ПРОТОКОЛ

ЛАБОРАТОРНОГО ЗАНЯТТЯ № 8
Дата _______________

Тема:    Методи вивчення біохімічних властивостей мікроорганізмів

Мета роботи: Визначити ферментативну активність мікроорганізмів (облік строкатих рядів, виділення сірководню та індолу). Здобути навички роботи з визначником Бергі.

Матеріали, реактиви, обладнання: мікроскоп, предметне скло, фільтрувальний папір, імерсійна олія, бактеріологічна петля, барвники, перекис водню, індикаторні папірці, фізіологічний розчин, пробірки з поживними середовищами для вивчення культуральних і біохімічних властивостей (короткий строкатий ряд Гісса), жива культура бактерій.

Таблиця 1

1. Охарактеризуйте типи дихання бактерій.

	Тип дихання
	Характеристика
	Приклад мікроорганізмів

	Облігатні  аероби
	
	

	Мікроаерофіли 
	
	

	Факультативні анаероби
	
	

	Облігатні  анаероби
	
	

	Капнофіли
	
	


Чим пояснюється токсичність О2 для анаеробних мікроорганізмів? ________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________________

1. Охарактеризуйте механізми дихання бактерій.
Таблиця 2

	Механізм дихання
	Характеристика

	Окислювальне  фосфорилювання
	

	Субстратне  фосфорилювання
	

	Бродіння


	


ХІД РОБОТИ

Завдання 1. Вивчити біохімічні властивості мікроорганізмів

1. Провести аналіз чистих культур, що виросли на скошеному агарі.
 Приготувати мазок і забарвити за методом Грама. На препаратах вивчити морфологію бактерій і зробити висновки щодо чистоти культури.

2. Поясніть, чому перед визначенням біохімічних властивостей досліджуваної культури необхідно проводити її мікроскопіювання?

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

3. Який метод посіву використовують для вивчення біохімічних властивостей культур мікроорганізмів?
_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

4. Який метод дозволяє визначити ферментативну активність бактерій? У чому його сутність?

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

______________________________________________________________________

5. Як можна визначити пептолітичну активність бактерій?
________________________________________________________________________

________________________________________________________________________

________________________________________________________________________

________________________________________________________________________

________________________________________________________________________

_________________________________________________________________________________________________________________________________________________

Завдання 2. Аналіз росту бактерій на середовищах з різними вуглеводами (короткий строкатий ряд Гісса)
1. Провести визначення сахаролітичної і пептолітичної активності чистої культури. Дані внести до таблиці.
Таблиця 3

Біохімічна активність бактерій
	Вид бактерій
	Сахаролітична активність
	Пептолі-тична активність

	
	Лактоза
	Глюкоза
	Манніт
	Мальтоза
	Сахароза
	Пептонна вода (наявність H2S, NH3 індолу)

	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	
	


Примітка: к – кислотоутворення, г – газоутворення.
PS   Проаналізувати всі чотири культури (див. додатки).

Завдання 3. Дослідити наявність каталазної активності бактерій.

Визначення каталазної активності проводять таким чином:

1) на предметне скло петлею наносять мікробну масу (культуру кишкової палички);

2) відразу додають до неї краплю 3 % розчину перекису водню. 

За наявності у мікроорганізмів каталази відбувається розкладання перекису водню з виділенням бульбашок кисню. У протоколі відмічають результат реакції на каталазу.

Результат: _____________________________________________________________

_______________________________________________________________________

ВИСНОВКИ: 

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

_______________________________________________________________________

ДОДАТКИ 
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При використанні мікробами сполук вуглецю (вуглеводів) у субстраті як продукти життєдіяльності можуть нагромаджуватись органічні кислоти, спирти, гази, які можна виявити за допомогою різних методів (використанням індикаторів, якісних хімічних реакцій тощо).

Для дослідження протеолітичних властивостей (здатності бактерій розщеплювати білки) використовують молоко або середовище з желатином. Протеоліз у молоці виражається розчиненням згустків казеїну, які утворюються бактеріями, що згортають молоко.

Середовище із желатином готують на м’ясній воді, додаючи 1 % пептону, 0,5 % хлориду натрію та 10-20 % желатину. Посів роблять уколом. Протеоліз проявляється розрідженням стовпчика середовища. Оскільки деякі види бактерій відрізняються за особливостями розрідження желатину, цю ознаку можна враховувати при їх ідентифікації.

Пептолітичні властивості (здатність розщеплювати пептони – продукти неповного гідролізу білка) виявляють за допомогою МПБ і пептонною води. Їх засівають мікроорганізмами, а потім визначають утворення кінцевих продуктів – аміаку, сірководню та індолу. 

Для знаходження аміаку в пробірку вставляють та притискають пробкою червоний лакмусовий папірець. У атмосфері аміаку він набуває синього забарвлення.

Індикатором на сірководень є розчин ацетату свинцю, який за аналогічних умов визначення забарвлює фільтрувальний папір, змочений індикатором, у чорний колір за рахунок утворення сульфіду свинцю.

Індол можна виявити за допомогою смужки фільтрувального паперу, змоченого 12 % розчином щавлевої кислоти. За наявності індолу папірець набуває рожевого кольору.

У мікробіологічній практиці часто виникає потреба дослідити ферментацію не тільки одного, а декількох цукрів відразу. З цією метою використовують середовища Гісса. Вони можуть мати рідку та напіврідку консистенцію. Основою рідкого середовища є 1 % пептонна вода з 0,5 % натрію хлориду, 1 % вуглеводів (глюкози, мальтози, лактози, сахарози, манніту тощо). До нього додають індикатор (кислий фуксин у 1н розчині NaOH)
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Bacillus subtilis
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