
Εργαοιηριακήβ 
άσκηση 

Μικροοργανισμοί 
και συνθήκες αποστείρωσης 

Σιόχοί ίου πειράμαιοε 
Το πείραμα αυτό στοχεύει να σε φέρει σε επαφή με την εργαστηριακή μέθοδο μικροβια-

κών καλλιεργειών. Επίσης θα διαπιστώσεις με αυτό την αναγκαιότητα της εργασίας κάτω α-
πό συνθήκες ασηψίας (συνθήκες απουσίας μικροοργανισμών). Και τούτο, γιατί οι μικροορ-
γανισμοί υπάρχουν παντού (τόσο στο περιβάλλον όσο και στο ίδιο το σώμα μας) και όταν 
συναντήσουν τις κατάλληλες συνθήκες, αναπτύσσονται ταχύτατα (μια καλλιέργεια του βα-
κτηρίου Escherichia coli σε υγρό θρεπτικό υλικό για 12 ώρες στους 37°C παράγει περίπου 
102 βακτήρια ανά ml καλλιέργειας). 

Σόνιορο θεωρητικό υπόβαθρο 
Διάφοροι μικροοργανισμοί με βιοτεχνολογική σημασία αναπτύσσονται είτε στο εργαστή-

ριο είτε σε μεγάλη κλίμακα κάτω από αυστηρά ελεγχόμενες συνθήκες καλλιέργειας (βιοα-
πιδραστήρες). Γ ια την παροχή των απαραίτητων για την ανάπτυξη τους συστατικών χρησι-
μοποιούνται τεχνητά θρεπτικά υλικά. Αυτά πρέπει να περιέχουν πηγή άνθρακα, πηγή αζώ-
του και ιόντα και, στην περίπτωση αερόβιων μικροοργανισμών, πηγή οξυγόνου. Μία μικρο-
βιακή καλλιέργεια αρχίζει με την προσθήκη μικρής ποσότητας κυττάρων στο θρεπτικό υλι-
κό, μια διαδικασία που ονομάζεται εμβολιασμός. Μετά τον εμβολιασμό οι μικροοργανισμοί 
παραμένουν σε έναν κλίβανο, που εξασφαλίζει σταθερή θερμοκρασία, κατάλληλη για την α-
νάπτυξή τους. Με αυτό τον τρόπο σε μικρό χρονικό διάστημα, 12-76 ωρών, μπορούμε να 
πάρουμε μεγάλο αριθμό μικροοργανισμών. Οι καλλιέργειες αυτές μπορούν να διατηρηθούν 
σε αδρανή μορφή στην κατάψυξη (-80 "C) για χρόνια. Για την αποφυγή ανάπτυξης άλλων μι-
κροοργανισμών, εκτός εκείνων που πρόκειται να καλλιεργηθούν, τα θρεπτικά υλικά και οι 
συσκευές αποστειρώνονται πριν από την έναρξη της καλλιέργειας, και έτσι οι μικροοργανι-
σμοί αναπτύσσονται κάτω από συνθήκες απουσίας άλλων μικροοργανισμών (ασηψίας). 
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Χρονική διάρκεια 
Το πείραμα αυτό διεξάγεται σε 2 φάσεις: Τη φάση της προετοιμασίας του θρεπτικού υλι-

κού και του εμβολιασμού, και τη φάση της παρατήρησης των μικροοργανισμών που αναπτύ-
χθηκαν δύο περίπου μέρες αργότερα. 

Υλικά και όργανα 
- Ηλεκτρική εστία 
- Χύτρα ταχύτητας χωρητικότητας 5 λίτρων 
- Κωνική φιάλη 500 ml 
- Ένα ρολό φύλλου αλουμινίου 
- Εργαστηριακός λύχνος Bunsen 
- Ένα ποτήρι ζέσεως 500 ml 
- Περισσότεροι από 10 δοκιμαστικοί σωλήνες των 10 ml 
- 2-3 γυάλινες πιπέτες των 10 ml 
- Στήριγμα δοκιμαστικών σωλήνων 
- Εργαστηριακός ζυγός 
- 500 ml απεσταγμένο Η20 
- Μαγνητικός αναδευτήρας και μαγνήτης ανάδευσης 
- Πλαστικός ογκομετρικός κύλινδρος χωρητικότητας 500 ml 
- 5 g τρυπτόνη 
- 2,5 g εκχύλισμα μυκήτων 
- 5 g μαγειρικό αλάτι ή NaCI 
- 0,25 ml διαλύματος 4Ν NaOH 
- Σύριγγα ή πιπέτα 1 ml 
- Υαλογράφος (μαρκαδόρος) 
- Θερμόμετρο δωματίου 

Tp0noc δ ι ε ξ α γ ω γ ή 
• Κόψτε ένα κομμάτι από το φύλλο αλουμινίου μεγέθους 10x10 cm και ακουμπήστε το 

επάνω στον εργαστηριακό ζυγό. 
• Ζυγίστε επάνω στο αλουμινόφυλλο 5 γραμμάτια τρυπτόνη, 2,5 γραμμάτια από το εκ-

χύλισμα μυκήτων και 5 γραμμάτια μαγειρικό αλάτι ή NaCI. 
• Τοποθετήστε τα ζυγισμένα υλικά στον ογκομετρικό κύλινδρο και προσθέστε απεσταγ-

μένο νερό μέχρι την ένδειξη των 500 ml. 
• Τοποθετήστε τον ογκομετρικό σωλήνα επάνω στον αναδευτήρα και ρίξτε στο υγρό το 

μαγνήτη ανάδευσης. Στη συνέχεια, αφήστε να ανακατευτεί το υγρό έως ότου διαλυθούν 
πλήρως τα ζυγισμένα υλικά. 

• Μετρήστε με τη σύριγγα ινσουλίνης 0,25 ml από το διάλυμα του καυστικού νατρίου 
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(4Ν NaOH), προσθέστε το στο υγρό και αναδεύατε ξανά. Με τις μέχρι στιγμής διαδικασίες 
έχετε ετοιμάσει το θρεπτικό υλικό για την ανάπτυξη των μικροοργανισμών. 

• Μεταφέρετε 200 ml του θρεπτικού υλικού στην κωνική φιάλη και σφραγιστέ την με 
τέσσερα κομμάτια αλουμινόχαρτο. 

• Σφραγιστέ με τον ίδιο τρόπο 4 δοκιμαστικούς σωλήνες και τοποθετήστε τους σε ποτή-
ρι ζέσεως. Τυλίξτε επίσης τις γυάλινες πιπέτες των 10 ml με δύο φύλλα αλουμινίου και κλεί-
στε τες στις άκρες. 

• Προσθέστε στη χύτρα ταχύτητας 100 ml νερό και τοποθετήστε μέσα την κωνική φιάλη 
και το ποτήρι ζέσεως με τους δοκιμαστικούς σωλήνες (εικ. 2). Τέλος, τοποθετήστε και τις πι-
πέτες με τέτοιο τρόπο, ώστε να μην έρχονται σε επαφή με το νερό στον πάτο της χύτρας. 

• Κλείστε τη χύτρα, ανάψτε το μάτι και περιμένετε να βγει ατμός από τη βαλβίδα. Τοπο-
θετήστε την ασφάλεια. Σε λίγο η χύτρα θα αρχίσει να σφυρίζει. Μετριάστε τη θερμοκρασία 
και χρονομετρήστε 20 λεπτά. Στη συνέχεια σβήστε τη φωτιά και αφήστε τη χύτρα να κρυώ-
σει. Εναλλακτικά οι δοκιμαστικοί σωλήνες μπορούν να αποστειρωθούν με βρασμό σε ποτήρι 
ζέσεως, στο οποίο έχετε προσθέσει νερό για μια περίπου ώρα. 

ΠΡΟΣΟΧΗ: Μην ανοίξετε τη χύτρα προτού κρυώσει, γιατί υπάρχει κίνδυνος να πάθετε έ-
γκαυμα από τους ατμούς! 

• Τοποθετήστε τα αποστειρωμένα υλικά (θρεπτικό μέσο, δοκιμαστικούς σωλήνες και πι-
πέτες) στον πάγκο όπου θα διεξαχθεί το πείραμα. 

• Στο στήριγμα για τους δοκιμαστικούς σωλήνες τοποθετήστε 4 μη αποστειρωμένους 
σωλήνες, κλεισμένους και αυτούς με αλουμινόφυλλο, αριθμήστε τους με μαρκαδόρο (1-4) 
και βάλτε δίπλα τους 4 αποστειρωμένους δοκιμαστικούς σωλήνες. Αριθμήστε τους και αυ-
τούς (5-8). 

• Στους δοκιμαστικούς σωλήνες 1, 3, 5 και 7 προσθέστε από 2 ml αποστειρωμένο θρε-
πτικό υλικό. Στους δοκιμαστικούς σωλήνες 2, 4, 6 και 8 προσθέστε από 2 ml μη αποστειρω-
μένο θρεπτικό υλικό (εικ. 3). 

ΠΡΟΣΟΧΗ: Ο ενδεδειγμένος τρόπος μετάγγισης θρεπτικού υλικού στους δοκιμαστικούς 
σωλήνες με χρήση του εργαστηριακού λύχνου Bunsen, κάτω δηλαδή από συνθήκες αση-
ψίας, θα σας υποδειχτεί από τον υπεύθυνο του εργαστηρίου! 

• Στη συνέχεια, αφαιρέστε τα αυτοσχέδια πώματα αλουμινίου από τους σωλήνες 1,2,5 
και 6 και τοποθετήστε στήριγμα με όλους τους δοκιμαστικούς σωλήνες σε κάποιο ντουλάπι 
του εργαστηρίου. Βεβαιωθείτε προηγουμένως ότι η θερμοκρασία στο εσωτερικό του ντου-
λαπιού είναι περίπου 25°0. 

• Ανοίξτε το ντουλάπι ύστερα από 48, περίπου, ώρες, μεταφέρετε το στήριγμα με τους 
δοκιμαστικούς σωλήνες στον εργαστηριακό πάγκο και παρατηρήστε την ανάπτυξη των μι-
κροοργανισμών σε καθέναν από αυτούς. Η ανάπτυξη των μικροοργανισμών έχει ως αποτέ-
λεσμα τη θόλωση του θρεπτικού υλικού. Όσο μεγαλύτερος είναι ο αριθμός των μικροοργα-
νισμών τόσο αυξάνεται η θόλωση. Το θρεπτικό υλικό στο οποίο δεν έχουν αναπτυχθεί μικρο-
οργανισμοί παραμένει διαυγές. 
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ΑΣΚΗΣΗ 6η 

ΟΝΟΜΑΤΕΠΩΝΥΜΟ: 

ΗΜΕΡΟΜΗΝΙΑ: 

α. Σημειώστε τις παρατηρήσεις σας στον πίνακα που ακολουθεί: 

Δοκιμαστικός Αποστείρωση Αποστειρωμένο Αφαίρεση Ανάπτυξη 
σωλήνας θρεπτικό υλικό πώματος μικροοργανισμών 

(μηδενική, ελάχιστη, μεγάλη κτλ) 

1 όχι ναι ναι 
2 όχι όχι ναι 
3 όχι ναι όχι 
4 όχι όχι όχι 
5 ναι ναι ναι 
6 ναι όχι ναι 
7 ναι ναι όχι 
8 ναι όχι όχι 

β. Σχολιάστε τους λόγους για τους οποίους εμφανίζεται στον ένα ή στον άλλο βαθμό μι-
κροβιακή ανάπτυξη (θόλωμα στο υλικό καλλιέργειας) για κάθε δοκιμαστικό σωλήνα 
ξεχωριστά. 
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