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Immobilizowanie drozdzy

Immobilizowanie komérek drozdzy w kulkach alginianu wapnia

Cel

Wprowadzenie do technik immobilizacji komérek oraz ilosciowego
badania procesu fermentacji.

Wstep

Najczestsza technika unieruchamiania komérek jest ich immobilizowa-
nie w alginianie wapnia. Jest szczegdlnie odpowiednie w przypadku
zywych komérek, poniewaz nie powoduje ich uszkodzenia. Ta uniwer-
salna metoda jest stosowana w bioreaktorach, unieruchamianiu ko-
morek roslinnych i zarodkéw roslin przy tworzeniu tzw. ,sztucznych
nasion”, a takze do mikrorozmnazania, immobilizowania komoérek
hybrydowych w produkcji przeciwciat monoklonalnych oraz unieru-
chamianiu enzymow i lekéw (patrz tabela).

Komérki lub enzymy podlegajace unieruchomieniu mieszane sa
najpierw z ptynnym roztworem alginianu sodu. Mieszanine wkrapla
sie nastepnie do roztworu zawierajacego kationy wielowartosciowe,
zazwyczaj Ca** . Kropelki przy wpadaniu do roztworu tworzg kuleczki,
ktére wigzg komorki w tréjwymiarowej siatce z alginianu, potaczonej
na krzyz jonami.

Mikrografia elektronowa komérek
drozdzy zimmobilizowanych w
matrycy alginianu wapnia .
Wybrzuszenia bedaqce poczqgtkiem
paczkowania sa widoczne na

niektérych komdrkach drozdzy.
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Komorki

Bakterie

Erwinia rhapontici

Pseudomonas denitri-
ficans

Zymomonas mobilis
Sinice
Anabena sp.

Grzyby

Kluyveromyces bulga-
ricus

Saccharomyces cere-
visiae

Saccharomyces baja-
nus

Produkty lub
miejsce zastosowania

Izomaltuloza

Oczyszczanie wody
pitnej

Etanol

Amoniak

Hydroliza laktozy

Etanol

Produkcja szampana

Komorki

Glony
Botryococcus braunii
Komérki roslinne
Chatharanthus roseus

R6zne gatunki

Protoplasty komérek
rolinnych

Komérki zwierzece
Hybrydy

Wyspy Langerhansa

Fibroblasty lub ko-
morki limfy

Produkty lub
miejsce zastosowania

Weglowodany

Alkaloidy dla terapii
nowotworow

Sztuczne nasiona

Manipulacje komérka-
mi, mikroskopia

Przeciwciata monoklo-
nalne

Insulina/implantacja

Interferony (a lub B)

Przyktady zastosowania immobilizowancyh w alginianie komérek. Za Smidsrod i Skjak-Brek (1990).

Sprzet i materiaty

Dla kazdej osoby lub zespotu

Sprzet

¢ Strzykawka plastikowa o pojemnosci 10 ml
¢ 2 mate zlewki lub plastikowe kubeczki

¢ Kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml

e Korek do kolby z przewierconym otworem

e Rurka fermentacyjna
¢ Mate sitko
e Szklana bagietka

Materiaty

e 4% roztwor alginianu sodu, 250 ml

¢ 1,5% roztwor chlorku wapnia, 100 ml
¢ suche drozdze piekarnicze, 2,5 g

e 8% roztwdr sacharozy, 150 ml

¢ Uniwersalny wskaznik pH, rozcienczony w 1 ml wody destylowanej

Uwaga

Wszystkie roztwory muszq by¢
przygotowane w wodzie destylo-
wanej. Alginian sodu trudno sie
rozpuszcza, proces przebiega
szybciej mieszajqgc w cieplej wo-

dzie.

Do pomiaru ilosci wydzielanego dwutlenku wegla

(opcjonalnie)
Sprzet

¢ Kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml

¢ Korek pasujacy do kolby, przebity i potaczony
z naczyniem odbierajgcym

¢ Cylinder miarowy na 100 ml

e Zlewka na 500 ml

Materiaty

e 13% roztwor chlorku sodu, okoto 1 litr (doskonale

nadaje sie roztwor zwyktej soli kuchennej)
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Przebieg doSwiadczenia

1 W matej zlewce zmieszaj drozdze z 25 ml wody
destylowanej. Przykryj i pozostaw przez 10 min w
temperaturze pokojowej do rozpuszczenia.

2 Dodaj 25 ml roztworu alginianu sodu do
rozpuszczonych drozdzy. Dobrze zamieszaj.

3 Nabierz mieszanine drozdzy i alginianu do strzykawki.
Dodawaj po kropelce do roztworu chlorku wapnia.

Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3

4 Kulki zimmobilizowanych w ten sposéb drozdzy pozostaw
do stwardnienia przez 5 - 10 minut. Czgsteczki alginianu
zostang zwiqzane przez jony wapnia z roztworu.

5 Oddziel kulki od roztworu filtrujgc przez sitko.

6  Umiesc kulki w kolbie stozkowej wraz z roztworem sacharozy.
Zatkaj kolbe korkiem z rurkg fermentacyjna. Jesli do rurki
doleje sie odrobine uniwersalnego wskaznika pH, wskaznik
zmieni kolor pod wptywem wydzielanego dwutlenku wegla.

Fig. 4 Fig. 5 Fig. 6

www.eurovolvox.org 3 Copyright © Dean Madden, 2007



Szkota Festiwalu Nauki Immobilizowanie drozdzy

OPCJONALNIE: Pomiar ilosci wydzielanego dwutlenku wegla

1  Zatkaj kolbe korkiem podtgczonym rurka
z naczyniem odbierajgcym.

2 Trzymaj kolbe w temperaturze 21 - 25 OC. Zbieraj wydzielany
gaz nad 13% roztworem chlorku sodu. Dwutlenek
wegla nie bedzie sie rozpuszczat w tym roztworze.

3 Zapisuj objetos¢ wydzielanego gazu w statych
odstepach czasu. Sporzadz wykres przedstawiajacy
objetos¢ gazu w zaleznosci od czasu.

Fig. 7 Fig. 8 @ Fig. 9

Pomysty na dodatkowe doSwiadczenia

Zwykte drozdze piekarnicze Saccharomyces cerevisiae nie potrafia fer-
mentowac laktozy. Enzym beta-galaktozydaza katalizuje rozpad
laktozy do glukozy i galaktozy. Komérki drozdzy immobilizowane
wspblnie z enzymem sg w stanie rosngé w pozywce zawierajacej
wytgcznie laktoze. Sposréd dwéch cukrow powstatych z rozpadu
laktozy, drozdze najpierw zuzywaja glukoze. Po wyczerpaniu
glukozy z pozywki, drozdze zmieniaja swéj metabolizm rozpoczy-
najac fermentacje drugiego cukru - galaktozy. Aktywnos¢ drozdzy
mozna tatwo $ledzi¢ dokonujac pomiaru objetosci gazu (dwutlen-
ku wegla) wydzielanego podczas prowadzonych fermentacji.

Poréwnanie zuzycia innych cukréw przez komérki drozdzy, wptyw

temperatury lub typu drozdzy np. winiarskich i piekarniczych na
tempo fermentacji.
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