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Zeszyt1

European Initiative for Biotechnology Education

World Wide Web

Tylko niewiele dziedzin nauki rozwija si¢ tak szybko
jak biotechnologia. EIBE przy pomocy mediow
elektronicznych rozpowszechnia zeszyty zawierajace
materiat dydaktyczny, aby moc stale informowac o
najnowszym stanie wiedzy w tej dziedzinie i
propagowac ja w sposdb tani.

Niniejszy zeszyt, jak rowniez wszystkie inne
materialy dydaktyczne EIBE stoja do dyspozycji w
catej Europie i na calym $wiecie, poprzez World
Wide Web. Mozna je znalez¢ pod:

http://www.g.ac.uk:

8001/

Wszystkie zeszyty EIBE w World Wide Web sa
plikami w formacie Portable Document Format
(PDF). Oznacza to, ze zachowana zostaje wysoka
jakos$¢ rysunkow, koloréw, czcionki i rozmieszczenie
materiatow, niezaleznie od zastosowania systemu.
(Macintosh, tacznie z Power PC, Windows, DOS Iub
Unix).

Pliki PDF sa réwniez mniejsze niz ich pliki zrodtowe,
tak ze mozecie je szybciej tadowaé. Abyscie mogli
obejrze¢ sobie materialy dydaktyczne EIBE,
potrzebujecie jednak odpowiedniej kopii programu
do odczytu, Adobe Acrobat.

Program Adobe Acrobat mozna otrzymac¢ bezplatnie
w wielu jezykach (holenderski, angielski, francuski,

niemiecki, hiszpanski, szwedzki i whoski). Ladowaé

mozna z:

http://www.adobe.com/

Przy pomocy tego oprogramowania mozecie obejrze¢
materialy dydaktyczne EIBE lub wydrukowac je.
Oprocz tego mozecie przy jego pomocy tatwo
wyszuka¢ materiat.

UWAGA: Adobe i Acrobat sa zarejestrowanymi
znakami towarowymi firmy Adobe Systems
Incorporated i sa chronione prawem autorskim.
Macintosh jest zarejestrowany jako znak towarowy
firmy Apple Computer Incorporated.



http://www.eibe.org


Przepisy bezpieczenstwa

We wszystkich zeszytach EIBE starali$my si¢
zidentyfikowa¢ wszystkie mozliwe zagrozenia

i zaproponowa¢ odpowiednie Srodki ostroznosci.

Tak dalece jak to mozliwe proponowane
doswiadczenia sa zgodne z ogdlnie obowiazujacymi
w Unii Europejskiej zaleceniami zapewnienia
bezpieczenstwa. W przypadku szczegdlnych zagrozen
zalecenia te zostaly uwzglednione. Zatacznik 2 do
niniejszego zeszytu zawiera dodatkowe wytyczne
zachowania bezpieczenstwa.

Uzytkownik powinien by¢ §wiadomy tego, ze moga
zdarzy¢ si¢ bledy i opuszczenia. Nadto rozni
pracodawcy i instytucje ksztalcace maja rozne normy
postepowania. Dlatego przed przeprowadzeniem
doswiadczenia uzytkownik powinien zawsze
zapozna¢ si¢ z wlasnymi zaleceniami bezpieczenstwa.
Oznacza to, ze MUSI by¢ zachowana kazda zasada
wymagana przez pracodawce lub instytucje
ksztalcaca, niezaleznie od propozycji zawartych w
zeszycie EIBE.

Gdyby zalecenia ostroznosci nie podawaly inaczej,

zaktada sie, ze:

¢ doswiadczenia przeprowadzone sa w
odpowiednio wyposazonej i odpowiednio
nadzorowanej pracowni przyrodniczej

e wszystkie urzadzenia i sprzet do pracy sa
starannie konserwowane i przegladane; zwykle
prace laboratoryjne (jak podgrzewanie cieczy)
wykonywane sa z zachowaniem ostroznosci;

e zwraca si¢ uwagg na doktadne wykonanie pracy,
gdy uzywane sg chemikalia lub zywe organizmy;

e wprzypadku spodziewanego zagrozenia dla oczu
musza by¢ noszone okulary ochronne;

e uczniowie i/lub studenci zapoznani sa z
bezpiecznym postugiwaniem si¢ podczas
doswiadczen chemikaliami i mikroorganizmami.

Podziekowania

© Powielanie

Zeszyty EIBE podlegaja prawu o powielaniu i
kopiowaniu, jednak sa one dostepne bezplatnie dla
instytucji ksztalcacych, do celow niekomercyjnych.
Gdybyscie chcieli niniejszy materiat czgsciowo lub
catkowicie uzy¢ do celow handlowych lub dalej
rozpowszechni¢ w dobrowolnej postaci to
skontaktujcie si¢ z:

pania Reging Rojek

Wydzial nauczania przedmiotow
biologicznych w uniwersytecie w Kilonii
Olshausenstr. 62

D-240 98 KIEL Niemcy

Telefon: +49(0) 431 880 3166

Fax: +49(0) 431 880 3132

E-Mail: rojek@ipn.uni-kiel.de

Zespoét podstawowy

* Catherine Adley
The University of Limerick, Irland
e Jan Frings
Hogeschool van Gelderland, Niederlande
e Cecily Leonard
The University of Limerick, Irland
*  Eckhard R. Lucius (koordynator) IPN w
Uniwersytecie w Kilonii, Niemcy
*  Marleen van Strydonck
The University of Antwerp, Belgien
*  Paul E.O. Wymer
The Wellcome Trust for Medical Science
London, WIlk. Brytania

Uklad graficzny, ilustracje, czcionka, teksty
uzupelniajace i druk: Dean Madden, Caroline
Shearer, NCBE, The University of Reading, Wlk.
Brytania.

Prawa autorskie do ilustracji © Dean Madden 1997.
Ttumaczenie: Ursula Goertz

EIBE szczegdlnie jest wdzieczny za pomoc przy opracowywaniu niniejszego materialu nastgpujacym osobom:
Liesbeth van de Grint (Hogeschool van Utrecht, Holandia) i John Schollar (National Centre for Biotechnology
Education, The University of Reading, Wlk. Brytania) zorganizowali i zrealizowali miedzynarodowe warsztaty,
podczas ktérych przetestowano material niniejszego zeszytu. Nastepujacy nauczyciele wzieli w tym udziat i

dostarczyli bardzo pomocnych komentarzy do wstepnie opracowanych materiatow: E. Vergants, L. Daniels, L. Neels
(Belgia); Dorte Hammelev (Dania), Lucienne Diemer, Gerard Coutouly (Francja), Thomas Jess, dr U. Schnack, dr E.

Lipkow (Niemcy); A. de Graaf. Guus Smid, J. Gradener (Holandia); Rebecca Weston, Jane Gent, Derek Mackie,

Sarah Whitethread, Maggic Parson (Wlk. Brytania).




Wstep

O niniejszym zeszycie

Niniejszy zeszyt zawiera zbior praktycznych prac,
ktdre osobno lub jedna po drugiej moglyby stanowic
cze$¢ jednostki nauczania. Zostaly one opracowane
przez nauczycieli i wyktadowcow réznych krajow
europejskich i zostaly zebrane pod patronatem EIBE
(European Initiative for Biotechnology Education), z
pomoca Komisji Europejskiej DG XII.

Wszystkie ¢wiczenia zostaly intensywnie
przetestowane z udzialem nauczycieli z r6znych
czesci Europy, podczas praktycznych warsztatow
szkoleniowych.

Cwiczenia niniejszego zeszytu zawieraja:

1. Modele czasteczki DNA i réznych
mikroorganizméw. Powinny one pokazac¢ istotne
cechy tych form zycia i da¢ uczniom mozliwos¢
poznania wzglednej wielkosci
mikroorganizméw.

2.  proste, bezpieczne i tanie metody ekstrakcji
DNA, aby zapozna¢ uczni6éw z wymaganymi do
tego podstawowymi technikami pracy i
umozliwi¢ im zapoznanie si¢ z materialem
genetycznym.

3. mnogo$¢ doswiadczen dla unaocznienia
a) obecno$¢ mikroorganizméw w otoczeniu i
obecnosci roznych szczepoéw uzytecznych
b) niektorych produktow wytwarzanych z
udziatem mikroorganizméw (enzymy i
antybiotyki).
Dwa do$wiadczenia sg doswiadczeniami
jakosciowymi, jedno pozwala na ilociowe
wyznaczenie produkcji enzymu.

4.  rozne doswiadczenia z uwidocznieniem
dziatania wzrostu mikroorganizméw, zaczynajac
od prostej pracy z ciastem chlebowym, poprzez
fermentacje i na koniec z bezposrednim
pomiarem dziatalno$ci metabolicznej w
drozdzach. Kazde z tych doswiadczen daje
mozliwo$¢ dalszych, rozszerzonych badan.
Celem motywowania uczniow metodom prac o
znaczeniu biotechnicznym dawano
pierwszenstwo przed zasadami teoretycznymi.

5. dwie demonstracje pokazujace naturalne metody
przenoszenia genow, po to, by dokona¢
praktycznego wprowadzenia w podstawy
modyfikacji genetyczne;j.

Poniewaz dwa z praktycznych doswiadczen zawieraja
produkcje i sposdb dziatania antybiotykow, jak
rowniez pokazuja przenoszenie odpornosci na
dziatanie antybiotykow, dolaczono do tych instrukcji
dodatkowe informacje. Autorzy prébowali utworzy¢
kombinacj¢ tatwych i trudniejszych ¢wiczen i maja
nadzieje, ze nauczyciele biologii znajda w tym co$
interesujacego i dajacego si¢ zastosowac. Dwa
zalaczniki zawieraja kilka podstawowych informacji
o zastosowaniu technik prac mikrobiologicznych w
pracowniach szkolnych.

W najblizszym czasie do dyspozycji postawimy
uzupetniajace instrukcje: powiazania obiegow,
przepisy bezpieczenstwa, zrodla zaopatrzenia w
materialy i inne wazne informacje dla r6znych czgsci
Unii Europejskiej.

Mile widziane beda uwagi do niniejszych materiatow,
zwlaszcza uwagi nauczycieli, ktorych zdania jestesmy
ciekawi. Komentarze i pytania lub pilng
korespondencje dotyczaca zalecen bezpieczenstwa
powinno si¢ kierowa¢ do:

Dr Eckharda R. Luciusa

Wydziat Nauczania Przedmiotow Biologicznych
Uniwersytetu w Kilonii

Olshausenstr. 62

D-24098 Kiel, Niemcy

Tel.: +49 431 880 3137

fax: +49 431 880 1521
E-Mail:lucius@ipn:uni-kiel.de.

National Centre for Biotechnology Education
The University of Reading
The United Kingdom

Tel. + 44 1734 783743
fax: + 44 1734 750140
E-Mail:D.R.Madden@reading.ac.uk.




WYKONYWANIE MODELI

Model-wycinanka DNA

Cel
¢ Pokazanie istotnych cech budowy DNA (kwasu
dezoksyrybonukleinowego).

Pracochtonnos$é

Sporzadzenie modelu trwa ok. 30 minut. Jezeli
wycinanki (czesci przeciwleglte) maja by¢
kolorowane, to trzeba poswigci¢ wigcej czasu.

Materialy i sprzet

Potrzeby na kazdego ucznia lub kazdg grupe
uczniow

* nozyczki
e mocny klej do papieru, tasmy klejace lub maly
ZsZywacz

e nici (aby zawiesi¢ elementy modelu lub zawiesi¢
gotowy model)

Uwaga: aby otrzyma¢é stabilny model mozna
przykleié jeden do drugiego dwa szkielety cukrowo-
fosforanowe.

Kod genetyczny

Kazda sekwencja trzech zasad na podwdjnej
helisie DNA koduje jeden z dwudziestu
aminokwasow, tutaj w sSrodku przedstawionych
skrétem trzyliterowym.

Instrukcja konstruowania modelu

1. Wycina si¢ szkielety cukrowo-fosforanowe A i B

2. Wycina si¢ ,,szczeble” z par zasad

3. Przyczepy szczebli zagina si¢ jak pokazano

4. Przyczepy z jednego konica kazdego szczebelka
przykleja si¢ do numerowanych odcinkéw
szkieletu A. Szczeble moga by¢ przymocowane
w dowolnej kolejnosci.

5. Zawieszki mocuje si¢ do drugiego konca
szczebelka, do odpowiednich numerdw szkieletu
B.

6. Do modelu podwoijnej helisy nitka mocuje si¢
etykiety. Rysunek ponizej moze by¢ uzywany po
to, by opisa¢ model.

Podziekowania

Niniejszy model przejety zostat z rzadowej
organizacji naukowej CSIRO w Australii, ktéra
opracowata go dla swego klubu ,,Double Helix”
Science Club. EIBE dzigkuje organizacji CSIRO za
pomyst i zgode na wykorzystanie modelu.

—s cukier

zasady

kwas fosforowy

Budowa DNA

tancuchy skfadajgce sie z czasteczek cukru
i kwasu fosforowego tworzg obydwa
»rusztowania” DNA. Miedzy nimi sg cztery
zasady: tymina (T), cytozyna (C), adenina (A)
i guanina (G), ktére pofaczone sq wigzaniami
wodorowymi.







Modele mikroorganizmow

Czesto trudno jest uczniom oceni¢ wielkosci
mikroorganizméw. Ponadto z trudem przychodzi
im uchwycenie tréjwymiarowej struktury
mikroorganizmu po obserwacji przez mikroskop,
dajgcy struktur¢ dwuwymiarowa.

Wykonanie modeli ulatwi uczniom dostep do
istotnych cech i wzglednej wielkoSci
mikroorganizméw.

Takie polecenie pracy jest szczeg6lnie owocne
wtedy, gdy uczniom pozostawi si¢ wolng reke w
opracowywaniu ich wlasnych modeli i gdy nie
muszg oni postepowa¢é dokladnie wedlug
wstepnych danych. Z tego wynika, zZe takie
polecenie pracy realizowane jest najlepiej w
domu, (gdzie dysponuje si¢ wigkszym
asortymentem materialow i ma si¢ wiecej czasu.)

Uwaga: Temu uczqcemu sie, ktory uwaza, ze
budowanie modeli lezy ponizej jego godnosci
nalezaloby zwrécic¢ uwage na dlugq historie budowy
modeli w biologii molekularnej, aczkolwiek obecnie
modele przestrzenne w duzym stopniu zastqpione
zostaly zobrazowaniem komputerowym.

Cel

e pokazanie najwazniejszych cech bakteriofagdw
lambda i wielu bakterii

e pomoc w ocenianiu wzglgdnej wielkosci wiruséw
i bakterii

Zapotrzebowanie czasu

Wykonanie modelu bakteriofaga trwa ok. 30 minut.
Jezeli model ma by¢ pokolorowany, to trzeba
zaplanowac wigcej czasu. W zaleznosci od
staranno$ci budowa modelu bakterii moze trwa¢
godzing lub diuze;j.

Uwaga: Celowe byloby zlecié to zadanie jako prace
domowq.

Sprzet i materialy

Zapotrzebowanie na kazdego ucznia lub grupe

robocza.

*  Ksigzki z rysunkami obrazujacymi budowe
wirusow i bakterii

*  rézne materialy do budowy modeli np. karton,
wybrany materiat opakowaniowy, pitki
pingpongowe, perelki i in.

*  nozyczki

*  klej, tasmy klejace lub maly zszywacz

*  mazaki

Instrukcja pracy

Wirus

Z przedstawionego wykroju buduje si¢ model
bakteriofaga lambda.

Bakteria
Ze zgromadzonych przez uczniow materiatéw
projektuje sie model bakterii (pateczki i koki)

Dla kazdego modelu

1. Pokazane gléwne cechy np. blony komorkowe i
material genetyczny powinny by¢ zidentyfikowane.

2. Wielkos¢ przedstawionego organizmu powinna by¢
okreslona.

3. Powinno si¢ objasnia¢ proste mozliwosci
okreslenia wielkosci modelu mtodszym uczniom, np.
gdyby bakteria miata ,,t¢” wielko$¢ to poréwnywalnie
ty bylabys tak wysoka jak dom.

Objasnienia i wskazowki

Moznaby réwniez zacheci¢ uczniow do zbudowania
modeli komorek zwierzgcych i roslinnych. Modele te
moglyby bardziej objasni¢ réznice migdzy
prokariontami a eukariontami i wyraznie podkresli¢
coraz czgsciej przytaczang hipotez¢ endosymbiontéw
(ktora objasnia ewolucyjne pochodzenie
eukariontow).

Informacja dodatkowa

Instrukcje budowy modeli opisane sa réwniez w
nastgpujacej publikacji

Nicholl, L. und Nicholl D. (1987) Modelling the
eukaryotic chromosome: a stepped approach. Journal
of Biological Education21 (2) 99-104,
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IZOLOWANIE DNA

Izolowanie DNA z bakterii

W tym doswiadczeniu uzywa si¢ lizosomu
(enzymu) do rozlozenia $cian komérek
bakteryjnych, a detergentu do rozerwania
wewnetrznych blon komérkowych, ktore
nastepnie uwalniajg kwasy nukleinowe (DNA i
RNA).

Cel
¢ izolowanie DNA z bakterii Escherichia coli K-
12

Przygotowanie

Kultury bakterii wpierw musza by¢ co najmniej 4 dni
wczesniej umieszczone w pozywce bulionowej (tylko
w pehni geste hodowle wytwarzaja znaczace ilosci
kwasow nukleinowych)

Zapotrzebowanie czasu

To doswiadczenie trwa 50 minut (lacznie z 30
minutami, podczas ktérych bakterie sa inkubowane z
enzymem).

Sprzet i materiaty

Zapotrzebowanie na kazdego ucznia lub kazdg

grupe roboczg

e gesta hodowla Escherichia coli K-12 (por.
»przygotowanie” powyzej)

e lizosom w postaci proszku (mata szczypta na
lopatce wystarcza)

¢ 6 ml etanolu (schtodzonego). Wystarczy etanol
skazony lub spirytus denaturowany

* 0,5 ml $rodka do mycia naczyn np. Pril (Henkel)

e drucik z uszkiem - eza

¢ 3 ml wody destylowanej

e 2 prébowki

e pipeta lub strzykawka jednorazowa 1 ml do
dozowania wody i roztworu lizosomu

¢ laznia wodna nastawiona na 60°C

¢ inkubator nastawiony na 37°C

Przebieg doswiadczenia

1. Co najmniej 4 dni przed rozpoczgciem
dos$wiadczenia nastawia si¢ do rozmnazania
kulture Escherichia coli K-12

2. Malg ilos¢ lizosomu dodaje si¢ do 5 ml
zawiesiny bakterii i starannie miesza sie.

3. Mieszaning inkubuje si¢ w temp. 37°C przez
30 minut.

4. Do zawiesiny bakterii dodaje si¢ 0,5 ml srodka
do mycia naczyn.

5. Prébowke z mieszaning inkubuje si¢ w zlewce z
woda o temperaturze 60°C, przez 2 minuty.

6. Mieszaning schiadza si¢ przez kilka minut w
zimnej wodzie.

7. Na powierzchnig¢ mieszaniny starannie i powoli
wlewa si¢ warstewke zimnego etanolu.

8. Kwasy nukleinowe (DNA i RNA) zostaja
wytracone w gornej warstwie etanolowe;.

Objasnienia i wskazowki
1. DNA mozna zabarwi¢ fuksyna lub roztworem
btekitu metylenowego.

Srodki bezpieczeristwa

Przy postugiwaniu si¢ kulturami powinno si¢
zachowywa¢ ogolnie obowiazujace $rodki
bezpieczenstwa dla prac mikrobiologicznych.
Ostroznie przy uzywaniu goracej wody (operacja nr
3).

Podziekowania

Niniejsze do§wiadczenie bazuje na opracowanej
przez Hertela i in. i StiBmutha i in. prébie izolowania
DNA z Bacillus subtilis. Dzigkujemy profesorowi
Josephowi Lengelerowi, Osnambriick, za propozycj¢
zastosowania w dos§wiadczeniu srodka do mycia
naczyn.

Typowa komérka bakterii z kwasami
nukleinowymi i miejscami oddziatywania
lizosomu i Srodka myjacego do
gospodarstwa domowego (na $ciane
komérki i blone komérkowa)

chromoasom
o plazmidy
g #3 " malke plardcienie DNA
[ S ¥ T Y
& T
. o o =
rylazomy oy
migisca symtazy
biaferk

e

cytoplazma
#

B L]

Scigna

- hifona
kormork

komarkows

0.5 pm
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Przygotuj hodowle
E.coliK-12w
pozywce
bulionowej. Inkubuj
ja 3-7 dni w temp.
37°C.

Dodaj niewielka
ilos¢ lizosomu do
5 ml zawiesiny
bakteryjnej i
wymieszaj
starannie.

Inkubuj mieszanine
przez 30 min przy
37°C.

Dodaj 0,5 ml sSrodka
do mycia naczyn do
zawiesiny
bakteryjnej.

Inkubuj mieszanine
przez 2 min przy
60°C w zlewce z
woda.

Schiadzaj
mieszanine przez
kilka minut w zimnej
wodzie.

Na powierzchnie
zawiesiny wprowadz
powoli i bardzo
ostroznie zimny,
wychfodzony w
lodzie etanol.

Kwasy nukleinowe
(cienkie, biate
pasemka)
precypituja w
gornej, etanolowej
warstwie.
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Izolowanie DNA z cebuli

Jest to metoda izolowania DNA i RNA z tkanki
ro§linnej. Tkanka jest wpierw rozrywana
mechanicznie. Detergent uzywany w
gospodarstwie domowym niszcezy zaréwno blony
komoérkowe jak rowniez blone jadra
komoérkowego. Resztki komérek odfiltrowuje sig;
kwasy nukleinowe i rozpuszczalne bialka
pozostaja w roztworze. Enzym trawi bialka a
nastepnie kwasy nukleinowe wytraca si¢ w
zimnym etanolu.

Cel

e - izolowanie kwasow nukleinowych z tkanek
cebuli.

Uwaga: Kwasy nukleinowe w ten sposéb

spreparowane nie sq czyste. Wiasciwym zamiarem

opisanej metody jest zademonstrowanie

podstawowych zasad ekstrakcji DNA z tkanki.

Przygotowanie

Etanol musi by¢ zimny, z lodu. Trzeba go pozostawié
co najmniej na 24 godziny przed rozpoczgciem
doswiadczenia w butelce z tworzywa sztucznego
odstawionej do zamrazarki.

Zapotrzebowanie czasu
Doswiadczenie trwa 35 minut (facznie z czasem
inkubacji 15 minut).

Sprzet i materiaty

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej

grupy roboczey:

¢ mikser (artykut gospodarstwa domowego)

e ostry ndz do obierania ziemniakéw, deska do
krajania

e lejek plastikowy duzy

* laznia wodna nastawiona na 60°C

¢ pojemnik z lodem

e 2 zlewki, 250 ml

e filtr do kawy (nie bibuta filtracyjna
laboratoryjna)

e sredniej wielkosci cebula

¢ $rodek do mycia naczyn, 10 ml (nie koncentrat)

e so6l kuchenna, 3 g

¢ woda destylowana, 100 ml

e strzykawka jednorazowa 10 ml do odmierzania
ptynow

*  prébowka

¢ Dbagietka

e  enzymy proteolityczne np. neutraza (Novo
Nordisk) 2-3 krople

e etanol zimny z zamrazalnika, ok. 6 ml (etanol
skazony wzglednie spirytus denaturowany nadaja
sig)

Przebieg doswiadczenia

1. Do s$rodka do mycia naczyn dodac soli
kuchennej. Zréb 100 ml roztworu w wodzie.

2. Cebule rozdrabnia si¢ w mate kostki, ale nie
mniejsze niz 10 mm x 10 mm.

3. Rozdrobniona cebule dodaje si¢ do roztworu
detergentu z sola.

4. Zlewke wstawia sig na 15 minut do tazni wodnej
(60°C).

5. Zlewke wstawia si¢ do bardzo zimnej wody w
celu schtodzenia i stale miesza sie zawartos$¢
przez 5 minut.

6. Mieszaning wlewa si¢ do miksera i miksuje sie
nie diuzej niz 5 sekund.

7. Mieszaning filtruje si¢ do drugiej zlewki. Musi
by¢ zagwarantowane to, ze piana na powierzchni
cieczy nie zmiesza si¢ z filtratem.

8. 2-3 krople proteazy dodaje si¢ do 6 ml ekstraktu
z tkanki cebuli w prébdwece i starannie miesza
sie.

9. Zimny etanol ostroznie wlewa si¢ po $ciance
probowki, aby utworzyt warstewke nad
ekstraktem tkanki cebuli. Probowke pozostawia
si¢ na kilka minut nie poruszajac jej.

10. Kwasy nukleinowe wytracaja si¢ tworzac nitki
przechodzace do warstwy etanolowej.

Objasnienia i wskazowki

1. DNA mozna zabarwi¢ stosujac fuksyng lub
roztwor blekitu metylenowego.

2. DNA moze by¢ rowniez uzyskany z tkanki
zwierzgcej (np. z ikry dorsza, watroby, trzustki
cielecej lub jagniecej). Stosuje sie przy tym
delikatniejsze metody rozdrabniania tkanki jak
ucieranie w mozdzierzu ttuczkiem (z piaskiem
morskim), aby nie porozrywa¢ faficuchow DNA.

Srodki ostroznosci

Doswiadczenie nie niesie ze soba zadnych
szczegolnych zagrozen, ale cigcie cebuli i uzywanie
miksera powinno by¢ przeprowadzane z
zachowaniem ostroznosci.

Podziekowania

Niniejsze doswiadczenie zostato przejete z 4
Sourcebook of Biotechnology Activities autorow
Alison Rasmussen i Roberta Mathesona (1990),
National Association of Biology Teachers/North
Carolina Biotechnology Center. ISBN: 0 94121209.
Cata publikacje mozna otrzymac poprzez: NABT,
1120 Roger Bacon Drive # 19, Reston, Virginia
22090, USA.
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10 ml srodka do mycia
naczyn

3 g soli kuchennej

100 ml wody

1 sredniej wielkosci
cebula

Sé/ dodaj do $rodka do
mycia naczyn. Uzupefnij
wodg do 100 ml. Dobrze
wymieszaj, aby sol
rozpuscifa sie.

]
1

il

\ ]

M
Miksowagé nie dluzej
niz 5 sekund

S

i

Mikser pomaga przy
otwieraniu komorek
cebuli. Zbyt diugie
miksowanie uszkadza
DNA

Rozdrobniong cebule
dodaj do posolonego
roztworu srodka do
mycia naczyn

Roztwér srodka do
mycia naczyn
rozpuszcza bfony
komorkowe i wydobywa
DNA z jgdra
komorkowego kazdef
komorki

6

|"_.- L -.._.--:
filtr ;
ado kawy .
— -

Przefiltruj calg
mieszaning

Oddziela to materiat
zawierajgcy Scianki
komoérek od DNA i
biatek, ktore teraz sg w
roztworze

IZOLOWANIE DNA Z CEBULI

Wstaw probowke na 15
min do goracej wody o
temp. 60°C

Ciepfto przyspiesza
proces, denaturuje
dezoksyrybonukleazy,
ktore mogtyby zniszczy¢
DNA,

Dodaj 2-3 krople
enzymu proteazy do 6
ml ekstraktu z cebuli

Proteaza niszczy biatka
w roztworze. Mata jej
ilo$¢ wystarcza.

Wiékna DNA w gérnej
warstwie alkoholowej

DNA nie rozpuszcza sie
w alkoholu. Dlatego
wytrgca sie z roztworu w
gornej warstwie.

Ochltodz mieszanine
przez kilka minut przez
wstawienie zlewki do
naczynia z wodq i
lodem

...ale zbyt dtugie
oddziafywanie gorgca
niszczy rowniez DNA.
Dlatego potrzebna jest
kapiel lodowa

."--'.1" i )

b |
/ /  zimny jak
i Iéd etanol

&

Wlewaj te sama ilo$é
zimnego etanolu,
ostroznie na
powierzchnig¢ ekstraktu
cebuli

Etanol* musi by¢ zimny.
Powinien sta¢ w
zamrazarce.

*Mozliwe jest
zastosowanie spirytusu
denaturowanego

 —
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MIKROORGANIZMY UZYTECZNE

Produkcja amylazy przez
mikroorganizmy glebowe

Skrobia zbudowana jest z wielu czasteczek cukru
glukozy, ktére tworza albo liniowy polimer zwany
amyloza albo polimer rozgaleziony zwany
amylopektyng.

Rozkladanie tych polimeréw udaje si¢ przez
wydzielane poza komoérke amylazy, ktore
syntetyzowane s3 przez wiele organizméw, w tym:
bakterie i grzyby. Zbadano liczne
mikroorganizmy po to, aby znalez¢ te, ktore
nadajg si¢ do komercyjnej produkcji enzymow. W
niniejszym do$wiadezeniu zbadano
mikroorganizmy zyjace w glebie, pod wzgledem
wydzielania enzymdéw poza komérke.

wiganie =14 -. G-gmvizra

fon ? j ™

L Culdanara ““‘1{_"

& e )

I .. .' l"rﬁ"l'-i?f—:?ﬂl:e Ay gLk
| | =1, 6 [plukoamyars)

"o,

Miejsca dzialania enzyméw na amylopektyne.
Czagsteczki glukozy w amylazie i amylopektynie
potgczone sg wigzaniami O - 1,4, odgalezienia
podtaczone sg do tych tancuchdw wigzaniami

o - 1,6. Najwazniejszymi, osiggalnymi w handlu
amylazami sa:

a-amylaza - hydrolizuje potgczenia o - 1,4
wytgcznie w fancuchach, tak ze powstajg krétsze
fancuchy (dekstryny) w sposob optacalny
uzyskiwana z bakterii (np. Bacillus spp.)

B -amylaza - hydrolizuje te potgczenia ' - 1,4 w
polimerach glukozy, ktére odigczajg z koncow
fancuchow czgsteczki maltozy. Nie moze ona
pokonac potgczen o - 1,6. Do celéw handlowych
uzyskiwana z jeczmienia i stodu.

Amyloglukozydaza - rozrywa pofgczenia O -
1,4, odszczepia przy tym czgsteczki glukozy z
koricow fanicuchow i hydrolizuje réwniez
pofgczenia O - 1,6, jednakze tylko powoli. Do
celéw handlowych uzyskiwana z grzybow
Aspergillus spp. i Rhizopus oryzae.

Pululanaza - hydrolizuje potgczenia a - 1,6. Do
celéw handlowych uzyskiwana z bakterii Bacillus
acidopullulyticus i Klebsiella.

ala

Cel
* - pokazanie naturalnie wystepujacych
mikroorganizméw produkujacych amylazy.

Wymagane wiadomos$ci wstepne

Uczniowie powinni mie¢ podstawowa znajomos¢
prac mikrobiologicznych, tacznie z technika sterylnej
pracy. Pozadana jest znajomos¢ reakcji
jodoskrobiowej.

Przygotowanie

Roztwor jodu i jodku potasu (JKJ) wedlug Lugola
powinien by¢ przygotowany najpdzniej w przeddzien,
gdy nie dysponuje si¢ roztworem gotowym do uzycia.
Krysztatki jodu potrzebuja troche czasu do
rozpuszczenia.

Pozywka agarowo-skrobiowa i buteleczki z woda
sterylng powinny by¢ przygotowane przed godzing
lekcyjna. W idealnym przypadku préobki gleby przed
uzyciem powinny by¢ wysuszone na powietrzu.
Sterylne paleczki z watg. Sztyfty pateczek
handlowych wykonane z tworzywa sztucznego przy
sterylizacji w autoklawie topia si¢. Niektore
handlowe pateczki z wata moglyby by¢ ponadto
poddawane obrobce antybakteryjnej. Do niniejszego
doswiadczenia samemu sporzadza si¢ niewielka ilos¢
precikow z wata, nawijajac widkna baweiniane na
ostrze wykataczki. Sterylizuje si¢ je w autoklawie
przez 15 minut przy 121°C, w butelce McCartneya
lub luzem owiniete w folie aluminiowa.

Zapotrzebowanie czasu
Przygotowanie i inkubowanie ptytek Petriego: 45 min
Badanie wynikow 2-3 dni pozniej: 15 minut.

Sprzet i materialy

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej

grupy roboczej (zakfada sie zwykte wyposazenie

pracowni)

» sterylne ptytki Petriego z pozywka agarowo-
skrobiowg sterylna 15-20 ml, wykonang z
handlowego agaru z dodatkiem 0,2-procentowe;j
skrobi rozpuszczalnej

* 1 gsuchej gleby, pobranej z glgbokosci 10 cm
pod powierzchniag

*  roztwor jodu i jodku potasu wykonany przez
rozpuszczenie 1 g jodui2 g jodku potasu w 300
ml wody destylowanej

e 15 ml sterylnej wody destylowanej w butelce
McCartneya

» sterylne pateczki z wata w wykonaniu wlasnym
(por. ,,przygotowanie” powyzej)

* mazak filcowy wodoodporny (do opisywania
plytek Petriego).
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Przebieg doswiadczenia

1. 1 gwysuszonej gleby dodaje si¢ do 15 ml

sterylnej wody destylowanej i dobrze wytrzasa

si¢ celem wymieszania.

Zaszczepianie ptytki z pozywka skrobiowo-

agarows.: sterylna paleczka z wata stuzy do

rozprowadzania zawiesiny gleby na powierzchni
agaru.

Plytke Petriego opisuje si¢ umieszczajac inicjaty,

date i materiat uzyty do zaszczepienia.

Odwrocona, zaszczepiong plytke pozostawia sie

na 2-3 dni przy 30°C w celu inkubacji.

5. Na plytke po inkubacji nalewa si¢ ostroznie
roztwor jodu, az pokryta zostanie cata
powierzchnia na wysokos$¢ ok. 1 mm. Miejsca,
gdzie jeszcze istnieje skrobia sa zabarwione na
kolor niebiesko-czarny (czasteczki jodu wnikaja

w obszar wewngtrzny faficuchéw molekularnych
glukozy). Obszar jasnobrazowy (kolor roztworu
jodu i jodku potasu) powstaje wzdhuz krawedzi
kolonii, gdzie mikroorganizmy roztozyly skrobie.

Srodki ostroznosci

WAZNE: W Niemczech nie jest dozwolone
przeprowadzanie tego doswiadczenia w taki sposob,
poniewaz plytki zaszczepione nieokreslonymi
organizmami sa otwierane. Dlatego powinno si¢
uzywac kolonii Bacillus subtilis DSM 402 zamiast
organizmow z gleby. Podczas tego doswiadczenia i
przy usuwaniu odpadow kultur powinno si¢ stosowaé
ogolnie obowiazujace srodki ostroznosci. Nie jest
wskazane sporzadzanie z zaszczepionych plytek
izolatow wilasnych. Jod jest trujacy i trzeba si¢ nim
postugiwac z ostroznoscia.

Przygn-;j -pﬂ.:!.irp Petriego
ze sterylng pozywks
skrobiowo-agarows

jasne absrary
bez skrobw

PRODUKOWANIE AMYLAZY PRZEZ
MIKROORGANIZMY GLEBY

sucha Zremia

Sporzgd# rawiesine wodsa

1 g ziemi w 15 mi steryinej | steryina
wody (w niemieckich '

szkodach stosuj

plynng kulture
Bacillus subtilis)

Zaszczep poiywke agarows
Zawiesing ziemi za pomoca
staryinyeh wacikow na patyku

@

Odwrdcone
phytki
pozostaw do
rfoZmnatania
bakteri

Inkubuj pfytke
przez 2-3 dni przy 30°C

e —
Sy ———

Pokryj pfytke roxtworem jodu
aby pokazaé gdzie skrobia
rostafa rozfoZona.
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Wytwarzanie celulazy

Istnieje duze zainteresowanie wykorzystaniem
odpadéw celulozy powstalych przy produkeji
papieru, jako zasobéw pokarmowych dla
proceséw fermentacyjnych; przy tym tanie
materialy wyjsciowe przeksztalcane sg w bardzo
cenne produkty. Wigkszo$¢ celulaz wytwarzanych
do celéw handlowych produkuje si¢ przez
fermentacj¢ ptynnych odpad6éw celulozowych
przez grzyby Trichoderma reesei.

Bakteria Cellulomonas ro$nie jednak szybciej na
plytkach Petriego i jej produkcja pozakomoérko-
wych celulaz jest latwo mierzalna.

Cel
* oznaczenie ilosciowe celulazy wytwarzanej przez
Cellulomonas.

Przygotowanie

Do uzywania w klasie powinno si¢ przygotowaé
kultury Cellulomonas uda (DSM 20107) w pozywce
bulionowej (np. w butelkach McCartneya). Powinno
to nastapi¢ dwa lub trzy dni przed przeprowadzeniem
doswiadczenia. Kultury inkubuje si¢ przy 25-30°C.
Pozywka CMC zawiera:

0,5 g karboksymetylocelulozy (rozpuszczalna postaé
celulozy); 0,1 g NaNOs; 0,1 g K,HPOs; 0,1 g KCl;
0,05 g MgS0y; 0,05 g wyciagu z drozdzy i 0,1 g
glukozy w 100 ml wody.

Pozywka powinna by¢ zaggszczona 1,7-procentowym
agarem.

Zapotrzebowanie czasu

Przygotowanie i inkubacja bakterii na ptytkach
Petriego: 45 min

Badanie wynikow 2-3 dni p6zniej: 15 minut

Sprzet i materiaty

Zapotrzebowanie na kazdego ucznia lub kazdg

grupe roboczg (zakfada sie dostep do normalnie

wyposazonej pracowni).

e Kaultura bakteryjna Cellulomonas uda (DSM
20107)

e sterylne ptytki Petriego z 15 ml sterylnej
pozywki CMC (por. ,,przygotowanie” wyzej)

e sterylna woda (w butelce McCartney'a)

e sterylna strzykawka jednorazowa 1 ml (bez igly)
lub strzykawka dawkujaca i 2 sterylne, zamknigte

pipety

»  zlewka z S-procentowym roztworem pochlorynu
np. Domestos (Lever)

e roztwor czerwieni Kongo (z 1 mg na ml wody)

*  roztwor chlorku sodu 1 molowy

* etanol (do opalania dziurkacza do korkdw)

»  dziurkacz do korkow, §rednicy 5 mm

e inkubator nastawiony na 25-30°C

* mazak filcowy do opisywania ptytek Petriego

Przebieg doswiadczenia

1. Dziurkacz do korkéw ($rednica 5 mm) zanurza
si¢ w alkoholu i opala sig.

UWAGA: podczas tej operacji dziurkacz musi
by¢ trzymany poziomo aby ptomienie nie
przedostawaly si¢ przez srodek dziurkacza do
g0ry i nie oparzyly rak.

2. Pokrywe plytki z pozywka CMC lekko unosi si¢
z jednej strony i nastepnie dziurkaczem robi si¢
otwor w agarze. Korek z agaru usuwa si¢ z
dziurkacza, w razie gdy to konieczne zagigta
igla.

3. Powtarza si¢ zabieg 1 i 2, aby otrzyma¢ dwa
otwory w agarze.

4. W dolnej stronie ptytki Petriego doktadnie
opisuje si¢ kazde wyciecie. Odpowiednim
skrotem bylyby: C (Cellulomonas) W (sterylna
woda, kontrola).

5. W odpowiedni otwdr wprowadza si¢ albo 0,2 ml
kultury bakteryjnej lub sterylng wode. Trzeba
przy tym uzywac sterylnej strzykawki
jednorazowej lub pipety. Uzyty sprzet nalezy
wlozy¢ do zlewki ze $rodkiem dezynfekujacym.

6. Plytki przy 25-30°C inkubuje si¢ przez okres do
jednego tygodnia. Cellulomonas produkuje przy
30°C po 48 godzinach jasne otoczki o $rednicy
do 16 mm.

Po inkubowaniu....

7. Plytki na 15 minut pokrywa si¢ roztworem
czerwieni Kongo i odbarwia si¢ przez dodanie
roztworu soli na 10-15 minut. Obszary nie
zabarwione pokazuja, gdzie pozywka CMC

zostata roztozona do —(1,4) - glukanu, ktéry
zawiera siedem lub mniej reszt glukozowych.
Srednice jasnych otoczki mozna zmierzy¢, aby
otrzymac ilosciowe porownanie aktywnosci
enzymu rozkladajacego celulozg.
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1. Wysterylizuj
daiurkacz
do korkow
przez opalanie
Z uzyciem etanolu

Bl
UWAGA: Etanol ‘
Jest latwopainy e

3. Zasrcrep -
“wywiercone T b
ofwory” kulturami
Cellulomonas.

Do drugiej studzienki
nalef sterylnej wody.

4. Inkubuj plytke 48 godz. w 30°C

korek z waly

&8, Zabarw plytke.

Zmierz srednicg

w obszarze, w kidrym
celuloza rostala
zdegradowana

- ;_'; I
s

2. Wytnif  korkl z warsiwy
agary | usourd fe,

zabezpiecz plytke
tagmg klejgcs

Objasnienia i wskazoéwki

1. Zawiesiny z ziemig mozna pipetowa¢ do wycigc¢
w agarze, aby pokazac jej flore¢ mikrobiologiczna
przy wytwarzaniu celulazy.

2. Taki sam sposob postgpowania mozna
zastosowac po to, aby zbada¢ aktywnos¢
handlowych preparatéw celulazy.

3. Proces degradacji celulozy mozna sledzi¢ przez
wiele dni przez sporzadzenie drugiego zestawu

plytek.

Srodki ostroznosci

Podczas doswiadczenia musza by¢ przestrzegane
podstawowe $rodki ostroznosci przy pracach
mikrobiologicznych (usuwanie plytek na koncu
doswiadczenia), tacznie z przestrzeganiem aseptyki
prac.

WAZNE: przy stosowaniu probek gleby jako
surowca do produkcji celulazy (objasnienia i
wskazdwki do zabiegu 1) w Niemczech zabronione
jest ponowne otwieranie plytek.
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Produkcja antybiotyku

Wiele mikroorganizméw produkuje antybiotyki -
substancje, ktore hamuja wzrost ich bakteryjnych
konkurentow lub zabijaja ich. Od czasu
wynalezienia penicyliny w latach czterdziestych
(produkowanej przez grzyby Penicillium)
substancje te sa wysoce skuteczne w zwalczaniu
choré6b. Obecnie najwazniejsze antybiotyki
wytwarzane s3 przez bakteri¢ Streptomyces.
Dalsze informacje o sposobie dzialania
antybiotykow i zjawiska opornosci bakteryjnej
znajdziecie w materiale stanowigcym zalgcznik.
Cel

¢ wyprodukowanie antybiotyku streptomycyny

przez Streptomyces griseus i pokazanie jego
dzialania na wzrost wielu mikroorganizmow.

Wiadomosci wstepne
Pochodzenie i dziatanie antybiotykéw, powstawanie i

rozprzestrzenianie si¢ odpornosci na antybiotyki (por.

tekst towarzyszacy).

Na dole: Kultura trzydniowa Streptomyces
griseus (z lewej) Organizmami testowymi sa
(z gory na dot): Candida utilis, Micrococcus
luteus, Pseudomonas fluorescens, Bacillus
mycoides, Escherichia coli.

Przygotowanie

Potrzebne sa zywe kultury Streptomyces griseus.
Musza one by¢ hodowane 2-3 dni na ptytkach z 15-20
ml agaru standardowego. Kultura, ktéra ma si¢
zaszczepic te plytki, musi by¢ przygotowana. W tym
celu eza pobiera si¢ Streptomyces z kultury na agarze
skosnym i ponownie tworzy si¢ zawiesing w 1 ml
sterylnej pozywki bulionowej, nastgpnie przenosi si¢
do probowki z 5 ml sterylnej pozywki bulionowe;j.
Kulture te inkubuje si¢ przez 24 godziny w 30°C.

Plytke Petriego szczepi si¢ jednodobowa kultura
Streptomyces griseus przez naniesienie na plytce
pojedynczej pionowej kreski tak dalece po lewe;j
stronie jak to mozliwe, aby prawa czgs¢ odzywki
pozostata sterylna.

Plytki inkubuje si¢ przy 30°C przez 3-4 dni.
Dodatkowo zaklada si¢ jednodobowe kultury
organizmow testowych (Bacillus mycoides, Candida
utilis, Escherichia coli K-12, Micrococcus luteus,
Pseudomonas fluorescens).

Zapotrzebowanie czasu

Przygotowanie pozywek i hodowli bakterii: 60 minut
+ pierwsze inkubowanie kultury Streptomyces:

24 godziny, nastgpnie dalsze 72-96 godzin
Zaszczepienie plytek: 20 minut

Inkubowanie: 24-72 godziny.

Sprzet i materialy:
Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej
grupy roboczej (zakfada sie, Ze istnieje dostep
do normalnie wyposazonej pracowni).
e inkubator nastawiony na 30°C
e eza
e sterylne plytki Petriego z 15-20 ml agaru
standardowego, na ktérych naniesiono bakterie
Streptomyces griseus (DSM 40236) rozmnozone
przez 48-72 godziny (por.”Przygotowanie”
WyZej)
e organizmy testowe * na kulturach skos$nych
- Candida utilis (drozdze), DSM 02361
- Micrococcus luteus (bakteria), DSM 20030
- Pseudomonas fluorescen (bakteria), DSM
50090
- Bacillus mycoides (bakteria), DSM 2048
- Escherichia coli K-12 (bakteria), DSM 498
* Trzeba przestrzegaé miejscowych przepiséw
odnoszqcych si¢ do stosowania tych organizmow w
szkole. (w Niemczech zastosowanie jest dozwolone).
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Przebieg doswiadczenia

1. Kazda przygotowana pozywke z kulturg
Streptomyces zaszczepia si¢ organizmami

testowymi:
a)

i chwile ochladza sie.
b)

kultur Streptomyces.

c)

kazdej kultury testowe;.
Pytki inkubuje si¢ 2 dni przy 30°C.
Badanie ptytek

2)
3)

Drucik z uszkiem do zaszczepiania
przeciaga si¢ przez ptomien palnika Bunsena

Sterylnym drucikiem z uszkiem pobiera sig¢
kultury organizméw testowych i nanosi si¢ w
postaci poziomej kreski na jasng czgsc
pozywki (na prawo od Streptomyces).
Nanoszenie kultur testowych zawsze musi
zaczynac si¢ w prawym rogu w kierunku do
kultury Streptomyces i siggac¢ do niej blisko.
WAZNE! Nie wolno dotkna¢ uszkiem

Drucik z uszkiem ponownie opala si¢ w
plomieniu. Powtarza si¢ operacje a-c dla

Srodki ostroznosci

Te prace trzeba wykonywa¢ w pracowni. Podczas
pracy i przy usuwaniu odpadow kultur stosowac
nalezy podstawowe $rodki ostroznosci. 11o§¢
antybiotyku wytworzona podczas doswiadczenia nie
stanowi zagrozenia.

Uwagi

Bakteria Streptomyces griseus wytwarza antybiotyk
streptomycyne, ktéry dyfunduje do pozywki
posiewowej kultury. Streptomycyna i stosowane
antybiotyki zaklocaja synteze bialek przez ich
przyltaczanie si¢ do sktadnika 30S rybozoméow
bakteryjnych. Niektdre organizmy (Bacillus
mycoides, Escherichia coli, Micrococcus luteus)
reaguja wykazujac wrazliwos¢ na dziatanie
streptomycyny, inne (Pseudomonas fluorescens) sa
oporne. Drozdze (Candida utilis) nie s zwalczane
przez streptomycyne, gdyz sa eukariontami o innej
budowie rybozomow. Zataczony tekst dostarczy
dalszych informacji opisujacych szczegotowo
produkcje antybiotykow i ich sposob dziatania.

Fojedyncza kreska

@ Z leweayf strony plytki

Przygotowanie pfytki
Petriego z Streptomyces
griseus 3-d dni werednief

FPowtarzanie nanoszenia Z kaidy
z kultur testowych. Sterylizacja

|
—'—H: ; % I!.'
e { Nie dotknac };‘
T {- posiews i e
|- P h &
% Strepfomyces \
N - %<1
Kultury testow anoszenie V|
i na plytke z posiewem &_ -*
Sterylizacja Streptomyces
ity

®

uszczelnianie phytki
ltadma kiejgeg

|-5'_b"r|- alli'lf-"

/"" 1“‘\.\ na dnie plytki

Inkubowanie cdwriconej
phytki przez 2-3 dni przy 30°C

uszka miedzy nanoszeniami kresek.
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OSIAGNIECIA MIKROBIOLOGII
Wytwarzanie ciasta
chlebowego

Opowiesci o chlebie z zakwasu, ktore siggajac az
do starozytnego Egiptu (4000 pne) pokazuja, ze
wytwarzanie chleba w ogéle jest jednym z
najstarszych przykladéw biotechnologii.
Tradycyjnie w Wielkie Brytanii chleb wytwarzano
z mgki pszennej, wody, soli i w miar¢ mozliwosci z
tluszczu - zaleznie od receptury.

Te skladniki tworza ciasto, w ktorym drozdze sa
zwiazane.

Amylazy w wilgotnej mgce przeksztalcajg skrobig
w glukoze, ktora stanowi pozywienie dla
zimmobilizowanych komérek drozdzy. Dodatkowo
drozdze potrzebuja zrédla azotu. Peptony i
aminokwasy stawiane sa do dyspozycji przez
czesciowa hydrolize bialek maki (gluten).
Oddychanie beztlenowe drozdzy prowadzi do
wytworzenia dwutlenku wegla i alkoholu.

Gluten przyczynia si¢ do elastycznos$ci i
plastycznoSci ciasta chlebowego i zapewnia
zamykanie pecherzykéw dwutlenku wegla, ktory
powigksza pecherzyki powietrza w chlebie, aby
ciasto moglo ,,rosngé”.

Cel

e proponowany sposob postepowania daje
mozliwo$ci zbadania efektow dziatania réznych
wariantow receptury, ktore modyfikuja albo
biatka maki albo dziatanie enzymow.

Zapotrzebowanie czasu
W zalezno$ci od warunkéw (ciepto itp.)
doswiadczenie moze by¢ zakonczone po 50 minutach.

Sprzet i materiaty

Na kazdy chleb:

e drozdze suszone, 1 g

* maka pszenna (typ 405),75 g

e woda, 50 ml

¢ inne dodatki wg Zzyczenia np. kwas askorbinowy,
a-amylaza, bromian potasowy (por. Objasnienia
i wskazowki ponizej)

¢ male zlewki do mieszania ciasta

* mocne bagietki szklane do mieszania
* 2 cylindry miarowe, 100 ml
*  stoper

Przebieg doswiadczenia

1. Drozdze suszone aktywuje si¢ w wodzie, dodaje
sie make i dobrze miesza sie.

2. Ciasto formuje si¢ w postaci kietbaski i wktada
do cylindra miarowego.

3. Mierzy si¢ wysokos¢ siggania ciasta co 10 minut,
przez okres 1 godziny.

Objasnienia i wskazowki

1. Jaki efekt daja rozne postaci drozdzy suszonych
na stopien ,,wyrosnigcia” (np. zwykle drozdze
suszone w poréwnaniu z nowszymi drozdzami
rozczynowymi)?

2. Jakie réznice przy ,,rosnigciu” ciasta wynikaja z
r6znych gatunkéw maki (np. maka zytnia,
pszenna i razowa)?

Gatunki maki pszennej zawieraja duzo glutenu,
ale malo o -amylazy. Maka razowa wykazuje
duza zawartos¢ o -amylazy.

3. Jaki efekt daje polepszacz maki - kwas
askorbinowy (witamina C) na stopien
»wyrosniecia”? Kwas askorbinowy reaguje z
enzymami w ciescie i ogranicza tworzenie si¢
mostkéw siarkowodorowych migdzy biatkami
glutenu (do receptury ciasta mozna wlaczy¢ 1 g).

4. Jaki efekt daje dodanie 0-amylazy na stopien
»wyrosniecia”? Jak mozecie objasnic
zaobserwowane réznice?

5. Polepszacz maki bromian potasu umozliwia
tworzenie si¢ mostkow siarczkowych migedzy
sasiadujacymi biatkami glutenu, tak ze powstaje
elastyczne, lepiej ,,rosnace” ciasto. Jednakze zbyt
silne rosnigcie ostabiatoby ciasto. Mozna
poréwnac ciasta, ktore zostaly wytworzone z
wzgl. bez tego dodatku.

6. Sol hamuje dziatanie proteaz i zapobiega w ten
sposob zamianie glutenu w lepka mase, ktora nie
moze zamkna¢ w sobie i zgromadzi¢ dwutlenek
wegla. Nadmiar soli wytwarza silne wiazania
jonowe z bocznymi tancuchami czasteczek
biatka, czyniac je mniej rozciagliwymi, co
prowadzi do twardego ciasta. Zbyt duza ilos¢ soli
hamuje ponadto ,,ros$nigcie” drozdzy. Moznaby
oznaczy¢ optymalna dla ciasta ilo$¢ soli.
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Podstawowa recepiura
clasta chlebowego

1 g drozdzy suszonych roegtworzye
w 50 mi wodly.

Drozdze pozosiawic do wyrosmecia
i dodac 75 g mgki

Dobrze wymieszac.

Przeniede clasto do cylindra

Friare .

Wodstepach 10-minulowych

mierz ¢ objetodd clasta

Pytania

W jakim stopniu objetosc clasta
odWZormowiLle sZybhosc wzroshy
drozd2y ?

Jak mognaby sprawdzic prremysienia
na ten femal?
Jakie inne czynniki (oprdez dzialania

drodd? y) moglhyby wiwac na
abjelodc clasa?

iy
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Zimmobilizowane komorki
drozdzy

Zwykle drozdze piekarnicze, Saccharomyces
cerevisiae, nie sa w stanie sfermentowa¢é cukier
laktoze. Enzym (3-galaktozydaza rozszczepia
laktoze¢ do glukozy i galaktozy. Drozdze, ktére sg
zimmbolizowane z tym enzymem, moga si¢
rozwija¢ w pozywce, ktora zawiera laktoze. Z
obydwu cukrow, ktére powstaja w wyniku
dzialania enzymu najpierw wykorzystywana jest
glukoza. Gdy zas6b tego cukru zostanie zuzyty
drozdze zmieniaja swoj metabolizm i stosuja inny
produkt rozszczepienia laktozy - galaktoze.
Dzialalno$é drozdzy szybko daje si¢ zbadaé przez
pomiar ilo$ci dwutlenku wegla tworzacego sig
przy fermentacji.

Cel
e - wprowadzenie w iloSciowe badanie fermentacji.

Przygotowanie

Alginian sodu jest trudno rozpuszczalny w wodzie.
Rozpuszcza si¢ go w goracej wodzie, przy ciaghym
mieszaniu. Dlatego alginian sodu trzeba przygotowaé
z wyprzedzeniem. Alginian sodu przed dluzszym
przechowywaniem powinien by¢ autoklawowany.
Wazne: do wszystkich roztworéw powinno sie
stosowac¢ wode destylowang lub pozbawiong jonéw,
gdyz jony wapnia w wodzie wodociqgowej powodujq
wytrqcanie alginatu z roztworu.

Zapotrzebowanie czasu

Zimmobilizowane komorki drozdzy mozna
spreparowac w ciggu 10-15 minut. Fermentacja moze
trwac do tygodnia.

Sprzet i urzadzenia

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej
grupy roboczej

e 4 - procentowy roztwor alginianu sodu, 10-15 ml
e 1,5 - procentowy roztwor chlorku wapnia. 100 ml
e strzykawka jednorazowa 10 ml, bez igly

e sitko do herbaty

e 2 zlewki, 200 ml

e 2 kolby Erlenmeyera, 250 ml

e 2 korki zdwoma przewierconymi otworami

e 2 duze zlewki np. 500 ml

e 2 cylindry miarowe, 100 ml

Zimmobilizowane komérki drozdzy w
matrycy z alginianu wapnia

»  roztwor do sterylizacji chemicznej np. Domestos
lub Sagrotan

e 13 - procentowy roztwor chlorku sodu, ok. 11
(wystarczy zwykly roztwér soli kuchennej)

* 100 ml pozywki z 2 g glukozy, 1 g wyciagu z
drozdzy i 1 g peptonu

* 100 ml pozywki z 2 g laktozy, 1 g wyciagu z
drozdzy i 1 g peptonu

» enzym (-galaktozydaza np. Lactozym (NOVO
Nordisk), 2 ml

e drozdze pickarnicze lub drozdze suszone.

Przebieg doswiadczenia

Zimmobilizowane enzymy i komdrki droidzy

preparuje si¢ w sposob nastepujqcy:

1. Drozdze suszone miesza si¢ w 25 ml wody
destylowanej, w malej zlewce i pozostawia do
napegcznienia w temperaturze pokojowej przez 10
minut.

2. W drugiej zlewce miesza si¢ alginian sodu z
[3-galaktozydaza i mieszajac wprowadza sie do
10 ml roztworu drozdzy.

3. Mieszaning enzymu - drozdzy - alginianu nabiera
si¢ do strzykawki jednorazowej i kroplami
dodaje si¢ do roztworu chlorku wapnia w drugiej
duzej zlewce.

22




4, Kulki immobilizowanych enzymoéw i drozdzy
pozostaja do stwardnienia, na 10 minut w
roztworze chlorku wapnia.

5. Kulki oddziela si¢ od roztworu filtrujac przez
sitko do herbaty i starannie przeptukuje woda
wodociagowa.

Kulki mogq by¢ przechowywane w chiodziarce, w
sterylnej wodzie do 3 dni przed uzyciem.

Przygotowanie naczynia fermentacyjnego:

1. Kolby sterylizuje si¢ Sagrotanem lub
Domestosem i nastgpnie plucze si¢ woda.

2. Sterylna pozywke wlewa si¢ do kolb, pozywke
glukozowa do jednej (jako kontrola), a
laktozowa do drugiej.

3. Te sama ilos¢ kulek dodaje si¢ do kazdej kolby.

4. Kolby zamyka si¢ korkiem z dwoma
przewierconymi otworami.

5. Kolby trzyma si¢ w temperaturze 21-25°C.

Czas, ktory tworzy si¢ nad 13-procentowym
roztworem chlorku sodu chwyta si¢ do cylindra
miarowego (dwutlenek wegla nie jest
rozpuszczalny w tym roztworze) i mierzy si¢
jego ilos¢ w regularnych odstgpach czasu.

6. Sporzadza si¢ wykres przedstawiajacy ilos¢ gazu
w zaleznosci od czasu.

Objasnienia i wskazowki

1. Mozna zastosowac rozne rodzaje drozdzy np.
drozdze piekarnicze lub ,,drozdze winne”.

2. Mozna zmienia¢ stezenie B-glukozydazy, czas
inkubacji lub inne zmienne.

Srodki ostroznosci

Wydzielanie si¢ gazu w naczyniach szklanych moze
by¢ niebezpieczne. Powinno si¢ zapewnic to, ze
naczynia fermentacyjne beda odpowiednio otwarte.
Substancji chemicznych do sterylizacji powinno sig¢
uzywac ostroznie i powinno si¢ przestrzegac
wszystkich instrukcji stosowania podanych przez
producentow.

Najczestsza technikg immobilizowania komorek jest
ich uwigzienie w alginianie wapnia. Sposéb ten
szczegodlnie nadaje si¢ do zywych komorek, z powodu
tagodnych warunkéw postgpowania. Ta wielostronna
metoda stosowana jest do immobilizowania zywych
lub martwych komérek w bioreaktorach, do
zatapiania roslinnych zarodkow i zalazkow (,,sztuczne
nasiona”) do mikrorozmnazania, do immobilizowania
komorek hybrydowych do produkcji przeciwciat
monoklonalnych i do otoczkowania enzymoéw i
srodkow leczniczych (patrz wykaz na nastgpnej
stronie).

Komoérki lub enzymy podlegajace zatopieniu
mieszane sq wpierw z roztworem alginianu sodu. T¢
mieszaning wkrapla si¢ nastepnie do roztworu z
kationami wielowarto$ciowymi (zwykle Ca2+).
Kropelki przy wpadaniu do roztworu tworza
automatycznie kuleczki, ktére wiaza komorki w
trojwymiarowej siatce z alginianu, polaczonej na
krzyz jonami (patrz rysunek wyzej).

Dalsze informacje w Smidrod, O. i Skjak-Brak G.
(1990) Alginate as an immobilization matrix for cells.
Trends in Bitechnology 8 (3)71-78.
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Przyklady zastosowania komérek zimmobilizowanych w alginianie (wedtug Smidsroda i Skjak-

Braeka, 1990)

Komorki

Bakterie
Erwinia rhapontice izomaltuloza
Pseudomonas denitrificans oczyszczanie wody pitnej

Produkty/miejsce zastosowania

Zymomonans mobilis etanol
Cyjanobakterie

Anabena sp. amoniak
Grzyby

Kluyveromyces bulgaricus hydroliza laktozy
Saccharomyces cerevisiae etanol
Saccharomyces bajanus  produkcja szampandw

Komorki

Algi
Botryococus braunii
Komorki roslinne
Chatharanthus roseus alkaloidy do terapii

NOWOtWOrowej

sztuczne nasiona

postugiwanie si¢

komérkami, mikroskopia

Produkty/miejsce zastosowania

weglowodory

Rézne rosliny
ro$linne zarodki

Komorki ssakow

hybrydy przeciwciata monoklonarne
wyspy Langerhansa  insulina/implantacja
fibroblasty lub

komorki limfy interferony (o lub )
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Ogniwo mikrobiologiczne

Mikroorganizmy pradotwdreze przez dlugie lata
byly biologicznym kuriozum. Obecnie badacze
widzg ich zastosowanie w zegarach i kamerach,
jako Zrédla energii dla trzeciego Swiata i w
bioreaktorach do przeksztalcania odpadéw
przemysltowych na elektrycznos¢.

Opisane tutaj mikrobiologiczne ogniwo wytwarza
prad elektryczny w niewielkiej iloSci, przez
oddawanie elektron6w z lancucha oddechowego
drozdzy. Moze ono stuzy¢ do badania oddychania
w nowy i stymulujgey spos6b. Dalsze informacje
znajdziecie w B1O/technology Education, B and 1,
nUmer 4, strona 163-168.

Cel
*  motywujace wprowadzenie do badan oddychania
mozliwe badania niektérych czynnikow
wplywajacych na oddychanie mikroorganizmow
znaczenie zastosowania odpadow organicznych
do wytwarzania elektrycznosci.

Przygotowanie

Przygotowac roztwory z reagentami. Przed uzyciem
membrany wymieniacza kationowego trzeba ja
moczy¢ 24 godziny w wodzie destylowanej. Drozdze
suszone nalezy zaktywowac wtedy, gdy zmontowane
zostanie ogniwo.

Zapotrzebowanie czasu
Budowa ogniwa (az do wytwarzania pradu) trwa ok.
30 minut.

Sprzet i materialy

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej
grupy roboczejf

ogniwo Perspex (ICI), wycigte z materiatu
grubo$ci 4 mm

uszczelki neoprenowe, 2 szt.

membrana wymieniacza kationowego, przycigta
z dopasowaniem do przestrzeni migdzy
komorami. Membrana moze by¢ uzyta
wielokrotnie, ale topi si¢ podczas
autoklawowania.

elektrody z widkna weglowego, przycigte z
dopasowaniem do komory

Sciereczka (z tkaniny), przycigta na wymiar
wewnetrzny ogniwa, 2 szt.

strzykawka jednorazowa 10 ml, 2 szt., do
rozprowadzania cieczy

denko lub pokrywa plytki Petriego jako
podstawka ogniwa

elektryczne koncowki podlaczeniowe z
zaciskami krokodylkowymi, 2 szt.

olwor, przez Ktory
napefnia sie

komory

i 1 membrana
wymieniacza
i- kationowego

uszcrelka

Montowanie ogniwa
mikrobiclogicznego
(dokfadne wymiary nie s3
wazne; tutaj ok.

29 Mm X 29 mm)

_—

{

koncowka elektrody
z widkien weglowych

A

1

e komora przyklejona

_ _ do plyty koricowej
tkanina chroni kitern akwariowym
elektrode przed (silikon)

retknieciem sig
Z membrana

Ognmwe mozna

zakupic¢ w NCBE

The University of Reading
PO Box 228

Reading RG6, 64J, UK

oy
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Cgniwo rmafowans

tarncuch oddechowy kormarek drodd?y

*  woltomierz 0-5V lub miernik napigcia i/lub silnik
niskopradowy
*  nozyczki

Wszystkie ponizsze roztwory powinny by¢

sporzqdzone nie w wodzie, leczw 0,1 M buforze

Jfosforanowym

e drozdze suszone, zaggszczone 0,1 M buforem
fosforanowym (nie dodawac roztworu glukozy
bez uprzedniego aktywowania drozdzy w
roztworze buforowym)

¢ 10 milimolowy roztwoér blekitu metylenowego,
5 ml 1 M roztworu glukozy

e 0,02 M roztwor zelazocyjanku potasowego, 10
ml

Sporzqdzanie 0,1 M buforu fosforanowego, pH 7,0
Rozpusci¢ 4,08 g Na,HPO, i 3,22 g NaH,PO, w 500
ml wody destylowane;j.

Przebieg doswiadczenia

1. Dwie elektrony z wiokien weglowych przycina
si¢ odpowiednio do rysunku.

2. Dwie Sciereczki z tkaniny przycina sig¢
dopasowujac do ogniwa.

3. Ogniwo montuje si¢ odpowiednio jak na
rysunku.

4. Ogniwo stawia si¢ w denku lub pokrywie plytki
Petriego, aby przeja¢ ewentualnie wydobywajaca
si¢ kroplami ciecz.

5. Drozdze, roztwor glukozy i roztwor blekitu
metylenowego miesza si¢ ze soba i podaje si¢
pipeta (strzykawka jednorazowa) do komory
ogniwa energetycznego.

6. Do drugiej komory odpipetowuje si¢ roztwor
zelazocyjanku potasowego.

7. Poprzez zaciski krokodylkowe podiacza si¢
woltomierz lub miernik napigcia, do koncowek
elektrod. Ogniwa tego typu zwykle wytwarzaja

napigcie miedzy 0,4 a 0,6 V. Przephw prqdu
powinien by¢ mierzalny natychmiast. Jezeli
przyrzqd pomiarowy pokazuje 0, to trzeba
sprawdzi¢ podiqczenia i zagwarantowacd, ze
elektrody z wldkien weglowych nie stykajq sie z
membranq wymieniacza kationowego.

Objasnienia i wskazowki

1. Mozna potaczy¢ ze soba wigksza ilos¢ ogniw,
aby wytworzy¢ wyzsze napigcie. Powigkszenie
ogniwa (lub powierzchni elektrod) zwigksza ilos¢
pradu (ale nie napigcie).

2. Moga by¢ stosowane rézne rodzaje drozdzy jak
drozdze piekarnicze lub winne. Uwaga: ze
wzgledow bezpieczenstwa nie zaleca sie
stosowania innych mikroorganizmow.

3. Mozna zbada¢ wplyw ciepta na sposéb dziatania
ogniwa (zwraca si¢ uwage na odpowiednie
»Srodki kontroli”, ktére przy tego rodzaju
poréwnaniu sa niezbedne.

Srodki ostroznosci

Zelazocyjanek potasowy jest
trujacy. Przy jego uzywaniu
powinno si¢ nosi¢ okulary
ochronne.

W razie kontaktu z oczami trzeba
przepluka¢ oczy

i zasiggna¢ porady lekarskiej.
Jezeli nastapito polkniecie zelazocyjanku potasowego
to trzeba wypi¢ duza ilo$¢ wody i zwrécic si¢ do
lekarza. Przestrzega¢ nalezy lokalnych przepisow
dotyczacych usuwania zuzytych roztwor6w.

Podziekowania

Ogniwo mikrobiologiczne opracowane zostalo przez
dr Petera Bennetto w King's College, Londyn. Adres
dla zamowien patrz rysunek str. 25,

26




PRZENOSZENIE GENOW
Naturalne przenoszenie

genow przez koniugacje
bakterii

Istnieje wiele naturalnych metod przenoszeni
genéw miedzy bakteriami. Przenoszenie genéw
prawdopodobnie wyewoluowalo w naturze po to,
aby umozliwi¢ organizmom dostosowanie si¢ do
szybko zmieniajgcych si¢ warunkéw Srodowisko-
wych. Z reguly geny o najwigkszej mobilnoSci
zlokalizowane sa na plazmidach. Plazmidy sa
kolistym DNA, kto6ry replikuje si¢ niezaleznie od
chromosoméw bakterii. Zawieraja one mala liczbe
genow, ktore migdzy innymi przenosza zdolno$é
rozkladania szkodliwych substancji z otoczenia,
jak np. metale cigzkie lub antybiotyki.

Znane s3 trzy rézne rodzaje naturalnego
przenoszenia genow:

Transformacja jest przejmowaniem wolnego DNA
z otoczenia komorki.

Transdukcja jest wedrowka DNA z jednej
komorki do drugiej przy wspotudziale
bakteriofagow.

Koniugacja jest przenoszeniem
wyspecjalizowanych ,,plazmidéw F” przez waski
mostek lgczacy (sex pilus), ktory laczy dwie
komorki bakterii (patrz rys. 1).

Wszystkie te mechanizmy (zwlaszeza
transformacja) uzywane s przez inzynieri¢
genetyczng do wprowadzania wybranych genéw
do bakterii. Ponizsze doSwiadczenie bada
koniugacje miedzy dwoma wystepujacymi
naturalnie szczepami bakteryjnymi.

Uwaga: Doswiadczenie tu przeprowadzane opiera
sie na naturalnie wystepujqcych bakteriach,
plazmidach i procesach i dlatego nie jest ,, inzynieriq

genetyczng’.

Rysunek 1. Koniugacja i przenoszenie plazmidow miedzy

komorkami bakteryjnymi

1. Nienaruszone
i odiworzone
plazmidy F

Flazmidy
zawrerajq geny
biatka mostka
Sex pilus

Plazmid F

3. Zsyntetyzowany,

komplementarny DNA

Chromozom bakterii

2. Pojedynczy faricuch
DNA wedruje przez
Sex pile do biorcy
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Plazmidy F

Tak zwane ,,plazmidy F” (F oznacza plodny,
urodzajny) zawierajg geny, ktére umozliwiaja
przenoszenie kopii plazmidu miedzy komoérka
dawcy i biorcy (inaczej mowigc: koniugacja
bakterii).

Plazmidy F moga rowniez zawiera¢ inne geny. W
opisanym tu doSwiadczeniu dawca zawiera np.
plazmid o nazwie F Lac. Nazywa on si¢ tak
dlatego, poniewaz nadaje swemu gospodarzowi
zdolno$¢ przeksztalcania laktozy. (Dlatego
bakteria nalezy do szczepu Lac+). W
przeciwienstwie do tego szczep biorcy (bez
plazmidu) nie jest w stanie przeksztalci¢ laktoze
(szczep Lac-).

Na pozywce z agarem MacConkeya te r6zne
szczepy moga by¢ rozréznione po fenotypie:
szczep dawcey tworzy czerwone kolonie, szczep
biorcy biate (patrz rys. 2).

Przy zmieszaniu dawcy i biorcy plazmidy F-Lac
przenoszone sg od dawcy do biorcy. W ten spos6b
biorca uzyskuje zdolno$¢ do przeksztalcania
laktozy. Genetyczny ,,trik” daje dawcy moznosé

Rysunek 2. Fenotyp szczepéw dawcy i biorcy
na agarze MacConkeya

dawea
bioral Escherichia ool
1] ge Lac+
srcrapLac. R ey
Escherichia col L
8 pezmndzie

rozpoznania biorcy i szczepow z genami
przeniesionymi droga koniugacji. Wybiera si¢
szczep biorcy z genem na chromosomie, ktéry
wykazuje swojg niewrazliwo$¢ na antybiotyk
streptomycyne. Szczep dawcy nie posiada tego
genu, i jego wzrost jest hamowany przez
streptomycyne. Dlatego szczep biorey i
transkoniuganty mogg by¢ rozpoznawane po ich
zdolno$ci do wzrastania na pozywce zawierajgcej
streptomycyng.

Rysunek 3: Rozréznienie szczepéw dawcy, biorcy i transkoniugantéw na agarze MacConkeya

zawierajacym streptomycyne

Biorca
Escherichia coll K=12 SCH 38

gen odpamy na strepdOmpepne

na chromasomie

Rysunek 3: Rozroznienie
sZIczepow dawcy,

biorcy i transkoniugatow

na agarze MacConkeya
Zawierajacym streptomocyne

gan odparny na Flreplomycyng
na chismosamye

Dawca
Escherichia coli K-12 L17

geny Lac+
na plazmidzie

Transkoniugamnt
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Cel

*  motywujace wprowadzenie w genetyke bakterii

e dyskusja pytan, ktore wynikaja z przenoszenia
gendw (np. rozprzestrzenianie si¢ odpornosci na
dziatanie antybiotykéw), ocena ryzyka
Zwiazanego z przenoszeniem genow.

Przygotowanie

Nastepujgce materiaty powinny byc¢

przygotowane i wysterylizowane:

e 3 male (np. 100 ml) kolby Erlenmayera z 10 ml
sterylnej pozywki bulionowej w kazdej kolbie

e sterylny agar MacConkeya z dodatkiem
siarczanu streptomycyny (200 mg na ml). Po
ochtodzeniu agaru do 50°C (proba grzbietu
dloni) powinien on zosta¢ wlany do sterylnych
plytek Petriego (ok. 15-20 ml na plytke)

e uzywanymi kulturami sa:
Szczep dawcy: Escherichia coli K-12 CSH 36
(DSM numer 6253)
Szczep biorcy: Escherichia coli K-12 L 17
(DSM numer 6254)

Te wystepujace w przyrodzie szczepy sprowadza si¢
z DSMZ (Niemieckie Zbiory Mikroorganizméw i
Hodowli Komérkowych GmbH w Braunschweig).
Obydwa szczepy dostarczane sa w amputkach,
zliofilizowane.

Ampulki musza by¢ otwierane we wlasciwy sposob
aby zapewnic to, ze ich zawartos$ci nie zostang
zanieczyszczone i uzytkownik nie zostanie narazony
na niepotrzebne ryzyko (por. zalaczona instrukcja).
Szczep dawcy z trudnoscia daje si¢ utrzymac na
hodowli ukos$nej; dlatego powinno si¢ stosowaé
$wiezo sporzadzona kulturg.

Kultury dobowe dawcy powinny by¢

przygotowywane w sposob nastepujacy:

1. Zawartos¢ kolby ze sterylna pozywka bulionowa
zaszczepia si¢ szczepem dawcy (kolba opisana
»dawca”), zawarto$¢ drugiej kolby (opisane;j
,biorca”) szczepem biorcy.

2. Obydwie kolby inkubuje si¢ przez noc przy
37°C, najlepiej w tazni wodnej z wytrzasaniem.

dawca

DHOIGEe

»Parowanie” obydwu kultur

1. Sterylng pipeta dodaje si¢ do trzeciej kolby z 10
ml sterylnego bulionu 0,8 ml szczepu dawcy.

2. Sterylna pipeta do tej samej kolby Erlenmayera
dodaje si¢ 0,2 ml szczepu biorcy.

3. Kolbe odpowiednio opisuje si¢ i zawartos¢
inkubuje si¢ przy 30°C przez 16-24 godziny.
Uwaga: Kolba nie musi by¢ koniecznie
wstrzqsana, ale wolno jq rowniez podczas
inkubacji tylko bardzo delikatnie zamiesza¢ -
gwaltowne ruchy niszczq pilus, ktory tqczy
koniuganty.

Sterylne preciki z watg przygotowuje si¢ owijajac
nieco waty wokoét ostrza wykalaczki. Autoklawuje si¢
je w butelce McCartneya lub lekko owinigte folig
aluminiowa, przy 121°C przez 15 minut.

Zapotrzebowanie czasu
Przygotowanie pozywek: 60 minut

Pierwsza inkubacja: 48 godzin
Zaszczepianie podloza: 15 minut
Inkubacja: 24 godziny
Ocenianie wynikow: 20 minut

Sprzet i materialy

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdej

grupy roboczej (zakfada sie dostep do pracowni

normalnie wyposazonej).

*  dostep do inkubatora nastawionego na 30°C

e sterylne plytki Petriego z 15-20 ml agaru
MacConkeya i dodang streptomycyna

* nastgpujace kultury, ktore uprzednio utworzyly
sie w bulionie:
—  szczep dawcey
—  szczep biorcy
— mieszanina ,, parujqcych sie” szczepow

dawcy i biorcy

» 3 sterylne, sporzadzone przez siebie pateczki z
wata

* matle zlewki z roztworem dezynfekujacym np.
3% Domestos (Lever) do odktadania zuzytych
pateczek

*  wodoodporny mazak filcowy (do opisywania
ptytek Petriego)
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Przebieg doswiadczenia

1. Plytke z agarem MacConkeya i streptomycyna na
stronie spodniej dzieli si¢ mazakiem na trzy takie
same wycinki.

2. W $rodku kazdego wycinka kresli si¢ okrag
($rednica ok. 10 mm) i opisuje si¢ S (dawca), E
(biorca) i M (mieszanina).

3. Kazdy zakres$lony obszar zaszczepia si¢
odpowiednim szczepem bakterii. Koniecznie
nalezy uzywaé nowej paleczki z wata dla
kazdego szczepu. Paleczki odktada si¢ jako
odpad do roztworu $rodka dezynfekujacego.

4, Pozostawia si¢ plytki na kilka minut, az na
podtozu nie bedzie juz wida¢ cieczy. Odwrocone
plytki inkubuje si¢ przy 30°C jeden do dwdch
dni.

Objasnienia i wskazowki

Realizowalne sa rézne ilosciowe odmiany niniejszego

doswiadczenia, np.:

1. Przez rozcieniczenie kultur dawcy i biorcy
sterylnym roztworem Ringera lub 0,001 M
roztworem MgSQO, mozna oznaczy¢ optymalny
stosunek dawcy i biorcy.

2. Mozna wyznaczy¢ optymalny ,,czas parowania”
dla koniugantéw.

Srodki ostroznosci

Doswiadczenie musi by¢ przeprowadzane w
pracowni. Powinny by¢ zachowane podstawowe
srodki bezpieczenstwa (lacznie z technika prac
sterylnych) dla obydwu przebiegow doswiadczenia i
dla usuwania odpadow kultur.

Podziekowania

Niniejsze doswiadczenie jest uproszczong wersja
doswiadczenia prof. Patricii Nevers z Uniwersytetu w
Hamburgu.

Protokot prof. Nevers bazuje na doswiadczeniu E.
Hiérle'a i R. Hausmanna z Uniwersytetu we Freiburgu.

i i
i L1
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Naturalne przenoszenie
genow przez Agrobacterium
tumefaciens

Guzy roSlinne sa powaznym zmartwieniem w
rolnictwie, ogrodnictwie i gospodarce leSnej.
Czesto rozwijajg si¢ po niewielkich okaleczeniach
powstalych wskutek uprawy roli, wskutek szkéd
wyrzadzanych przez mroz lub przy przesadzaniu.

Na przelomie wieku zaobserwowano, ze okreslone
guzy zawsze powstawaly w polaczeniu z infekcja
bakteryjna. Zawarte w guzach bakterie nazwane
zostaly Agrobacterium tumefaciens (z laciny: agar
= rola, tumor = nabrzmienie, facere = czyni¢).
Dopiero w Koncu lat siedemdziesigtych nareszcie
rzucono $wiatlo na kompleksowe wzajemne
stosunki migdzy ros§linami a Agrobacterium.

Bakterie infekujgace wprowadzaja kawalek swojej
informacji genetycznej (plazmid) do zespolu
chromosomoéw komorki roslinnej i zmuszajg
zarazong komérke do tego, aby realizowala
program Korzystny dla bakterii. Kazda
zaatakowana komoérka roSlinna dzieli si¢
stosownie do tego programu.

Rozwija si¢ guz, ktéry stuzy jako przestrzen
zyciowa i dostarcza niezwyczajnych aminokwa-
sow, ktore potrzebne sa niepozagdanym gosciom
bakteryjnym.

Metody przenoszenia genéw przez Agrobacterium
zaadaptowane zostaly przez hodowcow roslin i
stosowane s3 do zamierzonego przenoszenia
gendw zamiast pracochlonnego krzyzowania.

Z tego powodu zmodyfikowane postacie
Agrobacterium staly si¢ waznym narze¢dziem w
technologii genetycznej.

Agrobacterium ma postaé paleczek i ma prawie te¢
samg wielko$¢ co E. coli (dlugosé 1-3 Um).
Agrobacterium zyje tlenowo w gérnych warstwach
ziemi. Jest ona saprofitem, aczkolwiek moze
wykorzystywa¢ nieorganiczny azot.

Agrobacterium atakuje tylko rosliny dwuliScienne i
moze wnikngé i zarazié ro$liny tylko wtedy, gdy sg
uszkodzone. Dzieje si¢ tak dlatego, Ze bakteria nie

ma zdolnoSci przenikania przez nienaruszong

Scian¢ komorki roslinnej. Sok uszkodzonej
komérki ,,zwabia” bakterie z najblizszego
otoczenia i aktywuje przenoszenie genéw.

Bakterie mnozg si¢ wokél rany i przenikaja obszar
migdzykomdrkowy przywierajae do $ciany
komérki roslinne;j.

Plazmid bakterii Agrobacterium jest przenoszony
i na koniec wlaczany do chromosomu ros$liny skad
steruje produkcjg zwigzkéw bedacych dla niej
zrodlem wegla i azotu.

Cel

- infekcja Bryophyllum - Calanchoe sp. (ktéry moze
szybko rosnac i rozmnazacd si¢) przez wystgpujaca
naturalnie posta¢ Agrobacterium w réznych
warunkach. W ciagu 4 tygodni mozna zaobserwowac
wzrost guza. Bada¢ mozna nastgpujace warianty
doswiadczenia:

A. Spos6b infekowania

* dokonuje si¢ zadrapania i natychmiast zakaza
bakteria Agrobacterium

» dokonuje si¢ zadrapania i nastgpnego dnia
zakaza si¢ bakteria Agrobacterium

* dokonuje si¢ zadrapania i zakaza bakteria
Agrobacterium i przykrywa wilgotna $ciereczka
papierowa

» dokonuje si¢ zadrapania i NIE zakaza si¢
bakteriami

e Agrobacterium nanoszona jest na nienaruszone
czesci rosliny.

B. Miejsca infekowania:
e lodyga

*  powierzchnia liscia

*  koniec pedu

Przygotowanie

1. Rozmnozenie rosliny - gospodarza (uczniowie
moga to ewentualnie wykona¢ w domu).

2. Przygotowanie pozywki i kultury Agrobacterium.
Nowe kultury musza by¢ przygotowane co
najmniej 2 tygodnie przed uzyciem.

Zapotrzebowanie czasu

Wyhodowanie roslin-gospodarzy / w razie gdy to
konieczne: 4 miesiagce

Przygotowanie kultury Agrobacterium: 2 tygodnie
Zakazenie przy uzyciu Agrobacterium; 20 minut
Obserwacja wzrostu guza: 3-4 tygodnie
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Sprzet i materiaty

Zapotrzebowanie dla kazdego ucznia lub kazdg

grupe roboczg (zakfada sie dostep do normalnie

wyposazonej pracowni)

¢ woda sterylna (w butelce McCartneya)

e igla do szczepien

* eza

¢ mikroskop binokularny

* nozyczki

* etykiety samoprzylepne i mazak filcowy
wodoodporny

e papierowe chusteczki do nosa

e tasma klejaca

¢ etanol do opalania instrumentéw

e kultura Agrobacterium tumefaciens na pozywce
agarowej

e rosliny Kalanchoe (Bryophyllum) w wieku ok. 3-
4 miesiace

== "|_-. gtery i Eowanie
R o= 5 =
1 ighy
- i!
|‘.’ 1 B
iwage! afancd st \,___-__‘_,f
fafwe 2epaliy

Zarysowanie rosiing
=sterying iply

b

nadiosEeiiie bakterdf
E’ nd radrapanie

\

.
Opalanie igly ﬂ
przed | 1
o wipciv h
|

Fuitura bakteni
Agrabacterum fumafociens

'l

o |
o

Przebieg doswiadczenia

Rosliny doswiadczalne traktuje si¢ w r6zny sposob

(por. wprowadzenie i p6zZniejsza instrukcje).

1. Kazda roséling opisuje si¢ podajac date i rodzaj
potraktowania. W razie koniecznosci zakazone
cze$ci oznacza si¢ np. przywieszonymi
etykietami.

2. Rosliny doswiadczalne ustawia si¢ w dobrze
o$wietlnym miejscu i nawilza si¢ (nie podlewac
nadmiernie).

3. Podczas nastgpnych 4-6 tygodni obserwuje sie
wzrost guza i sporzadza si¢ rysunki. Kawatek
tkanki guza bada si¢ z uzyciem binokularnego
mikroskopu i poréwnuje ze zwykla tkanka liscia.

Infekowanie rosliny z uzyciem Agrobacterium:

Metoda 1 (natychmiastowe infekowanie ran)

1. Igle do szczepien zanurza si¢ w alkoholu i opala
si¢ w ptomieniu palnika. Powierzchnig rosliny
zarysowuje si¢ raz lub wiele razy.

2. Rany zakaza si¢ bezposrednio z kultury
Agrobacterium. W tym celu ez¢ opala si¢ i
ochladza przez krotki czas. Z biatawej kultury
bakteryjnej pobiera si¢ drucikiem niewielka jej
ilo$¢ i rozmazuje si¢ na ranie. Uszko drucika
ponownie opala sig.

Metoda 2 (infekowanie rosliny po 24 godzinach po

jej skaleczeniu)

1. Skaleczenie rosliny (patrz metoda 1)

2. Nastepnego dnia zakaza si¢ rang bakteriami
Agrobacterium

Metoda 3 (zakazanie ran i na koniec przykrywanie

wilgotnq Sciereczkq z papieru)

1. Skaleczenie i zakazanie rosliny (patrz metoda 1)

2. Z papierowej $ciereczki wycina si¢ kawalki i
nawilza sterylng woda wodociagowa. Kawatki te
ktadzie si¢ na skaleczenia i mocuje tasma
klejaca. Kawalki papieru powinny by¢ zwilzane.

Metoda 4 (bez infekowania ran)

1. Rosling kaleczy si¢ na powierzchni (patrz metoda
1).
Drugiego skaleczenia dokonuje si¢ w podobnym
miejscu i przykrywa zwilzonym papierem.
Skaleczen nie zakaza si¢ z uzyciem
Agrobacterium.

Metoda 5 (infekowanie bez skaleczenia)

1. Nie kaleczy si¢ rosliny

2. Przy pomocy drucika z uszkiem sterylna kulture
Agrobacterium wymazuje si¢ w jednym lub
wielu miejscach nieuszkodzonej powierzchni.
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krajach i regionach jest $ci$le nadzorowane. Przy
przeprowadzaniu tych doswiadczen musi by¢
zagwarantowane to, ze beda one zgodne z
obowiazujacymi przepisami bezpieczenstwa.

Srodki ostroznosci

Doswiadczenia musza by¢ przeprowadzane w
pracowni. Przy obchodzeniu si¢ z mikroorganizmami
trzeba stosowac¢ si¢ do podstawowych przepiséw

bezpieczenstwa mikrobiologicznego tacznie z Podziekowanie

zastosowaniem aseptycznych technik, Ten ciag doswiadczen opracowata Uta Nellen z
Centrum Nauczania Biologii i Wychowania

WAZNE: A. tumefaciens jest powaznym Ekologicznego w Hamburgu. EIBE dzigkuje za

szkodnikiem roslin. Jej stosowanie w niektorych udzielenie zgody na ich wykorzystanie.
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Bnzym resl‘rj.-'kcj.-y.n_rﬁ " uzupefmnia l,tl’__ —
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Zastosowanie zmodyfikowanych postaci
Agrobacterium tumefaciens w technologii genowej

33




Zatacznik 1 Zeszyt 1

Pozywki mikrobiologiczne

European Initiative for Biotechnology Education

Pozywki agarowe i buliony powinno si¢ wytwarza¢ z preparatow wystepujacych w handlu, przy czym nalezy
przestrzegac instrukcji producenta. Przed uzyciem powinny one by¢ autoklawowane w 121°C przez 15 minut.
Przygotowane pozywki z zasady moga by¢ skladowane kilka miesigcy w temp. ok. 4°C.

Pozywka agarowa ze skrobia

pozywka agarowa 20,7 g

skrobia rozpuszczalna 2,0¢g

Woda destylowang uzupehic do 1 1i autoklawowaé w 121°C przez 15 minut.

Agar MacConkeya ze streptomycyna

agar MacConkeya 50,0 g

woda destylowana 990 ml

Po autoklawowaniu przez 15 min. w temp. 121°C schtodzi¢ do 50°C, nastepnie dodac:

roztwor siarczanu streptomycyny 200 mg/10 ml.

Te ptytki musza by¢ sporzadzane na $wiezo. Nie moga one by¢ przechowywane dtuzej niz kilka dni w chtodziarce
przy temp. ok. 4°C.
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Zatacznik 2

Techniki prac mikrobiologicznych

Zeszyt 1

European Initiative for Biotechnology Education

Aerozole

Aerozole sa matymi kropelkami z przyczepionymi
mikroorganizmami, ktore w sposdb niezamierzony
dostaja si¢ do powietrza, maja trwalos¢ pot godziny
lub dhuzej i moga by¢ wdychane. Sa one przede
wszystkim potencjalng przyczyna infekcji w
pracowniach. Aerozole z rozlanych kultur moga
powodowa¢ infekcje skory i oczu. Polknigcie
mikroorganizmow jest mozliwe wtedy, gdy kultury sa
pipetowane ustami.

Zasadnicze prace laboratoryjne
Nastepujace srodki ostroznosci musza by¢ stosowane:

Nie powinno si¢ wykonywa¢ zadnych czynnosci z rak
do ust (np. gryzienie otéwka, lizanie etykiet,
pipetowanie ustami). Jedzenie, picie i palenie w
pracowni jest niedozwolone. Zaleca sig, aby wszyscy
uczniowie nosili fartuchy robocze. Wszystkie
skaleczenia powinny by¢ zabezpieczone przed
rozpoczeciem praktycznych prac, przez natozenie
wodoopornego plastra lekarskiego.

Przed i po praktycznej pracy miejsce pracy powinno
by¢ przetarte srodkiem dezynfekujacym.
Odpowiednie $rodki dezynfekujace mozna naby¢ w
handlu z pomocami naukowymi. Nauczyciele i
uczniowie po wykonaniu pracy powinni umy¢ rece.
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Rozsypanie, rozlanie, pekniecia

W razie nieszczesliwych wypadkow przy pracy z
kulturami (wstrzasania itp.) powinno si¢ postepowac
W sposob nastgpujacy: powinno si¢ nosi¢
jednorazowe rekawice. Sttuczone pojemniki i/lub
rozsypana albo rozlana kultura powinny by¢
przykryte $ciereczka nasycona srodkiem
dezynfekujacym. Po nie mniej niz 10 minutach trzeba
je sprzatnaé stosujac sciereczki papierowe i szufelke
do $mieci. Usuwany jako odpad material musi by¢
wyrzucony do $mietniczki na material zakazony lub
do odpowiedniego worka na §mieci. Obydwa: worek i
$mietniczka musza by¢ autoklawowane przed
wyrzuceniem na wysypisko. Szufelka réwniez musi
by¢ autoklawowana lub wlozona na 24 godziny do
srodka dezynfekujacego.

Skazenie przez nieuwage skory i ubrania

Kazdy, kto si¢ opryskat powinien szybko umy¢ sie.
Mocno skazone ubranie przed praniem powinno by¢
zdezynfekowane $rodkiem dezynfekujacym.
Sciereczki do czyszczenia, ktore zostaty skazone,
powinny by¢ autoklawowane.

Pochodzenie mikroorganizméw

Wszystkie mikroorganizmy trzeba uwazac¢ za
potencjalnie szkodliwe. Organizmy stosowane w
doswiadczeniach objetych niniejszym zeszytem przy
starannym ich przygotowaniu nie stanowia
zagrozenia. Powinny one tylko by¢ sprowadzane od
uznanych dystrybutoréw (np. z DSMZ, patrz
zalacznik 3)
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Techniki pracy sterylnej

Celem technik pracy sterylnej jest:

a) uzyskanie i zachowanie czystych kultur
mikroorganizméw

b) bezpieczna praca z mikroorganizmami.

Czysta kultura sktada si¢ z jednego szczepu jednego
rodzaju mikroorganizmu, podczas gdy kultura
mieszana zawiera dwa lub wigcej szczepow.

Zanieczyszczenie mikroorganizmami jest statym
wszechobecnym niebezpieczefistwem, poniewaz
mikroorganizmy wystepuja wszedzie; na skdrze, w
powietrzu i na obiektach martwych. Aby czyste
kultury utrzymaé w czystosci trzeba uzywac
sterylnych pozywek i sterylnego sprzetu, a
zanieczyszczenia (kontaminanty) beda wykluczone.
Sa to podstawowe zasady sterylnej techniki pracy. W
sposob nierealistyczny nalezy przyjac, ze mlodsi
uczniowie wykonaja bez zarzutu prace wymagajace
sterylnosci. Mimo to niektore dos§wiadczenia z
niniejszego zeszytu zaktadaja, ze uczniowie beda
mogli przenosi¢ kultury w sposéb sterylny. W tych
przypadkach powinno si¢ postgpowac w sposdb
nastepujacy: pozywki przed uzyciem powinny by¢
autoklawowane. Musza by¢ uzywane sterylne
naczynia (kolby, plytki Petriego). Pokrywy musza
spoczywac na pojemnikach, aby przeciwdziatac¢
skazeniu.

Prace powinny by¢ wykonywane w poblizu palnika
Busena. Nad ptomieniem wznosza si¢ prady
powietrzne i usuwaja mikroorganizmy, ktore moglyby
skaza¢ pozywke lub czyste kultury.

Przy przenoszeniu kultur zamknigcia i pokrywy
powinny by¢ otwierane nie na dtuzej niz to
konieczne. Jezeli otwiera sie korek lub zamknigcie
butelki, to az do powtdérnego zamknigcia powinno sig¢
go trzyma¢ w rece. Chroni to przed skazeniem
miejsca pracy oraz kultury.

Po usunigciu zamkniecia szyjke butelki z kultura
nalezy wyzarzy¢ przez 1-2 sekundy. Istniejace tam
mikroorganizmy zostana przez to u$miercone i
wytworza si¢ prady konwekcyjne, ktére zapobiegna
skazeniu przez przypadkowe kultury istniejace w
powietrzu.

Poprzez ¢wiczenia mozliwe jest trzymanie butelki w
jednej rece, a jej zamknigcia metalowego w drugiej,
dociskajac malym palcem zamknigcie do powierzchni
dioni. (Przy tym sposobie postepowania wazne jest,
aby zamkniecie butelki zostalo lekko poluzowane
zanim zostanie wprowadzony drucik z uszkiem). W
razie koniecznosci dwoch ucznidow moze ze soba
wspolpracowac, aby przeprowadzic¢ ten zabieg.
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Druciki z uszkami powinny by¢ podgrzane, az caly
element metalowy rozgrzeje si¢ do czerwonosci.
Musi to nastgpowaé przed i po przenoszeniu kultur,
Uszka powinno si¢ powoli wprawadzi¢ do ptomienia
palnika Bunsena, aby unikna¢ odpryskéw, a przez to
tworzenia si¢ aerozolu. W razie nieuzytkowania
palnik Bunsena powinien utrzymywac zotty ptomien,
tak ze nie mozna go przeoczy¢. Niebieski ptomien o
wysokosci ok. 5 c¢m powinien by¢ stosowany do
sterylizacji uszek i do wyzarzania szyjek butelek.
Nalezy unika¢ skazenia miejsca pracy. Sprzet do
pracy powinien by¢ natychmiast po uzyciu
sterylizowany, a uzywane pipety niezwlocznie
powinny by¢ wkladane do naczynia z roztworem
srodka dezynfekujacego.
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Inkubowanie kultur

Przed inkubowaniem ptytki Petriego opisuje si¢ na
stronie spodniej. Nazwiska, data i nazwa kultury lub
jej pochodzenie pomoga zidentyfikowac pozywke i
jej zawartosc.

Po dokonaniu tego (inkubowanie nieznanych kultur)
plytki Petriego zamyka si¢ jak pokazano nizej:

zaklef phtbe tadma
sealibs Sl DL, B omiEr podstawe
piytil Petrisgpe

Uszczelnienie zabezpiecza to, ze pozywki przez
nieuwagg nie zostang otwarte lub niepowotana osoba
nie dostanie si¢ do nich. Uwaga: plytek nie uszczelnia
si¢ catkowicie, gdyz w przeciwnym razie moglyby
powstaé beztlenowe warunki wzrostu.

Bakterie

Kultury bakteryjne w ptytkach Petriego zwykle
powinny by¢ inkubowane w pozycji odwrdconej, tak
ze wystepujaca woda kondensacyjna nie dostanie si¢
z pokrywki do kultury (gdyby przed zaszczepieniem
wystapita silna kondensacja w ptytkach Petriego, to
wpierw trzeba je osuszy¢).

Po inkubacji przez 2-3 dni w 25-30°C widoczne beda
kolonie bakterii.

Grzyby

Plytek Petriego z grzybami nie odwraca si¢. Kultury
grzybow powinny by¢ inkubowane przez ok. 7 dni.
Temperatura pokojowa ok. 21°C umozliwia ich
wzrost, ale inkubator pozwala na doktadniejsza
kontrole.

Usuwanie odpadow i sterylizacja

Wazne jest, aby urzadzenia zastosowane w
doswiadczeniu starannie oczysci¢, by uniknaé
skazenia miejsc pracy i ludzi. Wszystkie pojemniki,
ktére stuza do przechowywania i wzrostu kultur
musza by¢ autoklawowane przed ponownym
uzyciem, nastgpnie przemyte $rodkiem
dezynfekujacym i wyplukane. W pracowni powinny
istnie¢ dwa worki do autoklawowania: jeden do
szklanego sprzg¢tu ponownego zastosowania, drugi do
odpadow. Na kazdym migjscu pracy powinien sta¢
jeden wigkszy i jeden mniejszy pojemnik na odpadki
dla pipet i szkielek przedmiotowych. Do wyrzucania
pottuczonych naczyn szklanych do dyspozycji
powinien by¢ kubet metalowy. Pipety plastikowe
przeznaczone do wyrzucenia i szkietka przedmiotowe
oraz wszystkie ciecze z kultur powinno si¢ wktadaé
do malego naczynia z roztworem $rodka
dezynfekujacego.

Pipety z tworzyw autoklawuje si¢ i wyrzuca do
$mieci, szkietka przedmiotowe wktada si¢ na 24
godziny do roztworu dezynfekujacego i przed
ponownym uzyciem myje si¢ i ptucze. Pipety szklane
trzeba wktada¢ do wigkszego naczynia. Ttoczki pipet
powinny by¢ wyciagnigte dopiero wtedy, gdy ostrze

pipety znajduje si¢ w srodku dezynfekujacym, gdyz w
przeciwnym razie moga tworzy¢ si¢ aerozole.

Zabrudzone pipety przed ponownym uzyciem trzeba
autoklawowac, wymy¢ i wyptukac.

Skazone chusteczki papierowe, czgsci odziezy i plytki
Petriego wklada si¢ do worka na odpady i trzeba je
autoklawowac.

Wszystkie skazone urzadzenia i naczynia szklane
(wlacznie z uzytymi ptytkami Petriego) powinny by¢
autoklawowane w worku do sprzgtu szklanego,
przeznaczonego do autoklawowania.

Nie skazony sprzet szklany mozna normalnie wymy¢.
Potluczony sprzet szklany trzeba wyrzuci¢ do
pojemnika na odpady, specjalnie do tego
przeznaczonego. Gdyby sprzgt szklany zostat
skazony, to przed jego wyrzuceniem do $§mieci musi
by¢ autoklawowany. Nieskazony, pottuczony sprzet
szklany mozna wyrzucaé bez szczeg6Inych srodkow
ostroznosci.
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Autoklawowanie

Sterylizacja oznacza catkowite zabicie
mikroorganizméw i ich przetrwalnikow.

Wszystkie materialy przed rozpoczeciem prac
praktycznych powinny by¢ wysterylizowane, aby
unikna¢ skazenia. Kultury i skazony materiat réwniez
przed wyrzuceniem powinny by¢ sterylizowane.
Autoklawowanie jest preferowana metoda sterylizacji
pozywek kultur, wodnych roztworow i stosowanych
kultur. W tej technologii uzywa si¢ pary pod
cisnieniem, przy 121°C (np. w szybkowarze).
Mikroorganizmy tatwiej zabijane sa przez goraco
wilgotne niz suche, gdyz para niszczy ich biatka.
Autoklawowanie mozna prowadzi¢ w domowym
garnku ci$nieniowym lub w autoklawie zbudowanym
do tego celu. Garnki ci$nieniowe moga by¢
stosowane w pracowniach szkolnych, ale ich
niewielka pojemno$¢ moze by¢ wada przy stosowaniu
materiatow przeznaczonych dla calej klasy.

Zasady autoklawowania

Dwa czynniki moga wptywac niekorzystnie na
efektywnos<. Po pierwsze powietrze musi by¢
usunigte z autoklawu. Zapewnia si¢ przez to, ze para
0 wysokiej temperaturze dosiegnie powierzchni
sterylizowanych: obecnos¢ powietrza obniza
temperature przy tym samym cisnieniu pary. Sprzet
podlegajacy sterylizacji nie powinien by¢
umieszczony zbyt $cisle, aby powietrze moglo ujscé.
W przypadku butelek i naczyn o zamknigciach
gwintowych trzeba pokrywki nieco poluzowac, aby
powietrze uchodzito, a wewnetrz naczynia nie narosto
niebezpieczne ci$nienie.

Po drugie trzeba poswigci¢ dostatecznie duzo czasu
aby goraco (przez kondukcje) moglo wnikna¢ do
pozywek na plytkach Petriego Iub innych naczyniach.
Rézne czasy potrzebne do sterylizacji dla pozywek i
sprzetu przy réznych temperaturach mozna odczytaé
z rysunku ponizej.

Czas sterylizacji

(minuty)
1400 - Temperatura Czas sterylizacji
\ 100 °C 20 godzin
1200 4 | 110 °C 2,5 godziny
115°C 50 minut
1000 = 121 °C 15 minut
125 °C 6,5 minuty
RO ~ 130 °C 2,5 minuty
GO0 =
400
200 =
0 =y T T T
100 110 120 130
Temperatura (°C)

Juz mata odchyltka temperatury moze oznaczac
bardzo duza zmiang czasu sterylizacji. Wazne jest
réwniez aby wszystek sprzet osiagnat temperatury w
podanym okresie np. bulion doktadnie w srodku
naczynia fermentacyjnego. Zatem trzy czynniki
przyczyniaja si¢ do czasu trwania autoklawowania:

» faza podgrzewania: czas, ktorego potrzeba, aby
centralne obszary zawartosci autoklawu
osiagnety wymagang temperature

» faza sterylizacji: minimalny czas, w ktérym
przy wstepnie okreslonej temperaturze zabite
zostaly wszystkie zywe organizmy

» faza bezpieczenstwa: czas bezpieczefistwa,
przewaznie potowa czasu sterylizacji.

Garnki cisnieniowe pracuja przy temperaturze 121°C.
Z tego wynika dla catkowitego czasu sterylizacji:
faza podgrzewania (np. 5 minut)

+ faza sterylizacji (np. 15 minut) + faza
bezpieczenstwa (5 minut) = 25 minut

Naczynie pojemnos$¢  czas

probowka 20 ml 12-14 minut
kolba 50 ml 12-14 minut
kolba 200 ml 12-15 minut
naczynie fermentacyjne 1 litr 20-25 minut

Karmelizacja

Specjalne autoklawy pracuja niekiedy przy wyzszych
temperaturach niz 121°C. Podczas gdy z jednej
strony zwiazana z tym oszczedno$¢ czasu dziala
obnizajaco na koszty, to trzeba pomysle¢ o tym, ze
wyzsze temperatury oddzialywuja szkodliwie na
okreslone pozywki. Roztwér glukozy np. karmelizuje
przy wysokich temperaturach tworzac zwiazki, ktore
moga dziata¢ toksycznie na mikroorganizmy. W
przypadku glukozy mozna unikna¢ tej reakcji przez
nastawienie pH pozywki na warto$¢ 4. Po sterylizacji
warto$¢ pH mozna z powrotem podwyzszy¢ jesli
trzeba.
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Reakcja Maillarda

Reakcja brunatnienia (reakcja Maillarda) moze
wystapi¢ w pozywce przez interakcje zwiazkdw azotu
i weglowodanow w wyzszych temperaturach.
Powstajace tu zwiazki sa rowniez toksyczne dla
niektérych mikroorganizmdw, tak ze w okreslonych
warunkach bedzie konieczne osobne autoklawowanie
weglowodandw i pozostatosci pozywki (przyktad:
przy preparowaniu agaru z mlekiem).

Uzytkowanie i bezpieczne postugiwanie si¢
autoklawem

Przy uzywaniu naczyn ci$nieniowych lub autoklawow
koniecznie nalezy stosowac¢ si¢ do instrukcji obstugi
producenta. Zwlaszcza nalezy zwracaé uwagg na to,
aby w autoklawach byla dostateczna ilos¢ wody, by
podczas autoklawowania nie byto gotowania na
sucho. Naczynie ci$nieniowe wymaga 250 ml wody -
wigksze autoklawy wymagaja wigkszej ilosci. Uzycie
wody destylowanej lub demineralizowanej zapobiega
tworzeniu si¢ kamienia kottowego. Przed
sprzatnigciem autoklaw powinien by¢ starannie
wysuszony. Jezeli nie zrobi si¢ tego, moga tworzy¢
si¢ osady na dnie autoklawu, ktére powaznie
uszkadzaja urzadzenie i pod ci$nieniem moga
wywolaé wyoblenie na zewnatrz.

Przy uzytkowaniu autoklawu para powinna méc
uchodzi¢ swobodnie przez mniej wigcej minutg, aby
usunaé powietrze z wngtrza, zanim zamknie si¢ zawor

wylotowy.

Po zakonczeniu autoklawowania trzeba daé
wystarczajaco duzo czasu na schlodzenie zawartosci i
ponowne uzyskanie normalnego cisnienia
atmosferycznego. Naczynia lub zawory nie powinny
by¢ otwierane pod cisnieniem, gdyz w przeciwnym
razie mozliwe sa oparzenia. Przedwczesne otwarcie
pokrywy i wynikajacy z tego spadek cisnienia
powoduje gotowanie si¢ cieczy we wnetrzu
autoklawu. Pozywki lub bulion moga si¢ spieni¢ i
wyla¢ z naczynia.

Sterylizacja chemiczna

Wiele réznych chemikaliow moze by¢ uzytych do
sterylizacji. Naczesciej w pracach laboratoryjnych
stosowanym $rodkiem sg roztwory zawierajace fenol i
podchloryny. Roztwory zawierajace fenol dziataja
przeciwko bakteriom i grzybom, ale nie przeciw
przetrwalnikom i niektérym wirusom. Do pewnego
okreslonego stopnia sa one inaktywowane przez
kontakt z drewnym, guma lub tworzywem sztucznym.
Uzywanie w pracowniach ogranicza ich stosowanie
do dezynfekcji pojemnikow na odpady i do
dezynfekeji powierzchni.

Roztwory zawierajace podchloryny (np. ptyny
bielace) nie za bardzo nadaja si¢ do sterylizacji ptytek
Petriego itp., poniewaz moga si¢ inaktywowaé przez
biatka i materialy z tworzyw sztucznych. Mimo to 5-
procentowy roztwor Domestosu lub Sagrotanu nadaje
si¢ do uzycia w pojemnikach na odpady.
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Zatacznik 3

Otwieranie amputki

European Initiative for Biotechnology Education

Zamawianie kultur u:

DSMZ - Deutsche Sammlung wn
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Dr Barbara Lehnberg

Otwieranie ampulki
UWAGA! Trzeba nosié¢ okulary
ochronne, gdyz przy otwieraniu
ampulki moga powstaé odpryski
szkla.

1. Koncowke ampulki ogrzewa si¢ w ptomieniu
palnika Bunsena.

2. Pipeta nakrapla si¢ dwie lub trzy krople zimnej
wody na ogrzang koncowke. Szklo musi teraz
peknag.

3. Czes¢ ampuiki, ktéra odskoczyta mocno lecz
ostroznie ostukuje si¢ pinceta a odpryski szkta
zbiera si¢ do ptytki Petriego. Pozostala czgs$¢
amputki mozna wyrzucaé do odpadow.

4, Pinceta usuwa si¢ ostroznie korek z waty
szklanej, ktdéry trzyma wewnetrzng rurke w
ampulce.

S.

Zeszyt 1

Wewnetrzna rurke ostroznie przenosi si¢ do
sterylnej ptytki Petriego i z powrotem zamyka si¢
plytke.

Przygotowanie kultury liofilizowanej

L.

2.

3.

5.

Korek z waty usuwa si¢ pinceta i opala sig¢
plomieniem otwor wewnetrznej rurki.

Do zawartosci wewnetrznej rurki dodaje si¢ ok. 1
ml sterylnego bulionu.

Otwor wewnetrznej rurki ponownie opala si¢ i
zaklada si¢ korek z waty. Rurke odstawia si¢ na
20 minut w celu przygotowania kultury.
Opalonym drucikiem z uszkiem dobrze miesza
si¢ zawarto$¢ rurki wewnetrznej i przenosi do
sterylnej probowki z ok. 5 ml bulionu.

Kulture inkubuje si¢ przy 30°C przez noc.

Nastepnego dnia...

6.

Kroplg przygotowanego roztworu nanosi si¢
opalong eza na powierzchni¢ pozywki agarowej.
Stuzy to sprawdzeniu mozliwego zakazenia
ptytki. Powinien wyrosna¢ tylko jeden rodzaj
kolonii mikroorganizmdéw na plytce.
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