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	ΤΜΗΜΑ ΟΙΝΟΛΟΓΙΑΣ ΚΑΙ ΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ ΠΟΤΩΝ

ΕΡΓΑΣΤΗΡΙΟ ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ & ΒΙΟΜΗΧΑΝΙΚΩΝ ΖΥΜΩΣΕΩΝ


Άσκηση 3η 

ΤΙΤΛΟΣ: Προετοιμασία εμβολίου
ΣΚΟΠΟΣ:

Η θεματική ενότητα αυτή αποσκοπεί να καταστήσει το σπουδαστή ικανό να κατανοεί την σημασία του εμβολίου / προκαλλιέργειας για τις ζυμώσεις.
ΣΤΟΧΟΙ: 

Με την ολοκλήρωση της θεματικής ενότητας ο σπουδαστής θα είναι σε θέσει να: 

1. γνωρίζει τους παράγοντες που επηρεάζουν το εμβόλιο και την επίδρασή τους στη βιωσιμότητα των μικροοργανισμών
2. γνωρίζει τις τεχνικές ποιοτικού ελέγχου
3. αξιολογεί πρωτόκολλα προετοιμασία εμβολίων
4. συντάσσει πρωτόκολλα προετοιμασία εμβολίων
ΠΕΡΙΓΡΑΦΗ ΤΗΣ ΘΕΜΑΤΙΚΗΣ ΕΝΟΤΗΤΑΣ

Η επιτυχία μιας ζύμωσης στη βιομηχανία εξαρτάται σε μεγάλο βαθμό από την κατάσταση της αρχικής βιομάζα η οποία χρησιμοποιείται για την εκκίνηση της.
Η επιτυχία της προσθήκης των ζυµών εξαρτάται από την καλή εξέλιξη των εξής σηµείων: 

1. Επαναδραστηριοποίηση των ξηρών ζυµών, 

2. Δοσολογία χρήσεως, 

3. Προσθήκη των επαναδραστηρlοποlηµένων ζυµών, 

4. Παρακολούθηση της ζύµωσης. 

Για την προετοιμασία εμβολίου στην οινοποίηση θα πρέπει να προσέξουμε τα εξής:

1 ) Οι συνθήκες ετοιµασίας, που συνιστούν οι παραγωγοί εµπορευσίµων ζυµών, πρέπει να ακολουθούνται µε ακρίβεια. Ειδικά, είναι καλύτερο να χρησιµοποιηθεί ζαχαρόνερο αντί ένα µείγµα νερό/γλεύκους, για να αποµακρυνθεί ο κίνδυνος επιµόλυνσης. 

2) Η δοσολογία είναι σηµαντική, επειδή οι µελέτες έχουν δείξει ότι η ελάχιστη αναγκαία αναλογία για ένα καλό εμβολιασμό είναι 10/1, δηλαδή 10 φορές παραπάνω επιλεγµένες ζύµες α​πό τις ενδογενείς ζύµες. 1 γρ. ξηρών ζυµών περιέχει 2 έως 3.1010 ζύµες, 20 γρ. ανά hL προσφέρουν 4 έως 6.106 ζύµες ανά mL., 15 έως 20.106 ζύµες ανά mL αναλογούν στις πρώτες αεριούχες εξατµίσεις και 60 έως 150.106 ζύµες ανά mL. αναλογούν στη στατική φάση της ζύµωσης. Όσο ο αριθµός των ενδογενών ζυµών είναι µεγάλος και οι συνθήκες υγιεινής είναι ασταθείς, τόσο θα πρέπει να αυξηθεί η δοσολογία ζυµών. 

3) Οι συνθήκες προσθήκης ζυµών . είναι επίσης σηµαντικές. Ο εμβολιασμός είναι ένα ανταγωνιστικό φαινόµενο, οι επιλεγµένες ζύµες πρέπει να προστεθούν το συντοµότερο δυνατόν για να πολλαπλασιαστούν στο γλεύκος πριν τις ενδογενείς ζύµες. Πρέπει επίσης να αποφεύγονται οι αλλαγές θερµοκρασίας πάνω από 5/7°C, ειδικά κατά την προσθήκη των ζυµών. Μετά την ετοιµασία στους 38°C/42°C, θα µειώνουµε σιγά σιγά τη θερµοκρασία του µείγµατος, προσθέτοντας γλεύκος από την δεξαµενή όπου θα γίνει ο εµβολιάσµος. 
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Διάγραμμα προετοιμασίας εμβολίου

4) Η παρακολούθηση της ζύµωσης. 

Η εφαρµογή µερικών επεξεργασιών κατά τη ζύµωση έχουν θετικές και αρνητικές επιδράσεις όπως :

Υγιεινή: ένα καλό επίπεδο υγιεινής αποµακρύνει τον κίνδυνο µόλυνσης από τις ενδογενείς ζύµες. Επίσης, ο καθαρισµός των σωληνώσεων και των αντλιών ευνοεί την προφύλαξη από τη µόλυνση ειδικά όταν χρησιµοποιούνται διαφο ρετικά στελέχη ζυµών. 

Θολερότητα: το επίπεδο της είναι πολύ σηµαντικό στη λευκή οινοποίηση και πρέπει να κυµαίνεται συνήθως µεταξύ 50 και 200 NTU. 

Θρεπτικά στοιχεία και παράγοντες επιβίωσης: αρκετές µελέτες έχουν δείξει τις αναγκές των ζυµών. Από την αρχή της ζύµωσης, πρέπει να διορθώνουµε στο γλεύκος την περιεκτικότητα των θρεπτικών στοιχείων και ειδικά του αζώτου (χρησιµοποίηση αµµωνιακών αλάτων και θειαμίνης). Άλλα προϊόντα, όπως αδρανείς ζύµες εμπλουτίζουν το µούστο µε βιταµίνες αµινοξέα, ακόρεστα λιπαρά οξέα και στερόλες, αναγκαίες για τη διατήρηση της µεµβρανικής διαπερατότητας. Τα προϊόντα αυτά ευνοούν την απορρόφηση µερικών υπολειµµάτων φυτοφαρµάκων και µερικών λιπαρών οξέων, υπεύθύνων για αρκετές διακοπές της εξέλιξης της ζύµωσης . 

Αερισµός: ένας ήπιος αερισµός 36 έως 48 ώρες µετά την εκκίνηση της ζύµωσης ευνοεί τον πολλαπλασιασµό των κυπάρων και έτσι µπορούµε να αποκτήσουµε ένα µεγαλύτερο αριθµό ζυµών στο τέλος της ζύµωσης χωρίς να προκαλέσουµε οξείδωση.

Θερµοκρασία: πολύ χαµηλή ή πολύ υψηλή θερµοκρασία µπορεί να είναι πηγή αρκετών προβληµάτων στην εξέλιξη της ζύµωσης. Στις λευκές οινοποιήσεις, συνήθως κυµαίνεται µεταξύ 16°C και 22°C και στις κόκκινες οινοποιήσεις, δεν πρέπει να ξεπερνά τους 32°C στην υγρή φάση. Επίσης, πρέπει να αποφεύγουµε τις απότοµες και µεγάλες αλλαγές θερµοκρασίας, ειδικά κατά την ψύξη της ζύµωσης. Στο τέλος της ζύµωσης (πυκνότητα από 1.020 ως 0,992 ή 0,989) είναι καλό να αφήσουµε τη θερµοκρασία να ανέβει πάλι. 

Ποιοτικά χαρακτηριστικά ξηρών ζυμών:
Ακεραιότητα συσκευασίας

Ημερομηνία λήξης

Υγρασία < 4 %

Απουσία επιμόλυνσης από βακτήρια ή άλλα είδη ζυμών

Συγκέντρωση ζυμών ανά γραμμάριο

Βιωσιμότητα >95%

Η μέτρησης της βιωσιμότητα γίνεται σύμφωνα με το φυλλάδιο του εργαστηρίου (Παράρτημα 1)

Εργαστηριακό μέρος
Οι τέσσερις εργαστηριακές ομάδες θα παρατηρήσουν την επίδραση της σύστασης του διαλύματος ενυδάτωσης και ανάμιξης στην βιωσιμότητα των ζυμών:
Ομάδα 1
πρωτόκολλο κατασκευαστή (ιδανικές συνθήκες)

Ομάδα 2
γλεύκος με υψηλή συγκέντρωση θειώδους

Ομάδα 3
γλεύκος εν ζυμώσει με υψηλή συγκέντρωση αλκοόλης

Ομάδα 4
γλεύκος με χαμηλή θερμοκρασία

Φυλλάδιο Μέτρησης Πληθυσμού και βιωσιμότητας
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ApiBunon kvtTdpwv

O ovvolKéG apiBpbG  KDTIEPOV  EKQPACHEVOS  OF
skoToppbple.  KOTIpa avé mL, ekupéte pe  pEtpron  oto
Jixpookémo. Xpnoiomorobpe éva. pupookémo Nikon (peyé8uvon
40 x 10) ka1 éva whakidio (apatépstpo) Thoma | Neubauer. To
mhaxidio Thoma &gt 16 peyéha tetpayove. Kads pétpnon yivetar
oe 5 mévie peydla tepayove. TIpémer va petpodviar 30 og 60
KbTiopa avé Tetpéyovo. Ie MEpimtoon mov o apldué Tov
KOTLEPOV sivar pupdg TPEMEL va, petpnBody mo ToAké TeTpdyoVe.
Tovokiké mpémeL va. petpodviaL Tovhdyotov 100 pe 150 whtrapa
avé Thaxidlo i va &ovpe éve M0G00T6 AGBODS MiKpSTEPO amb
10% om pétpnon pag (Lange ef al, 1993). Av o apifpég tov
KOTLEPOV eivar peydhog TpETEL v yiver apaioon.

Katé ™ 9éon Smhaciacnod wv KuTwpov av w0 véo
kbrwapo sivar os péyelog 600 e 12 wov pmipukod Tote
vmokoyiletar cav véo kbTTapo.

Av £va 106T10p0 sivar Teve T YPaj T0D TETPaYHVOD KL
eivar 0 TEpLOG6TEPO pEGE GO TETpéYOVO VMORoYilsTaL GTov
apLps, ahhig dev vmokoyiletar.

H «oTtapic ovykévipoor vmoloyiletar omé Ty mapaKdTo
aygon
n 6
C=—*D%*0,25%10
N
‘Omov C=ovyKévipmon (ivt./mL) ko D=Apaioon
N=0VVOMKO G aptBPdg KuTThp®Y N=up18pdg TeTparydveov

Metofolkdg evepyd koTTOpO - Biwoipotnto

H poopéte vmokoyilewar o5 0 m0000w  pstapohicds
EVEpYOV KVTHGPOY 8 GYEon pe to cuvokicd aptBus. O apBuég TV
pewfolikis Evepyov KVTIEPGY VmohoyileTar pEth and ypdom ps
8i6hopa Kvavod v peBuleviov. Ta pm pewaoricidg svepyd KoTwpa,
gpopotilovear pks kar BewpotvTar Vekpd, EvO 1. pstaolikdg svepyd
KbTrapa. sivar autd mov dev ypopatiloviar ket Osopodvia {oviavd. H
pétpnon Mg PLocpéTTeg ke v GUvokKeD aptBpot KVTIPOV
yivovear oo i8to Thaxidro.

Avapsyvbovear 0,5 mL Seiypatog kawiiinhe apaiopévon Kai 0,5
mL Siwkbpotog kvavod Twv peBoleviov, avadebovier Kkehé Ko
Tapapévosy axpipidg 10 Aemed, Enerte avadsboviar Tl ka1 TPOYOPENE
ot pégpnon. H prooupéue vrokoyiletat amé wpv mepakéto oxEon :

a
Bioopéte % = —*100
n

a=0pBdC PeTaBolcdg evepydV KOTTAPOV (GypoLL)
N=cVvoAudg aptBidg KuTTapOV

TIpostouLacio. SLukvpates Kvaves Tov peduisviov (Anon, 1971)

Awwbote oe 10 mL amectaypévon vepod 10 mg kvavos tov
peBokeviov ket 2 g tricitrate de sodium dihydraté.
Dipapstar pe pepppévn dacétate de cellulose (0,2 pm).
Sopminpooe ot 100 mL  pe  emectaypévo  vepd.
TIpoctatéyts w0 S1éA0pa. a6 T 90

Anon A. Recommended methods of analysis. I. Inst. Brew., 1971,77, 181-226.

Lange H., Bavouzet J.M., Tailandier P., Delorme C. Systematic error and comparison of

Four methods for assessing the viability of Saccharompees cerevisiae suspensions. Biotechnol
Techniques, 1993,7, 223-228




Πλακίδιο Thoma
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Ζυμομύκητες





Γαλακτικά Βακτήρια (Oenococcus oeni)
Saccharomyces cerevisiae



σε πλακίδιο 
"petit Salumbéni".
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Φωτογραφίες μικροσκοπίου Ζύμες (A) K. apiculata, (B) S. cerevisiae.

ΕΡΩΤΗΣΕΙΣ - ΑΠΑΝΤΗΣΕΙΣ
1. Τι είναι το εμβόλιο
Ποσότητα κυττάρων αξενικής καλλιέργειας η οποία χρησιμοποιείται για την εκκίνηση της ζύμωσης 

2. Ποια είναι τα σημαντικότερα χαρακτηριστικά ποιότητας των εμπορικών σκευασμάτων ζυμών
Ακεραιότητα συσκευασίας

Ημερομηνία λήξης

Υγρασία < 4 %

Απουσία επιμόλυνσης από βακτήρια ή άλλα είδη ζυμών

Συγκέντρωση ζυμών ανά γραμμάριο

Βιωσιμότητα >95%

3. Ποια κύτταρα λέγονται μεταβολικός ενεργά ?

Μεταβολικός ενεργά ονομάζονται τα κύτταρα τα οποία έχουν την ικανότητα μέσω των ενζυμικών τους συστημάτων να μεταβολίζουν υποστρώματα και να πολλαπλασιάζονται. Τα μεταβολικός ενεργά παραμένουν άχρωμα μετά από χρώση με κυανό του μεθυλενίου.

4. Τι είναι λόγος βιωσιμότητας και πως υπολογίζεται ?

Είναι το ποσοστό επί της 100 των μεταβολικός ενεργών κυττάρων σε σχέση με το σύνολο των κυττάρων και υπολογίζεται έπειτα από χρώση με κυανό του μεθυλενίου και μέτρηση στο μικροσκόπιο.

ΔΙΚΤΥΑΚΕΣ ΣΥΝΔΕΣΕΙΣ

Εταιρείες / παραγωγοί μικροοργανισμών

www.lesaffre.fr
www.lallemand.com
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