Εργαστηριακή  Άσκηση: Μικροσκοπική παρατήρηση βακτηρίων από γιαούρτι

Εισαγωγή:
Το γιαούρτι είναι προϊόν ζύμωσης του γάλακτος. Συγκεκριμένα προκύπτει με γαλακτική ζύμωση της λακτόζης από θερμόφιλα γαλακτικά βακτήρια. Με τη ζύμωση παράγεται γαλακτικό οξύ και έτσι μειώνεται το pH. ‘Oταν το pH από το 6,6-6,7 που είναι το pH του γάλακτος φτάσει στο ισοηλεκτρικό σημείο των καζεινών, που είναι 4,6, συμβαίνει όξινη πήξη. Το γιαούρτι έχει pH περίπου 4,2 και ογκομετρούμενη οξύτητα 0,9-1,0 % ως γαλακτικό οξύ. Το χαρακτηριστικό άρωμα και γεύση του οφείλονται σε προϊόντα μεταβολισμού των γαλακτικών βακτηρίων, κυρίως το γαλακτικό οξύ, την ακεταλδεύδη και το διακετύλιο. Στο γιαούρτι υπάρχουν ζωντανά γαλακτικά βακτήρια σε επίπεδα 10 8 – 10 9 ανά gr (ελάχιστο 10 7 ανά gr)
Οι μικροοργανισμοί που συναντώνται στο γιαούρτι και πραγματοποιούν τη γαλακτική ζύμωση είναι κυρίως τα ακόλουθα βακτήρια:
Streptococcus thermophilus:  Βακτήρια μορφής κόκκου που σχηματίζουν αλυσίδες, ζυμώνουν τη λακτόζη και παράγουν γαλακτικό οξύ. Διάμετρος κυττάρου 0,5-1μm.
Lactobacillus bulgaricus:  Βακτήριο μορφής ράβδου, απαντούν είτε μεμονωμένα είτε σε δυάδες, ζυμώνουν την λακτόζη και παράγουν γαλακτικό οξύ. Είναι επίσης υπεύθυνος για την παραγωγή των αρωματικών συστατικών του γιαουρτιού (ακεταλδεΰδη, ακετόνη). Πλάτος κυττάρου: 0,75μm περίπου.
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Εικ.1: Βακτήρια του γένους Lactobacillus και Streptococcus (σχολικό οπτικό μικροσκόπιο 1000Χ)

Σκοπός:
Να εξοικειωθούν οι μαθητές με όργανα και τεχνικές μικροβιολογίας (αποστείρωση, μονιμοποίηση, χρώση).
Να διακρίνουν κύτταρα βακτηρίων, ξεχωρίζοντάς τα από άλλες δομές που συνήθως υπάρχουν στο παρασκεύασμα (συμπυκνώσεις καζεΐνης, κρυσταλλωμένη χρωστική)
Να  διαπιστώσουν την ύπαρξη ζωντανών οργανισμών μέσα στο γιαούρτι ως αναγκαίο συστατικό για την παραγωγή του (βιοτεχνολογική εφαρμογή στην καθημερινή ζωή).
Να αποσυνδέσουν την ύπαρξη βακτηρίων με την υποχρεωτική πρόκληση ασθενειών.



Όργανα και υλικά:
Δοκιμαστικός σωλήνας με πώμα
Σπάτουλα ή κουτάλι
Μικροβιολογικός κρίκος (ή εναλλακτικά σταγονόμετρο και βελόνα ανατομίας)
Λύχνος Bunsen
Απιονισμένο νερό
Ξύλινη λαβίδα
Αντικειμενοφόροι
Χρωστική κυανούν του μεθυλενίου
Λεκάνη χρώσης (ή εναλλακτικά πλαστικό πιατάκι και χαρτί κουζίνας)
Οπτικό μικροσκόπιο
Κεδρέλαιο (αν υπάρχει)
Γιαούρτι πρόβειο
Γάντια

Πειραματική διαδικασία:
Σε δοκιμαστικό σωλήνα ρίχνουμε απιονισμένο νερό μέχρι το 1/3 περίπου. Τοποθετούμε μια μικρή (περίπου 0,5ml) πρόβειου γιαουρτιού μέσα στο δοκιμαστικό σωλήνα, πωματίζουμε, ανακινούμε. Τον αφήνουμε κατόπιν σε ηρεμία για μερικά λεπτά και παρατηρούμε δύο φάσεις: ένα ίζημα και ένα εναιώρημα.
 Αποστειρώνουμε (μέχρι ερυθροπύρωσης) το μικροβιολογικό κρίκο στο λύχνο Bunsen και με τη βοήθειά του παίρνουμε μικρή ποσότητα από το εναιώρημα. Απλώνουμε την ποσότητα αυτή στο κέντρο καθαρής αντικειμενοφόρου πλάκας με σπειροειδή κίνηση από το κέντρο της πλάκας προς την περιφέρεια, ώστε να πετύχουμε αραίωση του υλικού όσο προχωρούμε προς την περιφέρεια. Εναλλακτικά παίρνουμε μία σταγόνα με το σταγονόμετρο, την τοποθετούμε στην αντικειμενοφόρο πλάκα και την απλώνουμε σπειροειδώς με  αποστειρωμένη στο λύχνο βελόνα ανατομίας.
Μονιμοποιούμε το παρασκεύασμα στο λύχνο Bunsen ως εξής: Με τη βοήθεια της ξύλινης λαβίδας πιάνουμε την αντικειμενοφόρο πλάκα από την άκρη και την περνάμε με κυκλικές διαδοχικές κινήσεις πάνω από τη φλόγα και κατόπιν μακριά από τη φλόγα ώστε να κρυώνει. Επαναλαμβάνουμε 4-5 κυκλικές κινήσεις και σταματάμε λίγο πριν στεγνώσει εντελώς το παρασκεύασμα. Προσοχή ο λύχνος να είναι ρυθμισμένος σε τέλεια καύση για να μην εναποτεθεί καπνιά και μαυρίσει η πλάκα. Αφήνουμε στην άκρη την πλάκα να κρυώσει και να στεγνώσει τελείως το παρασκεύασμα.
Σε λεκανίδιο χρώσης (ή εναλλακτικά σε πλαστικό πιατάκι με χαρτί κουζίνας) ρίχνουμε 2-3 σταγόνες χρωστικής κυανούν του μεθυλενίου πάνω στο παρασκεύασμα και το  αφήνουμε για 3 περίπου λεπτά.
Ξεπλένουμε το παρασκεύασμα με απιονισμένο νερό και το αφήνουμε να στεγνώσει.
Μικροσκοπούμε χωρίς καλυπτρίδα μέχρι 400Χ (ή 1000Χ αν υπάρχει κεδρέλαιο).
 
Παρατηρήσεις:
Είναι αλήθεια πως εισάγουμε τους μαθητές σε τεχνικές μικροβιολογίας (αποστείρωση κρίκου ή βελόνας) ενώ ταυτόχρονα στο σχολικό εργαστήριο είναι πρακτικά αδύνατο να έχουμε αποστειρωμένα όλα τα σκεύη (π.χ. τα γυαλικά: σωλήνες, αντικειμενοφόρους πλάκες, σταγονόμετρο θα χρειαζόντουσαν κλίβανο). Το πλαστικό ή πήλινο κουπάκι του γιαουρτιού άλλωστε δεν είναι αποστειρωμένο! Η «ασυνέπεια» αυτή μπορεί να συζητηθεί, ωστόσο πρακτικά αυτό δεν επηρεάζει την εικόνα που θα δούμε στο μικροσκόπιο, καθώς οι κύριες μορφές που με σαφήνεια διακρίνονται είναι αλυσίδες στρεπτόκοκκων (Streptococcus thermophilus) ή/και δυάδες συνήθως βακίλλων (Lactobacillus bulgaricus και Laktobacillus acidophilus).


Δικτυογραφία:
· Πλατφόρμα Τηλεκπαίδευσης Χαροκόπειο Πανεπιστήμιο open eclass Δρ. Σπυριδων Κοντελές: 
· Το γιαούρτι http://goo.gl/93wpFi
· Πλατφόρμα Τηλεκπαίδευσης Πανεπιστημίου Θεσσαλίας http://goo.gl/BqlXTv
· ΕΚΦΕ Μαγνησίας http://ekfe.mag.sch.gr/baktiria_giaourti.pdf
· Μονιμοποίηση και χρώση παρασκευασμάτων βακτηρίων (βίντεο), Ελευθερία Φανουράκη https://www.youtube.com/watch?v=-fZ22FLSIXc

Εικόνες που θα δούμε στο μικροσκόπιο:
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Εικ.1 Βακτήρια του γένους Streptococcus (σχολικό οπτικό μικροσκόπιο 1000Χ)
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Εικ.2: Βακτήρια του γένους Lactobacillus (σχολικό οπτικό μικροσκόπιο 1000Χ)

Εικ.3: Βακτήρια του γένους Lactobacillus και Streptococcus (σχολικό οπτικό μικροσκόπιο 1000Χ)


Φύλλο Εργασίας

1. Απεικονίστε στη  μεγαλύτερη δυνατή μεγέθυνση τις μικροβιακές δομές που παρατηρείτε:










 (
Μεγέθυνση προσοφθάλμιου:
Μεγέθυνση αντικειμενικού:
Τελική μεγέθυνση:
)





2. Σε ποιο γένος ανήκουν τα βακτήρια που παρατηρήσατε; Αιτιολογήστε την απάντησή σας.
…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

3. Γιατί αναμίξατε το γιαούρτι με νερό και δεν το χρησιμοποιήσατε όπως είναι;

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

4. Για ποιο λόγο χρησιμοποιήσατε χρωστική κατά τη διάρκεια του πειράματος;

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

…………………………………………………………………………………………………………………………………………………………….....

ΕΚΦΕ Λέσβου 2015-2016
Μαντώ Βελλέ, Βιολόγος
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