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Nauka i technologia dla zywnosci
Projekt badawczy

Temat: Drozdze i plesnhie w zywnosci — wrog czy przyjaciel?

Wprowadzenie:

Grzyby sg to organizmy eukariotyczne posiadajgce wiasciwe jgdro komorkowe
otoczone btong jgdrowg oraz chromosomy. Nie posiadajg chlorofilu, a wiec i nie majg
zdolnosci fotosyntetycznego wigzania dwutlenku wegla. Aby wiasciwie sie rozwijac,
sktadniki pokarmowe muszg czerpaC z organicznych zwigzkéw wegla. Swojg nazwe
przejety od grzybow kapeluszowych, chociaz od tych ostatnich bardzo sie réznig (nie tylko
ksztattem i rozmiarami). Mikrobiologia nie obejmuje wszystkich grzybow, poniewaz czes¢
zalicza sie do roslin wyzszych. Wiele z nich jednak jest przedmiotem zainteresowania
mikrobiologii technicznej i wiele sposréd nich znalazio zastosowanie przemystowe.
Nalezg do nich liczne gatunki zaliczane do klas: Zygomycetes, Ascomycetes i
Deuteromycetes (Fungi imperfecti). Sposrod grzybdéw zaliczanych do drobnoustrojow
najbardziej znane sg jednokomorkowe drozdze oraz plesnie — grzyby, ktdrych postacig
wegetatywng jest jedno— lub wielokomdrkowy strzepek, stad inna ich nazwa to grzyby
strzepkowe. Strzepek moze dochodzic do kilku centymetréw dtugosci. Dobrym
Srodowiskiem dla rozwoju drozdzy oraz plesni sg produkty zywnosciowe, ze wzgledu na
zawarte w artykutach spozywczych cenne sktadniki (jak cukry, biatka, witaminy, kwasy
organiczne i inne). Nie wszystkie jednak grzyby wptywajg pozytywnie na zywnos¢. Czesc
Zz nich jest przez cztowieka wykorzystywana w technologii otrzymywania produktow
doskonalszych: zywnosci o wyzszej wartosci odzywczej i dietetycznej, bogatszym smaku i
bukiecie jak np. w pieczywie, winie, serach plesniowych typu camembert, rokwar czy
rokpol. Inne z kolei grzyby, potrafig ,dokuczy¢” cztowiekowi, wywotujgc zatrucia
pokarmowe, tym grozniejsze, gdy niebezpiecznie wzrasta ich iloS¢ w przyjmowanych
pokarmach np. plesnie z rodzaju Fusarium (roseum, poae) oraz Aspergillus (flavus,
ochraceus).

Cel projektu:

Celem praktycznym projektu jest poznanie réznych form wegetatywnych grzyboéw na
przyktadzie drozdzy i plesni, ich struktury komorkowej, sposobdéw hodowli na réznych
podfozach a takze okreslenie ilosci oraz zywotnosci komorek. Wymiernym efektem bedzie
przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint zatytutowanej ,,Grzyby — drozdze oraz
plesnie w zywnosci i ich dwa oblicza”.
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Cele ksztalcenia:
Uczen:

- wyjasnia pochodzenie stowa grzyby,

- wymienia i wyjasnia roznice miedzy drozdzami i plesniami,

- wymienia warunki sprzyjajgce rozwojowi drozdzy i plesni w zywnosci,

- podaje przyktady pozytywnego i negatywnego oddziatywania drozdzy i plesni w
ZyWnOoSsci,

- wymienia i opisuje podstawowe formy wegetatywne drozdzy i plesni,

- opisuje podstawowe elementy budowy komorki grzybow,

- stosuje wtasciwy materiat biologiczny oraz przyrzady do sporzgadzania preparatow
mikroskopowych,

- wykonuje posiewy grzybow w ptytkach Petriego,

- wykonuje proste i barwione preparaty przyzyciowe w kropli sptaszczonej,

- analizuje i opisuje obserwowane preparaty mikroskopowe,

- analizuje i opisuje hodowle wyroste w ptytkach Petriego,

- wykonuje proste obliczenia ilosci i zywotnosci komorek drozdzy,

- stosuje kamere mikroskopowg do rejestrowania obrazéw mikroskopowych.

Pytanie kluczowe:
Bac¢ sie, czy moze podziwia¢ miniaturowe grzyby takie jak drozdze i pleSnie w
Zywnosci?

Czy potrzebna jest nam zywnos¢ z miniaturowymi grzybami?

Grzyby (Fungi albo Mycota) nalezg do jednej z najwazniejszych grup organizmdéw
eukariotycznych i w pierwotnym podziale swiata ozywionego, obok roslin i zwierzat,
tworzyty jedno z pieciu krélestw. Nie majg zdolnosci fotosyntezowania i odzywiajg sie
heterotroficznie. Dzieki mikoryzie — symbiozie z korzeniami wielu ro$lin, grzyby
otrzymujg weglowodany, a rosliny zyskujg substancje odzywcze oraz ochrone przed
patogenami, co korzystnie wptywa na wzajemny rozwdj i wzrost partnerow. W Swiecie
roslin tworzg grupe organizmow liczgcg ponad 100000 gatunkow. W komdrkach
grzybéw wyréznia sie sciane komoérkowg i protoplast, z wyraznie uformowanym jgdrem,
ktére ma najczesciej ksztatt kulisty, ale moze mie¢ tez ksztatt elipsoidalny lub
wrzecionowaty. Srednica jadra lub jego dtugo$é moze wynosié od 1 do 10 ym. W jadrze
wystepujg chromosomy. Z innych struktur wystepujg tez:

Mitochondria zawierajgce biatka i inne niz jadro DNA. Srednica mitochondriéw wynosi
0,5-0,8 ym a ich liczba w komérce moze dochodzi¢ do 100.

Rybosomy sg to organelle syntezujgce biatka. Ich wymiary to 20 — 80 nm.
Retikulum_endoplazmatyczne, stanowigce system kanalikow, rureczek i pecherzykoéw,
stuzgcych do wewnatrzkomoérkowego transportu substanciji.

Btona cytoplazmatyczna, ktéra wykazuje budowe trojwarstwowg. Jej warstwa
zewnetrzna przylegajgca do wewnetrznej strony Sciany komorkowej, zwana
plazmolemng, bierze aktywny udziat w procesie przyjmowania i wydalania substancji
przez komorke.

Sciana_komérkowa, ktéra w okoto 80% zbudowana jest z polisacharydéw: celulozy,
glukanu, chityny, chitozanu i mannanu.




Wakuole (wodniczki) obecne zaréwno u grzybow strzepkowych jak tez u drozdzy. W
wakuolach mogg wystepowac polifosforany (wolutyna) i lipidy, stanowigce substancje
zapasowe. U wielu grzybow czesto magazynowany jest tez glikogen, ktorego ilos¢ moze
wynosi¢ do 30% masy cytoplazmy.

Grzyby sg przewaznie organizmami lgdowymi a rzadziej wodnymi. Nazwe swg wziety od
grzybéw kapeluszowych, chociaz do tej grupy nalezy wiele organizméw réznigcych sie
ksztattem i rozmiarami. Podczas zaje¢ uczniowie bedg mieli mozliwos¢ zaobserwowania
réznych rodzajow i gatunkow grzybdw. Poznajg i dokonajg pordwnania ich budowy
komérkowej. Do tego celu wykorzystajg nie tylko mikroskop laboratoryjny STUDAR Z1 z
obiektywami o réznych powiekszeniach, preparaty mikroskopowe i barwniki, lecz takze
kamere mikroskopowg. Zastosowanie kamery umozliwi nie tylko rejestracje obrazéw w
komputerze. Uwolni takze wucznia od recznego odwzorowywania obrazow.
Wykorzystanie kamery w pracy z uczniami znacznie tez utatwi nauczycielowi dotarcie do
wiekszego grona ucznidéw. Uczniom pozwoli rejestrowaC zdobywang wiedze w
atrakcyjniejszy sposob a zapisane obrazy wykorzysta¢ w przygotowywanej prezentacji w
programie Power Point.

Sposréd mikroskopowych grzybow, najbardziej znanymi sg drozdze i plesnie.

Komorki drozdzy majg zwykle od 1 do 8 um dtugosci i od 1 do 6 pm szerokosci.
Ksztalt komdrek moze by¢ kulisty, elipsoidalny, wyglgdu cytryny, butelkowaty,
cylindryczny oraz nitkowaty. Jgdro drozdzy jest stosunkowo mate w poréwnaniu z innymi
organellami komorkowymi i moze by¢ potozone centralnie lub peryferycznie. W komorce
obecne sg takze substancje zapasowe jak wolutyna, glikogen i lipidy. Wielko$¢ a takze
ksztatt komérek drozdzy sg zalezne od ich rodzaju, stanu fizjologicznego, warunkéw
srodowiska oraz funkcji komorki w populacji. Drozdze najczesciej rozmnazajg sie
bezpiciowo przez pgczkowanie. Rozmnazanie piciowe zachodzi w warunkach gtodu.
Gdy podziaty nastepujg szybko po sobie, komorki drozdzy sg mniejsze i lzejsze. W
miare zmniejszania sie szybkosci rozmnazania, komérki zwiekszajg swoje rozmiary oraz
mase. W hodowli ptytkowej komorki drozdzy, po kilku dniach inkubacji, tworzg kolonie o
réznym ksztatcie, zaleznym od umiejscowienia w zastygtej pozywce. Komorki uwigzione
na dnie pozywki tworzg duze, ptaskie, okraggte kolonie. Te na powierzchni sg mniejszej
Srednicy okragte lub owalne. Wielka jest tez roznorodnosc¢ typow kolonii. Najczesciej sg
one gtadkie S (ang. smooth), pomarszczone R (ang. rough) i $luzowate M (ang.
mucous). Stwierdzono, ze rodzaj powierzchni kolonii jest kontrolowang genetycznie
cechg drozdzy i moze by¢ dziedziczony. Chociaz drozdze rdznig sie od grzybow
strzepkowych ksztattem i morfologig, to niektdére z nich mogg przejsé¢ z formy owalnej do
strzepkowej, w zaleznosci od warunkéw srodowiskowych - grzyby dimorficzne (o dwéch
ksztattach) np. grzyby z rodzaju Candida.

Grzyby strzepkowe (plesniowe), sg to grzyby, ktérych postacig wegetatywng jest
strzepek, mniej lub bardziej rozgateziony, jedno lub wielokomérkowy o znacznej
niekiedy dtugosci, dochodzgcy nawet do kilku centymetrow dtugosci. Komorki strzepki
otacza Sciana komorkowa zbudowana, gtéwnie z glukanu i chityny, biatka oraz lipidow.
Morfologia strzepek wszystkich grzybdéw jest podobna a réznice dotyczg ich budowy
wewnetrznej. U grzybow wyzszych sg one podzielone przegrodami poprzecznymi
(septami) na jedno -, dwu — lub wielojgdrowe komérki. U grzybow nizszych natomiast sg
niepodzielone i stanowig wielojgdrowg komorke, zwang komdérczakiem. Grzyby




strzepkowe charakteryzuje tzw. wzrost szczytowy, polegajgcy na wydtuzaniu sie strzepki
tylko w strefie szczytowej. U wiekszosci grzybow kazda czes¢ ma mozliwos¢ rozwoju.
Jednak najczesciej wystepujgcym i najbardziej zroznicowanym sposobem reprodukcji
jest wytwarzanie spor, zwanych konidiami. Konidia sg formowane na koncach grzybni
powietrznej, wystajgcej z podtoza, jak np. u grzyboéw plesniowych z rodzaju Aspergillus
czy Penicillium. Zarodniki konidialne mogag kietkowaé, tworzac nowg strzepke, ktéra
wielokrotnie sie rozgatezia. Plesnie dzieli sie na trzy klasy: Sprzezniaki, Workowce i
Grzyby niedoskonate.

e Sprzezniaki, majg grzybnie jednokomodrkowa, wielojgdrowg nie podzielong lub
rzadko podzielong i rozmnazajg sie zardwno bezptciowo jak tez piciowo np. rodzaje:
Mucor i Rhizopus.

e Workowce, tworzg grzybnie wielokomérkowg, skiadajgcg sie z rozgatezionych
strzepkow rozrastajgcych sie w réznych kierunkach i tworzgcych kolonie o réznym
zabarwieniu. Rozmnazajg sie bezpiciowo i piciowo np. Aspergillus (Kropidlak) i
Penicillium (Pedzlak). Aspergillus wystepuje czesto w produktach spozywczych, tworzac
nalot, ktéry po pewnym czasie przybiera kolor czarny. Penicillium to rodzaj grzybéw
tworzgcy zwykle zielony nalot (plesn) np. na owocach. Konidia stuzg do rozmnazania
bezptciowego.

e Grzyby niedoskonate to duza grupa plesni o wielokomoérkowej grzybni. Rozmnazajg
sie tylko bezptciowo np. Cladosporium i Fusarium.

Surowce, zaréwno roslinne jak i zwierzece oraz gotowe produkty zywnosciowe, sg
dobrym s$rodowiskiem do rozwoju drozdzy i plesni, chociaz wiele z nich przyspiesza
psucie zywnosci, a czes¢ powodowa¢ moze nawet grozne zatrucia pokarmowe, za
sprawg wydzielanych mykotoksyn.

Zrédtem mikroflory surowcéw pochodzenia roslinnego jest powierzchnia owocéw,
warzyw i zboz, ich uszkodzone tkanki, tuski lub pory w skoérce. Mikroflora owocéw i
warzyw jest zréznicowana pod wzgledem liczebnosci i typu drobnoustrojéw. Owoce,
ktére zawierajg wiecej cukréw prostych i kwasow organicznych a mniej biatek, sprzyjaja
rozwojowi plesni i drozdzy, natomiast warzywa zawierajgce wiecej biatek, mniej cukrow
prostych, a wiecej polisacharydow, sg dogodnym srodowiskiem plesni. Psucie swiezych
owocoéw powodowane jest najczesciej przez plesnie Rhizopus, Penicillium i in.,
odpowiedzialne za tzw. kopcowg (mokrg) zgnilizne — mieknienie, bedace efektem ich
aktywnosci pektynolitycznej. Nalezy sie tez liczy¢ z mozliwos$cia nagromadzania
mykotoksyn, np. patuliny czy aflatoksyn, tworzonych przez gatunki plesni Penicillium i
Aspergillus.

Powierzchnia warzyw najczesciej atakowana jest przez plesnie Sclerotia (czerwona
zgnilizna selerow) i Alternaria (ciemnobrunatne i czarne plamy na ziemniakach oraz
pomidorach.

Mikroflora pierwotna ziarna zbo6z jest reprezentowana przez przedstawicieli wszystkich
grup drobnoustrojow. Wsrod grzybow strzepkowych wystepujg najczesciej rodzaje:
Alternaria, Cladosporium, Fusarium, a drozdze reprezentowane sg przez gatunki
Geotrichum sp. Podczas przechowywania ziarna zbo6z, pierwotne uktady ilosciowe i
jakosciowe drobnoustrojow na jego powierzchni ulegajg zmianie. Spos$rdd grzybow
strzepkowych pojawiajg sie Aspergillus, Penicillium, Mucor i Rhizopus. Wymienione
grzyby biorg takze czynny udziat w wywotywaniu stechlizny zbdéz w czasie



przechowywania, powodujgc zmiany w barwie, potysku i zapachu oraz obnizajg
zdolnos¢ kietkowania zbo6z. Najgrozniejsze sg jednak ze wzgledu na wytwarzanie
mykotoksyn, wtérnych metabolitow o dziataniu kancerogennym. Konsekwencjg silnego
skazenia ziarna zb6z chlebowych zarodnikami plesni jest szybkie plesnienie pieczywa, z
czym wigze sie zagrozenie zatrucia groznymi mykotoksynami.

Pojawienie sie drozdzy i plesni na surowcach pochodzenia zwierzecego wynika z ich
przenikniecia z zanieczyszczonego powietrza lub wody podczas np. rozbioru tuszek, czy
udoju. Dominujgcg mikroflore powietrza stanowig tu zarodniki grzybow: Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus, Rhizopus i Mucor.

W zywnosci sg tez obecne pozyteczne drobnoustroje. W pewnych sytuacjach
stwarzane sg warunki do ich rozwoju, aby dzieki ich metabolizmowi uzyska¢ szereg
korzystnych zmian cech sensorycznych surowca, jego wyzszg wartoS¢ odzywczg i
dietetyczng oraz diuzszy okres przydatnosci do spozycia. Znaczenie gospodarcze majg
gtdbwnie drozdze szlachetne. W przemysle spozywczym najczesciej wykorzystywane sg
drozdze z rodzaju Saccharomyces (otrzymywanie ciasta pszennego, produkcja piwa,
wina, spirytusu i kefiru). Drozdze Saccharomyces cerevisiae rosng w warunkach
aerobowych, a produkujg alkohol etylowy w warunkach beztlenowych. Genetycznie
modyfikowane drozdze produkujg biatko, tym cenniejsze, ze w przeciwienstwie np. do
bakterii, w organizmach eukariotycznych nastepuje ich modyfikacja. Inne gatunki jak
Saccharomyces pombe czy Pichia pastoris z kolei nie wytwarzajg endotoksyn.
Znaczenie przemystowe majg takze drozdze paszowe (np. Candida utilis) szybko
rozmnazajgce sie w warunkach tlenowych i wytwarzajgce duze ilosci masy komorkowej,
0 znacznej zawartosci biatka. Plesnie Aspergillus niger sg stosowane do otrzymywania
kwasu cytrynowego. Liczne gatunki plesni z rodzaju Penicillium wykorzystuje sie w
serowarstwie, w dojrzewaniu seréw plesniowych. W serach miekkich z porostem plesni
(brie, camembert) dojrzewanie przebiega przy udziale gatunkéw Penicillium candidum i
Penicillium camembert, a w serach miekkich z przerostem plesni (rokpol) — z udziatem
Penicillium roqueforti. Do plesni pozgdanych, ale tylko na poczatku dojrzewania seréw z
porostem plesni, serow maziowych (ser limburski) i pomazankowych (bryndza) nalezy
takze plesn Geotrichum candidum, tworzgca na powierzchni biaty, puszysty nalot.
Plesnie biorg tez udziat w procesach rozktadu biatka i ttuszczu w serach. Sg to procesy
korzystne, a powstate zwigzki czesto decydujg o charakterystycznym smaku i zapachu
danego sera.

Mikroorganizmy wystepujg bardzo licznie w naturalnych warunkach. Przeniesione
do laboratorium wymagajg specyficznych podtozy. Obserwacje pod mikroskopem
komérek grzybéw, wyhodowanych poza ich naturalnym s$rodowiskiem, umozliwiajg
preparaty mikroskopowe, ktore bedziemy sporzgdza¢ na szkietkach przedmiotowych,
pobierajgc materiat z gotowych hodowli, wyrostych w plytkach Petriego. Zywe
drobnoustroje bedg obserwowane w samodzielnie sporzgdzonych preparatach
przyzyciowych (np. w kropli sptaszczonej). Preparaty przyzyciowe bedziemy
wykorzystywac do obserwacji komorek drozdzy a barwione — postuzg do okreslenia ich
zywotnosci. Wykorzystujagc komore Thoma policzymy komérki drozdzy (zarodniki plesni)
w sporzgdzanych preparatach, w kropli sptaszczonej, ktére takze wykorzystamy do
obserwacji morfologii  plesni  Rhizopus  nigricans, posiadajgcej grzybnie
jednokomorkowa, wielojgdrowg i niepodzielona.



Integracja tresci przedmiotowych:

Biologia

Jednostki dtugosci

w uktadzie SI Rozmiary i ksztatty
Budowa i zasada komorek
dziatania Budowa komorek
obiektywow i drozdzy i plesni
okularow

Chemia

Sktad chemiczny
komorek

Odczynniki i
barwniki
stosowane w
mikrobiologii

Wykorzystanie matematyki i technologii informacyjnej:

gromadzenie oraz porzgdkowanie informacji i danych niezbednych podczas
wykonywania kolejnych zadan,

wykorzystanie kamery mikroskopowej oraz programu komputerowego do
rejestrowania oraz obrobki obrazow gotowych i wykonanych samodzielnie preparatow
mikroskopowych,

tworzenie prezentacji efektow pracy w laboratorium z mikroskopem przy wykorzystaniu
programu PowerPoint.

Materiaty i sSrodki dydaktyczne:

mikroskop laboratoryjny,

kamera mikroskopowa wraz z oprogramowaniem,

komputer,

podtoza hodowlane w formie zestalonej,

materiat biologiczny (drozdze: Saccharomyces cerevisiae, plesnie: Rhizopus
nigricans),

barwniki do barwienia preparatow przyzyciowych drozdzy,

szkto i drobny sprzet laboratoryjny,

instrukcje do ¢wiczen laboratoryjnych,

karty pracy.



Metody pracy:

- praca z mikroskopem (obserwacje mikroskopowe),

- praca z kamerg mikroskopowg i programem komputerowym do rejestrowania i
obrébki obrazow mikroskopowych,

- praca z podtozami mikrobiologicznymi (sporzgdzanie podtoza statego w ptytkach
Petriego),

- praca z materiatem biologicznym i barwnikami (posiew grzybow na podtoze state,
przygotowanie prostych i barwionych przyzyciowych preparatow mikroskopowych),

- dyskusja i poréwnanie wynikéw,

- praca z komputerem (obliczenia z wykorzystaniem arkusza kalkulacyjnego Excel
oraz przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint).

Etapy projektu:

etap dzialania czas

Organizacja - ustalenie stanowisk pracy,

- poznanie podstawowych urzgdzen oraz narzedzi
niezbednych podczas realizacji zadan,

- omowienie zasad bezpieczenstwa i higieny pracy 30 minut
z barwnikami stosowanymi w laboratorium
mikrobiologicznym,

- poznanie podstawowych zasad sporzgdzania
preparatow mikroskopowych drozdzy i plesni,

- poznanie zasad postugiwania sie hemocytometrem
(komora Thoma).

Planowanie - przedstawienie zadan do realizacji podczas zaje¢
- ustalenie kolejnos$ci i czasu wykonywania 20 minut
poszczegoblnych zadan

Realizacja 1. Posiew drozdzy Saccharomyces cerevisiae i
ple$ni Rhizopus nigricans na podioze state (ptytki 30 minut

Petriego) w komorze laminarnej,
2. Ogladanie i opisywanie wzrostu kolonii drozdzy

Saccharomyces cerevisiae oraz Rhizopus 20 minut
nigricans wyrostych w ptytkach Petriego.
3. Obserwacja pod mikroskopem kolonii plesni 10 minut
Rhizopus nigricans z hodowli w ptytkach
Petriego,
4. Sporzadzanie i obserwacja mikroskopowa plesni i
15 minut

Rhizopus nigricans w kropli sptaszczonej z
dodatkiem barwnika (fuksyna),
5. Sporzgdzanie barwionego btekitem metylenowym
preparatu przyzyciowego drozdzy 20 minut
Saccharomyces cerevisiae w kropli sptaszczonej i
badanie zywotnosci komoérek drozdzy



6. Obliczanie ilosci komorek drozdzy 30 minut
Saccharomyces cerevisiae, przy uzyciu komory
Thoma (hemocytometru),

7. Obserwacja hodowli i preparatéw przy uzyciu
kamery mikroskopowej i rejestracja obrazow w
komputerze oraz na przenosnym dysku

8. Przygotowanie prezentacji w  programie
PowerPoint z wykonanych w ramach zajec¢ badan
i obserwacji oraz z wyciggnietych wnioskow. 90 minut

20 minut

Prezentacja - karty pracy, -
- prezentacja wykonana w programie PowerPoint.

Ocena - samoocena (uczen), -
- ocena opisowa (nauczyciel).

Szczeqolowy opis zadan na etapie realizacji projektu:

Zadanie 1.

Posiew drozdzy Saccharomyces cerevisiae i plesni Rhizopus nigricans na podtoza
state (ptytki Petrieqo) w komorze laminarnej

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Drobnoustroje czerpig niezbedne sktadniki pokarmowe dla swojego wzrostu i rozwoju z
podtoza, wprowadzonego w sposéb jatowy do sterylnego szkia laboratoryjnego (ptytek
Petriego). Tylko wtedy, gdy zapewnimy réwnie jatowe warunki podczas posiewu mozemy
oczekiwac¢, ze mikroorganizmy wyrosng i to tylko te, ktére oczekujemy. Takie sterylne
warunki zapewniajg komory laminarne, w ktérych uczniowie bedg dokonywali posiewow
drozdzy Saccharomyces cerevisiae i plesni Rhizopus nigricans z gotowych hodowli w
ptytkach Petriego na przygotowane na stanowisku pracy dla kazdego ucznia gotowe,
zestalone podtoze w jatowych ptytkach Petriego.

Mozliwe trudno$ci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnos$ciami)

Podstawowe trudnosci, na ktére uczeh moze natkng¢ sie podczas realizacji zadania to
przede wszystkim przerwanie powierzchni zelu agarowego (zbyt mocny nacisk ezy na
podtoze) oraz zakazenie wtdrne poditoza drobnoustrojami z powietrza, w przypadku, gdy
uczen wykonuje posiew zbyt blisko brzegu komory laminarne;.

Te trudnosci wynikajg z braku wprawy i doswiadczenia w postugiwaniu sie sprzetem
laboratoryjnym oraz znajomos$ci przez uczniow podstawowych technik stosowanych
podczas posiewu réznych grzybdw (za pomocg ezy, pincety i igty).

Najlepszym rozwigzaniem, ktore bedzie skutkowato wyeliminowanie wszystkich
wymienionych trudnosci jest przygotowanie sie uczniow do zaje¢, doktadne postepowanie
zgodne z instrukcjami opisujgcymi realizacje zadania, a takze skupienie podczas zajec i
wspotpraca z prowadzgcym. Uczen powinien stara¢c sie wykonywaC polecenia
nauczyciela i nie wahac sie prosi¢ o pomoc, gdy ma jakiekolwiek watpliwo$ci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Uczniowie pracujg w parach i dokonujg posiewu na podtoze state w ptytkach Petriego, w
komorze laminarnej. Wszystkie czynnosci podczas posiewu wykonujg w oparciu o
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instruktaz, nadzoér i pomoc prowadzgcego c¢wiczenia oraz w oparciu o informacje

znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla uczniow.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazoéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_1 przygotowanej dla uczniédw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg ...)

Szczegdlng uwage podczas wykonywania zadania 1 nalezy zwrdcic na nastepujgce

kwestie:

s w przypadku drozdzy:

e posiewu nalezy dokona¢ w komorze laminarnej, przy wtaczonym palniku,

e eze, ktorg bedziemy przenosi¢ materiat biologiczny, nalezy kazdorazowo wyzarzy¢ w
ptomieniu palnika, zaréwno przed, jak i po wykonaniu posiewu,

e po wyzarzeniu ezy zaczekaC chwile przed pobraniem materiatu biologicznego,
poniewaz zbyt gorgca eza moze zniszczy¢ mikroorganizmy,

e oczkiem ezy pobra¢ z ptytki wzorcowej niewielkg ilo§¢ drozdzy (2-3 razy dotkngc
powierzchni wyrostych kolonii), widocznych gotym okiem,

e nanosi¢c materiat biologiczny na powierzchnie zestalonego poditoza delikatnie,
wykonujac linie za pomocg ezy (ksztattu zygzakowatego, falistego, szachownicy itp.),
uwazajgc zeby nie uszkodzi¢ podtoza,

e przed wiozeniem ptytki do cieplarki nalezy pisakiem, na wierzchniej jej czesci, wpisac
date i inicjaty (imie, nazwisko) osoby dokonujgcej posiewu,

e plytki po posiewie inkubowaé w cieplarce, w temperaturze 30°C.

% w_przypadku plesni:

e prace nalezy wykonywa¢ w komorze laminarnej przy witgczonym palniku gazowym,

e szczypce i igte nalezy kazdorazowo przesung¢ w ptomieniu palnika, zaréwno przed,
jak i po wykonaniu posiewu,

e wprowadzajgc plesn na podtoze hodowlane do ptytki nalezy uchyla¢ wieczko ptytki w
jak najmniejszym stopniu, aby unikng¢ zakazen z otoczenia,

e materiat biologiczny (strzepki plesni) pobra¢ z gotowej opisanej hodowli plesni
Rhizopus nigricans, znajdujgcej sie w ptytce Petriego, w komorze laminarnej,
wyjatowiong pinceta, ucinajac je (strzepki) nad podtozem i przy pomocy igty ,odktadac”
materiat z pincety w kilku miejscach (4-6) na powierzchnie podtoza swojej ptytki,
czynigc to delikatnie, by go nie uszkodzic,

e przed wiozeniem ptytki do cieplarki nalezy pisakiem, na wierzchniej jej cze$ci, podac
date i inicjaty (imie i nazwisko) osoby dokonujgcej posiewu.

e plytki po posiewie inkubowaé w cieplarce, w temperaturze 30°C.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie pracy ucznia, w ramach wykonywania zadania 1, oczekuje sie opanowania

przez niego techniki wykonywania posiewu drozdzy i plesni na podtoza state (ptytki

Petriego) w komorze laminarnej. Oczekiwanym efektem pracy ucznia bedzie réwniez

wyhodowanie w ptytkach Petriego grzybow, ktére bedg podstawg do sporzgdzania

preparatéw przyzyciowych i barwionych oraz bedg wykorzystywane do charakterystyki
kolonii wyrostych drobnoustrojéw.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna




Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest nadzorowanie wykonywanych przez
ucznia czynnosci, wspieranie go, motywowanie pytaniami i sugestiami, zachecanie do
cierpliwej oraz spokojnej pracy. Nauczyciel powinien nadzorowac¢ prace ucznia, jednak
nie powinien wykonywac¢ pracy za niego nawet, jesli jakies zadanie zajmuje uczniowi
wiecej czasu, niz pozostatym uczestnikom zaje€. Uczen powinien mie¢ szanse
sprawdzenia sie, wykazania samodzielnoscig, kreatywnoscig, jednoczesnie jednak nie
powinien sie ba¢ czy wstydzi¢ zadawacC pytania. Oczekuje sie tez od nauczyciela
wspotpracy w przydzielaniu gotowych (juz po inkubacji) ptytek Petriego z koloniami
grzybow. Rolg nauczyciela jest rowniez zapewnienie optymalnego wykorzystania komor
laminarnych tak, aby uczniowie mogli sprawnie wykonywac posiewy drozdzy i plesni.
Sprawdzajg tez poprawnos$¢ oznakowania ptytek Petriego oraz umieszczenia ich we
wiasciwych inkubatorach.

Zadanie 2.

Ogladanie i opisywanie wzrostu kolonii_drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz
plesni Rhizopus nigricans wyrostych w plytkach Petriego

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Drobnoustroje rosngce na podtozach statych tworzg charakterystyczne skupienia duzych
ilosci komérek, zwane koloniami, ktére sg widoczne gotym okiem. Podioza state nie
umozliwiajg drobnoustrojom swobodnego przemieszczania sie (jak w pozywkach
ptynnych), dlatego powstajgce w wyniku kolejnych podziatow olbrzymie ilosci komorek
zajmujg ograniczong przestrzen. W hodowli na podtozu statym, w zaleznosci od
umiejscowienia komoérek w koloniach, warunki wzrostu sg rézne. W strefie obwodowe;j
kolonii istnieje najlepszy dostep do pozywki i tlenu. Tutaj tez jest najmniejsze stezenie
substancji toksycznych. Inaczej jest w strefie Srodkowej i gérnej, gdzie dostep do
sktadnikdw pokarmowych jest utrudniony. Wewnagtrz kolonii wystepuje takze najwieksze
stezenie produktdow przemiany materii i mniejszy dostep tlenu. Jak z tego wynika
zréznicowane warunki wzrostu wptywajg decydujgco na charakterystyczny, dla ré6znych
gatunkéw, ksztatt i wyglad kolonii. Jedne tworzg tzw. ptaskie, ,rozlane” kolonie, inne majg
ksztatt dwuwypuktej soczewki. Cechy kolonii (wielkos¢, ksztaft, zarys linii brzegowej,
barwa i inne) sg wykorzystywane do identyfikacji gatunkow, jako pomocnicze cechy
diagnostyczne.

Uczniowie, na podstawie obserwacji makroskopowych (gotym okiem) okreslg cechy
morfologiczne posiewanych grzybow - drozdzy Saccharomyces cerevisiae i plesni
Rhizopus nigricans oraz okreslg tagczace je cechy wspdlne oraz cechy réznicujgce.
Mozliwe trudnod$ci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie z
trudnosciami

Trudnosci podczas realizacji tego zadania mogg wynika¢ przede wszystkim z
niedostatecznego opanowania przez ucznia podstaw teoretycznych, dotyczgcych
znajomosci cech morfologicznych kolonii drobnoustrojow i stosowanych okreslen.
Najlepszym rozwigzaniem jest przygotowanie sie ucznia do zaje¢ a takze skupienie sie
ucznia podczas ich trwania i wspotpraca z prowadzacym. Uczen powinien staracC sie
wykonywacé polecenia nauczyciela i nie wahac sie prosi¢ o pomoc w sytuacjach, kiedy ma
jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)
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Kazdy uczen pracuje indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc
prowadzgcego cCwiczenia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukciji
przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonaé zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji nr 2 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Szczegblng uwage podczas wykonywania zadania 2 nalezy zwrociC na okreslenie
wszystkich mozliwych do okreslenia cech morfologicznych kolonii drozdzy i plesni
wyrostych w ptytkach Petriego oraz stosowanie w tym celu prawidtowych okreslen, ktére
zostaty zawarte w Instrukcji nr 2. Zadanie nalezy wykona¢ doktadnie, wnikliwie analizujgc
wyroste kolonie drobnoustrojéw.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Wymiernym efektem pracy ucznia podczas realizacji tego zadania bedzie wypetnienie
Karty pracy do zadania 2

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela w tym zadaniu jest rozdanie uczniom ptytek Petriego z wyrostymi
koloniami grzybow (drozdzy i plesni) oraz rozdanie i nadzorowanie wypetniania przez
uczniow Karty pracy do zadania 2.

Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi radg a takze i pomocg. Powinien dawaé wskazowki i
zachecac do dziatania, jednak uczen powinien pracowac¢ samodzielnie.

Zadanie 3.

Obserwacja pod mikroskopem kolonii_plesni_Rhizopus nigricans, z hodowli_w
plytkach Petriego

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Mikroskop jest urzadzeniem, stuzgcym nie tylko do oglgdania drobnoustrojow w
preparatach przyzyciowych i utrwalanych, wykonanych na szkietkach przedmiotowych.
Okazuje sie, ze bardzo dobrze widoczne w mikroskopie mogg by¢ réwniez niektére
drobnoustroje, np. plesnie, wyhodowane na podtozu statym w ptytce Petriego.

W ramach tego zadania uczniowie bedg mogli obejrze¢ pod mikroskopem plesn Rhizopus
nigricans wyrostg w ptytce Petriego, majgcg grzybnie jednokomérkowa, ktdra nie jest
podzielona. Ksztalt i wyglagd kolonii zalezy od zréznicowanych warunkéw wzrostu
drobnoustrojow. Takie cechy kolonii jak wielkos¢, ksztalt, zarys linii brzegowej, rodzaj
powierzchni czy tez barwa sg wykorzystywane do identyfikacji gatunkéw, jako
pomochnicze cechy diagnostyczne.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
Z trudnosciami)

Podstawowe trudnosci, na ktére uczen moze natkngc sie podczas realizacji tego zadania
wynikajg zwykle z niedostatecznego opanowania podstaw teoretycznych dotyczgcych
znajomosci budowy, zasady dziatania mikroskopu, czy tez z braku cierpliwosci oraz
skupienia ze strony ucznia. Najlepszym rozwigzaniem pozostaje tutaj wtasciwe
przygotowanie sie ucznia do zajec, a takze skupienie podczas ich trwania i wspotpraca z
prowadzgcym. Uczenh powinien stara¢ sie wykonywac polecenia nauczyciela i nie wahac¢
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sie prosi¢ o pomoc w sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek watpliwo$ci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Kazdy uczen pracuje indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc

prowadzgcego cCwiczenia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukgcji

przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_3 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazowki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Szczegolng uwage podczas wykonywania zadania 3 nalezy zwrociC na nastepujgce

kwestie:

e drobnoustroje nalezy oglgda¢ najpierw pod obiektywem powiekszajgcym 5- lub 10-
krotnie. Obiektywy o wiekszym powiekszeniu bedg powodowaty tak duze powigekszenie
obrazu, ze bedzie on niemal niewidoczny, a obszar obserwacji w mikroskopie bedzie
catkowicie zaciemniony,

e wzrost plesni jest zwykle dos¢ intensywny i w zwigzku z tym powierzchnia ptytki
Petriego bywa catkowicie pokryta gestg plesnig z czarnymi zarodnikami. Skutkiem tego
obraz w mikroskopie jest czesto bardzo ciemny i niedoswietlony. Nalezy przesuwaé
ptytke Petriego na stoliku mikroskopu do chwili, kiedy w polu widzenia znajdzie sie
miejsce pokryte plesnig w mniejszym stopniu a w zwigzku z tym bedzie jasniejsze i
bardziej doswietlone. Pozwoli to doktadniej zaobserwowaé strukture badanego
materiatu biologicznego (plesni Rhizopus nigricans).

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W efekcie wykonania zadania 3 uczen powinien juz swobodnie postugiwacé sie

mikroskopem i posiada¢ umiejetnos¢ znajdowania obrazu plesni Rhizopus nigricans

wprost z ptytki Petriego, stosujgc obiektywy o réznym stopniu powiekszenia.

Oczekiwanym efektem pracy ucznia bedzie rowniez wypetnienie przez ucznia Karty

pracy do zadania 3

Wymiernym efektem pracy ucznia w efekcie realizacji zadania 3 bedg natomiast zdjecia

wykonane za pomocg kamery mikroskopowej, ktore uczen bedzie mogt zapisa¢ na dysku

przenosnym, a nastepnie zamiesci¢ w prezentacji komputerowej wykonanej w programie

PowerPoint w ramach kolejnego zadania.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i nadzorowanie

wykonywanych przez niego czynnosci. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi radg i

pomocg, dawaé wskazowki i zachecaC¢ do dziatania. Rolg nauczyciela jest takze

przydzielenie kazdemu z uczniéw ptytki Petriego z hodowlg plesni Rhizopus nigricans, z

ktérg bedzie on pracowat podczas realizacji tego zadania oraz nadzorowanie wypetniania

przez uczniow Karty pracy do zadania 3.

Zadanie 4.

Sporzadzanie i _obserwacja mikroskopowa plesni_ Rhizopus nigricans w_Kkropli
splaszczonej z dodatkiem barwnika (fuksyna)

Opis zadania (co robimy, dlaczego)
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Obserwacje cech morfologicznych i rozwojowych drobnoustrojéw prowadzi sie, stosujgc
mikroskopowe preparaty przyzyciowe. Preparatem mikroskopowym jest szkietko
przedmiotowe wraz z umieszczonym na nim materiatem biologicznym. Preparat
przyzyciowy to zywe komorki zawieszone w ptynie fizjologicznym lub kropli wody. W
ramach tego zadania uczniowie przygotowujg samodzielnie preparaty barwione fuksyng
plesni Rhizopus nigricans w kropli sptaszczonej, a nastepnie ogladajg preparaty w
mikroskopie, stosujgc obiektywy o roznym stopniu powiekszenia. Dzieki temu zadaniu
uczniowie bedg tez mogli utrwali¢ sobie zasady prawidtowego wykonywania preparatu
przyzyciowego w kropli sptaszczonej zwlaszcza, gdy wyjatowiong za kazdym razem
pincety i iglg pobierajg strzepki plesni z hodowli z ptytek Petriego.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnosciami)

Szczegdlng uwage podczas wykonywania zadania 4 nalezy zwroci¢é na nastepujgce

kwestie:

e odttuscic szkietko przedmiotowe, wykorzystujgc kawatek suchego mydetka,

e wigczyC¢ palnik gazowy przy stole laboratoryjnym,

e pobiera¢ pincetg maty fragment strzepkéw grzybni a jej skupiska rozprowadzic¢
delikatnie igtg w kropli wody z barwnikiem,

e brzeg szkietka przykrywkowego nalezy oprze¢ w poblizu kropli a nastepnie opusci¢
ukosnie na szkietko przedmiotowe, aby do wnetrza kropli nie dostaty sie pecherzyki
powietrza,

e zalecana jest cierpliwos¢ w czasie sporzgdzania preparatu jak tez opanowanie ze
strony ucznia podczas pracy z mikroskopem i szukaniem obrazu plesni.

Najlepszym rozwigzaniem niezmiennie pozostaje tutaj wlasciwe przygotowanie sie

ucznia do zajet, a takze skupienie podczas zajec€ i wspotpraca z prowadzgcym. Uczen

powinien starac sie wykonywac polecenia nauczyciela i nie wahac sie prosi¢ o pomoc w

sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Kazdy uczen pracuje indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadz6r i pomoc

prowadzgcego c¢wiczenia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji

przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykona¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji_nr_4 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazowki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Szczegdblnie podczas wykonywania tego zadania nalezy zwrdci¢ uwage na prawidtowe

wykonanie preparatu, ktore zostato opisane w Instrukcji nr 4. Fragment grzybni do

badan najlepiej jest pobierac z ptytki Petriego przy pomocy pincety. Nalezy byé czujnym,
aby pobrac reprezentatywny fragment grzybni, a wiec taki, w ktérym bedzie obecna cata
grzybnia, ze strzepkami, sporangioforami i sporangiosporami (zarodnikami). Nalezy tez
uwazac, zeby nie pobra¢ zbyt duzo materiatu biologicznego, poniewaz na szkietku
przedmiotowym, pod szkietkiem przykrywkowym, stworzy on zbitg, ciemng mase, ktéra

w mikroskopie bedzie widoczna jak duza, czarna plama, bez mozliwosci

zaobserwowania elementow budowy grzybni.
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Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

W trakcie wykonywania zadania uczen opanowuje zasady prawidtowego wykonywania
jednego z podstawowych preparatow wykonywanych w laboratorium mikrobiologicznym,
jakim jest preparat przyzyciowy w kropli sptaszczonej. Doskonali przy tym technike
mikroskopowania oraz wypetnia karte pracy do zadania 4.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i
nadzorowanie wykonywanych przez niego czynnosci. Nauczyciel powinien stuzyé
uczniowi radg i pomocg oraz zacheca¢ go do dziatania, jednak uczen powinien
pracowa¢ samodzielnie. Nauczyciel nadzoruje wypetnianie przez uczniéw Karty pracy
do zadania 4. Rolg nauczyciela jest rowniez rozdanie uczniom, w razie potrzeby,
szkietek przedmiotowych i przykrywkowych a takze zabezpieczanie zuzytych
preparatow mikroskopowych oraz sprzetu po wykonaniu zadania.

Zadanie 5.

Sporzadzanie barwioneqo btekitem metylenowym preparatu przyzyciowego

drozdzy Saccharomyces cerevisiae w_kropli_sptaszczonej i badanie zywotnosci

komorek drozdzy

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Przyzyciowe preparaty barwione drozdzy sporzgdza sie przede wszystkim do badania

ich zywotnosci i wykrywania substancji zapasowych w ich komoérkach. Jako materiat

badawczy postuzg hodowle drozdzy Saccharomyces cerevisiae. Sporzgdzany bedzie,

barwiony btekitem metylenowym, preparat drozdzy. Barwienie jest to proces fizyko-

chemiczny polegajgcy na wniknieciu barwnika do wnetrza komorki mikroorganizmu i

utworzeniu barwnego kompleksu z cytoplazmg lub wewnatrz-komdrkowymi strukturami

komoérki. Barwienie ma na celu utatwienie obserwacji cech morfologicznych i

diagnostycznych komorek mikroorganizméw. W ramach zadania uczniowie przygotujg

preparat przyzyciowy drozdzy w kropli sptaszczonej z dodatkiem Dbtekitu

metylenowego. Bedg oglgdaé preparat w mikroskopie pod odpowiednim

powiekszeniem obiektywu (40x). Martwe komorki barwig sie na niebiesko, natomiast

zywe pozostajg niezabarwione. Uczniowie obliczg procent komérek zywych w badanej

populaciji.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnos$ciami)

Podstawowe trudnosci, na ktore uczen moze natkngl sie podczas realizacji tego

zadania mogg wynikac z:

- niedostatecznego opanowania przez ucznia podstaw teoretycznych dotyczgcych
znajomosci budowy komorki drozdzy i zasady dziatania mikroskopu,

- braku podstaw teoretycznych dotyczgcych sposobu przygotowania preparatu
przyzyciowego,

- braku cierpliwosci i skupienia ze strony ucznia w czasie przygotowania preparatu a
takze opanowania podczas pracy z mikroskopem,

-z wydluzania czasu oglgdania preparatu, ktory nalezy oglgda¢ natychmiast po
wykonaniu, poniewaz wraz z uptywem czasu barwnik przenika réwniez do zywych
komorek, barwigc je na niebieski kolor.

14



Nalezy tez pamietaC, ze preparat przyzyciowy drozdzy mikroskopuje sie przy
powiekszeniu obiektywu 40x (obiektyw suchy). Wiasciwe przygotowanie sie ucznia do
zajeC, a takze skupienie podczas ich trwania i wspétpraca z prowadzgcym znacznie
utatwig wtasciwg realizacje zadania. Uczen powinien stara¢ sie wykonywac polecenia
nauczyciela i nie wahac¢ sie prosic o pomoc w sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek
watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Kazdy uczen pracuje samodzielnie, samodzielnie tez wykonuje preparat i barwienie, w
oparciu o instruktaz, nadzér i pomoc prowadzgcego ¢wiczenia oraz w oparciu o
informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr 5 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazdwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)
Szczegodlng uwage podczas wykonywania zadania 5 nalezy zwréci¢ na prawidtowe
wykonanie preparatu, ktére zostato opisane w Instrukcji nr 5. Materiat biologiczny nalezy
przenies¢ na szkietko przedmiotowe przy pomocy pipety, doda¢ barwnika i przykryc
szkietkiem przykrywkowym.

Nalezy tez pamietac¢, aby preparat w mikroskopie byt wkasciwie doswietlony i wyrazny.
Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Wymiernym efektem pracy ucznia w efekcie realizacji zadania 5 bedg zdjecia
preparatow mikroskopowych, ktore uczen wykona samodzielnie. Zdjecia te uczen
bedzie mogt zapisaC na dysku przenosnym, a nastepnie zamiesci¢ w prezentaci
komputerowej wykonanej w programie PowerPoint w ramach kolejnego zadania. Uczen
tez wypetnia Karte pracy do zadania 5, zwracajgc uwage na roznice w zabarwieniu
komorek zywych i martwych drozdzy.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i
nadzorowanie jego pracy i unikania wykonywania pracy za niego. Uczen powinien miec
szanse wykazania sie samodzielnoscig. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi radg i
pomocg, powinien dawac¢ wskazowki pomagajgce w wykonaniu zadania oraz powinien
nadzorowaC prace ucznia. Rolg nauczyciela jest rowniez rozdanie uczniom
dodatkowych, w razie potrzeby, szkietek przedmiotowych i przykrywkowych,
wykorzystywanych do sporzgdzania preparatow mikroskopowych z dodatkiem barwnika,
a takze zabezpieczanie zuzytych preparatéw oraz sprzetu po wykonaniu zadania.

Zadanie 6.

Obliczanie ilosci komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae, przy uzyciu komory
Thoma (hemocytometru)

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Jest wiele metod liczenia komorek drobnoustrojow. Do stosunkowo szybkich nalezg
metody bezposredniego liczenia drobnoustrojow pod mikroskopem. W tej grupie wyrdznia
sie mikroskopie fluorescencyjng (DEFT), umozliwiajgcg oznaczenie komoérek martwych i
zywych oraz grupe metod wykorzystujgcych komory do liczenia drobnoustrojow. Komory
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pod mikroskopem to najczesciej szklane ptytki z wycietym wgtebieniem, podzielonym na

kwadraty lub prostokaty o znanej powierzchni. Po naniesieniu rozcienczenia do komory

dokonuje sie liczenia komérek widocznych w obrazie mikroskopowym, a nastepnie
przelicza sie ich liczbe na 1 cm® badanego materiatu. W laboratorium wykorzystana
bedzie komora Thoma, ale znane sg tez komory: Howarda, Borkera, Fuch Rosenthala.

Mozliwe trudnodci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie

Z trudnos$ciami)

Podstawowe trudnosci, na ktére uczeh moze natkngc sie podczas realizacji tego zadania

wynikajg z:

- niedostatecznego opanowania przez ucznia techniki mikroskopowania, zwtaszcza,
gdy zachodzi potrzeba odszukania siatki komory Thoma, wygrawerowanej na
specjalnym szkietku przedmiotowym,

- braku starannosci i doktadnosci podczas sporzgdzania preparatu,

- braku cierpliwosci, skupienia i opanowania ze strony ucznia podczas pracy z
mikroskopem.

Najlepszym rozwigzaniem niezmiennie pozostaje tutaj wtasciwe przygotowanie sie ucznia

do zajecC, a takze skupienie podczas zajeC i wspotpraca z prowadzgcym zajecia. Uczen

powinien staracC sie wykonywac polecenia nauczyciela i nie wahaé sie prosi¢ o pomoc w

sytuacjach, kiedy ma jakiekolwiek watpliwosci.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...

Kazdy uczen pracuje indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadz6r i pomoc

prowadzgcego c¢wiczenia oraz w oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji

przygotowanej dla ucznia.

Sposéb wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w

Instrukcji nr 6 przygotowanej dla ucznidw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata

umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazowki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Szczegdlng uwage podczas wykonywania zadania 6 nalezy zwrdoci¢é na prawidtowe

wykonanie preparatu, ktore zostato opisane w Instrukcji nr 6. Materiat biologiczny nalezy

odpowiednio rozcienczy¢ ptynem fizjologicznym, przenies¢ na szkietko przedmiotowe z

naniesiong siatkg (komorg Thoma) i przykry¢ szkietkiem przykrywkowym. Liczy sie ilos¢

komorek obecnych w matych kwadratach, dodaje potowe z tych znajdujgcych sie na
liniach i przelicza sie wynik na liczbe komérek w 1cm?.

Szczegolng uwage podczas wykonywania tego zadania nalezy zwréci¢ na to, zeby

preparat w mikroskopie byt wiasciwie doswietlony i wyrazny, co utatwi liczenie komérek

drobnoustrojow w 5 duzych i 80 matych kwadracikach komory Thoma.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Spodziewanym efektem pracy ucznia podczas realizacji zadania 6 bedzie doskonalenie

techniki mikroskopowania oraz wypetnienie Karty pracy do zadania 6.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i nadzorowanie

jego pracy przy mikroskopie. Nauczyciel powinien nadzorowac prace ucznia, jednak

powinien unika¢ wykonywania pracy za niego. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi radg i

pomocg, powinien dawa¢ wskazowki, utatwiajgce wykonanie zadania oraz powinien
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nadzorowacC prace ucznia. Rolg nauczyciela jest roéwniez zabezpieczenie zuzytych
preparatéw mikroskopowych oraz sprzetu po wykonaniu zadania.

Zadanie 7.

Obserwacja hodowli i preparatéow, przy uzyciu kamery mikroskopowej i rejestracja
obrazéw w komputerze i na przenosnym dysku

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Obserwacje mikroskopowe pozwalajg stwierdzi¢ obecnos¢ drobnoustrojow w badanych
probach, jednak z punktu widzenia poznawczego i edukacyjnego, wazna jest rowniez
mozliwos¢ zapisu i obrobki obrazow preparatéw mikroskopowych. Uczniowie bedag
mieli takg mozliwos¢ dzieki wykorzystaniu w laboratorium kamery mikroskopowej,
umozliwiajgcej rejestracje obrazéw z hodowli na podtozu statym (ptytki Petriego) oraz
wykonanych preparatow. W pakiecie z kamerg znajduje sie program komputerowy,
ktéry umozliwi uczniom zapisanie obrazu preparatu na komputerze, a nastepnie na
wtasnym dysku przenosnym, co umozliwi wykorzystanie zapisanych zdje¢ w
prezentacji przygotowywanej w programie PowerPoint.

Mozliwe trudno$ci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie z
trudnosciami)

Nie przewiduje sie szczegolnych trudnosci, ktére mogtyby zaleze¢ od ucznia czy tez
nauczyciela, w trakcie wykonywania tego zadania.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

W laboratorium mikrobiologicznym znajduje sie jeden komputer i mikroskop wyposazony
w kamere mikroskopowg. Kazdy uczen pracuje indywidualnie, przy tym komputerze i
mikroskopie, w oparciu o instruktaz, nadzor i pomoc prowadzgcego ¢wiczenia oraz w
oparciu o informacje znajdujgce sie w instrukcji przygotowanej dla ucznia.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonac zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji nr 7 przygotowanej dla uczniow wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczyé, co pomingg, ...)
Szczegoblng uwage podczas wykonywania tego zadania nalezy zwrdci¢ na to, zeby
ptytka z hodowlg i preparat w mikroskopie byty wtasciwie doswietlone i wyrazne tak, aby
w efekcie uzycia kamery uzyskac zdjecia wysokiej jakosci, pozwalajgce na obserwacje
jak najwiekszej ilosci szczegotow.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Wymiernym efektem pracy ucznia w efekcie realizacji zadania 6 bedg zdjecia plesni
(Rhizopus nigricans) z hodowli w ptytce Petriego, samodzielnie wykonanych preparatow
przyzyciowych drozdzy (Saccharomyces cerevisiae) barwionych btekitem metylenowym
oraz gotowe zdjecia roznych grzybow wykorzystywanych w technologii zywnosci.
Zdjecia te uczen bedzie mogt zapisaC na dysku przenosnym, a nastepnie zamiesci¢c w
prezentacji komputerowej wykonanej w programie PowerPoint w ramach kolejnego
zadania.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna

Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia i
nadzorowanie jego pracy przy mikroskopie, kamerze i komputerze. Nauczyciel powinien
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nadzorowacC prace ucznia. Powinien unikaC wykonywania pracy za niego. Uczen
powinien mie¢ szanse wykazania sie samodzielnoscig i umiejetnoscig wykonywania
prostych zadan w komputerze, np. zapisywania danych na dysku przenosnym.
Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi radg i pomocg, powinien dawaC wskazowki
pomagajgce w wykonaniu zadania oraz powinien nadzorowac prace ucznia.

Zadanie 8.

Przygotowanie prezentacji w programie PowerPoint z wykonanych w ramach zajec¢,
badan, prowadzonych obserwacji oraz wyciagnietych wnioskéw

Opis zadania (co robimy, dlaczego)

Zadaniem wykonywanym w laboratorium komputerowym, bedgcym podsumowaniem
prowadzonej pracy w laboratorium mikrobiologicznym, jest sporzadzenie krotkiej
prezentacji w programie PowerPoint, w ktdrej uczniowie zamieszczajg najistotniejsze
informacje zwigzane z tematykg realizowanego projektu. Dotgczajg do tych opracowan
takze samodzielnie przez uczniow wykonane w laboratorium mikrobiologicznym zdjecia
obrazéw mikroskopowych oraz zamieszczajg wnioski wyptywajgce ze zgromadzonego
materiatu faktograficznego podczas realizacji tematu.

Mozliwe trudnosci w czasie realizacji zadania (zapobieganie, radzenie sobie
z trudnosciami)

Realizacja tego zadania wymaga od uczniow znajomosci podstaw programu PowerPoint,
ktéra pozwoli na stworzenie prezentacji stanowigcej podsumowanie wykonanych badan,
analiz i obserwaciji. Trudnosci w czasie realizacji tego zadania mogg wynika¢ przede
wszystkim z niedostatecznej znajomosci przez ucznidéw obstugi komputera i programu
PowerPoint, ktory bedzie niezbedny do prawidtowego wykonania tego zadania.

Kto wykonuje zadanie (uczen samodzielnie, uczniowie w parach, ...)

Przy jednym mikroskopie znajduje sie jeden uczen i dlatego kazdy uczen pracuje
indywidualnie, w oparciu o instruktaz, nadzér oraz pomoc prowadzgcego.

Sposob wykonania

Zadanie to nalezy wykonac¢ zgodnie z informacjami i wskazéwkami zamieszczonymi w
Instrukcji_nr 8 przygotowanej dla uczniéw wykonujgcych zadanie. Instrukcja zostata
umieszczona w dalszej czesci opracowania.

Wskazéwki dla ucznia (na co zwrdci¢ uwage, czego nie przeoczy¢, co pomingg, ...)

Ze wzgledu na to, ze czasu na wykonanie tego zadania jest stosunkowo niewiele, uczen
powinien przede wszystkim zwroci¢ uwage na wiasciwe rozplanowanie sobie zadan, tak
zeby zdgzyt wykonaé zadanie w zatozonym czasie. Powinien sie skupi¢ na wykonywanej
pracy, wykonywaé prezentacje samodzielnie. On sam powinien szukaé rozwigzan i
pomystow na zaprezentowanie zgromadzonego materialu oraz wiasnej wiedzy. W
prezentacji uczen powinien skupi¢ sie przede wszystkim na wiasnych obserwacjach,
zdobytych podczas zaje¢ doswiadczeniach, spostrzezeniach i odczuciach, a nie na
wiedzy ksigzkowej i teoretyczne;.

Oczekiwany efekt pracy ucznia (zdjecie, wypetniona karta pracy, ...)

Efektem pracy ucznia w ramach tego zadania bedzie opracowanie wykonane w
programie PowerPoint zawierajgce obserwacje, wyniki badan, zdjecia oraz wnioskKi
wynikajgce z realizowanych zadan w ramach zaje¢ laboratoryjnych.

Oczekiwania wobec nauczyciela opiekuna
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Rolg nauczyciela podczas realizacji tego zadania jest instruowanie ucznia oraz
nadzorowanie wykonywanych przez niego zadan. Uczehn powinien mie¢ szanse
wykazania sie samodzielnoscig i kreatywnoscig. Nauczyciel powinien stuzy¢ uczniowi
radg i pomocg podczas wykonywania prezentacji, powinien dawac¢ wskazowki,
stymulowac¢ do dziatania, jednak nie powinien podsuwac¢ gotowych rozwigzan.

Rolg nauczyciela jest rowniez zebranie wszystkich gotowych opracowan na jeden dysk
przenosny w celu oceny pracy ucznia wykonanej podczas zajec.

Instrukcja - krok po kroku dla ucznia (w jezyku ucznia)

Instrukcja nr 1.

Instrukcja posiewu drozdzy Saccharomyces cerevisiae i plesni Rhizopus nigricans na

podtoze state w ptytkach Petriego, w komorze laminarnej:

% w przypadku drozdzy:

e Opisz pisakiem ptytke Petriego z zestalonym, gotowym podfozem, podajgc na jej
wierzchu: date posiewu, inicjaty wykonujgcego posiew (imie, nazwisko), nazwe grzyba -
S.c,

e tak opisang swojg ptytke umies¢ w komorze laminarne;j,

e eze wyzarz trzymajgc jg pionowo przez kilka, kilkanascie sekund w ptomieniu palnika,

e po wyzarzeniu ezy zaczeka¢ chwile przed pobraniem materiatu biologicznego,
poniewaz zbyt gorgca eza moze zniszczy¢ mikroorganizmy,

e uchyl wierzchnig ptytke z gotowg (wyrostg) hodowlg drozdzy, znajdujgca sie w komorze
laminarnej i dotknij ezg delikatnie 2-3 razy powierzchni podtoza z widocznymi gotym
okiem koloniami drozdzy,

e otwodrz nastepnie swojg opisang ptytke i nanies materiat biologiczny na powierzchnie
zestalonego podtoza delikatnie, wykonujgc linie za pomocg ezy (ksztattu
zygzakowatego, falistego, szachownicy itp.), uwazajgc zeby nie uszkodzi¢ podtoza, nie
whbijaj tez oczka ezy w gigb podtoza,

e zamknij w komorze laminarnej swojg ptytke oraz ptytke wzorcowg z wyrostg hodowlg
drozdzy,

e wyzarz eze i odtoz jg do zlewki w komorze laminarnej,

e plytke z wykonanym posiewem wyjmij z komory laminarnej i wstaw do cieplarki, celem
inkubacji w temperaturze 30°C.

% w przypadku plesni:

e 0pisz pisakiem swojg ptytke Petriego z zestalonym, gotowym podtozem, podajgc na jej
wierzchu: date posiewu, inicjaty wykonujgcego posiew (imie, nazwisko), nazwe grzyba -
R.n.,

e uchyl wierzchnig ptytke z wyrostg, gotowg do posiewu, hodowlg plesni, znajdujgca sie w
komorze laminarnej i oprzyj na ptytce spodniej, odkrywajac jg czesciowo, aby unikngc
ewentualnych zakazen z otoczenia,

e szczypce i igte, ktorymi bedziemy przenosi¢ materiat biologiczny (plesn), nalezy
kazdorazowo przesung¢ w ptomieniu palnika, zaréwno przed, jak i po wykonaniu
posiewu,
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pobierz (strzepki plesni Rhizopus nigricans) z gotowej hodowli, znajdujgcej sie we
wzorcowej ptytce Petriego, wyjatowiong pincetg, ucinajgc je (strzepki) nad podtozem i
przy pomocy igty ,odktadaj” materiat z pincety w kilku miejscach (4-6) na powierzchnie
podtoza w swojej opisanej ptytce, czynigc to delikatnie, by go nie uszkodzic,

e wyzarz pincete i igte oraz odtéz je do zlewki w komorze laminarnej,

e zamknij swojg ptytke z posianymi grzybami,

e plytke z wykonanym posiewem wyjmij z komory laminarnej i wstaw do cieplarki, celem
inkubacji w temperaturze 30°C.

Instrukcja nr 2.

Instrukcja oglgdania i opisywania wzrostu kolonii drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz

plesni Rhizopus nigricans wyrostych w ptytkach Petriego

- przygotuj ptytki Petriego z wyrostymi koloniami drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz
plesni Rhizopus nigricans,

- przyjrzyj sie koloniom, ktére wyrosty na powierzchni podtozy i scharakteryzuj je, osobno
drozdze i plesnie, wspomagajac sie informacjami podanymi ponizej,

v' Wielko$¢ kolonii — duze, s$rednie, mate, drobne, S$rednica kolonii podana w
milimetrach,
v' Ksztatt kolonii:

e EHIN‘L/] 1
-~ oL = 23
@, O (s AN ZN

okraglty owalny nieregularny g¢wiazdkowaty promienisty

v Brzeg kolonii:

rowny falisty zatokowaty postrzepiony nitkowaty

v' Powierzchnia kolonii: gtadka, szorstka, pomarszczona, nitkowata, ziarnista,
matowa, btyszczaca itp.,
v" Wyniostos$¢ kolonii ponad powierzchnie podtoza:

— e O 5 e

ptaska lekko wypukia stozkowata kraterowata
wzniesiona

v Kolor kolonii: barwa samej kolonii np. biata, kremowa, bezowa, z6ita; zabarwienie
podtoza wokét kolonii, strefa przejasnienia wokot kolonii itp.,

v Przejrzystos¢ kolonii: przejrzysta, metna, opalizujgca, nieprzejrzysta

v' Konsystencje kolonii, ktérg sprawdza sie za pomocg ezy i okresla jako: sucha,
lepka, Sluzowatg, mazista,

v Zapach kolonii — mydlany, kwasny, piwa, miodu, kasztanéw, gnilny itp.,
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v Wyglad i zabarwienie grzybni, zmiany barwy w czasie zarodnikowania, zmiany
barwy od spodu grzybni,

v" Obecnos¢ stref koncentrycznych,

v" Rodzaj powierzchni kolonii np. wetniasta, widknista, puszysta, zbita, skérzasta itp.

Wypetnij Karte pracy do zadania 2.

Instrukcja nr 3.

Instrukcja obserwacji pod mikroskopem kolonii plesni Rhizopus nigricans z hodowli w

ptytkach Petriego

ustaw pokretto potencjometru na najmniejszy wskaznik jasnosci,

wigcz mikroskop do gniazda pradu,

za pomocg sruby makrometrycznej opus¢ stolik mikroskopu w najnizsze potozenie,
umies¢ otwartg ptytke Petriego z wyrostymi plesniami Rhizopus nigricans na stolik
przedmiotowy mikroskopu,

wigcz oswietlenie mikroskopu,

pokrettem potencjometru zwieksz oswietlenie,

za pomocg urzgdzenia rewolwerowego z obiektywami ustaw najpierw obiektyw
powiekszajgcy 5- lub 10-krotnie w osi optycznej mikroskopu,

stolik z ptytkg maksymalnie przybliz do obiektywu, jednak tak, zeby go nie dotykat;
czynnosc te koniecznie obserwuj na poziomie stolika, czyli patrzgc z boku, a nie w
okular mikroskopu,

obserwujgc kolonie przy matym powiekszeniu (obiektyw 5x lub 10x), aparat oswietlajgcy
Abbego opus¢ maksymalnie w dof,

patrzgc w okular upewnij sie, ze pole widzenia w mikroskopie jest jasne i wtasciwie
oswietlone, swiatto nie razi w oczy, a jednoczesnie dobrze oswietla pole widzenia w
mikroskopie; w razie koniecznosci dostosuj jasno$¢ obrazu do swojego oka za pomocg
pokretta potencjometru oraz aparatu Abbego ,

po ustawieniu stolika z ptytkg Petriego, patrzgc w okular, bardzo powoli opuszcza;j stolik
za pomocg sruby makrometrycznej, az do chwili znalezienia obrazu,

jezeli obraz nie zostanie znaleziony, woéwczas nalezy podnies¢ stolik ponownie do géry,
blisko obiektywu, ale tak zeby nie dotykat materiatu biologicznego i ponownie, bardzo
powoli, opuszczaj stolik z preparatem az do chwili uzyskania obrazu,

za pomocg sruby mikrometrycznej uzyskaj ostry obraz preparatu,

skonsultuj otrzymany obraz z prowadzgcym zajecia,

narysuj obraz widziany w mikroskopie w karcie pracy do zadania 3,

opus¢ stolik mikroskopu w dét i za pomocg urzadzenia rewolwerowego z obiektywami
ustaw obiektyw powiekszajgcy 40-krotnie w osi optycznej mikroskopu,

stolik z oglgdanym materiatem biologicznym maksymalnie przybliz do obiektywu, jednak
tak, zeby go nie dotykat; czynnosc te koniecznie obserwuj na poziomie stolika, czyli
patrzgc z boku, a nie w okular mikroskopu,

obserwujgc preparat przy powiekszeniu obiektywu 40x aparat oswietlajgcy Abbego
podnies z pozycji najnizszej nieco wyzej, ale nie maksymalnie do géry, tak zeby dobrze
doswietli¢ preparat, ale go nie przeswietlic,

patrzgc w okular upewnij sie, ze pole widzenia w mikroskopie jest jasne i wiasciwie
oswietlone, swiatto nie razi w oczy, a jednocze$nie dobrze oswietla pole widzenia w
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mikroskopie; w razie koniecznosci dostosuj jasnos¢ obrazu do swojego oka za pomoca
pokretta potencjometru oraz aparatu Abbego ,

po ustawieniu stolika, patrzgc w okular, bardzo powoli opuszczaj stolik za pomocg Sruby
makrometrycznej, az do czasu uzyskania obrazu,

za pomocg sruby mikrometrycznej uzyskaj ostry obraz ,

skonsultuj otrzymany obraz z prowadzgcym zajecia,

Narysuj i opisz w karcie pracy do zadania 3 obraz plesni Rhizopus nigricans widziany w
mikroskopie, stosujgc powiekszenie obiektywow 5x lub 10x oraz 40x.

Instrukcja nr 4.

Instrukcja sporzadzania preparatu i obserwacji mikroskopowej plesni Rhizopus nigricans w

kropli sptaszczonej z dodatkiem barwnika (fuksyna)

odttus¢ szkietko przedmiotowe kilkakrotnie pocierajac mydetkiem po jego powierzchni,
wytrze¢ szmatka szkietko do sucha,

wigcz palnik gazowy,

na odttuszczone szkietko przedmiotowe nanies pipetg krople wody destylowane;j,

do kropli wody destylowanej dodaj krople barwnika — fuksyny,

opal w ptomieniu palnika igte i pincete,

pobierz delikatnie nabierajgc pincetg, znad podtoza, strzepki plesni z hodowli w ptytce
Petriego,

maty fragment strzepkéw grzybni, przy pomocy igty, umies¢ w kropli na szkietku,

krople z materiatem biologicznym przykryj nastepnie szkietkiem przykrywkowym; brzeg
szkietka przykrywkowego nalezy oprze¢ w poblizu kropli, a nastepnie opusci¢ ukosnie
na szkietko przedmiotowe, aby do wnetrza kropli nie dostaty sie pecherzyki powietrza,
ponownie opal w ptomieniu palnika igte i pincete oraz odtoz je do koszyczka,

obserwuj strzepki plesni w mikroskopie pod powiekszeniem 5- i 40- krotnym,

Narysuj i opisz obrazy mikroskopowe w Karcie pracy do zadania 4.

Instrukcja nr 5.

Instrukcja sporzadzania barwionego btekitem metylenowym preparatu przyzyciowego

drozdzy Saccharomyces cerevisiae w kropli sptaszczonej i badanie zywotnosci komédrek

drozdzy

odttus¢ szkietko przedmiotowe poprzez kilkakrotne potarcie mydetkiem jego
powierzchni,

wytrzyj szmatkg szkietko do sucha,

na odtluszczone szkietko przedmiotowe nanies pipetg krople zawiesiny drozdzy
Saccharomyces cerevisiae (zawartos¢ kolbki z zawiesing dobrze wymieszac przed
pobraniem materiatu),

na krople badanej hodowli nanies¢ krople barwnika — btekitu metylenowego,

krople z materiatem biologicznym i barwnikiem przykry¢ szkietkiem przykrywkowym
(brzeg szkietka przykrywkowego nalezy oprze¢ w poblizu kropli, a nastepnie opuscié¢
ukosnie na szkietko przedmiotowe, aby do wnetrza kropli nie dostaty sie pecherzyki
powietrza),

ewentualny nadmiar ptynu wyptywajgcego spod szkietka przykrywkowego usun
kawatkiem papierowego recznika,

ogladac preparat w mikroskopie, pod obiektywem powigekszajgcym 40x,
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- komdérki martwe barwig sie na niebiesko, natomiast zywe pozostajg niezabarwione,

- ogladaj preparat natychmiast po wykonaniu, poniewaz wraz z uptywem czasu barwnik
przenika rowniez do zywych komorek,

- w 10 réznych polach widzenia (pole widzenia w mikroskopie zmieniaé, przesuwajgc
preparat na stoliku), policzy¢ ilos§¢ komorek zywych oraz martwych,

- obliczy¢ zywotnos¢ drozdzy w preparacie, jako iloraz zywych i wszystkich komorek,

- wyniki obserwacji i obliczen umiescic¢ w tabeli.

Pole widzenia Liczba komérek ogétem | Liczba komérek
(@) martwych
(b)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Razem

Zywotno$é komorek drozdzy (x), wyrazona w %:

a—b>b
X:( » )-100%

gdzie:
a — $rednia liczba (z dziesieciu pomiaréw) komodrek ogotem, b — Srednia liczba
(z dziesieciu pomiaréw) komoérek martwych

Wpisz w karcie pracy do zadania 5 obliczong zywotnos¢ komorek drozdzy.

Instrukcja nr 6.

Instrukcja obliczania ilosci komoérek drozdzy Saccharomyces cerevisiae, przy uzyciu
komory Thoma (hemocytometru)

Liczenie komérek w komorze Thoma (hemocytometrze) (rys. 1), odbywa sie za pomocg
obiektywdéw powiekszajgcych 40x. W miejscach oznaczonych krzyzykami na rysunku 1,
znajdujg sie wlasciwe komory, stanowigce zespoty po 16 matych wyztobionych kwadratéw
o boku 0,05 mm i gtebokosci 0,1 mm (rys. 2). Powierzchnia jednego, matego kwadratu
wynosi 1/400 mm? a objeto$é nad jednym kwadratem 1/4000 mm®. Na siatke komory
nanosi sie krople zawiesiny drobnoustrojow i przykrywa szkietkiem przykrywkowym.
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Rys. 1. Widok ogélny komory Thoma
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Rys. 2. Schemat siatki komory Thoma

Liczy sie ilos¢ komorek w 80 matych kwadratach (w kazdym kwadracie iloS¢ komorek
znajdujgcych sie wewnagtrz pola plus potowa znajdujgcych sie na liniach) i oblicza srednig
przypadajgca na jeden kwadrat.

Liczba komérek w 1 cm?® badanego ptynu (x) wynosi:

gdzie:

X=c¢c"d-4000-1000

¢ — srednia ilos¢ komodrek przypadajgcych na jeden maty kwadrat,
d — rozcienczenie badanej proby.

Liczenie komorek drozdzy w komorze Thoma

- znalez¢ w mikroskopie siatke komory Thoma,
-z otrzymanej zawiesiny komoérek drozdzy sporzadzié jedno rozcienczenie 10™ (1:10), w
nastepujgcy sposob:

wez probéwke z 9 cm?® wyjatowionego rozcienczalnika,

pobierz jatowa pipeta 1 cm® ptynnej hodowli drozdzy i wprowadz do probéwki z
rozcienczalnikiem,

przeptukaj pipete poprzez kilkakrotne wcigganie i wypuszczanie ptynu do
probowki po wprowadzeniu préby, co jednoczesnie gwarantuje dobre
wymieszanie zawartosci probdéwki (rozcienczenie préby 1:10).
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na szkietko przedmiotowe z siatkg komory Thoma nanie$ krople rozcienczonej i
wymieszanej zawiesiny drozdzy,

krople z materiatem biologicznym przykryj nastepnie szkietkiem nakrywkowym; brzeg
szkietka nakrywkowego nalezy oprze¢ w poblizu kropli, a nastepnie opusci¢ ukosnie na
szkietko przedmiotowe, aby do wnetrza kropli nie dostaty sie pecherzyki powietrza
(preparat w kropli sptaszczonej),

w mikroskopie ustaw pokretto potencjometru na najmniejszy wskaznik jasnosci,

wtgcz mikroskop do gniazda pradu,

za pomocg sruby makrometrycznej opusc stolik mikroskopu w najnizsze potozenie,
umies¢ gotowy preparat drozdzy S.c. w urzadzeniu krzyzowym na stoliku,

wigcznikiem wigcz oswietlenie mikroskopu,

pokrettem potencjometru zwieksz oswietlenie,

za pomocg urzgdzenia rewolwerowego z obiektywami ustaw obiektyw powigekszajgcy 5-
krotnie w osi optycznej mikroskopu,

stolik z preparatem podnies maksymalnie do goéry; czynnosc te koniecznie obserwuj na
poziomie stolika, czyli patrzgc z boku, a nie w okular mikroskopu,

obserwujgc preparat przy matym powiekszeniu (obiektyw 5x), aparat oswietlajgcy
Abbego opus¢ maksymalnie w dot,

patrzac w okular upewnij sie, ze pole widzenia w mikroskopie jest jasne i wtasciwie
oswietlone, swiatto nie razi w oczy, a jednocze$nie dobrze oswietla pole widzenia w
mikroskopie; w razie koniecznosci dostosuj jasnos¢ obrazu do swojego oka za pomocg
pokretta potencjometru oraz aparatu Abbego,

po ustawieniu stolika z preparatem, patrzgc w okular bardzo powoli opuszczaj stolik z
preparatem za pomocg sruby makrometrycznej, az do chwili znalezienia obrazu,

jesli obraz nie zostanie znaleziony, wéwczas nalezy podniesc¢ stolik ponownie do gory i
ponownie, bardzo powoli opuszczac stolik z preparatem az do chwili uzyskania obrazu,
za pomocg sruby mikrometrycznej uzyskaj ostry obraz preparatu,

opus¢ stolik mikroskopu w dot i za pomocg urzadzenia rewolwerowego z obiektywami
ustaw obiektyw powiekszajgcy 10 - krotnie w osi optycznej mikroskopu,

powtdrz procedury umozliwiajgce znalezienie obrazu,

ponownie opus¢ stolik mikroskopu w dot i za pomocg urzgdzenia rewolwerowego z
obiektywami ustaw obiektyw powiekszajgcy 40-krotnie w osi optycznej mikroskopu,
powtorz procedury umozliwiajgce znalezienie obrazu,

po znalezieniu obrazu policz, wedtug wczesniej podanych zasad, ilo§¢ komérek w
polach 5 duzych kwadratéw a 80 matych (1 duzy kwadrat zawiera 16 matych),

llosé komérek w duzym llosé komérek w matym
Duze kwadraty kwadracie kwadraciku
1
2
3
4
5
Srednio ilo$é komérek w 1
matym kwadraciku XXXXXKXXXXKXXXXXXX
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Wyniki z obliczeh wpisz w Karcie pracy do zadania 6.

Instrukcja nr 7.

Instrukcja obserwaciji kolonii ple$ni jednokomdrkowych na przyktadzie Rhizopus nigricans

(ptytka Petriego) oraz barwionych btekitem metylenowym preparatéw przyzyciowych

drozdzy Saccharomyces cerevisiae, przy uzyciu kamery mikroskopowej i rejestracja

obrazéw w komputerze i na przenosnym dysku

- w mikroskopie wyposazonym w kamere mikroskopowg ustaw pokretto potencjometru
(3) na najmniejszy wskaznik jasnosci,

- za pomocg sruby makrometrycznej (10) opusc stolik mikroskopu (9) w najnizsze
potozenie,

- umiesc¢ obserwowany obiekt (preparat) na stoliku mikroskopu,

- wigcznikiem (2) wigcz oswietlenie mikroskopu,

- pokrettem potencjometru (3) zwieksz oswietlenie

- za pomocg urzadzenia rewolwerowego z obiektywami (13) ustaw obiektyw
powiekszajgcy 5 — krotnie w osi optycznej mikroskopu,

- stolik z preparatem podnies maksymalnie do gory; czynnosc¢ te koniecznie obserwuj na
poziomie stolika, czyli patrzgc z boku, a nie w okular mikroskopu,

- obserwujgc preparat (hodowle) przy matym powiekszeniu (obiektyw 5x), aparat
oswietlajgcy Abbego opus¢ maksymalnie w dét,

- po ustawieniu stolika z preparatem (hodowlg) uruchom program_Motic Images Plus 2.0,
klikajgc odpowiednig ikone na monitorze komputera,

- najedz kursorem na okienko uchwy¢ obraz i kliknij dwukrotnie,

- patrzgc w monitor komputera powoli opuszczaj stolik z preparatem za pomocg sruby
makrometrycznek (10), az do chwili znalezienia obrazu na monitorze komputera,

- jesli obraz nie zostanie znaleziony, wowczas nalezy podnie$¢ stolik ponownie do géry i
ponownie, powoli opuszczacé stolik z preparatem, az do chwili uzyskania obrazu,

- za pomocg Ssruby mikrometrycznej (11) uzyskaj ostry obraz preparatu (hodowili),

- kliknij ikone zaawansowane ustawienia, znajdujgca sie w lewej gornej czesci ekranu,

- na dole wyswietlajgcej sie listy kliknij polecenie szybkiej kalibracji One-Click Calibration,
upewniajgc sie, ze w okienku obok wyswietla sie stowo Biological, oznaczajgce
kalibracje preparatow biologicznych,

- kliknij ikone aparatu fotograficznego, znajdujgcg sie w lewej goérnej czesci ekranu,

- Kliknij polecenie przechwyt,

- nazwij zdjecie i zapisz jako plik na swoim przenosnym dysku,

Instrukcja nr 8.

Instrukcia wykonania prezentacji komputerowej w_programie PowerPoint zatytutowanej
~Swiat miniaturowych grzybéw”, bedgcej efektem wykonanych badan, poczynionych
obserwacji oraz wyciggnietych wnioskéw z realizacji poszczegdlnych zadan w ramach
projektu

Na podstawie zadan wykonywanych w laboratorium mikrobiologicznym nalezy
przygotowaé prezentacje podsumowujgcg projekt. W prezentacji powinny znalezé sie
zdjecia wykonanych preparatow mikroskopowych oraz obserwacje, wnioski i wiasne
spostrzezenia uczniéw dokonane podczas ¢wiczen. Przy realizacji prezentacji pozostawia

26




sie uczniom duzg dowolnos¢ i swobode w sposobie jej wykonania. Kazda prezentacja
powinna by¢ indywidualnym opracowaniem, zarowno pod wzgledem tresci, jak i formy,
ktora pokaze tworczy charakter ucznia, jego indywidualnos¢, zaangazowanie w
realizowane zadania oraz indywidualne podejscie do prezentowanego zagadnienia. W
zwigzku z tym, podczas przygotowywania prezentacji uczen powinien skupi¢ sie przede
wszystkim na wilasnych obserwacjach, zdobytych podczas zaje¢ doswiadczeniach,
spostrzezeniach i odczuciach, a nie na wiedzy ksigzkowej i teoretyczne;.

Czas na realizacje tego zadania jest stosunkowo kroétki, dlatego nalezy wiasciwie roztozyc
sity i zaplanowac realizacje poszczegolnych elementdéw prezentacji, aby zmiesci¢ sie w
wymaganym czasie.

Karta pracy do zadania 2 - zatgcznik
Karta pracy do zadania 3 — zatacznik
Karta pracy do zadania 4 - zatgcznik
Karta pracy do zadania 5 - zatgcznik
Karta pracy do zadania 6 - zalgcznik
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Imie i nazwisko ucznia, klasa Miejscowosc, data

KARTA PRACY DO ZADANIA 2

Ogladanie i opisywanie wzrostu kolonii drozdzy Saccharomyces cerevisiae oraz
plesni Rhizopus nigricans wyrostych w ptytkach Petrieqgo

1. Przyjrzyj sie koloniom drozdzy Saccharomyces cerevisiae, ktére wyrosty na
podtozu statym w ptytce Petriego. Scharakteryzuj wyroste kolonie, wykorzystujgc
rysunki i sformutowania zawarte w Instrukcji do zadania 2.

2. Przyjrzyj sie koloniom plesni Rhizopus nigricans, ktore wyrosty na podtozu
statym w ptytce Petriego. Scharakteryzuj wyroste kolonie, wykorzystujgc rysunki i
sformutowania zawarte w Instrukcji do zadania 2.
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Imie i nazwisko ucznia, klasa Miejscowosc, data

KARTA PRACY DO ZADANIA 3

Obserwacja pod mikroskopem kolonii plesni Rhizopus nigricans z hodowli w
plytkach Petriego

1. Obejrzyj w mikroskopie pod obiektywem powiekszajgcym 5-krotnie plesh Rhizopus
nigricans w ptytce Petriego. Narysuj widziany w mikroskopie obraz i opisz go
(powiekszenie mikroskopu, nazwa ogladanego obiektu, co wida¢ na rysunku).

2. Obejrzyj w mikroskopie pod obiektywem powiekszajgcym 10-krotnie plesn Rhizopus
nigricans w ptytce Petriego. Narysuj widziany w mikroskopie obraz i opisz go
(powiekszenie mikroskopu, nazwa ogladanego obiektu, co wida¢ na rysunku).
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3. Obejrzyj w mikroskopie pod obiektywem powiekszajgcym 40-krotnie plesn Rhizopus
nigricans w ptytce Petriego. Narysuj widziany w mikroskopie obraz i opisz go
(powiekszenie mikroskopu, nazwa oglagdanego obiektu, co wida¢ na rysunku).

4. Poréwnaj obrazy mikroskopowe plesni Rhizopus nigricans w ptytce Petriego przy
zastosowaniu trzech réznych powiekszen obrazu. Czy miedzy obrazami widaé
réznice, czy roznice sg istotne i na czym polegaja, itp.
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Imie i nazwisko ucznia, klasa Miejscowosc, data

KARTA PRACY DO ZADANIA 4

Sporzadzanie i obserwacja mikroskopowa plesni Rhizopus nigricans w kropli
sptaszczonej z dodatkiem barwnika - fuksyny

1. Obejrzyj w mikroskopie, pod obiektywem powiekszajgcym 10-krotnie, plesn
Rhizopus nigricans. Narysuj widziany w mikroskopie obraz i opisz go
(powiekszenie mikroskopu, nazwa ogladanego obiektu, co wida¢ na rysunku).

2. Obejrzyj w mikroskopie pod obiektywem powiekszajgcym 40-krotnie plesh
Rhizopus nigricans. Narysuj widziany w mikroskopie obraz i opisz go
(powiekszenie mikroskopu, nazwa ogladanego obiektu, co wida¢ na rysunku).
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KARTA PRACY DO ZADANIA 5

Sporzadzanie barwioneqgo btekitem metylenowym preparatu przyzyciowego

drozdzy Saccharomyces cerevisiae w kropli sptaszczonej i badanie zywotnosci

X/
°e

gdzie:

komoérek drozdzy

Obejrzyj w mikroskopie, pod obiektywem powiekszajgcym 40-krotnym, preparat
drozdzy Saccharomyces cerevisiae w kropli sptaszczonej z dodatkiem btekitu

metylenowego.

W 10 réznych polach widzenia (pole widzenia w mikroskopie zmieniag,
przesuwajgc preparat na stoliku), policzy¢ ilos¢ komorek zywych oraz martwych.

Obliczy¢ zywotnos¢ drozdzy w preparacie, jako iloraz zywych i wszystkich

komorek.
Wyniki obserwaciji i obliczen umiesci¢ w tabeli.

Zywotnos$é komoérek drozdzy (x), wyrazona w %:

X=(“_b)

+100%

a — Srednia liczba (z dziesieciu pomiarow) komorek ogétem, b — srednia liczba

(z dziesieciu pomiarow) komoérek martwych

Pole widzenia Liczba komérek ogoétem | Liczba komérek martwych
(@) (b)
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
Razem
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KARTA PRACY DO ZADANIA 6

Obliczanie ilosci komorek drozdzy Saccharomyces cerevisiae, przy uzyciu
komory Thoma (hemocytometru

W mikroskopie, pod obiektywem powigekszajgcym 40-krotnie, liczy¢ ilos¢ komorek
drozdzy w 5 duzych a 80 matych kwadratach (1 duzy kwadrat zawiera 16 matych),
zgodnie z instrukcjg nr 5 do tego zadania.

Korzystajac ze wzoru obliczyé ilos¢ komérek drozdzy (X) w 1 cm® badanej zawiesiny
X=c-d-4000-1000
gdzie:
¢ — srednia ilos¢ komorek przypadajgcych na jeden maty kwadrat,
d — rozcienczenie badanej préby.
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