UWAGA: Materialy teoretyczne do ¢wiczen znajdujg si¢ na stronie internetowej Katedry Farmakologii:
https://www.pum.edu.pl/studenci/informacje_z_jednostek/wm/katedra_farmakologii/

Biotechnologia Farmaceutyczna — Cwiczenia

Cwiczenie 1 — Immobilizacja drozdzy — poréwnanie wydajno$ci fermentacji alkoholowej komérek
wolnych oraz immobilizowanych

Celem ¢wiczenia jest immobilizacja drozdzy piekarskich w alginianie wapnia metoda putapkowania oraz
porownanie wydajnosci fermentacji alkoholowej drozdzy wolnych i immobilizowanych

Organizacja pracy: grupa odbywajaca ¢wiczenie zostaje podzielona na zespoty. Kazdy zespot wykonuje
immobilizacj¢ komorek drozdzy i nastawia fermentacje alkoholowa.

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

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

Wzgledy bezpieczenstwa: chlorek wapnia dziata draznigco na oczy. W przypadku dostania si¢ do oczu
ostroznie pluka¢ woda przez kilka minut.

Materiaty:

- drozdze piekarnicze (Saccharomyces cerevisiae),
- jednorazowe koncéwki do pipet,

- pipety automatyczne,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekcji przestrzeni roboczej,
- wytrzasarka laboratoryjna,

- faznia wodna,

- mieszadlo magnetyczne,

- strzykawki jatowe Sml, 10ml lub 20 ml,
- szklane bagietki,

- rurki z tworzywa,

- cylindry miarowe,

- kolby fermentacyjne.

Odczynniki:

- sacharoza,

- chlorek wapnia,

- chlorek sodu,

- alginian sodu,

- woda destylowana.

Wykonanie roztworow roboczych:

1. Przygotowac 200 ml 2,5% roztworu chlorku wapnia w 500 ml kolbie: umiesci¢ kolb¢ na wadze,
wytarowa¢ mase; do kolby doda¢ 5,0 g chlorku wapnia, uzupetni¢ woda destylowang do masy 200g; mieszaé
do calkowitego rozpuszczenia.

2. Przygotowac 450 ml 13% roztworu chlorku sodu w 500 ml kolbie: umiesci¢ kolb¢ na wadze, wytarowac
mase; do kolby doda¢ 58,5 g chlorku sodu, uzupetni¢ wodg destylowang do masy 450 g; miesza¢ do
catkowitego rozpuszczenia.




3. Przygotowa¢ 200 ml 2% roztworu sacharozy: umiesci¢ 200 ml kolb¢ na wadze, wytarowaé masg; do
kolby doda¢ 4,0 g sacharozy, uzupelni¢ wodg destylowang do masy 200g; miesza¢ do catkowitego
rozpuszczenia.

Immobilizacja drozdzy:
1. Przygotowa¢ nawazke 0,8 g alginianu sodu.

2. Do zlewki o pojemnosci 100 ml doda¢ 40 ml wody destylowanej, doda¢ 10 g pokruszonych drozdzy
piekarskich i miesza¢ do uzyskania jednorodnej zawiesiny.

3. Do uzyskanego roztworu doda¢ (powoli!) 0,8 g alginianu sodu. Podczas dodawania alginianu nalezy uzy¢
szklanej bagietki - miesza¢ do catkowitego rozpuszczenia.

4. 7 uzyskanej zawiesiny drozdzy pobra¢ 8 ml do strzykawki i wkrapla¢ powoli do 2,5% roztworu chlorku
wapnia. Nalezy uzyskac ztoze w postaci kulek.

5. Immobilizowane drozdze nalezy miesza¢ w zlewkach z roztworem chlorku wapnia przez 15 minut (liczac
od ostatniej utworzonej kulki). Po tym czasie odsaczy¢ ztoze kulkowe na lejku Biichnera i przemy¢
kilkakrotnie wodg destylowang. Tak przygotowany preparat przechowywa¢ chwilowo w wodzie
destylowanej (np. szklanej zlewce).

Porownanie aktywnosci preparatu drozdzy immobilizowanych i drozdzy $wiezych — reakcja
z sacharoza

1. Do dwoch zlewek o pojemnosci 250ml wla¢ 200 ml 13% roztworu NaCl. Tym samym roztworem
uzupetni¢ takze dwa cylindry pomiarowe (falcony 15 ml bez zakretek).

2. Cylinder umiesci¢ w kazdej zlewce do gory dnem i unieruchomié¢. Wyskalowaé poziom roztworu do
poczatku skali za pomoca rurki z tworzywa (delikatnie wdmuchiwaé powietrze strzykawka).

3. Do dwdch kolb fermentacyjnych doda¢ po 100 ml 2% roztworu sacharozy.

4. Do pierwszej kolby dodaé preparat drozdzy immobilizowanych (przygotowany z 8 ml zawiesiny), a do
drugiej wprowadzi¢ 2 g $wiezych, pokruszonych drozdzy i doktadnie wstrzgsnac.

5. Kolbki fermentacyjne zamkna¢ korkiem ze szlifem, odprowadzenie gazu podtagczy¢ do cylindra
umieszczonego w nasyconym roztworze NaCl. Korek owing¢ bardzo doktadnie parafilmem aby uszczelni¢
uktad. Umiesci¢ kolbki na mieszadle magnetycznym/tazni wodnej, mieszac¢ co jaki$ czas przez caty proces
fermentacji.

schemat podtaczenia:

roztwoér NaCl

ol

)1

|1|I|llll IIIIIII IIIIIIII rl 11} ||

kolba fermentacyjna z drozdzami



6. Postep reakcji nalezy $ledzi¢ zapisujac w odstepach 10 min objetos¢ wydzielonego dwutlenku wegla. Po
1 h zakonczy¢ reakcje.

Pod wptywem enzyméw zawartych w drozdzach zachodzi hydroliza sacharozy do glukozy i fruktozy
(inwertaza), a nastgpnie fermentacja alkoholowa (zymaza) z wytworzeniem alkoholu etylowego i dwutlenku
wegla wedlug ponizszego schematu:

CeH1206 — 2CoHsOH + 2CO;,

W wyniku tego procesu powstaje rowniez szereg produktéw ubocznych, migdzy innymi: gliceryna, kwas
bursztynowy i kwas octowy
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Cwiczenie 2 Oznaczenie ilo$ci bakterii z rodzaju Lactobacillus sp. w produktach probiotycznych.

Celem ¢wiczenia jest poréwnanie ilo$ci bakterii probiotycznych z rodzaju Lactobacillus sp. w preparatach
farmaceutycznych dostepnych na rynku bez recepty.

Organizacja pracy: grupa odbywajgca ¢wiczenie zostaje podzielona na zespoty. Kazdy zespot wykonuje
posiew z jednego produktu probiotycznego.

Przed przystapieniem do pracy eksperymentalnej student jest zobowiazany do samodzielnego
zapoznania sie z karta charakterystyki substancji, lub mieszanin chemicznych, uzywanych
W ponizszvm ¢wiczeniu.

Szczegolny nacisk nalezy zwrocic na sekcje: ..Jdentyfikacja zagrozen” i ..Pierwsza pomoc”.
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Materiaty:

- dostgpne komercyjnie preparaty farmaceutyczne zawierajace szczepy bakterii probiotycznych,
- jednorazowe koncoéwki do pipet,

- rekawice ochronne,

- ptyn do dezynfekcji przestrzeni roboczej,

- szalki Petriego,

- sterylna kolba 500 ml.

Odczynniki:
- PBS,
- podtoze mikrobiologiczne MRS-AGAR



Sprzet:

- pipety automatyczne,

- wytrzasarka laboratoryjna,
- autoklaw,

- komora laminarna,

- palnik spirytusowy.

1. Przygotowanie podloza mikrobiologicznego (1 na wszystkie zespoly):

- do jatowej kolby odwazy¢ 12,4 g agaru MRS,

- uzupehié kolbg do 200 ml woda destylowana,

- kolbe przykry¢ folig aluminiowg i autoklawowac¢ w 121°C przez 15 minut.

2. Przygotowanie seryjnych rozcienczen

Rozcienczenia dziesietne wykona¢ w buforze PBS:

- przygotowac 5 szklanych probowek, nala¢ do nich po 9 ml PBS,

- odwazy¢ 0,5 g proszku przeznaczonego do analizy w 15 ml falconie,

- uzupehi¢ probowke roztworem PBS do objetosci 5 ml i wymieszaé, roztwor ma rozcienczenie rzedu 107,
- inkubowac przez 15-20 minut w temperaturze 37°C,

- nastgpnie 1 ml rozcienczenia przenies¢ do proboéwki zawierajace 9,0 ml PBS, catos$¢ przepipetowac,
roztwdr ma rozciefnczenie rzedu 1072,

- w dalszej kolejnosci postepowano analogicznie do uzyskania rozciefnczenia rzedu 10 (za kazdym razem
zmieni¢ koncowke w pipecie!).

3. Posiew wglebny

Do analizy wykorzysta¢ dwa ostatnie rzedy rozcienczen (10° i 10°°):

- nanies¢ 1 ml rozcienczenia odpowiedniego rzedu na kazdg z szalek Petriego,

- ptytki z probami zala¢ ok. 20 ml uptynnionym podtozem MRS Agar, ochtodzonego do temperatury 45°C,
- zawarto$¢ ptytek wymiesza¢ ruchami okreznymi i pozostawic¢ na 10 minut celem zestalenia si¢ podtoza,

- po zestaleniu si¢ podtoza, ptytki odwroci¢ do gory dnem i przenies¢ do cieplarki, inkubowac je
w temperaturze 37°C przez 48 godzin.



Wyniki

Wynik badania odczyta¢ po 48-godzinnej inkubacji ptytek w 37°C. Do odczytu i oceny wybraé jedynie phytki
z wyrostymi koloniami w liczbie 30 — 300.

Rozcienczenie
10° 10

produkt A
produkt B
produkt C
produkt D

Tab. Wynik oznaczania liczby Lactobacillus sp. w produkcie w postaci liczby zywych komorek (CFU) w 1 g.

Interpretacja wynikow
Liczba zywych komorek (CFU) w 1 g:

Liczba kolonii na ptytce x wspodtczynnik rozcienczenia

p«peta

1ml 1ml I 1ml 1ml 1ml 1mil

Iub : N N N i
9 ml plynu 2
fizjologicznego 107 10* 10°% 10° 107

Produkt 9 ml plynu fizjologicznego
ROZCIENCZENIE

1:10 1:100 1:1000 1:10 000 1:100 000 1:1 000000 1:10 000 000

Kierunek posiewania / wcierania /

—_———
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POSIEW
WGLEBN /
1ml

2500 000 250 000 25 000

POSIEW
POWIERZCHNIOWY
0,1 mI

250 000 25 000

[itk / mi]



