (yeast extract), δεκατέσσερα γρ. άγαρ (σε χίλια µιλιλίτρα 

απιονισµένου νερού). Κατόπιν τα τρυβλία µεταφέρονταν για επώαση στους 25°C για 

σαρανταοκτώ ώρες και ακολουθούσε  καταµέτρηση των αποικιών. 
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Εικόνα 2. Μικροβιολογική διαδοχική αραίωση (Pfening, 2007) 

 

2.4 Μέτρηση pH 

Το pΗ των γονάδων συµβατικά ορίσθηκε το pΗ που µετρούνταν κατά την πρώτη 

αραίωση. Μετρούνταν το pH της πρώτης αραίωσης που χρησιµοποιήθηκε κάθε φορά 

για επίστρωση του τρυβλίου, µε βοήθεια ηλεκτρονικού πεχάµετρου, (pH 730, inoLab, 

WTW series). Το πεχάµετρο καθαριζόταν µε απιονισµένο νερό κάθε φορά κατά τη 

χρήση του, για να αποφευχθεί η µεταφορά δείγµατος που θα µπορούσε να επηρεάσει 

το pH του µετρούµενου δείγµατος. Επίσης δοκιµάζονταν κάθε φορά σε διαφορετικά 

ρυθµιστικά διαλύµατα-δείγµατα  γνωστού pH για να γίνει η βαθµονόµηση. 

 

2.5 Οργανοληπτικά Χαρακτηριστικά 

Η ποιότητα των δειγµάτων των γονάδων του αχινού σε ότι αφορά τα οργανοληπτικά 

χαρακτηριστικά εκτιµήθηκε σύµφωνα µε τη µυρωδιά και το χρώµα των γονάδων 

κατά τη διάρκεια αποθήκευσης του στους 5°C και 20°C.  
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Πιο αναλυτικά, αξιολογήθηκε από πάνελ τριών κριτών η µυρωδιά και το χρώµα των 

γονάδων των αχινών. Η αξιολόγηση των οργανοληπτικών χαρακτηριστικών έγινε µε 

βάση τις ακόλουθες κατηγορίες: 1 (Άριστο), 2 (Αποδεκτό), 3 (Απαράδεκτο).  

 

2.6 Ταυτοποίηση αποικιών 

Οι αποικίες στα τρυβλία της έναρξης του πειράµατος καθώς και στα τρυβλία των 

δειγµάτων της πρώτης και της τρίτης ηµέρας αποθήκευσης στους 20°C και 5°C 

αντίστοιχα, χρησιµοποιήθηκαν για την ταυτοποίηση των µικροοργανισµών. Οι 

αποικίες οµαδοποιήθηκαν µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά, χρώµα, 

µέγεθος, σχήµα κτλ (Εικ. 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Εικόνα 3. Οµαδοποίηση των αποικιών µε βάση τα µορφολογικά τους χαρακτηριστικά 

 

Με την χρήση αποστειρωµένου ραβδίου λαµβάνονταν µικρή ποσότητα από τις 

επιλεγόµενες αποικίες και µεταφέρονταν σε δοκιµαστικό σωλήνα που περιείχε εννέα 

ΜΟΡΦΟΛΟΓΙΑ ΑΠΟΙΚΙΩΝ

ΣΧΗΜΑ ΑΠΟΙΚΙΑΣ

ΚΑΝΟΝΙΚΗ ΚΥΚΛΙΚΗ ΑΚΑΝΟΝΙΣΤΗ ΝΗΜΑΤΟΕΙ∆ΗΣ ΡΙΖΟΕΙ∆ΗΣ

ΑΚΡΗ ΤΗΣ ΑΠΟΙΚΙΑΣ

ΑΝΥΨΩΣΗ

ΚΑΝΟΝΙΚΗ-ΛΕΙΑ
ΝΗΜΑΤΟΕΙ∆ΗΣ ΚΥΜΑΤΙΣΤΗ ΛΟΒΟΕΙ∆ΗΣ

ΑΚΑΝΟΝΙΣΤΗ

ΑΝΥΨΩΜΕΝΗ ΕΠΙΠΕ∆Η ΚΥΡΤΗ ΑΝΑΠΤΥΞΗ

ΑΠΟΙΚΙΑΣ

ΕΝΤΟΣ ΤΟΥ

ΥΛΙΚΟΥ

ΑΝΥΨΩΜΕΝΗ

ΜΕ ΘΗΛΗ
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µιλιλίτρα Tryptone Soy Broth (TSB δεκαπέντε γρ. τρυπτόνη (tryptone), πέντε γρ. 

χλωριούχο νάτριο (sodium chloride), πέντε γρ. βακτηριολογική πεπτόνη 

(bacteriological peptone), ένα γρ. εκχύλισµα κρέατος (meat extract), δυο γρ. 

εκχύλισµα ζύµης (yeast extract), δυόµιση γρ. γλυκόζη (glucose ή dextrose), στα χίλια 

µιλίµετρα απιονισµένου νερού. 

        Κατόπιν τοποθετούνταν για επώαση στους 25°C για 24 ώρες.  Στη συνέχεια, από 

κάθε οµάδα µε τη µέθοδο γραµµωτής επίστρωσης (streaking) µεταφέρονταν υπό 

ασηπτικές συνθήκες σε νέα τρυβλία TSA (Εικόνα 4). 

 

Εικόνα 4. Μέθοδος γραµµωτής επίστρωσης. Α. Πυκνή γραµµωτή επίστρωση, Β. ∆ιαδοχική 

λιγότερο πυκνή επίστρωση, C. ∆ιαδοχική αραιή επίστρωση, D. ∆ιαδοχική πιο αραιή 

επίστρωση (Shapiro, 2007) 

  

Τα τρυβλία αυτά µεταφέρθηκαν για επώαση στους 25°C για 48-72 ώρες. Αφού 

επωάστηκαν, πραγµατοποιήθηκαν οι παρακάτω δοκιµές για την ταυτοποίηση τους:  

1. Χρώση Gram, σχήµα του µικροβιακού κυττάρου (κόκκος, βάκιλος κτλ) και 

παρουσία σπορίων (Harrigan & McCance 1976). 

2. ∆οκιµή της οξειδάσης (Harrigan & McCance 1976). 
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3. ∆οκιµή της καταλάσης (Harrigan & McCance 1976). 

4. ∆οκιµή αερόβιου και αναερόβιου µεταβολισµού της γλυκόζης σε Hugh and 

Leifson medium (Hugh & Leifson 1953) 

5. Ικανότητα κίνησης (Harrigan & McCance 1976). 

6. Μετατροπή του οξειδίου της τριµεθυλαµίνης σε τριµεθυλαµίνη και παραγωγή 

υδρόθειου, σύµφωνα µε Gram et al. (1987). 

 

Περιγραφή δοκιµών που πραγµατοποιήθηκαν 

2.6.1 Χρώση Gram, σχήµα του µικροβιακού κυττάρου (κόκκος, βάκιλος κτλ) και 

παρουσία σπορίων  

Από τις ανανεωµένες και καθαρές αποικίες σε θρεπτικό υλικό, επιλέγονταν µια 

αποικία και υπό ασηπτικές συνθήκες προσηλωνόταν πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα 

µε τη βοήθεια του εργαστηριακού λύχνου Bunsen και στη συνέχεια ακολουθούσε 

χρώση. Τα βακτήρια διακρίνονται ανάλογα µε την αντίδραση τους στη χρώση σε 

Gram(-), τα βακτήρια τα οποία εµφάνιζαν χρώµα ροζ και σε Gram(+), βακτήρια τα 

οποία εµφάνιζαν χρώµα µπλε προς µωβ. Η διαφορετική χρώση οφείλεται στην 

διαφορετική δοµή του κυτταρικού τους τοιχώµατος. Η µικροσκοπική παρατήρηση 

γίνεται µε την βοήθεια µικροσκοπίου φωτεινού πεδίου. Μέσα από τη µικροσκοπική 

παρατήρηση για την χρώση Gram παρατηρείται και το σχήµα του µικροβιακού 

κυττάρου αν είναι δηλαδή κόκκος, βάκιλος ή κοκκο-βάκιλος. 

∆ιαδικασία 

• Σε αντικειµενοφόρο πλάκα τοποθετείται δείγµα από αποικίες που είναι το 

λιγότερο εικοσιτέσσερις και το περισσότερο εβδοµήντα δυο ωρών. 

• Η αντικειµενοφόρος πλάκα ξεπλένεται µε διάλυµα κρυσταλλικού ιώδους 

(crystal violet) για ενα-δυο λεπτά. 
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• Καθαρίζεται προσεκτικά µε απιονισµένο νερό και γίνεται προσθήκη 

διαλύµατος ιωδίου Lugol για ενα λεπτό. 

• Αφαιρείται το διάλυµα, γίνεται προσεκτικό στέγνωµα και ξεπλένεται µε 

αιθανόλη 95%. 

• Στη συνέχεια η αποικία ξεπλένεται µε διάλυµα σαφρανίνης για εικοσι 

δευτερόλεπτα. 

• Ξεπλένεται µε απιονισµένο νερό και ακολουθεί προσεκτικό στέγνωµα της 

πλάκας.  

• Κατόπιν µεταφέρεται στο µικροσκόπιο και παρατηρείται το αποτέλεσµα της 

χρώσης.  

 

2.6.2 ∆οκιµή της οξειδάσης 

Η δοκιµή αυτή είναι πολύ χρήσιµη στο διαχωρισµό αερόβιων βακτηρίων. 

Χρησιµοποιήθηκε διηθητικό χαρτί εµποτισµένο µε διάλυµα 1% w/v τετραµεθυλο-π-

φαινυλενοδιαµινης και 0.1% ασκορβικο οξύ το οποίο ανιχνεύει το ένζυµο κυτόχρωµα 

της οξειδάσης (Harrigan and McCance, 1976). Με τη βοήθεια αποστειρωµένου 

ραβδίου µεταφέρονταν µικρή ποσότητα µάζας από την εξεταζόµενη αποικία στο 

διηθητικό χαρτί το οποίο έχει εµποτιστεί µε το αντιδραστηρίου οξειδάσης και γίνεται 

επίχρισµα.. Η θετική αντίδραση ολοκληρώνεται σε δέκα-δεκαπέντε δευτερόλεπτα και 

οδηγεί σε ανάπτυξη ιώδους χρώµατος, ενώ στην αρνητική αντίδραση δεν 

εκδηλώνεται µεταβολή του χρώµατος. Η παραγωγή ιώδους χρώµατος συνεπάγεται 

παρουσία στην κυτταρική µεµβράνη του ενεργού κυτοχρώµατος c . 
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2.6.3 ∆οκιµή της καταλάσης 

Η καταλάση είναι ένζυµο το οποίο µετατρέπει το υπεροξείδιο του υδρογόνου σε 

οξυγόνο και νερό, γι’αυτό την παράγουν οι αερόβιοι µικροοργανισµοί προκειµένου 

να προστατευτούν από το τοξικό υπεροξείδιο του υδρογόνου.  Το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου είναι οξειδωτικός παράγοντας ο οποίος µπορεί να καταστρέψει ένα 

κύτταρο. Γι’αυτό κάθε κύτταρο αερόβιο πρέπει να αποβάλλει το υπεροξείδιο του 

υδρογόνου και αυτό γίνεται µε τη δράση του ενζύµου  καταλάση.  

        Για την δοκιµή, µεταφέρεται ποσότητα από την αποικία µε βακτηριολογικό 

κρίκο µέσα σε σταγόνα διαλύµατος υπεροξειδίου του υδρογόνου 3% που είχε 

τοποθετηθεί πάνω σε αντικειµενοφόρο πλάκα. Η απελευθέρωση αερίου οξυγόνου µε 

τη µορφή αφρού σηµατοδοτεί την παρουσία ένζυµου καταλάσης στα κύτταρα που 

εξετάζονται (Harrigan and McCance, 1976)  (Εικ.5). 

 

Εικόνα 5. ∆οκιµή της καταλάσης  

 

2.6.4 ∆οκιµή αερόβιου και αναερόβιου µεταβολισµού της γλυκόζης σε Hugh and 

Leifson medium 

Χρησιµοποιήθηκε η τροποποιηµένη µορφή του µέσου καλλιέργειας των Hugh και 

Leifson (1953) [Σύνθεση:  Πεπτόνη (peptone) 0.2 γρ, χλωριούχο νάτριο (NaCl) 0.5 

γρ, K2HPO4, 0.03 γρ, άγαρ (agar), 0.3 γρ, µπλε της βρωµοθυµόλης (bromthymol blue) 

0.003 γρ, γλυκόζη 1.0 γρ ανά χίλια µιλιλίτρα απιονισµένου νερού. Τελικό pH 7.1]. Σε 
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δοκιµαστικό σωλήνα που περιείχε το αποστειρωµένο ηµιστερεό µέσο καλλιέργειας 

των Hugh και Leifson , εµβολιάσθηκε η κάθε αποικία µε την βακτηριολογική βελόνα 

και σε κάθετη φορά. Η επώαση έγινε στους 25°C για δυο-επτά ηµέρες. Οι 

παρατηρήσεις που προκύπτουν από το µέσο αυτό έχουν ως εξής: 

  -Οξειδωτικός µεταβολισµός: Η µεταβολή του αρχικού πρασίνου χρώµατος του 

δείκτη σε πορτοκαλοκίτρινο, στην επιφάνεια του σωλήνα, αποτελεί ένδειξη του 

οξειδωτικού χαρακτήρα της εξεταζόµενης αποικίας. 

-Ζυµωτικός µεταβολισµός: Συµβαίνει η ιδία χρωµατική µεταβολή αλλά κατά µήκος 

όλου του σωλήνα . Η ένδειξη αυτή σηµατοδοτεί τον ζυµωτικό µεταβολισµό των 

κυττάρων. 

-Αλκαλική ή καµία µεταβολή: Η µεταβολή του αρχικού δείκτη είναι σε µπλε ή 

αµελητέα αντίστοιχα. 

 Η παραπάνω διαδικασία έγινε και µε την προσθήκη στο δοκιµαστικό σωλήνα 

µε το µέσο καλλιέργειας δυο µιλιλίτρων αποστειρωµένου παραφινέλαιου µετά τον 

εµβολιασµό. 

 

2.6.5 Ικανότητα κίνησης 

Κατά τον κάθετο εµβολιασµό µε την βακτηριολογική βελόνα εξετάστηκε αν υπήρχε 

ανάπτυξη ως προς το οριζόντιο επίπεδο κάτι που µαρτυρά ικανότητα κίνησης (Hugh 

and Leifson, 1953).  

 

2.6.6 Μετατροπή του οξειδίου της τριµεθυλαµίνης (ΤΜΑΟ) σε τριµεθυλαµίνη 

(ΤΜΑ) και παραγωγή υδρόθειου 

Σύµφωνα µε τους Gram et al. (1987), γίνεται κάθετος εµβολιασµός δοκιµαστικών 

σωλήνων µε χρήση βακτηριολογικής βελόνας, που περιείχαν το κάτωθι 
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αποστειρωµένο ηµιστερεό µέσο: είκοσι γρ. πεπτόνη (peptone), τρία γρ. εκχύλισµα 

κρέατος (meat extract), τρία γρ. εκχύλισµα ζύµης (yeast extract), τέσσερα γρ. 

χλωριούχο νάτριο (NaCl), τέσσερα γρ. µονόξινο φωσφορικό κάλιο (K2HPO4), 0.3γρ. 

κιτρικός σίδηρος (ferric citrate), 0.3γρ. θειοθειικό νάτριο (sodium thiosulphate), 0.3 

γρ. L- κυστείνη, 0.5γρ. θειικό µαγνήσιο (MgSO4), 0.01γρ. ρεσαζουρίνη (Resazurin), 

4γρ. άγαρ, σε χίλια µιλιλίτρα απιονισµένου νερού  και ρύθµιση του pH σε 6.8 . Η 

επώαση των δοκιµαστικών σωλήνων έγινε σε θερµοκρασία 25°C για τρεις-επτά 

ηµέρες. Οι παρατηρήσεις που προκύπτουν είναι οι εξής: 

-Η παρατήρηση της µετατροπής του ΤΜΑΟ σε ΤΜΑ γίνεται µε µεταβολή της 

χρωστικής του µέσου από ρόδινο σε κίτρινο (Εικ.6). 

-Παραγωγή υδρόθειου από το θειοθειικό ή από την κυστείνη και παραγωγή θειώδους 

σιδήρου (µαύρο χρώµα). 

 

Εικόνα 6. ∆οκιµή µετατροπής του οξειδίου της τριµεθυλαµίνης (ΤΜΑΟ) σε τριµεθυλαµίνη 

(ΤΜΑ). 

 

Η ταξινόµηση των αποικιών σε γένος ή οικογένεια πραγµατοποιήθηκε λαµβάνοντας 

υπόψη τα ανωτέρω δοκιµές, κατά Dainty et al. (1979) και Cowan (1993), καθώς και 

τη δοκιµή της µετατροπή του οξειδίου της τριµεθυλαµίνης σε τριµεθυλαµίνη και 

παραγωγή υδρόθειου, για τον προσδιορισµό της Shewanella putrefaciens,σύµφωνα µε 
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Gram et al. (1987). Επιπλέον, τα Gram αρνητικά τα οποία χαρακτηρίστηκαν ως 

Aeromonas/Vibrio διαχωρίστηκαν µε το string test (Keast & Riley 1997). Το “string 

test” χρησιµοποιείται σαν δοκιµή για τον διαχωρισµό των βακτηρίων Vibrio και 

Aeromonas. ∆υο µε τρεις αποικίες από κάθε τρυβλιο µεταφέρονται σε 

αντικειµενοφόρο και εµποτίζονται µε σταγόνα διαλύµατος δεοξυχολικού νατρίου 

(sodium deoxycholate) 0.5%. Ως θετική αντίδραση θεωρείται η εµφάνιση κολλώδης 

µάζας η οποία στοιχίζετε σε γραµµή µε τη βοήθεια βακτηριακής ράβδου. Ως 

αρνητική αντίδραση θεωρείται η µη εµφάνιση της κολλώδους µάζας. Τα 

αποτελέσµατα της δοκιµής αυτής γίνονται εµφανή στο πρώτο λεπτό της ανάµιξης 

(Keast & Riley 1997).  

Επιπλέον για επιβεβαίωση της ταυτοποίησης των µικροοργανισµών 

χρησιµοποιήθηκαν και τα κάτωθι υποστρώµατα:  

• για τις ζύµες και µύκητες χρησιµοποιήθηκε το εκλεκτικό θρεπτικό υλικό Rose 

Bengal Chloramphenicol Agar και επώαση στους 25 οC για σαράντα οκτώ-

εβδοµήντα δυο ώρες.  

• για τους βάκιλους του γένους Pseudomonas χρησιµοποιήθηκε το Cetrimide 

Fusidin Cephaloridine Agar (CFC) µε επώαση στους 20-25οC για σαράντα 

οκτώ-εβδοµήντα δυο ώρες.  

• για τους βάκιλους της οικογένειας Enterobacteriaceae χρησιµοποιήθηκε το 

θρεπτικό υλικό Violet Red Bile Glucose Agar-VRBGA και επώαση στους 37 

οC για εικοσιτέσσερις ώρες.  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

3.1 Οργανοληπτικές µεταβολές 

Στους 5°C οι οργανοληπτικές αλλαγές συµβαίνουν µε αργό ρυθµό. Οι γονάδες 

απορρίπτονται στις εξήντα δυο ώρες και αφού χαρακτηρίζονται απαράδεκτες και στις 

δυο παραµέτρους (µυρωδιά και χρώµα) (Πίν. 1). Αντίθετα στους 20°C, οι 

οργανοληπτικές αλλαγές είναι ταχύτερες. Οι γονάδες απορρίπτονται σε µικρότερο 

χρόνο (εικοσιτέσσερις ώρες) εξαιτίας της δυσάρεστης οσµής τους ενώ το χρώµα τους 

παραµένει ακόµα σε αποδεκτό επίπεδο (Πίν. 2). Το δείγµα παρουσίασε έντονη 

αλλαγή χρώµατος από κόκκινο-πορτοκαλί σε κίτρινο-καφέ προς το πέρας της 

δεύτερης ηµέρας (σαράντα δυο ώρες).  

Πινάκας 1. Οργανοληπτική εκτίµηση των γονάδων κατά την αποθήκευσή της στους 5oC 
Χρόνος 
Συντήρησης 
(ώρες) 

Χρώµα Οσµή 

0 άριστο άριστο 

16 άριστο άριστο 

24 αποδεκτό αποδεκτό 

36 αποδεκτό αποδεκτό 

42 αποδεκτό αποδεκτό 

52 αποδεκτό αποδεκτό 

62 απαράδεκτο απαράδεκτο 

 
Πινάκας 2. Οργανοληπτική εκτίµηση των γονάδων κατά την αποθήκευσή της στους 20oC 
Χρόνος 
Συντήρησης 
(ώρες) 

Χρώµα Οσµή 

0 άριστο άριστο 

16 αποδεκτό αποδεκτό 

24 αποδεκτό απαράδεκτο 

36 απαράδεκτο απαράδεκτο 

42 απαράδεκτο απαράδεκτο 
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3.2 Επίδραση της θερµοκρασίας αποθήκευσης στη µεταβολή της ολικής 

µικροβιακής χλωρίδας (ΟΜΧ) και στο χρόνο αλλοίωσης των γονάδων του 

αχινού  

Ο αρχικός µικροβιακός πληθυσµός των γονάδων του αχινού ήταν της τάξης των 410  

cfu/ gr (αποικίες µικροοργανισµών ανά γραµµάριο γονάδων). Από τα αποτελέσµατα 

της καταµέτρησης των αποικιών διαπιστώθηκε ότι το δείγµα που ήταν αποθηκευµένο 

στους 5°C παρουσίασε µικρότερη ταχύτητα µικροβιακής αύξησης σε σχέση µε το 

δείγµα αποθηκευµένο στους 20°C. 

Συγκεκριµένα, στο δείγµα που ήταν αποθηκευµένο στο ψυγείο στους 5°C, 

παρουσίασε φάση προσαρµογής περί της εικοσιτέσσερις ώρες και κατόπιν σηµαντική 

µικροβιακή ανάπτυξη µε αποτέλεσµα την δεύτερη ηµέρα της αποθήκευσης  ο 

πληθυσµός να είναι της τάξεως των 106 cfu/ gr (Σχ. 1) ενώ άρχισε και να 

παρουσιάζεται σχετική αλλοίωση της οσµής του προϊόντος. Ο µικροβιακός 

πληθυσµός στους 20°C δεν παρουσίασε φάση προσαρµογής  (Σχ. 2) και αναπτύχθηκε 

ταχύτατα  φθάνοντας το επίπεδο των 107 cfu/ gr εντός εικοσιτεσσάρων ωρών.   

Παρακάτω δίδεται πίνακας µε τον ειδικό ρυθµό ανάπτυξης και τη διάρκεια φάσης 

προσαρµογής (Πιν. 3). Ο ειδικός ρυθµός ανάπτυξης αυξάνεται ενώ αυξάνεται η 

θερµοκρασία, (0.175 h 1−  στους 20οC και 0.087 h 1−  τους 5οC,) ενώ µειώνεται η 

διάρκεια της φάσης προσαρµογής, καθώς είναι περίπου είκοσι ώρες στους 5οC, ενώ 

µηδενίζεται στους 20οC. 
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Σχήµα 1. Μεταβολή και καµπύλη ανάπτυξης του ολικού µικροβιακού πληθυσµού των 

γονάδων του αχινού αποθηκευµένου στους 5 οC. Κάθε σηµείο είναι ο µέσος όρος τριών 

επαναλήψεων. Για την προσαρµογή των δεδοµένων χρησιµοποιήθηκε η εξίσωση του Baranyi 

(Baranyi et al. 1993). Το βέλος υποδεικνύει το επίπεδο αλλοίωσης δηλαδή το µέγεθος του 

µικροβιακού πληθυσµού στο σηµείο της οργανοληπτικής απόρριψης του προϊόντος 
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Σχήµα 2. Μεταβολή και καµπύλη ανάπτυξης του ολικού µικροβιακού πληθυσµού των 

γονάδων του αχινού αποθηκευµένου στους 20 οC. Για την προσαρµογή των δεδοµένων 

χρησιµοποιήθηκε η εξίσωση του Baranyi (Baranyi et al. 1993). Το βέλος υποδεικνύει το 

επίπεδο αλλοίωσης δηλαδή το µέγεθος του µικροβιακού πληθυσµού στο σηµείο της 

οργανοληπτικής απόρριψης του προϊόντος. 
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Πίνακας 3. Ειδικός ρυθµός ανάπτυξης, διάρκεια φάσης προσαρµογής και µέγιστος 
πληθυσµός της ολικής µικροβιακής χλωρίδας σε ΤSA των γονάδων του αχινού 
αποθηκευµένων στους 5 και στους 20οC. 

 

Ο χρόνος ζωής του προϊόντος (ο χρόνος ζωής συµπίπτει µε τη χρονική στιγµή της 

οργανοληπτικής απόρριψης) στους 5οC, υπολογίσθηκε περίπου στις εξήντα δυο ώρες  

µε το επίπεδο αλλοίωσης, το µέγεθος δηλαδή του συνολικού µικροβιακού πληθυσµού 

στο σηµείο απόρριψης του προϊόντος, να είναι περί τους επτά λογάριθµους (Σχ. 1, 

Πίν. 4) Το προϊόν κατέστη ανεπιθύµητο λόγω ανάπτυξης δυσάρεστων οσµών και 

αλλοίωσης του χρώµατος του και της όψης του.  

Ο χρόνος ζωής του προϊόντος  στους 20οC, υπολογίστηκε στις εικοσιτέσσερις ώρες 

(Σχ. 2, Πίν. 4) µε το επίπεδο αλλοίωσης να είναι περίπου στους επτά λογάριθµους. Το 

προϊόν κατέστη ανεπιθύµητο λόγω ανάπτυξης κυρίως δυσάρεστων οσµών  

Πίνακας 4. Χρόνος αλλοίωσης των γονάδων του αχινού και επίπεδο αλλοίωσης. 

 

3.3 Μεταβολή του pH στις γονάδες του αχινού  

Το pH του δείγµατος στους 5°C (Πίν. 5) την πρώτη ηµέρα του πειράµατος ήταν 6.95 

βαθµούς της κλίµακας pH ενώ τις επόµενες ηµέρες κυµάνθηκε µεταξύ 6.7-6.05. Το 

θερµοκρασία 
αποθήκευσης 

  µmax 
(1/h) 

 διάρκεια 
φάσης 

προσαρµογής 
(h)  

αρχικόs 
πληθυσµός 
(log cfu/g) 

µέγιστος 
πληθυσµός 
(log cfu/g) 

standard 
error of 

fit  
R2 

5oC 0.0868 18.7 3.75 8.06 0.404 0.942 

20oC 0.1758 ---- 3.72 8.81 0.867 0.842 

Θερµοκρασία 

Αποθήκευσης 

Χρόνος αλλοίωσης 

γονάδων (ώρες) 

Επίπεδο αλλοίωσης  

γονάδων (log cfu/gr) 

5°C 62 6.7 

20°C 24 7.4 
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pH του δείγµατος στους 20°C την πρώτη ηµέρα ήταν 6.95 και τις επόµενες ηµέρες 

έγινε ελαφρά όξινο καθώς κυµάνθηκε από 6.04 έως 5.5 βαθµούς στην κλίµακα pH. Η 

µεταβολή του pΗ των γονάδων ήταν ταχύτερη κατά την αποθήκευση στις υψηλές 

παρά στις χαµηλές θερµοκρασίες.  

Πίνακας 5. Μεταβολή του pH των γονάδων του αχινού στους 5°C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.4 Ταυτοποίηση αποικιών 

Τα γένη των µικροοργανισµών που ανιχνεύθηκαν ως κυρίαρχη αρχική µικροχλωρίδα 

των γονάδων του αχινού εικονίζονται στον Πίνακα 6 και στο Γράφηµα 3. Ο αρχικός 

µικροβιακός πληθυσµός κυριαρχείται από βάκιλλους, Gram θετικούς κυρίως του 

γένους Bacillus, αλλά και από Gram αρνητικούς ψυχρότροφους όπως αυτοί των 

γενών Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter και Alcaligens. Gram θετικοί κόκκοι 

του γένους Micrococcus, απαντώνται σε µικρότερο ποσοστό (Πιν. 6). Οι Gram 

αρνητικοί µικροοργανισµοί καταλαµβάνουν ποσοστό της τάξης του 37,2% των 

Χρόνος Αποθήκευσης 

(ώρες) 

pH 5 οC pH 20 οC 

0 6.95 6.95 

17 6.7 6.04 

28 6.58 6.06 

34 6.67 5.78 

41 6.58 5.58 

51 6.18 5.76 

68 6.05 5.5 
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µικροοργανισµών της αρχικής χλωρίδας. Σε αντίθεση µε τa Gram θετικά βακτήρια 

που απαντώνται σε ποσοστό 62,8%. 

Η µικροχλωρίδα αλλοίωσης των γονάδων του αχινού συντηρηµένου υπό ψύξη (5οC) 

αποτελείται εξ’ολοκλήρου από Gram αρνητικούς ψυχρότροφους βακίλλους των 

γενών Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter και Alcaligens. Η σύνθεση της 

µικροχλωρίδας παρουσιάζεται τον Πίνακα 7 καθώς και στο Σχήµα 4. Η σύνθεση της 

µικροχλωρίδας στους 5 οC βρέθηκε ότι αποτελείται σε ποσοστό 100% από αρνητικά 

κατά Gram βακτήρια.   

Η σύνθεση της µικροχλωρίδας των γονάδων του αχινού αποθηκευµένου σε 

θερµοκρασία περιβάλλοντος (20οC) στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής του 

παρουσιάζονται στον Πίνακα 8 καθώς και στο Σχήµα 5. Ο µικροβιακός πληθυσµός 

αλλοίωσης κυριαρχείται από βάκιλλους Gram αρνητικούς της οικογένειας 

Enterobacteriaceae αλλά και θετικούς του γένους Bacillus και Micrococcus. Σε 

µικρότερα ποσοστά  απαντώνται µικρόκοκκοι, αλλά και Gram αρνητικοί βάκιλλοι 

του γένους Aeromonas. Τα Gram θετικά βακτήρια απαντώνται στους 20 οC σε 

ποσοστό 50,9% ενώ τα αρνητικά κατά Gram σε ποσοστό 49,1%. 

 Πίνακας 6. Σύνθεση της αρχική µικροχλωρίδας των γονάδων του αχινού.  

 α: διαφορετική αντίδραση από τις αποικίες που δοκιµάσθηκαν.  
β: οξειδωτικός µεταβολισµός.  
γ: ζυµωτικός µεταβολισµός, δ: δεν υπήρξε µεταβολή. 

Γένος 
αριθ. 

αποικιών 
σχήµα  

χρώση 

Gram 
κίνηση 

κατα-

λάση 

οξειδά-

ση 

µεταβολή 

γλυκόζης 

ΤΜΑΟ/

Η2S 

% επί του 

πληθυσµού 

στο τρυβλίο 

Micrococcus 3 κόκκοι + - + + Ο β - / - 9 

Bacillus 19 βακιλλοι + +/- α + +/- α F γ - / - 54 

Acinetobacter 5 βακιλλοι - - + - O - / - 14 

Moraxella 5 βακιλλοι - - + + - δ - / - 14 

Pseudomonas 1 βακιλλοι - + + + Ο  - / - 3 

Alcaligens 2 βακιλλοι - + + - - δ - / - 6 
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Σχήμα 3. Σύνθεση της αρχικής µικροχλωρίδας των γονάδων του αχινού. 

 

 

 

Πίνακας 7. Σύνθεση του µικροβιακού πληθυσµού των γονάδων του αχινού σε συντήρηση 

στους 5oC στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής.  

 
β: οξειδωτικός µεταβολισµός.  
δ: δεν υπήρξε µεταβολή 
 

Γένος 
αριθ. 

αποικιών 
σχήµα  

χρώση 

Gram 
κίνηση 

κατα-

λάση 

οξειδά-

ση 

µεταβολή 

γλυκόζης 
ΤΜΑΟ/Η2S 

% επί του 

πληθυσµού 

στο τρυβλίο 

Acinetobacter 34 βακιλλοι - - + - Ο
β - / - 25.5 

Moraxella 50 βακιλλοι - - + + - α - / - 37.5 

Pseudomonas 25 βακιλλοι - + + + Ο
β - / - 19 

Alcaligens 24 βακιλλοι - + + - - δ - / - 18 

Micrococcus 9%

Bacillus 54%

Acinetobacter 14%

Moraxella 14%

Pseudomonas 3% 

Alcaligens 6% 
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Σχήµα 4. Σύνθεση της µικροχλωρίδας των γονάδων του αχινού σε αποθήκευση στους 5 οC 

στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής. 

 

 

 

Πίνακας 8. Σύνθεση του µικροβιακού πληθυσµού των γονάδων του αχινού σε συντήρηση 

στους  20oC στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής.  

α: διαφορετική αντίδραση από τις αποικίες που δοκιµάσθηκαν  

β: οξειδωτικός µεταβολισµός.  
γ: ζυµωτικός µεταβολισµός.  
* διαχωρισµός από το γένος Vibrio µε το string test (Keast and Riley 1997). 

 

 

Γένος 
αριθ. 

αποικιών 
σχήµα  

χρώση 

Gram 
κίνηση 

κατα-

λάση 

οξει-

δάση 

µεταβολή 

γλυκόζης 
ΤΜΑΟ/Η2S 

% επί του 

πληθυσµού 

στο τρυβλίο 

Aeromonas * 8 βακιλλοι - + + + F + / + 14.5 

Enterobacteriaceae 20 βακιλλοι -   + - F + / + 36.5 

Bacillus 15 βακιλλοι + +/- α + +/- α F/O α - / - 27 

Micrococcus 12 κοκκοι + - + + - - / - 22 

Alcaligens 18%

Acinetobacter 25.5%

Moraxella 37.5%

Pseudomonas19%
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Σχήµα 5. Σύνθεση της µικροχλωρίδας των γονάδων του αχινού σε αποθήκευση στους 25 οC 

στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Micrococcus 22%

Bacillus 27%

Aeromonas 14.5%

Enterobacteriaceae 36.5%
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ 

Η θερµοκρασία του περιβάλλοντος είναι από τους πιο σηµαντικούς παράγοντες που 

επηρεάζουν τα βιολογικά συστήµατα, καθώς από αυτή εξαρτώνται φυσικοχηµικές 

ιδιότητες των µικροοργανισµών. Στους µικροοργανισµούς η θερµοκρασία επιδρά 

άµεσα επηρεάζοντας το ρυθµό ανάπτυξης, τις µεταβολικές τους δραστηριότητες, τη 

χηµική σύσταση των βιολογικών τους δοµών, καθώς και την ικανότητα δέσµευσης 

και µεταφοράς ουσιών µέσω της κυτταρικής τους µεµβράνης (Gould 1988). 

        Η θερµοκρασία αποθήκευσης φαίνεται να έχει καταλυτικό ρόλο στον εµπορικό 

χρόνο ζωής του αχινού. Έρευνες έχουν δείξει ότι η αποθήκευση υπό ψύξη αποτελεί 

σηµαντική µέθοδο συντήρησης για τα εχινοειδή. Οι χαµηλές θερµοκρασίες 

επιβραδύνουν την ενζυµική δραστηριότητα και καθυστερούν ή παρεµποδίζουν την 

αύξηση των µικροοργανισµών (De la Cruz-Garcia et al. 2000).  

Τα αποτελέσµατα µας συµπίπτουν µε τα αποτελέσµατα και τις διαπιστώσεις άλλων 

ερευνητών σχετικά µε την αλλοίωση των αλιευµάτων γενικότερα (Dalgaard et al. 

1993, Tryfinopoulou et al. 2002). Οι γονάδες του αχινού αποτελούν εξαιρετικά 

ευαλλοίωτο προϊόν, µε µικρό εµπορικό χρόνο ζωής ακόµη και σε συντήρηση υπό 

ψύξη.  

        Συγκεκριµένα, στους 5°C οι µικροοργανισµοί παρουσιάζουν φάση προσαρµογής  

και µικρότερο ρυθµό αύξησης οπότε η αλλοίωση του προϊόντος παρουσιάζεται µετά 

τις εξήντα ώρες. Οι µικροοργανισµοί στρεσάρονται και θέλουν περισσότερο χρόνο 

για να αρχίσουν την εκθετική αύξηση τους. Η χαµηλή θερµοκρασία µειώνει τις 

βιοχηµικές δραστηριότητες (Ashie et al. 1996). Όπως παρουσιάστηκε σε έρευνα για 

τον µπακαλιάρο (Olley and Lovern 1960), η χαµηλή θερµοκρασία είναι αυτή που 

επιβραδύνει την πρωτεϊνική διάσπαση και την υδρόλυση των φωσφολιπιδίων, 

διαδικασίες που επιταχύνουν την αλλοίωση. Η προοδευτική µείωση των βιοχηµικών 
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και µικροβιακών δραστηριοτήτων σε χαµηλές θερµοκρασίες είναι αυτό που συνέβαλε 

στην µέθοδο των χαµηλών θερµοκρασιών ως σηµαντική µέθοδο συντήρησης (Olley  

and Ratkowsky 1973).  

        Οι χαµηλές θερµοκρασίες παρατείνουν τους ρυθµούς αύξησης των 

µικροοργανισµών και επιπλέον παίζουν σηµαντικό ρολό στον χρόνο που χρειάζονται 

για να αναπτυχθούν. Αυτό έχει σηµαντική επίδραση στον ρυθµό αλλοίωσης των 

γονάδων του αχινού. Στα ψάρια που αποθηκεύονται σε χαµηλές θερµοκρασίες (0-

5°C), η µικροβιακή δραστηριότητα γίνεται πιο αργά, καθυστερεί αλλά δεν αναστέλλει 

την αλλοίωση των ψαριών (Rodriguez-Jerez et al. 1994).  

        Ο αριθµός των βακτηρίων στο σηµείο απόρριψης των γονάδων (107 cfu) στους 

5°C είναι ίδιος και µε άλλες έρευνες σε ψάρια και προϊόντα ψαριών (Huss et al., 

1997). Αυτό επισηµαίνει την κοινή ιδέα ότι η ενζυµατική δράση είναι πιο 

αποτελεσµατική και ταχύτατη στις χαµηλές θερµοκρασίες (Hurtado et al. 1998). 

        Σε έρευνα που αφορά τον χρόνο ζωής του µυϊκού ιστού της γόπας 

αποθηκευµένη σε χαµηλές θερµοκρασίες, αυτός κυµάνθηκε στις εξήντα ώρες στους 

7°C (Κoutsoumanis and Nychas  1999). Το αποτέλεσµα διαφέρει σε σχέση µε τη δική 

µας έρευνα, ο χρόνος αλλοίωσης των γονάδων αποθηκευµένων στους 5°C ήταν 

εξήντα ώρες. Συµπεραίνεται έτσι ότι οι γονάδες είναι πιο ευαίσθητο προϊόν από τον 

µυϊκό ιστό της γόπας µε γρηγορότερο ειδικό ρυθµό ανάπτυξης (ειδικός ρυθµός 

ανάπτυξης βακτηρίων της γόπας µ max =0,064 και για τις γονάδες του αχινού µ max 

=0,0868).  

        Στους 20°C η αλλοίωση εµφανίζεται µετά από είκοσι ώρες. Οι υψηλές 

θερµοκρασίες και γενικά η θερµοκρασία ασκούν σηµαντικό ρολό στον εµπορικό 

χρόνο ζωής του αχινού. Οι Gram et al. (1987), στην έρευνα τους διαπίστωσαν την 

αλλοίωση δειγµάτων µυϊκού ιστού του µπακαλιάρου, τα οποία ήταν αποθηκευµένα 
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στους 20°C, σε εικοσιτέσσερις ώρες. Από τα αποτελέσµατα παρόµοιου πειράµατος 

που διεξήχθη σε συγγενικό είδος αχινού (Echinus esculentus), τα δείγµατα που ήταν 

αποθηκευµένα στους  20°C αλλοιώθηκαν σε λιγότερες από τριάντα ώρες (Unkles 

1977).  

        Η αλλοίωση είναι αποτέλεσµα παραγωγής οσµών και γεύσεων προκαλούµενα 

από τον βακτηριακό µεταβολισµό. Συνήθως όµως δεν υπάρχει συσχέτιση του ολικού 

αριθµού βακτηρίων µε την αλλοίωση. Εκτός αν ένα κλάσµα της ολικής χλωρίδας 

συµµετέχει στην αλλοίωση (Gram and Huss 1996). Κάποιες οµάδες ερευνητών 

τόνισαν την αναγκαιότητας καταµέτρησης διαφορών οµάδων βακτηρίων σε αντίθεση 

µε την καταµέτρηση της ολικής µικροβιακής χλωρίδας που χρησιµοποιούνταν 

ευρέως. Οι Valle et al. (1998) απέδειξαν ότι οι καλύτερες συνθήκες για να 

καταµετρηθεί η ολική µικροβιακή χλωρίδα στα ψάρια είναι η παρουσία οξυγόνου, η 

χρήση θρεπτικού µέσου TSA µε 1.5% NaCl σε επώαση για δυο-τέσσερις ηµέρες. Η 

τεχνική αυτή χρησιµοποιήθηκε και για την διεξαγωγή της παρούσας έρευνας. Όµως 

είναι ανάγκη να βρεθούν τεχνικές πιο γρήγορες και εξελιγµένες ώστε να αποφευχθεί 

η πολύωρη αναµονή για την εξαγωγή αποτελεσµάτων καθώς και για να 

αντιµετωπιστούν σε σύντοµο χρονικό διάστηµα τα ψάρια που είναι εξαιρετικά 

ευαλλοίωτο προϊόν (Rodriguez-Jerez et al. 1994).  

        Το pH επηρεάζει την αλλοίωση λόγω της επίδρασής του στην µικροβιακή και 

ενζυµική δραστηριότητα. Το pH  µετά τον θάνατο των ψαριών αλλά και κάποιων 

θαλασσινών µειώνεται συνήθως σε 5,5 έως 6,5 λόγω του γαλακτικού οξέος που 

παράγεται. Η µείωση του pH επηρεάζει την ποιότητα µε ποικίλους τρόπους. 

Παραδείγµατος χάριν, όταν γίνονται µεγάλες συλλήψεις τόνου και αυτά υποφέρουν 

από έλλειψη οξυγόνου, ο επόµενος επίµονος αγώνας πριν από το θάνατο τους µπορεί 

να προκαλέσει την συστολή στο µυ. Η δυσκολία της γρήγορης ψύξης  τέτοιων 
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µεγάλων ειδών ψαριών οδηγεί στα συµπτώµατα του καµένου τόνου, ο οποίος 

εµφανίζει χλωµό καφετί χρώµα ή θολό. Οδηγεί επίσης σε µαλακή σύσταση και ξινή 

γεύση (Davie P.S and Sparksman R.I. 1986). Παρόµοιες έρευνες για την µείωση του 

pH έχουν αναφερθεί και για αλλά είδη ψαριών (Haard 1992).  

       Η αύξηση του pΗ είναι πολύ πιθανό να οφείλεται στην πρωτεολυτική δράση των 

διαφόρων αλλοιoγόνων µικροοργανισµών µε την επακόλουθη παραγωγή βασικών 

παραπροϊόντων (Dainty 1996). Παρόλο αυτά σηµαντική αλλαγή συµβαίνει αρκετά 

αργότερα από την χρονική στιγµή απόρριψης του προϊόντος και κατά συνέπεια δεν 

µπορεί η µεταβολή του pΗ να αποτελέσει φυσικοχηµικό δείκτη αλλοίωσης του 

προϊόντος. Στην παρούσα έρευνα παρατηρήθηκε µείωση του pH. Αυτό θα µπορούσε 

να οφείλεται στην παραγωγή οξέων από τον µεταβολισµό των µικροοργανισµών, 

oµως η µέτρηση της παραγωγής διαφόρων µεταβολιτών δεν ήταν αντικείµενο της 

παρούσης έρευνας.  

       Στην βιβλιογραφία αναφέρεται ότι υπό κανονικές συνθήκες η ενδογενής χλωρίδα 

των αλιευµάτων από εύκρατα κλίµατα κυριαρχείται από Gram αρνητικούς βακίλους. 

Οι βάκιλοι αυτοί κατά κανόνα ανήκουν στα γένη, Pseudomonas, Flavobacterium, 

Moraxella, Vibrio και Aeromonas καθώς και Gram θετικούς οργανισµούς όπως 

Bacillus, Micrococcus, Lactobacillus, και Clostridium. Γενικότερα η αναλογία των 

Gram αρνητικών και Gram θετικών βακτηρίων ποικίλει. Γενικά τα κατά Gram θετικά 

βακτήρια κυµαίνονται από 0-30% της συνολικής χλωρίδας  (ICMSF 2000, Huss 

1995).  

       Τα αποτελέσµατά µας είναι πολύ κοντά αυτά που έχουν ήδη αναφερθεί στην 

βιβλιογραφία. Βρέθηκαν Gram αρνητικοί βάκιλοι που ανήκουν στα γένη, 

Pseudomonas, Moraxella, κτλ καθώς και Gram θετικά βακτήρια όπως Bacillus, 

Micrococcus, αλλά σε ποσοστό µεγαλύτερο του 50% της συνολικής µικροβιακής 
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χλωρίδας, σε σχέση µε το 0-30% της βιβλιογραφίας. ∆εν βρέθηκε στην αρχική 

µικροχλωρίδα ή στην χλωρίδα αλλοίωση υπό ψύξη Shewanella putrefaciens, σε 

αντίθεση µε τους ιχθύες (Gram et al. 1987, Gram and Huss 1996). Εξάλλου, η 

σύνθεση της φυσικής µικροχλωρίδας των αλιευµάτων εξαρτάται πάρα πολύ από το 

περιβάλλον αλίευσης (ICMSF 2000, Huss 1995). 

       Τα περισσότερα εκ των Gram αρνητικών βακτηρίων συνδέονται µε χαλασµένες 

γονάδες και δυσάρεστες οσµές οι οποίες προέρχονται από το εντερικό σύστηµα του 

αχινού (Kajikazawa et al. 2007). Πολλά από αυτά αποτελούν ξενιστές του εντερικού 

σωλήνα των ψαριών και είναι παθογόνα των ψαριών (Κοτζεκίδου-Ρουκά 2002). 

Όσων αφορά τα κατά Gram αρνητικά βακτήρια η παρούσα έρευνα βρήκε στην 

αρχική µικροχλωριδα βακτήρια του γένους Acinetobacter, Moraxella, Pseudomonas 

και Alcaligens.  

       Σε αχινούς του δυτικού Ατλαντικού και ανατολικού Ειρηνικού διαπιστώθηκε η 

ύπαρξη των παραπάνω γενών των βακτηρίων αλλά επίσης και βακτήρια του γένους 

Flavobacterium, Vibrio και Aeromonas. Αυτό οφείλεται στη µόλυνση των υδάτων 

των περιοχών αυτών καθώς και ότι τα βακτήρια αυτά είναι φυσικοί κάτοικοι των 

θαλασσιών αυτών περιβαλλόντων (Bauer and Agerter 1994).  

       Σε διάφορες µελέτες οι κύριοι µικροοργανισµοί που βρέθηκαν στα γένη 

Pseudomonas και Vibrio και σε πολύ µικρότερα ποσοστά Aeromonas και 

Flavobacterium (Unkles 1977). Στην δική µας έρευνα δεν βρέθηκαν βακτήρια αυτών 

των στελεχών (Aeromonas και Flavobacterium) και αυτό οφείλεται στην 

διαφορετικότητα του περιβάλλοντος απ’ όπου συλλέχτηκαν οι αχινοί. Η έρευνα του 

Unkles (1997) αναφέρεται στα νερά της θάλασσας της Σκωτίας (17°C το καλοκαίρι 

και 6°C τον χειµώνα), κάτι που έρχεται σε αντίθεση µε το υδάτινο περιβάλλον 
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συλλογής των αχινών της έρευνας (Παγασητικός κόλπος-27.4°C το καλοκαίρι και 

12.5°C τον χειµώνα).  

       Τα κατά Gram θετικά βακτήρια από την παρούσα έρευνα είναι τα γένη Bacillus 

και Micrococcus. Τα βακτήρια του γένους Bacillus είχανε και το µεγαλύτερο 

ποσοστό και από τα αρνητικά και θετικά βακτήρια κατά Gram µε ποσοστό σχεδόν 

50% στην αρχική µικροχλωρίδα αλλά και περίπου 30% στο τέλος του εµπορικού 

χρόνου ζωής. Τα περισσότερα είναι µεσόφιλα αλλά υπάρχουν θερµόφιλα και 

ψυχρότροφα στελέχη (Κοτζεκίδου-Ρουκά 2002).  

       Οι Kajikazawa et al. (2007) σε έρευνα που έκαναν για την ανίχνευση βακτηρίων 

σε γονάδες φρέσκου αχινού µε τη µέθοδο ριβοσωµικής DNA ανάλυσης 16S 

διαπίστωσαν την ύπαρξη µεγάλου ποσοστού  Pseudomonas καθώς και πέντε νέα είδη 

βακτηρίων Arthrobacter, Marinomonas, Pseudomonas και Shewanella. 

       Έχει διαπιστωθεί από πολλούς ερευνητές ότι η αποθήκευση των νωπών 

αλιευµάτων σε ψύξη µετά την αλίευσή τους, παρέχει ένα ευνοϊκό περιβάλλον για την 

ανάπτυξη ψυχρότροφου µικροβιακού πληθυσµού ο οποίος τελικά θα είναι και ο 

επικρατών πληθυσµός στο πέρας του χρόνου ζωής του προϊόντος (Koutsoumanis and 

Nychas  1997).  

       Σε έρευνα στην γόπα αποθηκευµένη σε χαµηλή θερµοκρασία (3°C και 7°C) 

κύρια χλωρίδα αλλοίωσης ήταν βακτήρια του γένους Pseudomonas και στις δυο 

θερµοκρασίες. Ακόµη, σε µικρότερο ποσοστό ανιχνεύτηκαν βακτήρια του γένους 

Shewanella καθώς και οξυγαλακτικά βακτήρια (Koutsoumanis and Nychas 1997). 

Αυτό έρχεται σε συµφωνία και µε άλλες έρευνες (Koutsoumanis and Nychas 1999, 

Taoukis et al. 1999). 

        Σε αλιεύµατα που αποθηκεύθηκαν και τελικά αλλοιώθηκαν σε υψηλότερες 

θερµοκρασίες η χλωρίδα στο τέλος του χρόνου ζωής τους κυριαρχείται από µεσόφιλα 
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βακτήρια των γενών Vibrio, Aeromonas και της οικογένειας Enterobacteriaceae 

(Gram et al. 1987, Gram et al. 1990, Huss 1995, ICMSF 2000). 

        Στο τέλος του εµπορικού χρόνου ζωής παρουσιάστηκαν και βακτήρια της 

οικογένειας Enterobacteriacae. Επίσης, συγκεκριµένα σε ψηλές θερµοκρασίες πολλά 

Gram αρνητικά στελέχη (Aeromonas/ Vibrio) αναπτύσσονται αλλά παραµένουν µη 

ανιχνεύσιµα αν το µέσο καλλιέργειας δεν περιέχει αµινοξύ ή κυστείνη (Gram et al. 

1987). 

        Σε αντίστοιχη έρευνα στο Dendraster excentricus βρέθηκε ότι στο υγρό του 

σώµατος του υπήρχε εξαιρετικά υψηλό ποσοστό των Bacillus καθώς και άλλων 

θαλασσιών βακτηρίων που όµως δεν είναι παθογόνα για τον οργανισµό (Johnson and 

Chapman 1971). Αυτά τα βακτήρια δεν πρέπει να θεωρηθούν κανονική χλωρίδα 

δεδοµένου ότι οι κυµαινόµενες εποχιακά περιβαλλοντικές συνθήκες µπορούν να 

προκαλέσουν στις βακτηριακές κοινότητες για κάθε γεωγραφική περιοχή (Bauer and 

Agerter 1994).  

        Οι Gram θετικοί βάκιλοι των Bacillus και Clostridium παρουσιάζονται στα 

υδάτινα οικοσυστήµατα σε ολόκληρο τον κόσµο και έχουν την ικανότητα να 

παράγουν τοξίνες οι οποίες είναι παθογενείς για τα ζώα και τον άνθρωπο (Balows 

1991). Οι Baya et al. (1992) τονίζουν στην έρευνα τους ότι κάθε βάκιλος των 

παραπάνω γενών που ανιχνεύεται στα εχινοειδή, πρέπει να αποµονώνεται και να 

καλλιεργείται προς παρατήρηση. Το στέλεχος Bacillus cereus το οποίο είναι αυτό που 

κυρίως ανιχνεύεται προκαλεί δυο τύπους τροφικής δηλητηρίασης, εµετική και 

διαρροϊκή (Schoeni and Wong 2005).   Έχουν αποµονωθεί πολλά κατά Gram θετικά 

βακτήρια κυρίως από την περιστοµιακή µεµβράνη αλλά κανένα από την κοιλιά 

(Roberts-Regan et al. 1988).  
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        Μεγάλος αριθµός Gram αρνητικών βακτηρίων που ανήκουν στην οικογένεια 

Vibrionaceae βρέθηκαν σε ψαριά αποθηκευµένα στους 20°C το οποίο οφείλεται ίσως 

στον µικρό χρόνο ανάπτυξης τους (περίπου τριάντα λεπτά της ώρας) σε αυτήν την 

θερµοκρασία (Easter et al. 1982). Παρόµοια αποτελέσµατα βρέθηκαν και από τους 

Gorczyka et al. (1985) οι οποίοι βρήκαν Gram αρνητικά βακτήρια ως τους κύριους 

οργανισµούς αλλοίωσης της πέστροφας σε υψηλές θερµοκρασίες (37°C). 

 

5. ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 

Ο αχινός είναι εξαιρετικά ευαλλοίωτο προϊόν. Ακόµη και σε θερµοκρασίες ψυγείου ο 

εµπορικός χρόνος ζωής του είναι µικρός. Η σύνθεση της αρχικής µικροχλωρίδας 

καθώς και της µικροχλωρίδας αλλοίωσης σε χαµηλές και υψηλές θερµοκρασίες 

αποτελούνται από παρόµοια γένη και οικογένειες όπως και στα αλλά αλιευτικά 

προϊόντα. Για την αύξηση του εµπορικού χρόνου ζωής θα πρέπει να δοκιµασθεί η 

εφαρµογή της τεχνολογίας εµποδίων µε την µορφή της συσκευασίας τροποποιηµένων 

ατµοσφαιρών καθώς και άλλων εµποδίων όπως το χαµηλότερο pΗ, η προσθήκη 

φυσικών αντιµικροβιακών κτλ. 
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ABSTRACT  

Aquatic products are perishable with relatively short shelf-life The chemical 

composition of aquatic products, their high water content (75% on average) as well as 

their relatively high pH (6.2-6.8 most), render them a very good growth substrate for a 

wide variety of micro-organisms. Efforts are made to develop methods to ensure the 

safety of seafood and offer to the consumer food of high quality with as long as 

possible longer shelf-life. 

The determination of composition of initial microbial population and at the 

point of spoilage, as well as, the growth rate of total microbial population of sea 

urchin gonads stored at  low (5°C) and high (20°C) temperatures were investigated. 

        The initial microbial flora is constituted mainly of Gram positive Bacillus and  

Gram negative psychrothrophic micro-organisms. The level of microbial population at 

the point of spoilage (spoilage level) was 7 logs cfu/g after 24 and 60 h for gonads 

that were stored at 20°C and 5°C respectively. The composition of spoilage 

microflora depends mainly on storage temperature. Spoilage microflora was 

dominated by Gram negative psychrothrophic and Gram negative Enterobacteriaceae 

for gonads that stored at 5°C and 20°C respectively.   

         Storage temperature seemed to have catalytic role in the shelf-life of sea urchin. 

Storage under low temperatures is the most important methods for echinoids 

preservation. Sea urchin shelf-life was longer at low temperatures (5°C), in contrast to 

those stored at high temperature (20°C). Sea urchins stored at high temperature 

(20°C) the microbial flora exhibited higher growth rates compared to chilling 
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temperature (0.175 h1−  at 20οC and 0.087 h1−  at 5οC), decreasing shelf-life down to 

24 hours, compared to 62 h that observed for low storage temperature.  

        The study of microbiology of perishable products is very important to ensure the 

safety of products and for the understanding of spoilage mechanisms. The aim is to 

apply methods in order to increase shelf-life and assure food safety. In order to 

increase shelf-life researchers should apply the hurdle technology, such as application 

of modified atmosphere packaging, low pH, addition of natural antimicrobial etc. 

However it is necessary to study techniques for rapid determination of quality 

parameters in order to avoid the long waiting for the export of results, taking into 

account that aquatic products are exceptionally perishable products with short shelf-

life. 
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