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Πλακίδιο Neubauer

Το πλακίδιο Neubauer έχει διάφορα πεδία μέτρησης, ανάλογα με το μέγεθος των σωματιδίων προς μέτρηση. Για τις δικές μας ανάγκες επικεντρωνόμαστε στο κεντρικό πεδίο, το οποίο έχει 25 μεγάλα τετράγωνα (3), τα οποία το καθένα έχουν 16 μικρά τετραγωνάκια. Το κάθε μεγάλο τετράγωνο (3) διαχωρίζεται από τα διπλανά του με μια τριπλή γραμμή.
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Πλακίδιο Thoma

Το πλακίδιο Thoma έχει πεδίο (1) με 16 μεγάλα τετράγωνα (2). Το κάθε μεγάλο τετράγωνο έχει 16 μικρά τετράγωνα (3). Κάθε μεγάλο τετράγωνο διαχωρίζεται από τα διπλανά του ε μικρά τετραγωνάκια τα οποία διαπερνούνται από μια γραμμή και λειτουργούν ως περιθώριο.
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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
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Ύψος 0,1 mm 
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Ζυμομύκητες




Γαλακτικά Βακτήρια 
(Oenococcus oeni)
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Saccharomyces cerevisiae


σε πλακίδιο 
"petit Salumbéni".
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Φωτογραφίες μικροσκοπίου Ζύμες (A) K. apiculata, (B) S. cerevisiae.
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Μέτρηση βιωσιμότητας
Κύτταρα που χρωματίζονται ελαφρά θεωρούνται και αυτά “μη μεταβολικός ενεργά”. Χρησιμοποιείται μπλε του μεθυλενίου ή βιολέ του μεθυλενίου 3 Rax, βάση της συνταγής (ίδε 1 σελίδα). Δεν έχει βρεθεί ακόμα ο μηχανισμός, παλιότερα θεωρούνταν ότι η χρωστικής δεν μπαίνει στα μεταβολικός ενεργά κύτταρα, λόγω της λειτουργεία της υτταρικής μεμβράνης, ενώ εισάγεται στα “μη μεταβολικά ενεργά” κύτταρα λόγω καταστροφής της μεμβράνης. Σήμερα πιθανότερη εκδοχή θεωρείται να βάφονται όλα τα κύτταρα, με τα “μεταβολικός ενεργά” να οξειδώνουν και να αποχρωματίζουν τη χρωστική.

Η χρήση του βιολέ του μεθυλενίου 3 Rax σε αλκαλικό ρυθμιστικό δ/μα θεωρείται καλύτερη χρώση.

[image: image8.emf]
Κανόνες μέτρησης
Μετράμε 5 μεγάλα τετράγωνα εφόσον περιέχουν 30-60 κύτταρα το καθένα Αν περιέχουν περισσότερα απαιτείται αραίωση του δείγματος. Αν περιέχουν λιγότερα, τότε μετράμε περισσότερα μεγάλα τετράγωνα.
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Τα 5 μεγάλα τετράγωνα που μετράμε, φροντίζουμε να είναι διάσπαρτα στο πλακίδιο όπως στις παρακάτω περιπτώσεις, ώστε να αντιπροσωπεύουν στατιστικά το πεδίο παρατήρησης (όπως παρακάτω)
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Πλακίδιο Neubauer
Ένα μεγάλο τετράγωνο
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Για τη διευκόλυνση της μέτρησης τα κύτταρα που βρίσκονται πάνω στις αριστερά και επάνω γραμμές περιθωρίου των μεγάλων τετραγώνων προσμετρούνται σαν να είναι μέσα, ενώ όσα βρίσκονται πάνω στις δεξιά και κάτω γραμμές περιθωρίου δεν προσμετρούνται (ή αντίστροφα).
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Τα θυγατρικά κύτταρα που  βρίσκονται σε φάση πολλαπλασιασμού προσμετρούνται ως ξεχωριστά κύτταρα εφόσον έχουν μέγεθος τουλάχιστον ίσο με το μισό των μητρικών
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Περιθώριο τετραγώνου = κόκκινη γραμμή
[image: image16.jpg]one line outer line middle line





Υπολογισμός

Συγκέντρωση κυττάρων /mL (cells/mm3) = 
Αριθμός κυττάρων * συντελεστή αραίωσης

=__________________________________________________

Αριθμός τετραγώνων * εμβαδό τετραγώνου * ύψος υγρού
Πλακίδιο για μέτρηση βακτηριακών κυττάρων Petroff-Hausser
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Συγκέντρωση κυττάρων /mL (cells/mm3) = 
Αριθμός κυττάρων για 25 μεγάλα τετράγωνα* συντελεστή αραίωσης*50000

(50,000 = 50 (βάθος πεδίου is 1/50) X 1000 (1000 mm3 )= 1 mL
Καθαρισμός πλακιδίων και καλυπτρίδων
Ξέπλυμα με νερό και χλωρίνη 10%, σκούπισμα με απαλό πανί/χαρτί που δεν αφήνει χνούδι. Στέγνωμα με διάλυμα αιθανόλης ή ακετόνης
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Ερωτήσεις

Πότε χρησιμοποιούμε τη μέθοδο καταμέτρησης κυττάρων με πλακίδιο Neubauer; Ποια τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματά της; Σε τι μονάδες εκφράζονται τα αποτελέσματα; Ποιοι είναι οι κανόνες μέτρησης; Πως καθαρίζουμε το πλακίδιο και την καλυπτρίδα; Που βασίζεται η μέτρηση της βιωσιμότητας των κυττάρων ζυμών και με ποια ουσία επιτυγχάνεται;
Ποια/ες μεθόδους μπορούμε να χρησιμοποιήσουμε για να μετρήσουμε στην κάθε παρακάτω περίπτωση. Αιτιολογήστε αναλυτικά την απάντηση σας

a. Μέτρηση πληθυσμού ζυμών κατά τη ζύμωση

b. Μέτρηση πληθυσμού ζυμών σε εμφιαλωμένο οίνο
Ποια είναι τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα των τεχνικών μέτρησης των μικροοργανισμών με τις μεθόδους των διαδοχικών αραιώσεων και με καταμέτρηση στο μικροσκόπιο με πλακίδιο;
Ποιές είναι οι 3 κλασικές τεχνικές μέτρησης των μικροοργανισμών σε γλεύκοι και οίνους, πότε χρησιμοποιούμε την κάθε μία και ποια είναι τα πλεονεκτήματα και τα μειονεκτήματα τους;

Περιγράψτε τη διαδιακασία προσδιορισμού του μικροβιακού πληθυσμού σε δείγμα γλεύκους ή κρασιού με τη μέθοδο των δεκαδικών αραιώσεων.
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