UWAGA: Materiaty teoretyczne do ¢wiczen znajduja si¢ na stronie internetowej Katedry Farmakologii:
https://www.pum.edu.pl/studenci/informacje z jednostek/wm/katedra farmakologii/

Biotechnologia Farmaceutyczna - Cwiczenia

Organizacja pracy: grupa odbywajaca C¢wiczenie zostaje podzielona na zespolty. Wszystkie zespoly
przygotowuja wspolny bulion i agar hodowlany; kazdy zespdt bada zywotno$¢ i stan odzywienia
biobankowanego materiatlu, kazdy zesp6t przygotowuje skos agarowy i materiat do giebokiego mrozenia.

Cwiczenie 1 — Przygotowanie podloza do oZywienia zakonserwowanego szczepu

Celem ¢wiczenia jest przygotowanie drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae) do wzrostu po
krioprezerwacji.

Przed przystapieniem do pracy ekspervmentalnej student jest zobowiazany do samodzielnego
zapoznania sie z karta charakterystyki substancji lub mieszanin chemicznvch uzywanvch w ponizszym
¢éwiczeniu.

Szczegolny nacisk nalezy zwrdcic na sekcje: .. Identyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Wzgledy bezpieczenstwa: Zaden ze stosowanych odczynnikéw nie zostat oznaczony jako niebezpieczny dla
zdrowia, z wszelkimi odczynnikami nalezy jednak postepowac z ostroznoscia, w szczegolnosci nie
spozywac¢, nie dopuszczac do kontaktu ze skorg i oczami.

Materiaty:

- zamrozone drozdze w -80°C,

- jednorazowe koncowki do pipet,

- pipety automatyczne,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekeji przestrzeni roboczej,
- szalki Petriego,

- probowki typu falcon 50 ml z zakretka,
- kolby 250 ml, 500 ml,

- pirometr bezdotykowy,

- ezy mikrobiologiczne,

- folia aluminiowa,

- faZznia wodna,

- filtry strzykawkowe.

Odczynniki:

- bulion YPD,
-agar YPD,

- woda destylowana.

Przygotowanie medium hodowlanego:

1. Do kolby 250 ml odwazy¢ 7 g agaru YPD, uzupehi¢ woda destylowana do 100 ml, zakry¢ folia
aluminiowa.

2. Do kolby 500 ml odwazy¢ 14 g agaru YPD, uzupetni¢ woda destylowana do 200 ml, zakry¢ folia
aluminiowa.

3. Kolby z podtozem hodowlanym wysterylizowaé w 121°C przez 20 min.

4. Do probéwki 50 ml doda¢ 1 g bulionu YPD, uzupehi¢ do 20 ml wodg destylowang, korek zakrgcié.




Przywrécenie metabolizmu mrozonego szczepu:

1. Glgboko-mrozony material wyjaé z zamrazarki inkubowac przez 2 min w tazni wodnej w temperaturze
30°C.

2. Otworzy¢ probowke i kilka razy przepipetowaé roztwor tipsem. Przenies¢ do 2 ml probowki Eppendorf.
3. Doda¢ 1 ml PBS, kilka razy przepipetowac¢, wirowa¢ 5 min przy 1500 RCF.
4. Usung¢ supernatant, osad zawiesi¢ w 1 ml PBS, wirowa¢ 5 min przy 1500 RCF.

5. Usung¢ supernatant, osad zawiesi¢ w 1 ml bulionu YPD (z 50 ml falconu z bulionem YPD, przepuszczony
przez filtr strzykawkowy 0,2 um).

6. Probowke umiesci¢ w cieplarce w 37°C.

Posianie mrozonego szczepu:

1. W warunkach sterylnych wyla¢ agar YPD na szalki Petriego.

2. Po zestaleniu agaru pobra¢ eza krople rozmrozonej hodowli 1 wykona¢ posiew redukcyjny.

Cwiczenie 2 - Bankowanie S. cerevisiae dwoma metodami: mrozenie z glicerolem, posiew na skosach
agarowych.

Celem ¢wiczenia jest przygotowanie drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae) do krioprezerwacji
i dlugoterminowym przechowywaniu w warunkach chtodniczych.

Przed przvstapieniem do pracy ekspervmentalnej student jest zobowiazany do samodzielnego
zapoznania sie¢ z karta charakterystyki substancji lub mieszanin chemicznvch uzywanych w ponizszym
¢éwiczeniu.

Szczegolny nacisk nalezy zwrocié¢ na sekcje: .. Identyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Wzgledy bezpieczenstwa: glicerol nie jest toksyczny, nalezy jednak unika¢ kontaktu ze skora; nie wdychac,
nie spozywac, nie przeciera¢ oczu, nie dotykac twarzy podczas pracy z odczynnikami. Z karty charakterystyki:
po poltknieciu poda¢ duzg ilos¢ wody do picia (1-2 szklanki), u osoby przytomnej spowodowaé¢ wymioty lub
zastosowac¢ ptukanie zotadka, przy powazniejszym zatruciu wezwaé lekarza.

Ciekly azot moze spowodowac oparzenia kriogeniczne lub obrazenia.

Materiaty:

- ptynna hodowla drozdzy piekarniczych (Saccharomyces cerevisiae),
- state podtoze hodowlane YPD po sterylizacji,
- probowki 15 ml,

- krioprobowki 1.8 ml,

- jednorazowe koncoéwki do pipet,

- pipety automatyczne,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekcji przestrzeni roboczej,

- ezy bakteriologiczne,

- ciekly azot w naczyniu Dewara.

Odczynniki:
- glicerol,
- woda.



A) glebokie mrozenie z krioprotektantem

Przygotowanie 30% roztworu glicerolu w 15 ml prob6owce falcon:
1. Odpipetowac 1,51 ml 99% sterylnego glicerolu i rozcienczy¢ w 3,49 ml sterylnej wody

2. Catos¢ zworteksowac 1 zwirowac.

Bankowanie S. cerevisiae:

1. Odpipetowac 0,5 ml bulionu z drozdzami w fazie logarytmicznego wzrostu do 2 ml krioprobowki.

2. Doda¢ 0,5 ml 30% roztworu glicerolu, calo$¢ wymieszac¢ przez pipetowanie.

3. Probowke zworteksowac.

4. Zanurzy¢ probéwke w cieklym azocie, przenie$s¢ do zamrazarki niskotemperaturowej; przechowywacé

w temperaturze -80°C.

B) bankowanie S. cerevisiae na skosie agarowym

Posiew eza na skos agarowy
Przygotowanie skosu:

1. Nalezy przygotowa¢ miejsce pracy: dezynfekcja blatu, przygotowanie probéwek 15 ml (poluzowanie
nakretek, podpisanie probowki).

2. Zaczeka¢, az temperatura podloza po sterylizacji spadnie do okoto 40-45°C (blisko zastygniecia, ale nadal
ptynne).

3. Wla¢ podtoze do probowek (ok. 6-8 ml) i zakreci¢ zakretki.

4. Zanim agar zakrzepnie probowke ktadzie si¢ pod katem 20-35° (pochylenie powinno byc¢ takie, zeby skos
konczyt sie¢ okoto 1-2 cm przed zakretka i zaczynat 2-3 cm od podstawy), agar zastyga tworzac
charakterystyczne zbocze; taki ksztalt zwigksza pole powierzchni oraz umozliwia prowadzenie ezy po calej
jego dlugosci.

5. Zaczeka¢, az podtoze zwiaze.

Hodowle na skosie agarowym stosuje si¢ gtdéwnie do przechowywania szczepow.

Wykonanie posiewu:

1. Wyzarzy¢ i schlodzi¢ ezg (jednorazowej, plastikowej ezy si¢ nie wyzarza...).

2. Pobra¢ eza zawiesing z ptynnej hodowli drozdzy i delikatnie rozprowadzi¢ jg po powierzchni skosu
agarowego zaczynajac od dotu i prowadzac ezg zygzakiem ku gorze skosu.

3. Po posiewie ponownie wyzarzy¢ ezg.
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4. Posiang hodowle inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 2-3 dni. Drozdze w tym czasie wyrosna
w postaci szlaczka, codziennie nalezy delikatnie poluzowac¢ zakretke w celu pozbycia si¢ nadmiaru dwutlenku
wegla.

5. Przed przeniesieniem skosu do warunkéw chiodniczych nalezy ostatni raz upu$¢ nadmiar CO». Nalezy
zdezynfekowac probdwki i przenies¢ je do lodowki. Skosy najczesciej przechowuje si¢ w pozycji pionowe;.
Powinny by¢ trzymane w dedykowanym termoizolacyjnym pudetku z wktadami chtodzagcymi w celu
niwelowania wahan temperatury. Wydtuzy ich to czas przydatnosci.

Po inkubacji opisa¢ efekty posiewu (intensywno$¢ wzrostu, kolor, potyskliwos¢ itp.)

Cwiczenie 3 - Barwienie blekitem metylenowym

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie przezywalnosci drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae) po
krioprezerwacji i dlugoterminowym przechowywaniu w warunkach chtodniczych.

Przed przystapieniem do pracy ekspervmentalnej student jest zobowiazany do samodzielnego
zapoznania sie z karta charakterystyki substancji lub mieszanin chemicznvch uzywanych w ponizszym
¢éwiczeniu.

Szczegolny nacisk nalezy zwrocié¢ na sekcje: .. Identyfikacja zagrozen” i ,,Pierwsza pomoc”.

Wzgledy bezpieczenstwa: Blekit metylenowy dziata szkodliwie po potknigciu. Nalezy postgpowaé
z ostroznoscia, w szczegdlnosci nie spozywac, nie dopuszczaé do kontaktu ze skorg i oczami. Doktadnie umy¢
po kontakcie ze skora.

Materiaty:

- ptynna hodowla rozmrozonych drozdzy,
- jednorazowe koncoéwki do pipet,

- pipety automatyczne,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekcji przestrzeni roboczej,
- mikroskop z powigkszeniem x40,

- szkietka podstawowe.

Odczynniki:

- bigkit metylenowy,
- olejek immersyjny,
- roztwor PBS.



1. Na odtluszczone szkietko podstawowe nanie$¢ krople ptynnej hodowli S. cerevisiae (w przypadku
hodowli na podtozu statym drobnoustroje zawieszamy w roztworze PBS).

2. Na szkielko nanie$¢ krople barwnika — biekitu metylenowego.

3. Calosc¢ przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, ogladac¢ pod mikroskopem stosujac powigkszenie 40-100x.

4. Obliczy¢ zawarto$¢ procentowa komorek martwych drozdzy: policzy¢ komorki zabarwione na niebiesko
przypadajace na 100 komorek drozdzy.

Cwiczenie 4 - Badanie obecnosci glikogenu

W czasie wzrostu S. cerevisiae gromadzi si¢ w nich glicerol i w niewielkich ilo$ciach ergosterol, trehaloza,
a takze glikogen, stanowigcy substancje zapasowa komorek. Glikogen — rezerwowy weglowodan §wiadczy
o dobrym odzywieniu komorek.

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie stanu odzywienia drozdzy piekarskich (Saccharomyces cerevisiae).

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany do samodzielnego

zapoznania sie z karta charakterystyki substancji lub mieszanin chemicznvch uzywanych w ponizszym
éwiczeniu.

Szczegdélny nacisk nalezy zwroci¢ na sekcje: ..Identyfikacja zagrozen” i .,.Pierwsza pomoc”.

Wzgledy bezpieczenstwa: Ptyn Lugola przy dtugotrwatym lub powtarzalnym narazeniu moze powodowac
uszkodzenie narzadow (gruczot tarczycy). Nie spozywac, nie dopuszcza¢ do kontaktu ze skorg i oczami, nie
wdycha¢ oparéw.

Materiaty:

- ptynna hodowla rozmrozonych drozdzy,
- skosy hodowlane z lodowki,

- jednorazowe koncoéwki do pipet,

- pipety automatyczne,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekeji przestrzeni roboczej,
- mikroskop z powigkszeniem x40,

- szkietka podstawowe.

Odczynniki:

- ptyn Lugola,

- olejek immersyjny,
- roztwor PBS.

Barwienie materiatow zapasowych i struktur komoérkowych drozdzy:

1. Na odtluszczone szkietko podstawowe nanies¢ krople ptynnej hodowli S. cerevisiae (w przypadku
hodowli na podtozu statym drobnoustroje zawieszamy w roztworze PBS).

2. Na szkielko nanies¢ krople barwnika — ptynu Lugola,
3. Przykry¢ preparat szkietkiem nakrywkowym i po 2- 3 min. oglada¢ pod mikroskopem.
Komoérki zawierajace glikogen wykazujg ciemnobrunatne zabarwienie natomiast jasnozolte zabarwienie

komorek §wiadczy o braku tej substancji zapasowej i tym samym o stabej kondycji badanych
mikroorganizméw.



