«Биотехнология негіздері»

пәні бойынша лабораториялық сабақтарға методикалық нұсқаулар

Лабораториялық жұмыс № 1 - 2.
Мәселелік оқытудың әдісі бойынша жоба. Тақырыбы: «Әртүрлі залалсыздандыру тәртібтерінің микроорганизмдердің жойылуына тигізетін әсері. Физикалық және химиялық әдістердің зазалсыздандыру тәртібінің тиімділігін зерттеу».
Мақсаты: студенттерді зертханада және практикада қолданылатын залалсыздандыру тәсілдерімен таныстыру және олардың микроорганизмдердің жойылуына тигізетін әсері. 

Залалсыздандыру – объектілерді микроағзалардан толық тазарту. Бұл тәсіл микробиологиялық практикада  кең қолданылады. Залалсыздандырудың бірнеше тәсілдері белгілі. Көп жағдайда қыздыру арқылы залалсыздандыру қолданылады. 

Фламбирлеу – тек қолданар алдында ілмектерді, инелерді, шпательдерді, ұсақ  металл заттарды (қайшыларды, жабын шыныларды) от жалынында қыздыруға болады. 

Құрғақ ауамен залалсыздандыру – оны көбіне құрғақ материалдарды, ыдыстарды өңдеуге қолданылады. 2 сағат бойы 170 - 200˚С электр кептіргіш шкафта іске асырады. 170˚С жоғары температуралар мақталы тығындар , қаағаздар жарамсыз болып қалады. Залалсыздандыру алдында ыдыстарды мақталы тығынмен жабады, қағазбен орайды. Залалсыздандырған ыдыстарды ұзақ уақыт сақтауға болады. Залалсыздандыру аяқталғаннан кейін шкафты салқындағаннан кейін ашады. Не ыстық және салқын ауаныңғ кездесуінен шыны ыдыстар жарылуы мүмкін. 

Ағымдағы бумен залалсыздандыру – ағымдағы бумен құрғақ бумен залалсыздандыруға шыдамайтын заттарды, коректік орталарды өңдейді. Бұндай залалсыздандыру Кох қайнатқышында іске асырылады.Оны 3 күн бойы 30 минут ұзақтығымен жасайды. 

Қысым астында қаныққан бумен залалсыздандыру – тұрақты споралардың қырылуына алып келетін залалсыздандырудың жылдам және сенімді тәсілі болып табылады. Бұл тәсілмен ыдыстарды және коректік орталарды залалсыздандырады. Қысым астында қаныққан бумен залалсыздандыру автоклавта жүзеге асады. 
Биотехнологиялық өндірісте және олардың жекеленген кезеңдерде биотехнологиялық өнім алу кезінде асептикалық жағдайларды талап етеді. Асептикалық жағдай деп  контаминаттардың түсуіне кедергі жасайтын шараларды айтады. «Контаминат» деген термин деп бөгде микрофлораны немесе ластағыш микроорганизмдерді айтады.
Жұмысты жүргізу барысы:

Лабораториялық жұмыс бірнеше кезеңде орындалады. Бірінші сабақта студенттер зерттелетін объектілерді әртүрлі термиялық жағдайларда, әсер ету дозалары және химиялық өңделген жолдармен залаласыздандырады. 
Зерттеу объектісі ретінде бірнеше микроорганизмдер суспензиясы алынады:   бактериялар, ашытқылар, микомицеттердің споралары. 
Микроорганизмдердің суспензиялары термо, ультракүлгін сәулелері және сірке қышқылының әсерімен өңделеді. 

Микроорганизмдердің жоюлуына температураның әсерін қарау үшін: 

1. 3 пробиркаға 10 мл  суспензияны пробиркаға құю керек;
2. 10 мин 100 0С қыздырады, содан соң 1 тамшы тамыз қоректік орта бетіне егесіз, Петри табақшаның бетін шпательмен жаймалайсыз;
3. 10 мл суспензияны пробиркаға құйып, 15 мин 120 0С қыздыру керек, содан соң 1 тамшы тамыз қоректік орта бетіне егесіз, Петри табақшаның бетін шпательмен жаймалайсыз;
4.   10 мл суспензияны пробиркаға құйып, 25 мин 150 0С қыздыру керек, содан соң 1 тамшы тамыз қоректік орта бетіне егесіз, Петри табақшаның бетін шпательмен жаймалайсыз;
5. Петри табақшаларды 3 тәулікке 37 °С өсіреді.  

Ескерту: алғашқы суспензиядағы микроорганизмдердің жалпы санын анықтау керек. Ол үшін реттік сұйылтулар жасау керек, 103 дәрежесін қоректік орта бетіне егу керек. 
Сәулелену дозасының әсерін тексеру үшін алғашқы микроорганизмдер суспензиясын залалсызданған пипеткамен алып Петри табақшаның бетіне тамызып,  Петри табақшаның бетіне шпательмен жаймалайды егісіз. Петри табақшаларды бактерицидтік лампаның астына 10 мин қоясыздар. Келесі Петри табақшаларды тағы 10 мин ұстап тұру керек. Келесі Петри табақшаларды тағы 10 мин ұстап түру керек. Содан соң Петри табақшаларды термостатқа қоясыздар.
Органикалық қышқылдардың микроорганизмдерге әсерін тексеру үшін алғашқы суспензияларды дайындап, оының үстіне сірке қышқылын қосасыздар.  Сірке қышқылын қосу келесе таблица көрсетілген (таблица 1).
1. Реагентты қосу сызбасы: 
	Пробирканың нөмері
	1
	2
	3
	4

	Суспензияның мөлшері, мл
	10
	10
	10
	10

	Сірке қышқылының мөлшері, мл
	0,01
	0,02
	0,03
	0,04


Сірке қышқылын қосқан соң пробиркаларды шайқайды, 15 мин қояды. Содан соң әрбір пробиркадан 1 тамшы алып Петри табақшаның бетіне егеді. Петри табақшаның бетіне шпательмен жаймалайсыз. Петри табақшаларды термостатқа қою керек, 300С.   

         Лабораториялық жұмыс бойынша есеп беру: 
1. Лабораториялық жұмыстың аты. 
2. Жұмыстың мақсаты. 
3. «Асептикалық жағдайлар», «залалсыздандыру», «пастеризация» деген термин нені білдіреді. 
4. Асептикалық жағдайларды жүргізудың сызба нұсқасын келтіру.  
Бақылау сұрақтары:

1. Асептика дегеніміз не.

2. Қоршаған ортаның қандай факторлары бактерицидтік әсер етеді.

3. Жоғарғы температураның, химиялық қосылыстардың микроорганизмдердің жоюлуына әсер етуінің себептері неде.   
4. Пастеризацияның залалсыздандырудан ерекшелігі неде? 
5. Асептикалық жағдайларды қамтамасыз ету үшін қандай химиялық қосылыстарды пайдаланады? 

Лабораториялық жұмыс № 3-5.

Тақырыбы: «Биотехнологиялық өндірістегі ауыз суының микрофлорасы.  Судың микробиологиялық көрсеткіштері бойынша санитарлық бағалау».
Суда микроорганизмдер саны өте көп болады, олар автохтонды микрофлораға жатқызылады, ал жауын шашын, ағынды сулар немесе басқа да ластағыштар арқылы түсетін сулардығы микроорганизмдерді – аллохтонды деп айтады. Судағы микроорганизмдер саны және олардың түрлік құрамы бірнеше жағдайларға байланысты (қор заттардың мөлшері, температура, аэрация, тотығу-тотықсыздану жағдайлары, рН).

Жұмыстың мақсаты: Биотехнологиялық өндірістегі ауыз суының микрофлорасын және судың микробиологиялық көрсеткіштері бойынша санитарлық бағалау жасау.

Тапсырма: 

1. Әртүрлі су үлгілеріндегі жалпы микробтық санды анықтау.
2. Судың коли-титрін және коли-индексын анықтау.
Жұмысты жүргізу барысы:

Қоректік орталарды және материалдарды дайындау. Петри табақшаларды, пробиркалар, пипеткалар, бутылка немесе флакон.
Қоректік орталар: 0,85% NaClерітіндісі – 300 мл, ЕПА қоректік ортасы – 300 мл; глюкозасы бар қоректік орта – 300 мл; Эндо қоректік ортасы – 300 мл; концентрленген  КОДА немесе Кесслер ортасы – 300 мл; нормальды КОДА немесе Кесслер ортасы.

Судың үлгілерін алу: судың санитарлы-бактериологиялық зерттеу жұмысын жүргізу үшін флакон немесе бутылкаға 500 мл үлгі алынады. Суды 10-15 см тереңдіктен аласыз. 

Су үлгілері:

1. Үй жағдайындағы су;

2. Қардың суы;

3. Биотехнология кафедрасының суы;
4. Весновканың суы;

Судың микробтық саның анықтау:
Әрбір үлгіден Петри табақшаның бетіне 30 немесе 300 аспайтын колониялар өсу керек. Кесте бойынша жалпы микробтық санды анықтау үшін алынатын судың мөлшері:
	Зерттелетін судың үлгісі
	Судың көлемі, мл

	Биотехнология кафедрасының суы
	1 мл

	Үй жағдайындағы су
	1 мл

	Қардың суы
	0,1 мл

	Весновканың суы
	0,01 мл


Судың белгілі мөлшерін алып Петри табақшаға тамызып, оны үстіне 45-500С температурада салқындатылған ЕПА қоректік ортасын құю керек, содан соң Петри табақшаны жақсылап араластырып 37 0С өсіру керек. 

Келесі сабақта өскен колониялардың жалпы санын санау керек, судың 1 мл мөлшеріндегі микробтық саның анықтау қажет. 

Кәдімгі ішетін судағы жалпы микроорганизмдер саны – 100 колониядан аспау керек; ал ластанған сулардағы жалпы микробтық саны – 500 колония немесе одан көп. 

Судың коли-индекс және коли титрін анықтау. Коли-титр – ішек таяқшалы бактериялар тобының судың минимальды мөлшерінде болуы (мл). Коли – индекс - ішек таяқшалы бактериялар тобының 1 мл зерттелетін суда кездесуі. Бұл көрсеткіштерді бірнеше әдіспен анықтайды: ашу (титрациялық) әдіспен немесе мембранды фильтрлеу әдісімен.

Зерттеу үшін судың 100 мл, 10 мл, 1 мл және 0,1 мл алу керек. Берілгін судың көлемін (100 мл және 10 мл) концентрленген Кесслер немесе КОДА қоректік ортасына егу керек, қоректік ортаның түбіне мақта салу қажет. Ал судың 1 мл және 0,1 мл нормальды Кесслер немесе КОДА қоректік ортасына егу керек.  Үлгілерді 24 сағат 37 0С өсіру. Егерде егілген флакондарда қышқыл және газ түзілмесе, онда теріс нәтиже береледі. Зерттеуді тоқтатуға болады.
Егерде флакондар мен пробиркаларда лайлану, қышқыл, газ түзілсе, онда тұзақпен Эндо қоректік ортасына егу жүргізіледі. Эндо қоректік ортасын 4 бөлікке бөліп, тұзақпен егу жүргізу керек. Петри табақшаларды 37 0С өсіру қажет. Егерде Эндо қоректік ортасының бетінде қызыл, қызғылт немесе жылтыр колониялар өссе, онда колонияларды алып одан Грам әдісі бойынша бояу, микроскоп арқылы қарау керек. 

Лабораториялық сабақ 6- 7
Сабақтың тақырыбы: «Сүт сарысуында сүт қышықылды микроорганизмдерді өсіру».

Жұмыстың мақсаты: сүт сарысуында сүт қышықылды микроорганизмдерді дақылдау кезінде соңғы биотехнологиялық өнімді алу.

Сүт сары суын түрлі тәсілдермен өңдеуге болады: кептіру, лактоза. Сүт сары суында микроорганизмдер оңай сіңірілетін көміртегі бар. Сарысудың құрамы: сары су түрі  құрғақ заттар, ақуыз және май.  Сүт сары суындағы көміртектің негізі лактоза болып саналады (сүтті казеин – сүттің негізгі ақуызы, ол α-, β-. Сары судың ақуыздағы аминқышқылдар құрамында алмастырылмайтын аминқышқылдардан тұрады. Сүт сары суында біраз мөлшерде органикалық қышқылдар бар, сары суында біраз мөлшерде минералды қышқылдар кездеседі. Сүт сары суындағы минералды заттар органикалық (0,1-0,4%) және неорганикалық, 30 дан астам түрлі макроэелементтер және сары суға суда еритін көптеген сүт витаминдері өтеді (88% ретинол және токоферол). 
Зерттеу объектісі: құрғақ лиофилизденген порошок түріндегі лактобактерин, 2х109 КОЕ/г.

Құрғақ лиофилизденген порошок түріндегі бифидобактерин – 2х107КОЕ/г.

Қоректік орта MRS сұйық қоректік орта.

Зерттеу нәтижелері:

1. Көлемі 250 мл колбаға 50 мл сүт сарысуы құйылады, одан кейін оған 1 г лактобактерин қосылады, колбаларды 300С температуға 3 – 5 тәулік өсіріледі.

2. Көлемі 250 мл колбаға 50 мл сүт сарысуы құйылады, одан кейін оған 1 г лиофилизденген бифидобактерин қосылады, колбаларды 300С температуға 3 – 5 тәулік өсіріледі.

3. MRS сұйық қоректік ортасына аталған микроорганизмдер өсіріледі.

Алынатын нәтижелер:

1. Микроскоптау.

2. Пайда болған соңғы биотехнологиялық өнімді анықтау.

Сұрақтар:

1. Сүт сарысуы деген не.

2. Алыну жолдары қалай өтеді.

3. Сүт сарысуында микроорганизмдерді өсіру кезінде қандай өнімдерді алуға болады.

Лабораториялық жұмыс № 8-9.
Тақырыбы: Дайын өнімдегі ылғалдылықтың мөлшерін анықтау.
Жұмыстың мақсаты: Дайын өнімдегі ылғалдылықтың мөлшерін анықтау (макарон өнімдерінің).
Макарон өнімдерінің сапасын анықтауда келесі көрсеткіштерді көңіл бөледі:  сыртқы көрнісі, ылғалдылығы, қышқылдығы, беріктігі, қайнау қасиеті.

Сыртқы көрнісін келесі белгілер бойынша қарастырылады: 

-өнімнің түсі (ақ, сарғылт немесе крем түстес), түстің біркелкілігі өнімнің үстінгі бетіндегі қара дақтартардың болуы; 

- өнімнің үсті тегіс, кей жағдайда кедір бұдыр болуы мүмкін; 

- өнімнің пішіні пайдаланатын өнімге сәйкес болуы керек. 

Түтікті макарон өнімдерінің қабырға қалыңдығының біркелкілігіде ескеріледі (аз – кем қисықтары болса болады). 

Макарон өнімдерінде сонымен қатар өнімнің ұсақталғыштығы және кемістіктері бар өнімдер мөлшері анықталады. Үлгіні талдау барысында жарық жерде іске асырылады, ол кезде өнімдегі кемістіктері бар өнімдерді алып, өнімнен үлгінің үлестік қатынасын шығарады. 

Макарон өнімдерінде зақымдағыштардың бар – жоқтығын бөлшектенген үлгіні 5 – 6 есе ұлғайтылған лупа арқылы көріп анықтайды.  

Макарон өнімдерінде металл қоспаларды магнитпен бөліп алу арқылы анықтайды. 

Ылғалдылық мөлшері. Макарон өнімдеріндегі ылғалдылықты – анықтау үшін макаронды диаметрі 1 мм електен өтетіндей етіп ұсақтайды. 5 г өнімді алып, 130 ºС 40 мин кептіргіш шкафында кептіреді. Макарон өнімдерінің ылғалдылығы 13 % аспауы керек. 

Қышқылдық мөлшері. Макарон өнімдерінің қышқылдығын стандартты сулы шайқағышты титрлеу арқылы анықтауға болады. 
Стандартты тәсіл арқылы қышқылдылықты анықтауда 5 г ұсақталған макарон өнімдерін сыйымдылығы 100 – 150 мл конус тәрізді колбаға салып, шамамен 30 – 40 мл дистилденген су құяды. Колбаны 3 мин бойы араластырады. Колба қабырғаларына тұрып қалған бөлшектерді дистилденген сумен шайып алады. Кейін 5 тамшы 1 % - тік фенолфталеин ерітіндісін қосады және 0,1 н сілті ерітіндісімен ал қызыл рең пайда болғанша титрлейді. 
Қышқылдық мөлшері Х градуста формула бойынша анықталады.

Х = В х К х 2, 

Мұнда В - 0,1 н титрлеуге кеткен, сілті ерітіндісінің мөлшері мл;

К – 0,1 н сілті ерітіндісіне жөнделетін коэффицент. 

Соңғы нәтижесінде 2 арифметикалық анықтауыш шығады. Олардың арасындағы айырмашылық 0,2 град аспауы керек. Сапасы жоғары макарон өнімдерінің қышқылдығы 4 градтан аспау керек. 

Қайнау қасиеті. Макарон өнімдерінің қайнау қасиетін мына көрсеткіштер бойынша анықталады: дайын болғанға дейін қайнау мерзімі, пайданалған судың мөлшері, жойылған құрғақ заттың мөлшері, дайын өнімнің беріктігі. 
30 г макарон өнімдерін алып оған салмағынан 10 есе көп су құяды және дайын болғанға дейін қайнатады. Піскен макарон өнімдерін сүзіп олардың сыртқы пішінін сипаттайды.  

Сіңірілген судың мөлшерін анықтау. Қайнау кезінде макарон салмағы үлкейеді, сіңірілген судың мөлшерін мына формула бойынша анықтайды: 
К=М2 – М1
К – қайнағанан соң өнімнің салмағының жоғарылау коэффициенті; 

М2   – қайнаған өнімнің салмағы, г; 

М1 – құрғақ өнімнің салмағы, г. 

Егерді өнімнің сапасы жоғары болған жағдайда, салмағы 1,5 – 2,5 есе жоғарылайды. 
Тапсырма: 

1. Макарон өнімдерінің ылғалдылық мөлшерін анықтау.
2. Макарон өнімдерінің қышқылдық мөлшерін анықтау.
3. Макарон өнімдерінің қайнау қасиеті және сіңірілген судың мөлшерін анықтау.
Бақылау сұрақтары: 

1. Сіңірілген судың мөлшерін анықтауды қалай жүргізесіз.
2. Ылғалдылық мөлшерін қалай анықтайсыз.
Лабораториялық жұмыс № 10-12.
Тақырыбы: Әртүрлі қоректік орталарда микроорганизмдердің (ашытқылар мен бактериялардың) өсуі.

Жұмыстың мақсаты: Әртүрлі қоректік орталарда микроорганизмдердің өсуін бақылау және микроорганизмдердің биомассасын әртүрлі әдістермен анықтау.

Зеттеу объектісі ретінде ашытқы культуралары S. cerevisiae, Candida және бактериялардан Bacillus.
Тапсырма: 

1. Ашытқы культураларын сұйық қоректік орталарда дақылдау: Сабуро, глюкоза-пептонды және 1 % меласса.
2. Бактерияларды сұйық ЕПС, 1 % глюкоза, 1 % меласса. 
3. Жинақталған биомассаны әртүрлі әдістермен анықтау (құрғақ массасын өлшеу, нефелометриялық әдіс). 
Жұмысты жүргізу барысы:

Оптикалық (нефелометриялық) әдіс лабораториялық микробиологиялық зерттеулерде кеңінен қолданады, себебі суспензиядағы немесе культуралды сұйықтықтағы клетка концентрациясын анықтауға болады. Фотоэлектроколориметр (ФЭК) немесе спектрофотометр көмегімен толқын ұзындығын әдетте 540-650 нм аралығында алады. 
Микроорганизмдердің биомассасын анықтау үшін белгілі бір көлемдегі қоректік ортаны алып, содан соң тұнбаның салмағын анықтайды (шикі салмағын). Тұнбаны 100 0С температурада кептіріп болған соң құрғақ массасын анықтайды. 
