Blok ¢wiczeniowy 1. 2.
Pozyskiwanie szczep6éw mikroorganizmoéw o znaczeniu przemystowym

Uwaga

1.  studenci przychodzg na zajecia z wiasng odziezg ochronng (kitle)

2.  nazajecia 1. przynosza ze sobg probki gleby (okoto 15g) zebrane w réznych lokalizacjach

Zebrane prébki musza zawiera¢ doktadng metryczke zawierajaca nastepujace dane:

- imie i nazwisko osoby pobierajacej probke

- data pobrania

- miejsce zebrania materiatu (np.: okolice torowiska, okolice stacji benzynowej, park
osiedlowy, okolice ruchliwej drogi, okolice marketu, kompostownik i In. najlepiej

réwniez z nazwa ulicy, jesli takie dane sg dostepne)

- wilgotnos¢ prébki w chwili pobrania (niska, $rednia, duza)

- jesli probka zostanie pobrana duzo wczesniej przed zajeciami, nalezy ja
przechowywac zamknietg, jednak z zachowaniem przeptywu powietrza (np. naktoé

worek w kilku miejscach)

Nalezy bardzo doktadnie opisywac szalki i probowki. Opis zawsze umieszczamy na spodniej stronie szalki (rys.1.)

W opisie musi by¢ zawarte:

- data wykonania podtoza

- rodzaj podtoza (np. agar mleczny, agar ze skrobig, podtoze LA, podtoze LA+Ni?*)

- osoba przygotowujaca podtoze

- data posiewu

- rodzaj posiewu (np. bakterie proteolityczne z gleby, posiew redukcyjny bakterii odpornych na wysokie stezenia mocznika)
- osoba wykonujaca posiew

miejsce opisu szalki

Rys.1. Przyktad opisania szalki
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Blok ¢wiczeniowy 1. i 2.
Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Pozyskiwanie szczepow mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Gleba to powierzchniowa warstwa litosfery ziemskiej, utworzona z wietrzejacej skaty, przeksztatconej w specyficzny
sposdb przez organizmy zywe. Posiada ona wiele funkcji umozliwiajgcych funkcjonowanie ekosysteméw glebowych, umozliwia
zakotwiczenie roslin, dostarcza im sktadnikdéw odzywczych, spetnia funkcje buforujace i filtrujace chronigc ekosystemy przed
wptywem niepozgdanych substancji. Ze wzgledu na swdj sktad chemiczny oraz wtasciwosci fizyczne gleba jest siedliskiem
olbrzymiej ilosci drobnoustrojow i innych zywych organizmoéw. Drobnoustroje obecne w glebie rozmnazajg sie i przetwarzaja
materie organiczng, tworzac biomase wtasnych komérek oraz nagromadzajg substraty niezbedne do uzupetniania zasobéw
préchnicy a takze rozktadajg i mineralizujg zwigzki organiczne, przez co wtaczaja w ponowny obieg pierwiastki nieodzowne w
produkcji roslinnej, opartej na asymilacji CO2 z atmosfery. Najwazniejszymi pierwiastkami, za obieg ktérych w naturze
odpowiedzialne s3 mikroorganizmy glebowe, sa wegiel i azot.

Blisko 50 % masy materii organicznej dostajacej sie do gleby w postaci resztek roslin i zwierzat stanowi wegiel.
Mikroorganizmy znajdujace sie w glebie odzyskujg go na drodze rozktadu i mineralizacji zwigzkéw organicznych, z ktdrych
sktada sie Swieza materia organiczna, w ktdrej sktad wchodzg cukry proste (heksozy, pentozy), wielocukry takie jak skrobia,
chityna czy celuloza, kwasy organiczne, zwigzki aromatyczne czy zwigzki hydrofobowe — np. ttuszcze i woski. W zaleznosci od
struktury chemicznej poszczegdlne sktadniki masy roslinnej sg rozktadane i mineralizowane z rézng predkoscig. Najszybciej
metabolizowane s3 przez mikroorganizmy glebowe substancje fatwo rozpuszczalne, takie jak cukry, aminokwasy, czy kwasy
organiczne. Duzo trudniej ze wzgledu na hydrofobowos$¢ mineralizowane sg woski, ttuszcze, gumy i garbniki. Jednym z
najbardziej odpornych na rozktad materiatem roslinnym sa ligniny (liczna grupa zwigzkéw aromatycznych). Cze$¢ enzyméw
biorgcych udziat w rozktadzie materii organicznej, wydzielana jest na zewnatrz komérek produkujgcych je mikroorganizmow.
Przyktadem takich enzyméw produkowanych przez mikroorganizmy zewnatrzkomaérkowo sg np. rozktadajgce skrobie amylazy,
czy tez hydrolizujgce wigzania peptydowe obecne w biatkach - proteazy. W przypadku amylaz, gtéwnymi ich producentami
sg szczepy grzybowe z rodziny Aspergillus oraz bakteryjne Bacillus, Micrococcus, czy Pseudomonas. Proteazy dzieli sie na
alkaliczne, obojetne i kwasne, ze wzgledu na optimum pH, w ktédrym dziataja. Gtéwnymi ich producentami sg szczepy Bacillus,
Streptomyces, a takze Aspergillus.

Zrédtem szczepéw mikroorganizméw wykorzystywanych w przemysle, po udoskonaleniu ich okre$lonych cech
produkcyjnych jest najczesciej Srodowisko naturalne (ryc. 1, A i B). Pozyskiwanie tych mikroorganizmow ze srodowiska wymaga
uzycia szeregu metod przesiewowych w celu izolacji tylko tych, ktére wytwarzajg interesujacy nas produkt (produkty) lub
charakteryzuja sie okreslonymi wtasciwosciami (np. termostabilnos$¢, opornos¢ na antybiotyki, odpornosc na wysokie stezenia
metali ciezkich, przetwarzanie okreslonych substancji).

Zrédto
szczepu
| $ | 1 1
rodowisko .
Srodowisko Kolekcje .
przeksztatcone 5 Inne zrédta
naturalne X szczepow
przez cztowieka

Pozyskiwanie szczepow mikroorganizmow
0 znaczeniu przemysiowym

PN

1zolacja nowych ' Badanie znanych
mikroorganizmow sSZCZEPOW
o pozadanych NOWe 8posod
y
cechach hodows

bardze| czule
metody analityczre

Ryc. 1. Zrédta szczepdw o znaczeniu przemystowym.
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Blok ¢wiczeniowy 1. i 2.
Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym
Proces pozyskiwania nowych szczepédw mikroorganizmdéw obejmuje nastepujace po sobie etapy (ryc.2):
1. pobranie proby ze srodowiska naturalnego,
hodowla wzbogacajaca
test selekcyjny
testy fermentacyjne
identyfikacja gatunkowa wybranego mikroorganizmu.

hodowila
— wzbogacajaca
7 &rodowisko i —»
| i przyrodnicze ¢
-
S e

!

.
o

vk wnN
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H _— (e Ne)
% drobnoustrojow ¢ Oo o
G _/ test
e selekcyjny
testy fermentacyjne
test
fermentacyjny

ip=

analizy —/

Szczep wyselekcjonowny

Ryc. 2. Etapy pozyskiwania szczepdw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym.

Ad. 1. Pobranie préby ze srodowiska

Jako zrédto mikroorganizmow wybieramy takie Srodowisko naturalne (lub przeksztatcone przez cztowieka), z ktdrego
spodziewamy sie wyizolowaé, z zastosowaniem klasycznych technik mikrobiologicznych najwiecej drobnoustrojéw o
spodziewanych wtasciwoséciach. Srodowisko to jest wskazywane na drodze racjonalnego wyboru, zaleznego od zatozen
projektowych.

zatozenia projektowe

kryterium wyboru miejsca pobrania proby

Zakres wyboru zrédta mikroorganizmow jest czesto ograniczony tylko do tych srodowisk, w ktérych spodziewamy sie
znalez¢ drobnoustroje przydatne w konkretnym procesie biotechnologicznym (np. ograniczone warunkami troficznymi lub
temperaturowymi).

Zatozenie projektowe mogg zasadniczo sie od siebie rézni¢, dlatego tez czesto wymagane jest zbieranie potencjalnych
prébek z réznych lokalizacji. Ponizej przedstawiono przyktadowe zatozenia projektow.
izolacja mikroorganizmow glebowych o aktywnosci proteolitycznej
selekcja mikroorganizmow glebowych odpornych na wysokie stezenia metali ciezkich
selekcja mikroorganizmow glebowych opornych na wybrane antybiotyki
bioremediacja gleby skazonej produktami ropopochodnymi

VVVY

Miejsce pobrania prébki Udziat bakterii rozktadajacych paliwa w ogdlinej liczbie drobnoustrojow glebowych [%]

Lotnisko 0,2-2,2

Stacja paliw 0,01-0,29

Torowisko kolejowe 0,03-1,09

Tab. 1. Zasadnicze znaczenie ma miejsce pobrania proby, gdyz zazwyczaj organizmy o znaczeniu przemystowym stanowig niewielki odsetek
populacji zasiedlajgcej dang nisze ekologiczna.
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Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Ad. 2. Sposoby zwiekszania liczebnosci poszukiwanych drobnoustrojow

Mozliwe jest zwiekszanie liczebnosci poszukiwanych drobnoustrojow o znaczeniu biotechnologicznym, poprzez np.: (1)
oddziatywanie na srodowisko przed pobraniem préby (ryc. 3. A), (2) wprowadzenie do Srodowiska wabikéw — putapek, (3)
wstepna obrébke fizyczng lub mechaniczng proébki, (4) prowadzenie hodowli wzbogacajacych (ryc. 3. B).

Oddziatywanie na érodowisko H. wzbogacajjca z zastosowaniem podiozy
przed pobraniem préby wzbogacajgcych
< 1. Pobranie problks
1. Wprowadzemne Srodowiskowey

{(Atrazyna)

a4 =
3

P::- ‘ 4. Posiew

A Zwigkszenie liczby promieniowcow B.

Ryc 3. Sposoby zwiekszania liczebnosci drobnoustrojéw w prébce.

Hodowla wzbogacajgca - metoda ta opiera sie na wprowadzeniu do prébki pobranej ze srodowiska zwigzkow
chemicznych mogacych petnic role czynnika selekcyjnego, pozwalajgcego na zmiany liczebnosci mikroorganizmdéw tworzacych
populacje drobnoustrojow zawartych w badanej prébce, podczas jej inkubacji w okreslonych warunkach fizykochemicznych, tj.
temperatura, czas inkubacji.

Izolacja dominujacych w srodowisku drobnoustrojow zyjagcych w danym s$rodowisku nie nastrecza wiekszych
trudnosci. Istotne problemy napotyka sie w przypadku mikroorganizméw o znacznie mniejszej liczebnosci w badanej niszy
ekologicznej. Jedng z metod pozwalajgcych na rozwigzanie tego problemu jest hodowla wzbogacajgca. Metoda ta opiera sie
na wprowadzeniu do préobki pobranej ze srodowiska naturalnego zwigzkéw chemicznych petnigcych role czynnika selekcyjnego,
pozwalajgcego na zmiane liczebnosci/proporcji tworzacych populacje drobnoustrojéw, podczas ich inkubacji w okreslonych
warunkach fizykochemicznych (np. temperatura lub czas inkubacji). Bedzie to skutkowato preferowanym wzrostem
organizméw nas interesujgcych. Wprowadzanych czynnikédw selekcyjnych w jednym czasie moze by¢ kilka, np. okreslone
warunki troficzne i temperatura.

Ad. 3. Test selekcyjny

Test selekcyjny jest podstawowg metodg identyfikacji miekroorganizmow wykorzystywanych w przmysle. W
konstrukcji tego rodzaju testow poszukuje sie cechy biochemicznej bezposrednio lub posrednio powigzanej ze zdolnoscig
mikroorganizmu do produkcji wybranego produktu lub wykazujacego dane cechy. Mozliwe jest dokonanie takiej selekcji np.
poprzez zastosowanie odpowiedniego podtoza na szalkach Petriego. Pierwsza z metod stosowanych w selekcji
mikroorganizmow jest technika wysiewu powierzchniowego, polegajaca na doswiadczalnym takim dobraniu stezenia zawiesiny
mikroorganizmow (najczesciej kolejne rozcienczenia dziesietne — metoda Jézefa Listnera), aby na podtozu statym otrzymacd
pojedyncze kolonie (ryc. 4. A) lub selekcjonuje na odpowiednim podtozu (ryc 4. B-E — metoda Roberta Kocha). Nastepnie
wybrane kolonie mikroorganizméw poddaje sie posiewowi redukcyjnemu (ryc. 4. F), pozwalajgcemu wyselekcjonowac dane
klony bakteryjne konieczne do dalszej analizy. Z kolonii, ktére przeszly testy selekcyjne z wynikiem pozytywnym, za pomoca
posiewu redukcyjnego zostajg wyprowadzone czyste kultury, ktore poddawane s3 nastepnie testom fermentacyjnym

Metoda wysiewu powierzchniowego Test selekcyjny - poszukiwanie mikroorganizmu
produkujacego -D-galaktozydaze

' []U UU U U Podloie selekcyjne
s S o zawiera substrat X-gal (5-

bromo-4-chloro-3-
indolylo-g-D-
galaktopiranozyd) i
induktor PTG
{izopropylo-B-D-
galaktopiranozyd)

" hanoew e wiahy
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Blok ¢wiczeniowy 1. i 2.
Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Test selekcyjny — poszukiwanie mikroorganizmu

produkujacego nowy antybiotyk Test selekcyjny — poszukiwanie mikroorganizmu
produkujacego inhibitor enzymu rozktadajgcego
antybiotyk

zmiana  barwy

stupki
z koloniami

Metoda bloczkéw agarowych pota 1a z uzyci znika barwnego
Nitrocefina — substrat B-laktamazy, pétsyntetyczna cefalosporyna

A - zastosowanie folii potprzepuszczalnej; B — zastosowanie

podwojnych plytek z przegroda poélprzepuszczalng; C — metoda

bloczkow agarowych

Test selekcyjny — poszukiwanie mikroorganizmu
odpornego na wysokie stezenie substancji toksycznej
Posiew redukcyjny

- »

brr— 3. . 4.

Metoda plytek gradientowych i .

E. F. = =
Ryc. 4. A—E. Wysiew i selecja mikroorganizméw

Ad. 4. Testy fermentacyjne

Pozwalajg na ocene stopnia przydatnosSci poszczegdlnych izolatdw mikroorganizméw wyodrebnionych w testach
selekcyjnych. Ich celem jest wybér mikroorganizmu przeprowadzajgcego okreslony proces biotechniologiczny z najwieksza
wydajnoscig przy jednoczesnej minimalizacji kosztéw w przypadku produkcji na skale przemystowg. Testy fermentacyjne
najczesciej przeprowadzane sg w niewielkich bioreaktorach o pojemnoéci 5-20 dm3. W testach tych uwzglednia sie optymalng
metode hodowli badanego mikroorganizmu (np. wybdr typu bioreaktora, sposdb hodowli, wymagania mikroorganizmu,
zapotrzebowanie na tlen, rdznice pH). Po pomyslnym przejsciu testu mikroorganizmy poddaje sie badaniom w celu ustalenia
przynaleznosci gatunkowe;j.

Ad. 5. Identyfikacja gatunkowa wybranego mikroorganizmu

Celem identyfikacji przynaleznosci gatunkowej mikroorganizmu wybranego podczas testéw fermentacyjnych jest
ustalenie, czy nie mamy do czynienia z mikroorganizmem, ktdry zostat juz wczesniej wyselekcjonowany i jego wiasciwosci jako
producenta okreslonego produktu przemystowego nie zostaty juz wczesniej opisane. Dodatkowo szczep taki mogt zostac
wczesniej opatentowany i zastrzezony do uzycia w okreslonych aplikacjach przemystowych. Identyfikacje przeprowadza sie za
pomocg znanychmetod biochemicznych, biofizycznych, immunologicznych i biologii molekularnej opartych na analizie
wybranych sekwencji nukleotydowych genomowego DNA badanego mikroorganizmu. Po tym etapie mozna przystgpi¢ do
wykorzystania tego organizmu jako bazy do konstrukcji szczepu mikroorganizmu przemystowego.

PiSmiennictwo:
1.  Chmiel A.: Biotechnologia - podstawy mikrobiologiczne i biochemiczne, Wydawnictwo Naukowe PWN , 1998
2. Mikrobiologia techniczna (red. Libudzisz Z., Kowal K.). £6dz: Wydawnictwo Politechniki tédzkiej 2000
3. Laboratorium z mikrobiologii ogélnej i Srodowiskowe;j. (red. Mrozowska J.). Gliwice: Wydawnictwo Politechniki Slgskiej 1999
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Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Doswiadczenie 1.

Cel éwiczenia.
Celem cwiczenia jest wykazanie zdolnosci mikroorganizméw obecnych w prébce gleby do przeprowadzania reakcji rozktadu réznego rodzaju substancji
organicznych i wigczania w ponowny cykl przemiany materii skumulowanego w nich wegla i azotu.

lzolacja mikroorganizméw glebowych o aktywnosci proteolitycznej, amylolitycznej i lipolitycznej

Materiaty:

- probowki typu eppendorf 1,5ml

- kolby szklane ptaskodenne

- ezy

- gtaszczki mikrobiologiczna

- agar

- medium suplementowane (odzywcze)
- skrobia

- tuszcz roslinny

- mleko odttuszczone

- baktotrypton (pepton K)

- ekstrakt drozdzowy

- jatowa sdl fizjologiczna (0,9% roztwér NaCl)
- gleba

- woda destylowana

- ptyn Lugola

- 20% roztwor siarczanu miedzi (11)

- waga

Wykonanie do$wiadczenia:

| etap

Przygotowanie prostego podtoza agarowego

Sporzadzi¢ 500ml roztworu zawierajacego 1% baktotrypton, 0,5% ekstraktu drozdzowego, 1% NaCl i 3,5% agar. Po wymieszaniu cato$¢ ogrzewac az do
rozpuszczenia. Po zagotowaniu kolbe z podtozem wyjatowi¢ w autoklawie (120°C, 1,5atm., 20 min).

Il etap
Wzbogacanie podtozy:
a) przygotowanie ptytek agarowych z dodatkiem 2% skrobi (oznaczanie aktywnosci amylolitycznej):
do ogrzanego i uptynnionego podtoza agarowego dodac 4g skrobi do 200 ml podtoza (4 ptytki na grupe éwiczeniowa);

b) przygotowanie ptytek agarowych z dodatkiem odttuszczonego mleka (oznaczanie aktywnosci proteolitycznej):
do 150 ml uptynnionego i ostudzonego do 60°C podtoza agarowego i dodaé¢ 50ml jatowego odttuszczonego mleka, wymieszac. Tak przygotowane
podtoze wylaé na ptytki Petriego (4 ptytki na grupe ¢wiczeniowg);

c) przygotowanie ptytek agarowych z dodatkiem ttuszczu (oznaczanie aktywnosci lipolitycznej):
do 200 ml uptynnionego podtoza agarowego dodac 6 g ptynnego ttuszczu roslinnego. Wylac na ptytki Petriego (4 ptytki na grupe ¢wiczeniows).

1l etap
Posiew mikroorganizméw glebowych na zbogacone ptytki agarowe — selekcja

Z nawazki 10g gleby, wytrzgsanej 10 minut w 90 ml jatowej soli fizjologicznej otrzymujemy rozciericzenie 101. Po sedymentacji makroczasteczek, z
otrzymanego rozciericzenia wykona¢ kolejne rozciericzenia (od 102 do 10°) w probéwkach Eppendorfa z 1 ml soli fizjologicznej. Nastepnie nanie$¢ na
wzbogacone ptytki agarowe po 100ul rozcieficzen (102 - 107). Posiewy inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5-7 dni.

Doswiadczenie 2. (wykonanie na drugich zajeciach)

Uwagal!!l
Po inkubacji, w celu identyfikacji mikroorganizméw amylolitycznych i lipolitycznych, szalki z:
. Podtoze agarowe z dodatkiem skrobi — oznaczenie bakterii amylolitycznych — po okresie inkubacji zala¢ powierzchnie ptytki ptynem Lugola —
szukac kolonii wokét ktérych wystapi strefa przejasnienia Swiadczaca o hydrolizie skrobi.
. Podtoze agarowe z ttuszczem — oznaczenie mikroorganizméw lipolitycznych — po okresie inkubacji zalaé powierzchnie podtoza 20% roztworem
siarczanu miedzi (). Pojawienie sie zielonego zabarwienia kolonii $wiadczy o zdolnosci do hydrolizy ttuszczu.

Nastepnie dla wybranych szczepéw wykonaé 6 posiewdéw redukcyjnych na nowe ptytki z dodatkiem skrobi (1 sztuka), mleka (1 sztuka) i ttuszczu roslinnego,
wedtug ryc. 5.
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Blok ¢wiczeniowy 1. 2.
Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym
Identyfikacja mikroorganizméw glebowych przed selekcje
Zrozcieniczenia 10! 1 ml roztworu i doda¢ do 1 ml medium suplementowanego. Inkubowac w temperaturze pokojowej przez 1 godzine. Nastepnie pobrac
krople roztworu i sporzadzi¢ rozmazy na mikroskopowych szkietkach podstawowych a nastepnie wykona¢ preparaty barwione metodg Grama i obserwowac
morfologie komadrek. Uwaga, jesli stezenie komorek bakteryjnych bedzie zbyt wysokie, wykona¢ preparaty ponownie przy wiekszych rozciericzeniach bakterii
(rozcieniczy¢ roztworem soli fizjologicznej).

Ryc. 5. Posiew redukcyjny kilku kolonii na 1 szalce.

, l l l W Fiolet krystaliczny

M Plyn Lugola

4 Odbarwiacz
V4 B safranina

‘/ ‘/ 4 ‘/ Etap barwienia
[::_\:. = [_\° — :.. » — ['—\ Efekt barwienia
1 o 2 = 3 = 4 ..

Ryc. 6. Barwienie metoda Grama

Wykonanie barwienia:
. na szkietko podstawowe naniesc¢ bakterie i po ewentualnym dodaniu ptynu fizjologicznego wykonac rozmaz

. szkietko z rozmazem pozostawi¢ do catkowitego wyschniecia, po czym preparat utrwali¢ przez trzykrotne przesuniecie nad ptomieniem palnika
(ryc. 7)

Ryc. 7. Przygotowanie wymazu bakteryjnego A — odttuszczenie, B — wymaz, C — utrwalenie

utrwalony preparat zalewac roztworem fioletu krystalicznego odczekaé 60 sekund do 3 minut
tryskawka delikatnie zmy¢ barwnik

zala¢ preparat jodyna lub ptynem Lugola

odczekac 30 sekund do 2 minut

ostroznie odbarwié¢ cato$¢ w etanolu przez ok. 10-20 sekund

sptukac preparat woda destylowang

dobarwié¢ innym barwnikiem, np. safraning czy fuksyng zasadowa przez ok. 30 sekund

dobrze sptukaé preparat woda destylowang, nakropi¢ krople soli fizjologicznej, nakry¢ szkietkiem nakrywkowym i ogladaé¢ pod mikroskopem
Swietlnym

Mechanizm barwienia

Struktura $ciany komérkowej bakterii
L

r 1
Gram-ujemnych Gram-dodatnich
Bléllka Poryny Kwasy lipolejchojowe  Kwasy tejchojowe

Zewngtrzna blona
komérkowa

Peptydoglikan
{mureina)

ch(m |p|dy
LPS - Lipopolisacharydy

O Lipoproteiny
[ NAG - N-acatyloglukozamina
@ NAM — Kwas N-acetylomureinowy

Ryc. 8. Struktura Sciany komérkowej bakterii G- i G+
1) Fiolet krystaliczny jest zasadowym, stabo rozpuszczalnym barwnikiem, ktéry w roztworze tworzy kationy. tatwo penetruje przez sciane komoérkowa
i btone cytoplazmatyczng bakterii Gram-ujemnych i Gram-dodatnich wnikajac do wnetrza komérki. Na tym etapie wszystkie komérki wybarwione

sg na fioletowo.
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2)

3)

4)

Blok ¢wiczeniowy 1. i 2.

Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym

Nastepnie na preparat nanosi sie ptyn Lugola, ktdéry stanowi roztwdr jodu w jodku potasu. Jony jodu fatwo przenikajg do wnetrza komérki, podobnie

jak czasteczki fioletu krystalicznego. Kationy barwnika reaguja z jonami jodu tworzgc wielkoczgsteczkowe, nierozpuszczalne w wodzie kompleksy.
Wszystkie komorki nadal zabarwione sg na kolor fioletowy.

Trzeci etap polega na naniesieniu odbarwiacza (roztworu alkoholu lub mieszaniny acetonu z alkoholem). Odbarwiacz wnika w warstwy mureiny
bakterii powodujac dehydratacje. W wyniku usuniecia wody nastepuje zageszczenie sieci mureiny, a tym samym zmniejszenie pustych przestrzeni
w wielowarstwowych $cianach komérkowych. Ponadto w wyniku dziatania odbarwiacza u bakterii Gram-ujemnych zniszczeniu ulega zewnetrzna
btona lipopolisacharydowa eksponujac cienkg warstwe mureiny. Kompleks barwnika z jodem zostaje uwieziony pod zwartg i grubg warstwa mureiny
w komdrkach bakterii Gram-dodatnich, natomiast z komdrek bakterii Gram-ujemnych jest on fatwo wymywany odbarwiaczem. Na tym etapie
nastepuje wtasciwe zréznicowanie komdrek. Komoérki Gram-dodatnie z uwiezionym kompleksem barwnika nadal majg zabarwienie fioletowe,
podczas gdy komorki Gram-ujemne stajg sie bezbarwne po wyptukaniu kompleksu.

Ostatnim etapem jest dodatek barwnika kontrastowego — fuksyny zasadowej. Barwnik ten, podobnie jak fiolet krystaliczny, wykazuje charakter
zasadowy, stabo rozpuszcza sie w wodzie, a w roztworze tworzy kationy, ktére fatwo penetrujg poprzez warstwe mureiny i tgczg sie z ujemnie
natadowanymi czasteczkami takimi jak kwasy tejchojowe, peptydy czy gtowki fosfolipiddw. Poniewaz kolor safraniny jest mniej intensywny niz
fioletu krystalicznego komoérki Gram-dodatnie pozostajg fioletowe. Bezbarwne komérki Gram-ujemne zabarwione safraning przyjmujg kolor
rézowy.

Efekt barwienia Grama

W efekcie wyzej przedstawionych dziatan i opisanego mechanizmu komérki efekty moga by¢ trojakie:

bakterie barwig sie na kolor ciemno-fioletowy, prawie czarny, okreslamy jako Gram-dodatnie lub (Gram +)
bakterie barwia sie w kolorze czerwonym, okreslamy jako Gram-ujemne lub (Gram -)

bakterie nie barwig sie w ogdle metodg Grama (np. pratki)

Efekt barwienia zalezy od podtoza i wieku hodowli:

starsze hodowle Clostridium mogg barwi¢ sie Gram-ujemnie

kietkujace endospory (i pierwsze pokolenie po wykietkowaniu) Bacillus subtilis barwig sie¢ Gram-ujemnie

Doswiadczenie 3.

a)
Materiaty
- gleba

Selekcja szczepow odpornych na wysokie stezenie metali ciezkich (niklu) z zastosowaniem ptytek gradientowych

- ptytki Petriego

- kolby szklane ptaskodenne

- podtoze LA

- podtoze LA z dodatkiem jonéw niklu (50ml)
- jatowa sal fizjologiczna

- woda destylowana

Wykonanie:
Przygotowanie ptytek gradientowych

Przygotowac 50 ml podtoza LA z dodatkiem jondw niklu (50ug NiCl. na ml). Oprze¢ szalke na bagietce i wyla¢ podtoze z LA z jonami wg ryciny 11,

aby uzyskac rézne stezenie jonéw w obrebie podtoza. Zaznaczy¢ na spodzie szalki kierunek wzrostu stezenia niklu na spodzie szalki. Po zastygnieciu ptytke
zdjac z bagietki i nastepnie wyla¢ podtoze cienka warstwa podtoze LA bez dodatku jondw Ni?*. Na kazda grupe przygotowacé 3 szalki.

podtoze bez jonédw Ni?*

M T |
@) ]

podtoze z jonami Ni?*
Ryc. 11. Wylewanie podtoza gradientowego na szalke Petriego.

Posiew mikroorganizméw glebowych na przygotowane ptytki gradientowe

Z nawazki 10g gleby, wytrzgsanej 10 minut w 90 ml jatowej soli fizjologicznej otrzymujemy rozcieficzenie 101, Po sedymentacji makroczasteczek, z
otrzymanego rozciericzenia wykonac¢ kolejne rozciericzenia (od 102 do 10-°) w probdwkach Eppendorfa z 1 ml soli fizjologicznej. Nastepnie nanie$é na ptytki
gradientowe (zaréwno z niklem jak i mocznikiem) po 100ul rozcieficzer 103 — 107). Posiewy inkubowaé w temperaturze pokojowej przez 5-7 dni. Po inkubacji
podzieli¢ szalke na 4 pola i procentowa okresli¢ zawartos¢ kolonii.

b)

Materiaty
- gleba

Selekcja szczepow odpornych na wysokie stezenie mocznika z zastosowaniem ptytek gradientowych

- ptytki Petriego

- kolby szklane ptaskodenne

- podtoze LA

- podtoze LA z dodatkiem mocznika (50ml)
- jatowa sdl fizjologiczna

- woda destylowana
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Blok ¢wiczeniowy 1. i 2.

Pozyskiwanie szczepéw mikroorganizmow o znaczeniu przemystowym
Wykonanie:

Przygotowanie ptytek gradientowych
Przygotowac 50 ml podtoza LA z dodatkiem mocznika (1mg mocznika na ml). Oprzeé szalke na bagietce i wyla¢ podtoze z LA z jonami wg ryciny 12,
aby uzyskac rézne stezenie mocznika w obrebie podtoza. Zaznaczy¢ strzatka na spodzie szalki kierunek wzrostu stezenia mocznika. Po zastygnieciu ptytke
zdjac z bagietki i nastepnie wyla¢ podtoze cienkg warstwa podtoze LA bez dodatku mocznika. Na kazda grupe przygotowac 3 szalki.
podtoze bez mocznika

— TS ————

podtoze z mocznikiem
Ryc. 12. Wylewanie podtoza gradientowego

Posiew mikroorganizméw glebowych na przygotowane ptytki gradientowe

Z nawazki 10g gleby, wytrzgsanej 10 minut w 90 ml jatowej soli fizjologicznej otrzymujemy rozciericzenie 101, Po sedymentacji makroczasteczek, z
otrzymanego rozciericzenia wykonac kolejne rozciericzenia (od 102 do 10-°) w probdwkach Eppendorfa z 1 ml soli fizjologicznej. Nastepnie nanie$¢ na ptytki
gradientowe (zaréwno z niklem jak i mocznikiem) po 100pl rozcieficzer 10-3— 107). Posiewy inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 5-7 dni. Po inkubacji
podzieli¢ szalke na 4 pola i procentowa okresli¢ zawartos¢ kolonii.
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Doskonalenie cech produkcyjnych mikroorganizméw o znaczeniu przemystowym

Procesy biotechnologiczne z zastosowaniem mikroorganizmdéw wyizolowanych bezposrednio ze srodowiska naturalnego
na ogot przebiegaja z wydajnoscig niewystarczajaca, aby ich uzycie na skale przemystowa byto optacalne ekonomicznie. Aby
wykorzystac potencjat biotechnologiczny tych mikroorganizmow, przeprowadza sie modyfikacje ich genotypu prowadzacg do
uzyskania szczepdw produkcyjnych mogacych znaleZ¢ zastosowanie w przemysle. Modyfikacje genotypu szczepu
macierzystego, wyizolowanego z probki srodowiskowej i scharakteryzowanego taksonomicznie, prowadzi sie na drodze:
mutagenezy indukowanej in vivo lub fuzji protoplastow komodrek szczepdw pochodzacych od genetycznie rdznigcych sie

przodkéw.

Mutageneza - proces prowadzacy do powstania mutanta
Mutant — mikroorganizm rdznigcy sie genotypem od komédrek szczepu macierzystego
e zmiany genotypowe w komdrkach mutanta muszg byc trwate
e dziedziczone przez komdrki potomne
e ich obecnos$¢ musi nadawadé szczepowi mutanta wtasciwosci fenotypowe réznigce go od szczepu macierzystego
Mutacja — trwata zmiana w sekwencji DNA, ktora jest przekazywana komadrkom potomnym
Zmiana premutacyjna — zmiana w sekwencji DNA, ktéra moze by¢ usunieta w procesie replikacji

Mutageneza spontaniczna (samorzutna) — proces powstawania mutacji zachodzgcy niezaleznie od okreslonych czynnikéw
zewnetrznych

e btedy popetniane w czasie replikacji DNA

e btedy powstajgce w wyniku samorzutnych modyfikacji chemicznych zasad DNA

Czestos¢ mutagenezy spontanicznej

e  bakteriofag T4 — 107

e  Escherichia coli— 107

e Drosophila melanogaster — 107

» Substytucja — zmiana jednej pary zasad na inng

« tranzycja — zmiana jednej puryny na inng puryne lub zmiana jednej
pirymidyny na inng pirymidyne

+ transwersja — zmiana pirymidyny na puryne lub puryny na pirymidyne

» Delecja - usunigcie jednej lub wigkszej liczby par zasad

5' CCGAAAAACGC 3
/ 3 GGCTTTTTGCG 5
5" ACGTAACG 3 A
3 TGCATTGC 5’ 5 CCGAAAAACGC 3'__ 5" CCGA AAACGC 3
5 ACGTAACG 3 5 ACGTAACG 3’ 3 GGCTTTTTGCG 5 3'GGCT TTTGCG 5’

3’ TGCATTGC 5’ 3" TGCACTGC & 3 GGCTTTTGCG 5’

zmiana premutacyjna 5' CCGAAAACGC 3

3 TGCACTGC &

zmiana premutacyjna 5 ACGTGACG 3’ mutacja

Mutacje powstajace na skutek

» Insercja — wstawienie jednej lub wiekszej liczby par zasad

5" CCGAAAAACGC 3
3 GGCTTTTTGCG 5
5 CCGAAAAACGC 3’ _ 5 CCGAA AAACGC 3
3 GGCTTTTTGCG & 3 GGCTT TTTGCG 5’
T

zmiana premutacyjna 3 GGCTTTTTTGCG S

5 CCGAAAAAACGC 3

mutacja

modyfikacji zasad w DNA

» Deaminacja cytozyny — powoduje powstanie uracylu,
nie zwigksza poziomu mutacji spontanicznych

» Metylacjia cytozyny - powoduje powstanie 5-
metylocytozyny, nie zwigksza poziomu  mutacji

spontanicznych

» Deaminacja 5-metylocytozyny — powoduje powstanie
tyminy i po replikacji mutacje GC — AT

Mutageneza indukowana — proces powstawania
chemicznych
Typy mutacji indukowanych
* mutacje punktowe (substytucje)
e delecje
* insercje
Powstate komérki mutantéw rdznia sie genotypowo i fenotypowo od komoérek szczepu macierzystego oraz wzajemnie od siebie

mutacji na skutek dziatania zewnetrznych czynnikéw fizycznych lub

Czynniki chemiczne i fizyczne wykorzystywane w doskonaleniu mikroorganizméw na drodze mutagenezy

Czynnik mutagenny Sposoéb dziatania

Promieniowanie UV powstanie dimeréw pirymidynowych

Promieniowanie X pekniecia jedno- i dwuniciowego DNA

5-bromouracyl analog tyminy, tworzy pary z adening i guaning




Blok éwiczeniowy 1.i 2.
Doskonalenie cech produkcyjnych mikroorganizméw o znaczeniu przemystowym
Mikrobiologia przemystowa

Czynnik mutagenny Spos6b dziatania

2-aminopuryna analog adeniny, tworzy pary z tyming i cytozyng

Hydroksyloamina hydroksylacja cytozyny, pochodna tworzy pary z adening

N-metylo-N’-nitro-N-nitrozoguanidyna synteza metyloguaniny podczas replikacji, powoduje tranzycje i inne typy mutacji
Metanosulfonian metylowy alkilacja puryn i pirymidyn

Oranz akrydyny interkalacja pomiedzy zasady w DNA, powoduje btedy replikacji i mutacje typu insercja lub delecja
Kwas azotowy (Il1) deaminacja adeniny, hipoksantyna tworzy pary z cytozyna

Dawka mutagenu
e zbyt duza dawka czynnika mutagennego prowadzi¢ moze do Smierci wszystkich komdrek szczepu macierzystego
poddanych jego dziataniu
e duze dawki czynnika mutagennego prowadza do uszkodzenia DNA w wielu miejscach genomu
e mutacje pozagdane moga by¢é maskowane przez mutacje niekorzystne
e optymalna dawka mutagenu powoduje efekt letalny u max 90% komoérek poddawanych mutagenezie
Wielkos¢ dawki czynnika mutagennego zalezy od:
»  wiasciwosci szczepu poddawanego mutagenezie
e warunkéw hodowli
*  wieku hodowli

Promieniowanie UV (254-265 nm)

Zalety

* wysoka czestotliwos$¢ powstawania mutacji w stosunku do efektu letalnego

* dostepnosé i tatwos¢ uzycia zrédta promieniowania

*  tatwos¢ dozowania dawek

* moclampy

* odlegtos¢ od zawiesiny komérek

*  czas dziatania

* tatwos¢ odtwarzania warunkéw mutagenezy

*  mozliwos¢ wywotania mutacji w rosnacych komérkach wegetatywnych i sporach
Pismiennictwo:

1. Chmiel A.: Biotechnologia - podstawy mikrobiologiczne i biochemiczne, Wydawnictwo Naukowe PWN , 1998
2. Mikrobiologia techniczna (red. Libudzisz Z., Kowal K.). £todz: Wydawnictwo Politechniki todzkiej 2000

Doswiadczenie 4.
Doskonalenie wtasciwosci proteolitycznych szczepéw bakterii na drodze mutagenizacji z zastosowaniem promieniowania UV.

Materiaty

- 20 ml hodowli nocnej szczepdw bakteryjnych o aktywnosci proteolitycznej
- lampa UV

- agar

- pepton K

- ekstrakt drozdzowy

- mleko odttuszczone 0,0 lub 0,5%

- jatowa sdl fizjologiczna

- jatowe probéwki Eppendorfa 1,5ml

a. Wykonanie
Przygotowac 5 szalek Petriego .

b.  Mutageneza indukowana promieniowaniem UV

Z 0,15 ml hodowli proteolitycznego szczepdw bakteryjnych nalezy wykonac rozciefczenia seryjne w probdwkach Eppendorfa zawierajacych po 1,35 ml
jatowej soli fizjologicznej tak, aby uzyskac rozciericzenia komarek bakteryjnych w zakresie 10 — 1073,

Na kazda Szalke z agarem mlecznym nalezy nanie$¢ po 100ul rozcieficzenia 103 bakterii w soli fizjologicznej. Po posianiu odstawi¢ bakterie na 20 minut a
nastepnie otwarte ptytki wystawiamy na dziatanie promieniowania UV. Ptytki nalezy umiesci¢ 5cm od lampy UV, bedacej Zzrédtem promieniowania. Czas
ekspozycji poszczegdlnych ptytek to: 5, 10, 15 i 30 minut. Jednej szalki nie naswietlamy.

Po naswietleniu wszystkich ptytek nalezy je inkubowa¢ w temperaturze 28°C przez 5-7 dni w ciemnosci. Po inkubacji nalezy policzy¢ kolonie bakterii na
poszczegdlnych ptytkach i porédwnaé je ze strefami przejasnienia wokét kolonii bakteryjnych na ptytce kontrolnej w celu okreslenia aktywnosci proteolitycznej
poszczegdlnych kolonii bakteryjnych.
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Blok éwiczeniowy 1.i 2.
Protokot z zajec
Mikrobiologia przemystowa
IMI I NAZWISKO: ettt ettt et s st st ebe et e

Doswiadczenie 1.a

Na ponizszych schematach umie$é wynik doswiadczenia:
Ptytki agarowe z dodatkiem skrobi
Na ponizszych schematach narysuj potozenie bakterii o aktywnosci amylolitycznej:

103 104 105

@

Whioski i interpretacja:

Doswiadczenie 1.b

Na ponizszych schematach umies¢ wynik doswiadczenia:
Ptytki agarowe mleczne
Na ponizszych schematach narysuj potozenie bakterii o aktywnosci proteolitycznej:
103 10 10

OOC

Whioski i interpretacja:
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Doswiadczenie 1.c

Na ponizszych schematach umie$¢ wynik doswiadczenia:
Ptytki agarowe z dodatkiem ttuszczu
Na ponizszych schematach narysuj potozenie bakterii o aktywnosci lipolitycznejj:

103 104 105

OOC

Whioski i interpretacja:

Doswiadczenie 2. (wykonanie na drugich zajeciach)
Posiewy redukcyjne kolonii

D B 5

Ptytka agarowa ze skrobig Ptytka agarowa mleczna Ptytka agarowa z dodatkiem ttuszczu

Whioski i interpretacja:
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Doswiadczenie 3.
Na ponizszych schematach narysuj wynik doswiadczenia:
a.  Plytki gradientowe z dodatkiem jonéw niklu
103 104 10

DX

niskie stezenie E————— = \ysokie stezenie ———

b.  Plytki gradientowe z dodatkiem mocznika
103 104 10

T e e

I

niskie stezenie E—— == wysokie stezenie — ———

Whioski i interpretacja:
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Doswiadczenie 4.

Doskonalenie wtasciwosci proteolitycznych wyizolowanych szczepéw bakterii na drodze mutagenizacji z zastosowaniem promieniowania UV

a.  Plytki agarowe LA

QOO

kontrola 5 minut naswietlania 10 minut naswietlania
15 minut naswietlania 30 minut naswietlania

Whioski i interpretacja:
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