ЗАДАНИЯ
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МИКРОБИОЛОГИЯ И ЭКОЛОГИЯ МИКРООРГАНИЗМОВ

Некоторые вещества долго сохраняются в окружающей среде, так как большинство микроорганизмов либо не способны их разлагать, либо делают это лишь частично, не добиваясь полной биодеградации. Один биоинженер решил создать биопрепарат для разложения пластиковых отходов, построенный на основе целого консорциума микроорганизмов. Он взял смесь штаммов, для которых уже была показана возможность частично разлагать пластиковые полимеры и способных расти на одной среде (препарат А). По расчету, их совместное действие позволило бы полностью разложить отходы. Увы! Первый же пробный эксперимент показал отсутствие значимого разложения пластика после длительного роста смешанной культуры в его присутствии (препарат Б). Расстроенный биоинженер решил понять, в чем же он мог ошибиться.
Цель работы: определить проблему, помешавшую полному разложения пластика сообществом биодеструкторов.
Дано: две смешанные культуры микроорганизмов – через сутки после начала роста (А) и спустя длительный период культивирования в присутствии пластика (Б).
Задача: исследовать культуры при помощи микроскопирования, описать их и, опираясь на дополнительные материалы, ответить на основной вопрос задачи.
Оборудование и материалы: микроскоп, спиртовка, спички, предметные стекла (2 рабочих, 
2 запасных), микробиологическая петля, красители (генцианвиолет, фуксин), раствор Люголя, 96% спирт, вода, иммерсионное масло и стеклянная палочка для нанесения, пипетки, пинцет, кусочки фильтровальной бумаги, стакан для слива, флаконы с жидкими культурами А и Б.

Ход работы

Задание 1. Определение морфологии микроорганизмов и окрашивание по Граму
(для каждой культуры)
Ход определения:
1. Приготовить мазок культуры. Для этого: 
- нанести на предметное стекло каплю культуры;
- распределить каплю по поверхности стекла прокаленной микробиологической петлёй; 
- высушить мазок на воздухе; 
- фиксировать жаром над пламенем горелки или спиртовки. 
2. На фиксированный мазок нанести каплю генцианвиолета и выдержать 1 мин. 
3. Слить краситель. Не промывая водой, налить на препарат 2-3 капли раствора Люголя и 
выдержать 1 мин. 
4. Слить раствор Люголя и обесцветить препарат 96% этиловым спиртом. Для этого поместить на препарат несколько капель этилового спирта, слегка покачать стекло и слить спирт; повторить операцию 2 раза.
5. Промыть препарат водой.
6. Нанести на препарат каплю фуксина, смочить водой, выдержать 2 мин.
7. Промыть препарат водой, высушить (можно применять фильтровальную бумагу).
(8). При необходимости сфокусировать микроскоп на препарате под небольшим увеличением.
9. Нанести 1 каплю иммерсионного масла и сфокусировать микроскоп на препарате под максимальным увеличением.
Показать преподавателю!
10. Зарисовать наблюдаемые объекты (далее «морфотипы») в листе ответов. Отметить их морфологию и окрашивание по Граму.
Максимальный балл за задание 1: 20 баллов.

Задание 2. Заполнение таблицы
Заполните таблицу «Морфотипы» в листе ответов, чтобы объединить полученные данные. Укажите морфологию каждого наблюдаемого морфотипа, Грам-принадлежность, выявленные особенности и в каких препаратах он встречается. 
Также сюда нужно будет внести ответы на задание 4.

Максимальный балл за задание 2: 5 баллов.

Задание 3. Анализ компонентов культуральной жидкости
Из культуральной жидкости на разных стадиях роста было выделено и очищено несколько веществ (рисунок 1). Некоторые из них были автоматически определены программой хроматографа – их изображения подписаны. Соотнесите (если это возможно) эти вещества с морфотипами, которые могли их образовывать. Для этого укажите номер вещества в колонке «Вещества» таблицы «Морфотипы» на листе ответов. Каждый микроорганизм может выделять множество веществ.
Под таблицей «Морфотипы» в поле «Анализ компонентов культуральной жидкости» на листе ответов напишите обоснование вашего выбора. Там же укажите название или класс неподписанных веществ.

Максимальный балл за задание 3: 10 баллов.

Задание 4. Интерпретация результатов культивирования
Используя полученные вами данные, ответьте на основной вопрос задачи в поле «Интерпретация результатов» на листе ответов: опишите, что произошло в ходе длительного культивирования смешанной культуры, и почему эксперимент биоинженера оказался неудачным.

Максимальный балл за задание 4: 5 баллов.



Рисунок 1.
Некоторые вещества, выделенные из культуральной жидкости на разных стадиях роста.
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№1 – дипиколиновая кислота
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№2 – ?



№3 – липид А
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№4 – ?
(стрелками отмечены позиции, на которых почему-то встречались разные звенья)



№5 – ?
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№6 – альфа-миколовая кислота
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Таблица «Морфотипы»
	Описание морфотипа
	Грам-принад-лежность
	Название Препарата
	Номер вещества

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	



Анализ компонентов культуральной жидкости
	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	


При необходимости можно продолжить на пустом месте на следующей странице







Интерпретация результатов
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