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BIO 312. MIKROBIOLOGIJA

Laboratorinis darbas

Mikroorganizmy kvépavimo biido nustatymas. Azoto fiksavimo nustatymas.

Mikrooganizmy kvépavimo buadas.

Pagal deguonies panaudojima mikroorganizmai skirstomi i aerobus, kuriems deguonis yra
reikalingas (naudoja ji kvépavimo proceso metu) ir anaerobus, kuriy metabolizmui deguonis néra
reikalingas.

Obligatiniai aerobai negali augti nesant deguonies. Fakultatyviniai aerobai gali augti ir
anaerobinémis salygomis, nesant deguonies jie gauna energijos alternatyviu budu (pvz., vykdo
fermentacija). Auginant aerobus reikalinga aeracija — | fermentatorius tiekiamas deguonis, auginant
skystoje terp¢je kolbose jos purtomos kratykléje.

Griezti (obligatiniai) anaerobai neturi fermenty, galin¢iy detoksikuoti deguonies metabolizmo
produktus peroksida, superoksida ir kt. (placiau aprasSyta laboratorinio darbo katalazés nustatymas
aprasyme). D¢l to aerobinése salygose jie zZusta. Auginant anaerobus, laboratoriniai indai uzpildomi
terpe iki virSaus. Pavirinus terpe 1S jos paSalinama didzioji dalis dujy, tame tarpe ir deguonis.
Norint pasalinti deguoni i§ terpés, galima i terpg idéti redukuojancio agento, pvz., tioglikato, kuris
reaguoja su deguonimi ir redukuoja ji iki vandens. [ terpe idéjus dazo reazurino, kuris esant
deguonies, keicia spalva, galima matyti, kiek giliai | terpg yra isiskverbegs deguonis. Ypatingai
jautrlis griezti anaerobai Ziista net nuo trumpo kontakto su deguonimi, jie pers¢jami ir auginami

specialiuose irenginiuose uzpildytuose dujomis be deguonies.



Gamtoje anaerobai paplit¢ anoksinéje aplinkoje — tai gali ezery nuosédos, pelkés, pozeminiai
vandenys, uztvindytos pievos, o taip pat gyviiny zarnynas, sandariai uzkonservuoti indai su maistu.
Aerotolerantiniai anaerobai gali augti aerobinése salygose (sugeba detoksikuoti deguonies
produktus), tac¢iau nenaudoja deguonies kvépavimo grandinéje.

Mikroaerofilai — tai aerobai, kuriy augimui reikalinga mazesné deguonies koncentracija, negu yra
atmosferoje (21%), dazniausiai tarp 5% ir 15%. Mikroaerofilinés salygos gamtoje susidaro ties
aerobings ir anaerobinés aplinkos riba, taip pat, pvz., gyviiny organizmuose.

Mikroorganizmai gali vykdyti respiracija ir augdami anaerobinémis salygomis, jei kaip galutini
elektrony pernesimo grandingje atlicka ne O,, o kitos medziagos, kaip SO4> arba NO;. Tai

vadinama anaerobiné respiracija.

1. dalis Kvépavimo buido nustatymas

Darbo priemonés:

Inkubatorius mikroorganizmy kultivavimui
Laminarinis boksas steriliam s¢jimui
Spiritin¢ lempelé

Mikrobiologin¢ kilpel¢ arba adata
Verdancio vandens vonia

Meégintuvéliai su agarizuota LB terpe

Tiriamos bakterijy kultiiros

Darbo eiga:

1. Uzvirinkite terpg mégintuvéliuose;

2. atvésinkit mégintuvélius iki 40° — 45° C;

3. uzsekite bakterijas { mégintuvélius diiriu — taip kad kilpelé pasiekty mégintuvelio dugna;
4. inkubuojame 12-48 val.

5. nustatykite kaip mikroorganizmai pasiskirsté terpés tiiryje, schematiskai nupieskite arba

nufotografuokite meégintuvélius.

Obligatiniai aerobai auga tik mégintuvélio pavirSiuje, fakultatyviniai aerobai auga ne tik virsuje

bet ir likusiame mégintuvélio tiiryje. Anaerobai auga mégintuvélio dugne. Fakultatyviniai anerobai



paprastai biina pasiskirste visame terpés turyje. Mikroaerofilai auga nedideléje zonoje netoli nuo

terpés pavirSiaus (zr. 1pav.), kur prasiskverbusio 1§ oro deguonies kiekis yra tinkamas jy augimui.

Dazniausios klaidos:

Nepakankamas mégintuvéliy atvésinimas prie§ séjant. Jei terpé per karsta séjami mikroorganizmai
gali zuti.

Per didelis uZséjamy mikroorganizmy kiekis. Séjimui panaudota biomasé¢ nuséda | mégintuvélio
dugna ir gali buti klaidingai jvertinta kaip anaeroby augimas dugne. UZsé¢jus biomasés neturéty

matytis.

Azoto fiksavimas

Azotas butinas mikroorganizmy augimui. Daugelis mikroorganizmy gali naudoti azota, ieinantj i
organinius junginius, nitrato ar amonio druskas, ta¢iau nemaza dalis gali fiksuoti ir atmosferoje
esant] azota. Tai gram neigiamos Sakny gumbelinés bakterijos (Rhizobium, Azorhizobium
Bradyrhizobium)  kurios sudaro simbioz¢ su ankStiniais augalaus, aktinomicetai Frankia,
sudarantys simbioz¢ su alksniais, laisvai dirvoje gyvenancios bakterijos, kaip Azotobacter,
Clostridium, Bacillus. Azota fiksuoja daugelis cianobakteriju. Azoto fiksacija biidinga vien tik
prokariotams.

Deguonis reikalingas energijos gavimui, bet jis taip pat ir inaktyvuoja fermenta nitrogenaze, kuri
fiksuoja azota. D¢l to azoto fiksacija dazniausiai vyksta mikroaerofilinémis salygomis. Gumbeliniy
bakterijy gumbeliuose O, kiekis reguliuojamas leghemoglobinu, kuris risa O,. Suristo (komplekse
su leghemoglobinu) ir nesuristo deguonies santykis yra 10000/1.

Frankia apsaugo savo nitrogenazg¢ lasteliy galuose esaniuose specialiuose sustoréjimuose su
storomis sienelémis.

Cianobakterijoje Anabaena nitrogenazé atskirta specialiose lastelése — heterocistose, kuriose
nevyksta fotosintezé, ir kurios turi storesnes sieneles, saugancias nuo aplinkoje esancio deguonies.
Azotobacter nitrogenazé apsaugoma nuo deguonies sudarant jos kompleksa su specialiu baltymu.
Kituose mikroorganizmuose nitrogenazé gali biiti apsaugota nuo deguonies arba greit Salinant
deguoni respiracijos metu arba O, sulaikanciais gleiviy sluoksniais.

Azoto fiksatoriai aptinkami kultivuojant mikroorganizmus terpé€je be azoto Saltinio. Joje gali augti

tik mikroorganizmai sugebantys pasisavinti atmosferos azota.

2. dalis. Azoto fiksavimo nustatymas

Darbo priemonés:



Mégintuveliai su beazotine pusiau standzia Rennie terpe

Tiriamos bakterijy kultiiros

Darbo eiga:

1. uZsékite bakterijas | mégintuvélius diiriu
2. inkubuojame kelias paras
3. nustatykite ar iSaugo mikroorganizmai ir kaip jie pasiskirsté terpés turyje, schematiskai

nupieskite arba nufotografuokite mégintuvélius.

1pav. Mikroaerofilinis filosferos mikroorganizmy, fiksuojanciy atmosferos azota,

augimas




