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Cel ¢éwiczen:

Poznanie zasad mikroskopowania, nabycie umigj¢tnosci mierzenia wielko$ci obiektow
mikroskopowych

Zagadnienia teoretyczne:

1. Rodzaje i przyktady zastosowan mikroskopow

2. Budowa i zasada dziatania zwyklego mikroskopu $§wietlnego
3. Powigkszenie 1 zdolno$¢ rozdzielcza mikroskopu, immersja
4. Sposoby mierzenia obiektéw mikroskopowych

Materialy:
preparaty mikroskopowe trwale, owoce jarzgbiny, li§¢ kapusty, lis¢ spichrzowy cebuli, sol
fizjologiczna

Aparatura i szklo:
mikroskop $wietlny, szkietka podstawowe i1 nakrywkowe

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Przygotowanie preparatu mikroskopowego:

W celu przygotowania preparatu nalezy:

- umy¢ szkietko podstawowe i1 osuszy¢ bibuta,

- nanie$¢ kroplg soli fizjologicznej na szkietko podstawowe,

- wprowadzi¢ niewielki i cienki fragment tkanki (np. skérka z wewngtrznej strony liscia
cebuli, skorka z owocu jarzebiny) do kropli soli fizjologiczne;,

- cato$¢ przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

2. Skalowanie okularu mikrometrycznego:

W celu wyskalowania okularu mikrometrycznego nalezy:

- umiesci¢ na stoliku mikroskopu mikrometr przedmiotowy,

- wlozy¢ na miejsce jednego z okularow okular mikrometryczny,

- patrzac przez okular mikrometryczny znalez¢ obraz skali mikrometru przedmiotowego,

- ustawi¢ skale mikrometru przedmiotowego i numerowang skal¢ okularu mikrometrycznego
rownolegle do siebie,

- ustawi¢ podziatke §ruby mikrometrycznej okularu mikrometrycznego w pozycji 0,

- przesung¢ ostroznie mikrometr przedmiotowy tak aby wybrana dtuga dziatka skali
mikrometru przedmiotowego (ale nie pierwsza) pokryla si¢ z przecigciem krzyza okularu
mikrometrycznego,

- przesuna¢ krzyz na nast¢png dluga dziatke skali mikrometru przedmiotowego krecac $ruba
mikrometryczng okularu mikrometrycznego (tj. przesungé krzyz na odcinku 100 pum),

- odczyta¢ ilo§¢ dziatek ze skali $ruby okularu mikrometrycznego (uwzgledniajac
jednoczesnie ewentualne pelne obroty $ruby) odpowiadajacych przesunigciu krzyza na
odcinku 100 pm,

- uzyskane dane wykorzysta¢ do utozenia proporcji i wykonac¢ potrzebne obliczenia:

100 um — a dziatek skali $ruby mikrometryczne;j
X um — 1 dziatka skali §ruby mikrometryczne;,



wyskalowa¢ okular mikrometryczny dla obiektywdw o powigkszeniu 5x, 10x i 40x.

3. Pomiar wielkosci komoérek w przygotowanym preparacie:
Aby dokona¢ pomiaru wielko$ci wybranej komorki nalezy:

wlozy¢ na miejsce jednego z okular6w mikroskopu okular mikrometryczny,

znalez¢ obraz preparatu w mikroskopie przy danym powigkszeniu obiektywu,

wyzerowac skale sruby mikrometrycznej i ustawic przeciecie krzyza w miejscu od ktorego
pomiar bedzie si¢ zaczynal,

krecac §rubg mikrometryczng okularu mikrometrycznego przesunaé krzyz nici do miejsca,
gdzie pomiar bedzie zakonczony,

odczyta¢ ilo$¢ dzialek ze skali $ruby okularu mikrometrycznego odpowiadajaca
przesuni¢ciu krzyza na mierzonym odcinku,

przeliczy¢ liczbg dzialek na mikrometry zgodnie z wczesniejsza kalibracja okularu
mikrometrycznego dla danego powigkszenia obiektywu.
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Cel ¢wiczen:
Poznanie warunkow i sposobow prowadzenie hodowli mikroorganizmoéow, zapoznanie si¢ z
metodami liczenia drobnoustrojow

Zagadnienia teoretyczne:

1. Pojecia podstawowe: posiew, kolonia, hodowla czysta, hodowla mieszana

2. Warunki hodowli drobnoustrojow (temperatura, tlenowos¢ - potencjat oksydoredukcyjny,
odczyn, sktadniki odzywcze)

Pozywki mikrobiologiczne (ich cechy i rodzaje)

Techniki posiewdéw mikrobiologicznych

Cechy wzrostu mikroorganizmoéw na podlozach statych i ptynnych

Metody liczenia drobnoustrojow (bezposrednie i posrednie)

Il

Materialy:

hodowle bakterii wlasciwych z rodzajow: Escherichia, Bacillus, drozdze, sol fizjologiczna,
r-or fioletu krystalicznego, etanol (70%), agar odzywczy (zestalony i uptynniony)

Aparatura i szklo:
mikroskop $wietlny z imersja, Szkietka podstawowe i nakrywkowe, ezy, ptytki Petriego, kolby
stozkowe, pipety, taznia wodna, pipety automatyczne, tipy, probowki, gtaszczki

Wykonanie ¢wiczenia:

1.Posiew powierzchniowy:

- odkorkowa¢ kolbe z pozywka 1 opali¢ jej wylot w ptomieniu palnika

- uchyli¢ lekko wieczko szalki Petriego i wla¢ do niej pozywke tak aby utworzyta si¢ na
dnie kilkumilimetrowa warstwa (ok. 10 ml)

- zamkna¢ ptytke

- ponownie opali¢ wylot kolby z podtozem i zamkna¢ ja korkiem

- plytke pozostawi¢ na stole do czasu zestalenia

- po zestaleniu podioza wykona¢ posiew w nastgpujacy sposob:

a) odkorkowac probowke z zawiesing bakteryjng (po wykonaniu ewentualnych
rozcienczen — rys. 1) i opali¢ jej wylot w ptomieniu palnika (korek trzymac przy
uzyciu matego palca prawej dtoni)

b) pobraé automatyczng pipeta objetosé 0,1 cm® badanego materiatu (wyposazang w
jalowy tip)

c) ponownie opali¢ wylot probowki w ptomieniu palnika i zamkna¢ jg korkiem

d) odstawi¢ probowke do statywu

e) pobrang objgtos¢ przenie$¢ na powierzchni¢ pozywki lekko uchylajac wieczko phytki

f) koncowke pipety odtozy¢ do pojemnika z ptynem dezynfekcyjnym a pipete odstawié
do statywu

g) material naniesiony na powierzchni¢ podtoza statego rozprowadzi¢ uprzednio
wyjatowiang w ptomieniu palnika glaszczka

h) po uzyciu glaszczki opali¢ jg w ptomieniu palnika i odstawi¢ do statywu

1) opisa¢ plytke Petriego i przenies¢ do cieplarki



2.Posiew wglebny:

- odkorkowa¢ proboéwke z zawiesing bakteryjng bakteryjng (po wykonaniu ewentualnych
rozcienczen — rys. 1) i opali¢ jej wylot w ptomieniu palnika (korek trzymac przy uzyciu
matego palca prawej dioni)

- pobraé¢ automatyczna pipeta objetos¢1 cm? badanego materialu (wyposazona w jalowy
tip)

- ponownie opali¢ wylot probowki w ptomieniu palnika i zamknac¢ jg korkiem

- odstawi¢ probowke do statywu

- uchyli¢ lekko wieczko szalki Petriego i wprowadzi¢ probke pobrang pipeta, zamknaé
wieczko plytki

- koncowke pipety odtozy¢ do pojemnika z ptynem dezynfekcyjnym a pipete odstawic¢ do
statywu

- odkorkowa¢ kolbe z pozywka i opali¢ jej wylot w ptomieniu palnika

- otworzy¢ ptytke Petriego i wla¢ do niej uptynniong i schtodzona pozywke (9 ml)

- zamknac¢ plytke i catos¢ lekko porusza¢ ruchem kolistym na stole

- ponownie opali¢ wylot kolby z podtozem i zamkna¢ jg korkiem

- plytke pozostawi¢ na stole do czasu zestalenia

- Opisac plytke Petriego 1 przenies¢ do cieplarki

3. Oznaczanie liczby bakterii metoda Wrighta

Metoda ta oparta jest na ustaleniu liczby drobnoustrojéw w porownaniu do znanej liczby
komérek drozdzy. Oznaczenie liczby komorek drozdzy w 1 mm?® wykonuje sie za
pomoca hemocytometru Thoma (lub Biirkera). Komora Thoma ma glgbokos$¢ 0,1 mm; na
jej dnie znajduje sie siatka sktadajaca si¢ z 16 duzych kwadratow, kazdy z nich podzielony
jest na 16 matych; wymiary jednej matej komory wynosza: wysokos¢ - 1/10 mm, szerokos$¢
- 1/20 mm, dtugo$¢ - 1/20 mm; tak wiec powierzchnia matej komory wynosi 1/400 mm?,
a jej objetosé 1/4000 mm?,

Po przygotowaniu zawiesiny drozdzy wprowadza si¢ jag do komory Thoma.
Nastepnie pod mikroskopem liczy si¢ komoérki drozdzy w 5 duzych tj. w 80 matych
kwadracikach komory. Liczbe komoérek drozdzy (Y) w 1 mm?® ustala sie wedtug wzoru:

liczba komorek x rozcie nozcnie x 4000
80
Dla ustalenia liczby badanych drobnoustrojow, w tym wypadku, B. subtilis nalezy:
- skos z hodowla B. subtilis zmyé 3 cm® 0,85% NaCl; zawiesing bakterii
rozcienczy¢ trzykrotnie,
- zmieszaé 0,5 cm® zawiesiny drozdzy i 0,5 cm? zawiesiny bakteryjnej,
- sporzadzi¢ rozmaz na szkietku podstawowym, wysuszy¢ go a nastepnie utrwali¢ w
ptomieniu palnika,
- utrwalony rozmaz barwi¢ r-rem fioletu krystalicznego przez 2 minuty,
- fiolet zmy¢ woda destylowang i1 preparat wysuszy¢,
- uzywajac mikroskopu zliczy¢ liczbe komorek drozdzy i bakterii w 20 polach widzenia,
- obliczy¢ liczbe komoérek bakteryjnych wedlug wzoru:

Y =




Liczba bakterii w | cm? = liczbabakterikY x1000
liczbadrozdzy

gdzie: (Y) - liczba komérek drozdzy w 1 mm?3, 1000 - przelicznik na | cm?.

3 ml 0.1lml tm! Olml Itml tml 1ml 1ml Iml iml Imi 1mi

1/\;/\‘:/\:/\:/\:/\‘:/\:/\5__/\;/\;/\:

99ml 9ml 99ml 9mi 9Iml 9ml 9ml Oml 9ml Iml Iml

102 102 105 10% 107 10% 100 10010 107! 10712 03

Rys. 1. Schemat rozcienczen zawiesiny bakterii
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Cel ¢wiczen:

Poznanie szczegotow budowy komorki prokariotycznej, eukariotycznej, roslinnej i zwierzecej
z jednoczesnym uwzglednieniem funkcji organelli komorkowych.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Struktura komorki prokariotycznej (z uwzglednieniem budowy i funkcji rzesek, fimbrii 1
otoczki)

2. Metoda barwienia bakterii wg Grama — budowa $ciany komoérkowej u bakterii Gram-
dodatnich i Gram-ujemnych

3. Struktura komorki eukariotycznej — roznice w budowie komorki roslinnej i zwierzecej

4. Funkcje organelli komérkowych

Materialy:

hodowle bakterii wlasciwych z rodzajow: Escherichia, Bacillus, skorka z wewnetrznej strony
liscia spichrzowego cebuli lub liscia trzykrotki, zawiesina drozdzy (Sacharomyces cerevisiae),
sol fizjologiczna, 5% r-6r NaCl, r-6r fioletu krystalicznego, etanol (70%), ptyn Lugola, fuksyna
fenolowa, biekit metylenowy, gotowe preparaty bakterii: Escherichia coli, Bacillus
megaterium, Micrococcus luteus, Clostridium sporogenes

Aparatura i szklo:
mikroskop $wietlny, szkietka podstawowe i1 nakrywkowe

Wykonanie ¢wiczenia:

Obserwacje mikroskopowe przeprowadzi¢ za pomoca zwyklego mikroskopu optycznego przy
uzyciu obiektywu suchego 40x oraz immersyjnego o powigkszeniu 100x.

1. Morfologia komorek bakteryjnych

Obserwacja utrwalonych preparatéw mikroskopowych nastgpujacych gatunkéw bakterii:
1. Escherichia coli
2. Bacillus megaterium
3. Micrococcus luteus
4. Clostridium sporogenes

2. Preparat przyzyciowy zwykty:

- na odtluszczonym szkietku podstawowym umiesci¢ krople 0,85% roztworu NaCl (so6l
fizjologiczna), do ktorego za pomoca ezy bakteriologicznej, wysterylizowanej w ptomieniu
palnika, wprowadzi¢ 24-godzinng hodowle bakterii ze skosu agarowego,

- preparat przykry¢ szkietkiem nakrywkowym.

3. Plazmoliza w komorkach skorki z wewngtrznej strony tuski cebuli i li$cia trzykrotki:
- umyc¢ szkietko podstawowe,

- nanie$¢ na szkietko krople soli fizjologicznej,

- wprowadzi¢ niewielki fragment skorki (cebuli lub trzykrotki) do kropli,



- calo$¢ przykry¢ szkietkiem nakrywkowym, a obok szkielka - z lewej strony nanies$¢ krople
stezonego roztworu NaCl - z prawej strony potozy¢ pasek bibuty,

- obserwowac preparat przy powigkszeniu obiektywu 10x (40x), jednoczesnie absorbujac
wodg¢ z preparatu za pomocg paska bibuty,

- narysowac etapy plazmolizy.

4. Barwienie bakterii metodg Grama:
wykona¢ rozmaz 24-godzinnej hodowli bakterii na szkietku podstawowym,

- wysuszy¢ preparat w temperaturze pokojowej, a nastepnie utrwali¢, przeprowadzajac
preparat przez ptomien palnika zawiesing zwrdcong ku gorze,

- zala¢ preparat roztworem fioletu krystalicznego na 2 min, sptuka¢ woda, zala¢ ptynem
Lugola na 1 min.,

- zanurzy¢ preparat w 70% alkoholu etylowym na 30 sek., spluka¢ woda,

- dobarwi¢ preparat roztworem fuksyny zasadowej przez 10-20 sek., sptuka¢ doktadnie woda
1 wysuszy¢ na powietrzu,

- wykona¢ obserwacje mikroskopowe bakterii za pomoca obiektywu immersyjnego o
powiekszeniu 100x.

W wyniku barwienia bakterie Gram-dodatnie zostaja zabarwione na fioletowo, a bakterie

Gram-ujemne — na r6zowo.

5. Obserwacja komorek drozdzy (Sacharomyces cerevisiae) — preparat przyzyciowy:

- na odtluszczone szkietko podstawowe nanies¢ kroplg hodowli ptynnej S. cerevisiae (w
przypadku hodowli na podtozu stalym drobnoustroje zawieszamy w 0,85% NaCl) i krople
barwnika — biekitu metylenowego 1:10000. Cato$¢ przykry¢ szkietkiem nakrywkowym,

- oglada¢ preparat pod mikroskopem stosujac powiekszenie 100x 1 400x,

- obliczy¢ zawarto$¢ procentowa komorek martwych drozdzy: policzy¢ komoérki zabarwione
na niebiesko przypadajace na 100 komorek drozdzy.

Wynik barwienia: zabarwieniu ulegaja komorki martwe, w ktorych blona komorkowa,
warunkujaca bariere potprzepuszczalnosci traci wlasciwosci wybidrecze i nie jest selektywna.
Biekit metylenowy w S$rodowisku wzrostu, w wyniku dziatania dehydrogenaz drozdzy,
przechodzi w forme zredukowang, bezbarwny leukobiekit.
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Cel ¢wiczen:

Zapoznanie si¢ z przebiegiem podstawowych procesdOw metabolicznych towarzyszacych
neutralizacji zanieczyszczen 1 wykorzystywanych w rozwigzaniach technologicznych
inzynierii Srodowiska.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Typy odzywiania si¢ organizméw — zrddta makroelementow i mikroelementow
2. Sposoby zdobywania energii — oddychanie tlenowe, beztlenowe, fermentacja

3. Rodzaje substratow energetycznych wykorzystywanych przez organizmy zywe
4. Asymilacja dwutlenku wegla: fotosynteza bakteryjna i roslinna, chemosynteza
5. Fosforylacja substratowa, oksydatywna, fotooksydacja

Materialy:

podloza state, réznicujace: McConkey agar, ENDO agar, agar odzywczy + purpura
bromokrezolowa + rozne zrodta wegla (glukoza, glicerol, mannitol, cytrynian Na, laktoza), agar
odzywczy + skrobia,

podtoza ptynne: bulion odzywczy + laktoza + purpura bromokrezolowa,

szczepy bakteryjne: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens,
Pseudomonas fluorescens, Bacillus subtilis, Sarcina lutea,

zielona masa roslinna (natka pietruszki lub in.), 96% alkohol etylowy, ptyn rozwijajacy: toluen:
eter: aceton (10:2,5:2),

moczarka kanadyjska,

ziemia ogrodowa, SO0mM KOH, 50mM HCI, glukoza, oranz metylowy.

Aparatura i szklo:

probowki (20 i 60cm?), ptytki Petriego, zlewki (50 i 500cm®), stoiki 1L Twist, kolby stozkowe
(100 i 500cm?), biureta, mozdzierz porcelanowy, piasek, bibuta filtracyjna, cylindry miarowe
(50 i 100cm?), bagietki z gumka recepturka, linijka z podziatka, termometr

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Identyfikacja szczepow bakteryjnych:

W celu identyfikacji szczepow nalezy:

- dokona¢ obserwacji wzrostu, wygladu 1 barwy wyrostych kolonii szczepdéw bakterii na
stalych podtozach réznicujacych, zmiany barwy podloza statego i ptynnego w przypadku
zdolnos$ci poszczegolnych szczepow bakterii do rozkladu zawartych w podtozu zrdodet
wegla,

- rozpozna¢ szczepy bakterii na podstawie wyzej wymienionych cech na ptytkach z
numerowanymi posiewami.

2. Wplyw natezenia §wiatla i temperatury na proces fotosyntezy:

Pomiary intensywnosci fotosyntezy oparte sa na oznaczaniu wymiany gazowej roslin i polegaja
na okresleniu ilosci pobranego dwutlenku wegla lub wydzielonego tlenu. Do tego celu stuza
metody chemiczne badz gazometryczne. Do nich m.in. zalicza si¢ podhilosciowg metode



polegajaca na liczeniu pgcherzykow tlenu wydzielonego przez fotosyntetyzujace gatazki roslin
wodnych.
Przebieg ¢wiczenia:

galgzke moczarki kanadyjskiej umiesci¢ w petli gumki recepturowej przymocowanej do
szklanej bagietki 1 zanurzy¢ (wierzchotkiem do dotu) w probowce (lub cylindrze) z woda
wodociggowa wzbogacong kilkoma kroplami mineralnej wody gazowane;j,

cato$¢ umiesci¢ w kolbie stozkowej napelnionej woda,

ustali¢ 2 punkty w odlegtosci 2 1 45 cm miedzy zrodlem §wiatla a rosling,

w kazdym punkcie kolejno umies$ci¢ moczarke i okresli¢ ilo§¢ wydzielanych pecherzykow
tlenu; pomiary wykonywa¢ w ciggu 2 minut po 4 minutach adaptacji roslin do warunkow
Swietlnych, trzykrotnie dla kazdej odlegtosci od Zrodta $wiatta,

wyniki badan zestawi¢ w tabeli,

Tabela 1. Wpltyw nat¢zenia §wiatta na proces fotosyntezy

odlegtos¢ od ilo§¢ pecherzykéw Oz w ciggu 2 minut
zrodta Swiatta powtdrzenia
(cm) 1 2 3 $rednia
2
45

do dwu kolb stozkowych napelionych woda wodociggowa o temperaturze 5°C i 25°C
wstawiac kolejno probowke z zanurzona w wodzie gatazka moczarki kanadyjskie;j,

po odczekaniu 4 minut, w celu adaptacji moczarki do warunkoéw temperaturowych, liczyé
wydzielane pecherzyki tlenu przez 2 minuty,

pomiar w kazdej temperaturze powtorzy¢ trzykrotnie,

wyniki badan zestawi¢ w tabeli,

Tabela 2. Wpltyw temperatury na proces fotosyntezy

temperatura 1lo$¢ pegcherzykow Oz w ciggu 2 minut
(°C) powtdrzenia
1 2 3 srednia
5
25

3. Wyodrgbnianie 1 rozdzielanie barwnikow asymilacyjnych:

Reakcje fotosyntezy zachodza w specjalnych strukturach komoérkowych zawierajacych
barwniki fotosyntetyczne. U fotosyntetyzujacych Procaryota odbywaja si¢ one w wypustkach
bton plazmatycznych, za§ w komoérkach Eucaryota w chloroplastach. Barwniki zwigzane z
fotosyntezg zalicza si¢ do trzech gtdéwnych klas: chlorofili, karotenoidow i fikobilin. Chlorofile
1 karotenoidy s3 zwigzkami dobrze rozpuszczalnymi w rozpuszczalnikach organicznych, a
fikobiliny dobrze rozpuszczaja si¢ w wodzie.

Przebieg ¢wiczenia:

mas¢ roslinng rozetrze¢ w mozdzierzu z piaskiem; uzyskang miazge wymiesza¢ z 96%
alkoholem etylowym z dodatkiem acetonu; po ponownym utarciu mieszaning przesaczy¢
przez saczek bibutowy; ekstrakt chroni¢ przed swiattem.

przygotowac pasek bibuly filtracyjnej o wymiarach 2x20 cm 1 bibuty chromatograficzne;;
nanie$¢ kolejno kroplami w jednym miejscu (3 cm od dolnej krawedzi bibuly) wyciag
barwnikéw; po kazdym naniesieniu kropli pasek bibuly wysuszy¢,



- do cylindra wla¢ ptyn rozwijajacy (warstwa 1-1,5 cm); pasek bibuly z naniesionymi
barwnikami umie$ci¢ w cylindrze tak, aby koncem dotykal ptynu rozwijajacego; cylinder
szczelnie przykry¢; rozdzial barwnikéw prowadzi¢ pod wlaczonym dygestorium!; po
30 minutach wyja¢ pasek bibuty, doktadnie wysuszy¢ i rozpozna¢ barwniki.

4. Oznaczanie aktywnos$ci oddechowej mikroorganizméw glebowych indukowanej substratem
(glukoza):
Wystepujace w glebie mikroorganizmy oraz zwierzeta bezkregowe pobierajg w procesie
oddychania z powietrza glebowego tlen, a wydzielaja dwutlenek wegla, co mozna wykazaé
doswiadczalnie. Zazwyczaj ok. 10% mikroorganizméw glebowych zachowuje aktywnos$¢.
Pozostate 90% znajduje si¢ w stanie uspienia lub zycia utajonego. Po wprowadzeniu do gleby
odpowiednich sktadnikow pokarmowych, stezenie aktywnych komorek roénie.
Miarg aktywnos$ci oddechowej organizméw jest ilo§¢ wydzielonego dwutlenku wegla. W
trakcie ¢wiczenia wydzielany COz (produkt oddychania) ulega absorpcji w roztworze KOH,
stosownie do reakcji:

KOH + CO; — K* + HCO3

Nadmiar KOH jest okreslony iloSciowo za pomoca miareczkowania HCL.

Przebieg ¢wiczenia:

- do dwoch stojow litrowych wprowadzi¢ po 400g zyznej ziemi ogrodowej; do jednego z
nich doda¢ 4g glukozy i wymiesza¢ doktadnie cukier z ziemia,

- do stojow wstawi¢ mate zlewki zawierajace po 20ml KOH (50mM); stoje szczelnie zakrecic
1 pozostawi¢ na 24h,

- po inkubacji wyja¢ zlewki, zawarto$¢ przela¢ do kolb stozkowych o pojemnosci 100ml;
dodac¢ 2-3 krople wskaznika pH — oranzu metylowego; nadmiar KOH miareczkowa¢ 5S0mM
HCI do zmiany barwy z Z6ltej na czerwona,

- 1lo$¢ wydzielonego CO2 obliczy¢ ze wzoru:

_ (Vo _V)'SO
~ 1000 -m

gdzie: y - aktywnos¢ oddechowa gleby [mM CO2/ g gleby/ doba], Vo - obje¢tos¢ KOH uzyta do
absorpcji CO2 [ml], V - objetos¢ KOH nie zobojetniona przez HCO3z™ [ml], odpowiadajaca
objetosci HCI zuzytego do miareczkowania, m - masa probki gleby w stoju [g],

- poréwna¢ aktywno$¢ oddechowa mikroorganizméw glebowych indukowang i nie
indukowang dodatkiem glukozy.

Literatura:
1. Roézalski A.: Cwiczenia z mikrobiologii ogélnej, cz.l i cz.2, Wydawnictwo
Uniwersytetu £.6dzkiego, £.6dz 2014.
2. Zmystowska I.: Mikrobiologia ogoélna i $rodowiskowa, Wydawnictwo Uniwersytetu
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Cel ¢wiczen:

Zapoznanie si¢ z warunkami wystepowania drobnoustrojow w wodzie
Poznanie metod oznaczania mikrobiologicznego zanieczyszczenia wody, gleby i powietrza

Zagadnienia teoretyczne

1. Czynniki decydujace o wystepowaniu drobnoustrojow w wodzie, glebie i powietrzu

2. Wskazniki stanu sanitarnego wody i gleb (miano i wskaznik coli); organizmy wskaznikowe
w powietrzu (Pseudomonas fluorescens, promieniowce, gronkowce, grzyby mikroskopowe)

3. Metody oznaczania mikrobiologicznego zanieczyszczenia wody, gleby i powietrza

Materialy:
sol fizjologiczna, podtoze ENDO, fiolet krystaliczny, agar odzywczy, hodowla Escherichia coli

Aparatura i szklo:
probowki, ptytki Petriego

Wykonanie ¢wiczenia:

1.0znaczanie liczby bakterii metoda ptytkowa:

W metodzie plytkowej liczbg komorek bakterii w badanej probce okresla si¢ na podstawie
liczby koloni wyrostych po okresie inkubacji na podiozu odzywczym. Dla ustalenia liczby
bakterii tj. E. coli nalezy:

- sporzadzi¢ zawiesing bakterii E. coli zmywajac hodowle ze skosu 3 cm?® 0,85% NaCl,

- przygotowac rozcienczenia wg schematu na rys. 1,

3mi 0iml Iml Olml Iml Iml tml 1ml Iml tml Iml 1ml

1/\;/\!\!\;/\;/\!\:/\;/\;/\;/\:

99ml 9ml 99ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml 9ml
102 103 105 10% 107 108 109 10710 ot 0712 g0713

Rys. 1. Schemat rozcienczen zawiesiny bakterii



- wysia¢ po 1 cm? zawiesiny E. coli - na 2 ptytki z podtozem ENDO z rozcienczen: 107,
108§ 10°,

- hodowle inkubowa¢ przez noc w temperaturze 37°C,

- po okresie inkubacji zliczy¢ wyroste kolonie na podtozach odzywczych,

- liczbe komodrek w zawiesinie wyjsciowej obliczy¢ mnozac liczbe wyrostych kolonii przez
dane rozcienczenie.

2.0znaczanie bakterii grupy coli metoda fermentacyjng probowkowa — badania wstepne:

W metodzie tej okreslana jest najbardziej prawdopodobna liczba bakterii grupy

coli w 100 cm?® badanej probki (NPL) przy pomocy tablic sporzadzonych na podstawie

rachunku prawdopodobienstwa. Aby ustali¢ liczbe komorek bakterii nalezy:

— przygotowac pozywke z laktozg i purpurg bromokrezolowa (pozywka LBP)

— przygotowaé rozcieficzenia badanej wody: 101, 102, 103, 104, 10°

— z kazdego rozcienczenia wysia¢ bakterie - po | ml - do 2 proboéwek zawierajacych po 9
ml pozywki

— hodowle inkubowac¢ przez 24 godzin w temperaturze 37°C

— po okresie inkubacji odczyta¢ wyniki: za wynik dodatni przyja¢ wystapienie pecherzykow
gazu przy wstrzasaniu pozywki i jednoczesne zmgtnienie oraz zakwaszenie podtoza
(objawiajace si¢ zmiang barwy pozywki); za wynik ujemny przyja¢ brak gazu i brak
zakwaszenia podtoza

— odczytat NPL dla 2-probowkowego systemu posiewu z tablic rachunku
prawdopodobienstwa

3.0znaczanie ogodlnej liczby bakterii w powietrzu metoda sedymentacyjna:

Przebieg ¢wiczenia:

- przygotowac trzy ptytki Petriego z agarem odzywczym,

- ustawi¢ plytki w miejscu poboru probki powietrza, zdja¢ wieczka i poddac ptytki ekspozycji,
przez 10 minut; w tym czasie drobnoustroje sedymentujg na powierzchni¢ pozywki,

- plytki zakry¢, inkubowac¢ 24h w temp. 37°C,

- policzy¢ kolonie wyroste na ptytkach, obliczy¢ liczbe bakterii w 1m? powietrza wg
WZzoru:

4
A:5.a.:!_0
r-r -t

gdzie: a - srednia liczba kolonii bakterii na ptytce, r - promien ptytki Petriego [cm], t - czas
ekspozycji [min],

- zinterpretowa¢ wynik oceniajac stopien zanieczyszczenia powietrza zgodnie z odpowiednig
norma.
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Cel ¢wiczen:

Zapoznanie si¢ z mozliwo$cia monitoringu jakosci $rodowiska za pomoca organizmow
zywych. Nabycie umiejetnosci rozpoznawania wybranych przedstawicieli grzybow, glonow,
pierwotniakéw, nicieni, wrotkow, pierscienic.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Klasyfikacja wod zgodna z Ramowa Dyrektywa Wodna (2000/60/WE). Stan ekologiczny
wod. Elementy jako$ci wod

2. Charakterystyka bakterii, grzybow, glonéw, pierwotniakow, nicieni, wrotkdw, pierscienic
1 owadow

3. Pojecie bioindykacji

4. Saprobowos¢ i trofizm — system saprobow Kolkwitza-Marrsona oraz metody oceny stanu
ekologicznego wod ptynacych zgodne z Ramowa Dyrektywa Wodna

5. Proces samooczyszczania wod — rola organizmow zywych

Materialy:
probki planktonu pobrane ze zbiornikéw wodnych roéznigcych si¢ przynaleznoscia do stref
saprobowych

Aparatura i szklo:
mikroskop $§wietlny, szkietka podstawowe, szkietka nakrywkowe

Wykonanie ¢wiczenia:

1. Analiza planktonu metoda Pantlego i Bucka:

Przebieg ¢wiczenia:

- nanies¢ badang probke planktonu na szkietko podstawowe i przykry¢ szkietkiem
nakrywkowym,

- ustawi¢ wyrazny obraz przygotowanego preparatu w mikroskopie,

- przegladajac 20 pdl widzenia zlicza¢ osobniki poszczegdlnych gatunkow,

- okresli¢ przynalezno$¢ saprobowa poszczegdlnych gatunkéw na podstawie wykazu
organizméw wskaznikowych,

- przypisa¢ zdiagnozowanym gatunkom wartos$¢ saprobowosci ,,s” wedtug danych podanych
w tabeli 1,

2

Tabela 1. Wartosci saprobowosci ,,s

strefa saprobowosci znak umowny strefy warto$¢ saprobowosci - S
ksenosaprobowa X 0
oligosaprobowa 0 1

betamezosaprobowa b 2

alfamezosaprobowa a 3

polisaprobowa p 4




obliczy¢ udzialy procentowe poszczegolnych gatunkow,
- przypisac poszczegolnym gatunkom czestotliwo$é wzgledng ,,h” wedtug danych zawartych
w tabeli 2,

Tabela 2. Warto$ci czgstotliwosci wzglednej ,,h”

liczba osobnikow danego gatunku w % czestotliwos¢ wzgledna — ,,h”

ogo6lnej ilosci osobnikow

<1

1-3

4-10

10-20

20-40

OINOWINF-

40-100

uzyskane dane zestawi¢ wedlug przyktadu podanego w tabeli 3,

Tabela 3. Analiza planktonu metoda Pantlego i Bucka

gatunek liczba osobniki danego | wskaznik ,,s” wskaznik ,,h” seh
osobnikow gatunku w %
a 10 10 3 3 9
b 25 25 2 7 14
C 25 25 1 7 7
d 40 40 2 9 18
suma 100 100 - 26 48

- obliczy¢ warto$¢ wskaznika saprobowosci ,,S” wedtug wzoru:
g_xsh
>h
- podaé interpretacj¢ obliczonego wskaznika ,,S” tj. zakwalifikowa¢ zbiornik, z ktorego
pobrano probe planktonu, do danej strefy saprobowosci wedtug danych przedstawionych w
tabeli 4.

Tabela 4. Okreslanie stref saprobowos$ci za pomocg wskaznika saprobowosci ,,S”

zakres warto$ci wskaznika - S zaliczenie do strefy
1,0-1,5 oligosaprobowa
1,5-2,5 betamezosaprobowa
2,5-3,5 alfamezosaprobowa
3,5-4,0 polisaprobowa

- wymienione wyzej czynno$ci powtdrzy¢ dla kolejnej proby planktonu pochodzacej ze
zbiornika o odmiennej przynaleznosci do stref saprobowych.
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Cel ¢wiczenia:
Zapoznanie si¢ ze strukturg i funkcjonowaniem osadu czynnego oraz jego rola w biologicznym
oczyszczaniu §ciekow.

Zagadnienia teoretyczne:

1. Podstawy biologicznego oczyszczania Scieckow metodg osadu czynnego
2. Morfologia osadu czynnego

3. Grupy morfologiczno-funkcjonalne organizméw w osadzie czynnym

4. Funkcje organizmoéw w 0sadzie czynnym

Materialy:
osad czynny z miejskiej oczyszczalni $ciekow

Aparatura i szklo:
mikroskop $wietlny, szkietka podstawowe

Wykonanie ¢wiczenia:
1. Ogoblna ocena osadu czynnego:
Przebieg ¢wiczenia:

- nanie$¢ badang probke osadu na szkietko podstawowe, umiescic preparat na stoliku
mikroskopu, obserwacje prowadzi¢ pasami przy powigkszeniu obiektywu 10x i 40x,

- przy prowadzeniu obserwacji za pomocg obiektywu o 10x powiekszeniu zaobserwowac
ksztalt, budowe 1 wielko$¢ ktaczkoéw osadu, okresli¢ zageszczenie bakterii nitkowatych
(indeks FI od 0 do 5) i przedstawicieli Protozoa i Metazoa (skala 0-3) reprezentujacych:
orzeski, wiciowce, ameby nagie, ameby skorupkowe, stonecznice, wrotki, nicienie,
skaposzczety (podczas analizy, w razie potrzeby, postuzy¢ si¢ tablicami z rysunkami
schematycznymi organizmow osadu czynnego),

- przy prowadzeniu obserwacji za pomocg obiektywu o 40x powigkszeniu zaobserwowac
budowe 1 wielko$¢ pierwotniakow oraz spojnos¢ ktaczkow osadu, okresli¢ zageszczenie
bakterii nie zwigzanych z ktaczkami tj. rozproszonych (skala 0-3), srubowcow — Spirillae
(skala 0-3) i kretkow — Spirochaetae (skala 0-3),

- wyniki analizy zestawi¢ w tabeli 1,

- oceni¢ jako$¢ osadu na podstawie tabeli 2.



Tabela 1. Formularz analizy mikroskopowej osadu czynnego

parametr

wartos¢ indeksu

bakterie nitkowate?

skupienia zooglealne®

pierwotniaki i bezkregowce w tym”:
orzeski

wiciowce

ameby nagie

ameby skorupkowe

stonecznice

wrotki

nicienie

skaposzczety

bakterie rozproszone®

srubowce”

kretki®

a skala 0-5

b skala 0-3 (brak — liczne komorki/kolonie w preparacie)

c skala 0-3 (brak — liczne komorki/kolonie w polu widzenia)

charakterystyka ktaczkow:
zwarte ()
mocne ()
regularne ()

otwarte
stabe

0
0

nieregularne ()

Tabela 2. Ocena jakosci osadu

jakos¢ dobra $rednia zla
indeks nitek <3 3-4 4-5
bakterie wolnozyjace 0-1 2-3 >3
srubowce 0 1 >2
orzgski/ameby skorupkowe >1 <1 0
wiciowce/ameby nagie 0 1-2 >3
struktura klaczkoéw zwarte otwarte -
mocne stabe -
regularne nieregularne | -
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