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METODY BIOTECHNOLOGICZNE

w OCHRONIE ŚRODOWISKA

Podstawowe treści programowe:
-  Biotechnologia; definicja, funkcje i znaczenie. 

-  Historia biotechnologii (odkrycia i nowe techniki biologiczne na przestrzeni dziejów). 

-  Trendy współczesnej biotechnologii (w rolnictwie; w przemyśle; w medycynie; w 

    ochronie środowiska). 

-  Energochłonność i zaopatrzenie energetyczne. 

-  Źródła energii odnawialnej (energia słoneczna; wytwarzanie i wykorzystanie biogazów; energia wiatrów; energia przepływu wód; produkty roślinne jako źródła energii). 

-  Skład i właściwości nie zanieczyszczonej atmosfery ziemskiej. 

-  Bilans cieplny Ziemi. 

-  Fotochemiczne i chemiczne reakcje w atmosferze (tlen; ozon; azot; dwutlenek węgla; woda). 

-  Zanieczyszczenie środowiska we współczesnym świecie. 

-  Naturalne i sztuczne źródła zanieczyszczeń. 

-  Transport i losy substancji szkodliwych w środowisku. 

-  Procesy zanieczyszczania środowiska. Źródła substancji szkodliwych. 

-  Procesy przenoszenia i rozpraszania substancji szkodliwych w środowisku (rozprzestrzenianie się substancji szkodliwych w powietrzu; transport substancji szkodliwych w wodach; znaczenie mikroorganizmów; przemieszczanie się substancji szkodliwych w glebach). 

-  Zagrożenie środowiska przez substancje szkodliwe (ekotoksykologiczne aspekty oddziaływania substancji szkodliwych na rośliny, zwierzęta i człowieka). 

-  Stopień toksycznego narażenia w atmosferze, wodzie pitnej i skażonej glebie. 

-  Metody stosowane w badaniach atmosfery. 

-  Substancje toksyczne w środowisku. 

-  Nieorganiczne substancje szkodliwe (ozon; tlenki węgla; tlenki azotu; tlenki siarki; metale ciężkie; inne metale i nieorganiczne substancje szkodliwe; nuklidy promieniotwórcze; energetyka jądrowa; włókna i cząstki mineralne). 

-  Organiczne substancje szkodliwe (dymy; metan; węgiel; ropa naftowa; wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne). 

-  Węglowodory i ich pochodne halogenkowe (metan; chlorofluoroweglowodory; bromofluorowęglowodory). 

-  Rozpuszczalniki organiczne (kleje; aerozole; związki chloroorganiczne; detergenty). 

-  Aerozole (powstawanie; skład chemiczny; właściwości; usuwanie z atmosfery). 

-  Halogenki organiczne (pestycydy; polichlorowane bifenyle; dioksyny). 

-  Kwaśne deszcze. 

-  Amoniak. 

-  Smog fotochemiczny. 

-  Efekt cieplarniany. 

-  Usuwanie związków chloroorganicznych. 

-  Wykorzystanie mikroorganizmów biodegradujących. 

-  Pestycydy naturalne, fosforoorganiczne i karbaminianowe. 

-  Zapachy i odory (właściwości; zwalczanie; przetwarzanie i wykorzystywanie). 

-  Gazy spalinowe. 

-  Ochrona atmosfery (monitoring; ochrona powietrza przed skażeniami chemicznymi). 

-  Technologie ochrony atmosfery. (Metody usuwania zanieczyszczeń pyłowych. Metody usuwania zanieczyszczeń gazowych). 

-  Skażenia pomieszczeń. (Lotne związki organiczne (ozon; tlenki azotu; tlenek węgla; inne tlenki gazowe). Nikotynizm (nitrozoaminy; wielopierścieniowe węglowodory aromatyczne; inne mutageny). Azbest. Ołów. Radon). 

-  Odpady przemysłowe i komunalne. 

-  Metody usuwania odpadów i ponowne ich wykorzystanie. 

-  Odpady niebezpieczne. 

-  Ścieki przemysłowe i komunalne i ich oczyszczanie. 

-  Wycieki ropy naftowej do wód. 

-  Inne źródła skażeń w środowisku. 

-  Zanieczyszczenie wód. Zmiany w ekosystemach wodnych związane z działalnością człowieka. 

-  Wskaźniki jakości wód. 

-  Wymagania stawiane wodzie pitnej. 

-  Uzdatnianie wody pitnej. 

-  Wymagania stawiane wodzie przemysłowej. 

-  Uzdatnianie wody przemysłowej. 

-  Zmiękczanie wody. 

-  Ścieki; charakterystyka fizyko-chemiczna. 

-  Biologiczny aspekt zanieczyszczania wód powierzchniowych. 

-  Mikrobiologiczna ocena zanieczyszczenia wód powierzchniowych. 

-  Wskaźniki eutrofizacji wód. 

-  Usuwanie żelaza i manganu z wód głębinowych na złożach aktywowanych. 

-  Biologiczne metody oczyszczania ścieków. (Rodzaje ścieków. Ścieki jako roztwór odżywczy. Tlenowe procesy przemiany materii. Beztlenowe procesy przemiany materii. Mechanizmy i kinetyka enzymów w biologicznym oczyszczaniu ścieków). 

-  Metoda osadu czynnego. (Osad czynny jako czynnik oczyszczający. Istotne czynniki w metodzie osadu czynnego. Obciążenie i wiek osadu. Stężenie tlenu i zapotrzebowanie na tlen). 

-  Złoża biologiczne. (Przebieg procesu oczyszczania w złożu biologicznym. Temperatura i napowietrzenie. Denitryfikacja w złożu biologicznym. Eliminacja fosforu w złożu biologicznym. Złoża zanurzane. Inne metody stosowane w złożach biologicznych). 

-  Filtry biologiczne. 

-  Złoża fluidalne. 

-  Procesy nitryfikacji w oczyszczaniu ścieków; podstawy mikrobiologiczne i eliminacja azotu. 

-  Podstawy i metody denitryfikacji. Warunki denitryfikacji. Czynniki oddziałujące na denitryfikację. 

-  Nitryfikacja i denitryfikacja w oczyszczalniach wielostopniowych. 

-  Oczyszczalnie dwustopniowe. Przystosowania oczyszczalni dwustopniowych do eliminacji azotu.  

-  Dodatkowe zabiegi ulepszające skład ścieków. 

-  Chemiczno-fizyczna eliminacja fosforu (podstawy i metody). 

-  Biologiczna eliminacja fosforu (podstawy; gromadzenie fosforu w mikroorganizmach; usuwanie fosforu ze ścieków; krążenie fosforu; biotechnologiczne metody eliminacji fosforu). 

-  Oczyszczalnie z osadem czynnym do biologicznego usuwania fosforu. Zakres i możliwości optymalizacji. 

-  Filtracja (zastosowanie w oczyszczaniu ścieków; sprawność urządzeń filtracyjnych; systemy filtrów). 

-  Usuwanie substancji biogennych z osadu nadmiernego w oczyszczalniach komunalnych. 

-  Uzdatnianie ścieków tłuszczowo-białkowych z przemysłu mięsnego. 

-  Techniczne metody ochrony hydrosfery. 

-  Różnorodność biotechnologicznych metod oczyszczania ścieków. 

-  Zanieczyszczenia gleb. 

-  Gleba jako środowisko życia (skład chemiczny; sorpcyjny kompleks glebowy; właściwości fizyko-chemiczne gleb; właściwości sorpcyjne gleb i ich uwarunkowania). 

-  Nawozy azotowe i fosforowe jako źródło zanieczyszczeń gleb. 

-  Nawozy organiczne jako źródło zanieczyszczeń gleb. 

-  Pestycydy jako źródło zanieczyszczeń gleb. 

-  Zanieczyszczenia roślinności glebowej jako źródła żywności. 

-  Zanieczyszczenia wód glebowych związkami organicznymi. 

-  Degradacja, dewastacja i fitotoksyczność gleb, spowodowane zanieczyszczeniami przemysłowymi. 
-  Metale ciężkie w glebie; ekofizjologiczne konsekwencje. 

-  Proces remediacji gleb. (Definicje i znaczenie remediacji gleb. Podział i charakterystyka metod remediacji gleb. Chemiczne metody remediacji gleb (blokowanie metali ciężkich). Biotechnologiczne metody remediacji gleb. Biodegradacja związków organicznych w glebie). 

-  Oczyszczalnie glebowo-roślinne (różnorodność biotechnologicznych zastosowań). 

-  Techniczne metody ochrony litosfery. 

-  Odpady jako źródło zanieczyszczeń środowiska. (Podział odpadów. Zasady gospodarki odpadami. Utylizacja odpadów. Metody ograniczania ilości odpadów. Technologie i odzyskiwanie surowców i energii z odpadów. Gospodarowanie surowcami wtórnymi). 

-  Odpady komunalne (charakterystyka; właściwości technologiczne). (Gospodarowanie odpadami komunalnymi (gromadzenie, usuwanie i gospodarcze wykorzystanie). Unieszkodliwianie odpadów komunalnych (składowanie odpadów na wysypiskach; eksploatacja wysypiska; procesy zachodzące na wysypiskach odpadów; powstawanie biogazów; rekultywacja i poeksploatacyjne zagospodarowanie terenu wysypiska; kompostowanie; technologie kompleksowego przerobu odpadów komunalnych; fermentacja metanowa w komorach). 

-  Odpady organiczne. (Odpady przetwórstwa surowców zwierzęcych (przemysł drobiowy; przemysł mleczarski). Osady ściekowe (klasyfikacja; wykorzystanie; unieszkodliwianie). 

-  Odpady przemysłowe. (Odpady z górnictwa (wykorzystanie gospodarcze; rekultywacja składowisk odpadów górniczych). Odpady energetyczne (składowanie; gospodarcze wykorzystanie; biotechnologiczna rekultywacja składowisk). 

-  Odpady niebezpieczne (charakterystyka; gospodarka odpadami niebezpiecznymi; technologie). 

-  Biotechnologiczne metody intensywnej ochrony środowiska. 

-  Zastosowanie metod biotechnologicznych w ekologii człowieka. 

-  Środowiskowe uwarunkowania chorób pasożytniczych człowieka. 

-  Pasożytnicze uwarunkowania biologicznego zanieczyszczenia powietrza, wody i gleby. 

-  Ekonomiczne aspekty uwarunkowane inwazjami pasożytów u człowieka i zwierząt. (Kontrola inwazji pasożytniczych. Leki przeciwpasożytnicze i mechanizmy ich działania. Lekooporność pasożytów i przyczyny jej powstawania. Mechanizmy lekooporności. Metody wykrywania lekooporności. Immunoprofilaktyka inwazji pasożytniczych u człowieka i zwierząt). 

-  Szczepionki przeciwko pasożytom. 
-  Biotechnologiczne metody zwalczania pasożytów. 

-  Rola pasożytów w biologicznym monitorowaniu środowiska. 

-  Metody wykrywania pasożytów w środowisku. 

-  Biotechnologiczne metody identyfikacji pasożytów w wodzie i glebie. 

-  Badania parazytologiczne żywicieli, także ważnych gospodarczo (np. pszczoły). 

-  Parazytologiczna diagnostyka laboratoryjna. 

-  Środowiskowe zagrożenia zdrowia człowieka (rodzaje zagrożeń; czynniki zagrażające 

zdrowiu). 

-  Źródła zagrożeń zdrowia. 

-  Emisje (dymy; rozpuszczalniki organiczne; tworzywa sztuczne; zapachy; radon; chlorowanie wody; nitrozoaminy). 

-  Zagrożenia zdrowia wywoływane przez zanieczyszczenie powietrza atmosferycznego. 

-  Zagrożenia zdrowia hałasem i drganiami. 

-  Skażenie żywności (pierwiastki chemiczne całkowicie zbędne dla organizmu). 

-  Chloroorganiczne źródła zanieczyszczenia środowiska. 

-  Niedobory i nadmiary pierwiastków śladowych. 

-  Zagrożenia powodowane przez odory z ferm hodowlanych. 

-  Zagrożenia pyłami organicznymi i pestycydami. 

-  Składowiska odpadów komunalnych jako zagrożenia zdrowia. 

-  Spalarnie odpadów. 

-  Fizjologiczne i biochemiczne metody obrony organizmu człowieka przed substancjami toksycznymi. 

-  Wybór, absorpcja i powstawanie kompleksów zawierających metale. (Dostępność biologiczna jonów metali). 

-  Kontrola i wykorzystywanie stężenia jonów metali w komórkach. 

-  Pierwiastki fizjologiczne. (Korzystne i toksyczne działanie jonów metali. Rozpuszczanie, wchłanianie i transport. Metaloregulacja wchłaniania i magazynowania). 

-  Toksyczne metale ciężkie. (Enzymy uczestniczące w detoksykacji. Regulacja genów detoksykacji)

-  Generowanie i wykorzystywanie gradientów stężenia jonów metali. (Generowanie gradientów jonowych. Transport jonów przez kanały jonowe. Receptor acetylocholinowy. Kanały sodowe bramkowane przez napięcie). 

-  Wiązanie się jonów metali i kompleksów z centrami aktywnymi biocząsteczek. (Wybór i włączanie jonów metali w aktywne miejsca białek. Dostępność biologiczna). 

-  Wiązanie się jonów i kompleksów metali z kwasami nukleinowymi. 

-  Promowanie przez biopolimery oddziaływań metal-ligand. 

-  Szkodliwość działania reaktywnych form tlenu. (Właściwości reaktywnych form tlenu. 

- Powstawanie reaktywnych form tlenu. Biologiczne konsekwencje reakcji reaktywnych form tlenu. Niebezpieczne jony metali. Uszkadzanie składników komórek przez reaktywne formy tlenu). 

-  Mechanizmy obrony organizmu przed reaktywnymi formami tlenu. (Białka chroniące przed reaktywnymi formami tlenu. Rola antyoksydantów w obronie organizmu. Naprawa uszkodzeń DNA). 

-  Obrona organizmu przed toksykantami (Stres oksydacyjny. Mutagenne działanie reaktywnych form tlenu. Znaczenie obronne reaktywnych form tlenu. 
-  Obrona organizmu przed toksykantami (Reaktywne formy tlenu a stany patologiczne organizmu. Reaktywne formy tlenu a leki. Reaktywne formy tlenu a szkodliwe działanie czynników środowiskowych. Reaktywne formy tlenu a rośliny. Wykorzystanie metod biotechnologicznych w kształtowaniu równowagi prooksydacyjno-antyoksydacyjnej organizmu. Rola reaktywnych form tlenu jako substratów reakcji enzymatycznych. Indukcja biosyntezy białek przez reaktywne formy tlenu. Reaktywne formy tlenu jako mediatory i regulatory metabolizmu. Możliwości wykorzystania biotechnologii w regulacji niektórych stanów fizjologicznych komórki. 
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METODY I KRYTERIA OCENIANIA:

Forma i warunki zaliczenia przedmiotu: kolokwia cząstkowe i kolokwium końcowe (koniec semestru) ze znajomości zagadnień obejmujących treści wykładów i ćwiczeń laboratoryjnych, egzamin ustny z zakresu merytorycznego tematyki wykładów i ćwiczeń. 
Podczas realizacji wykładów i ćwiczeń przeprowadzane są systematycznie śródsemestralne pisemne testy kontrolne, śródsemestralne ustne kolokwia, ocena ciągła (bieżące przygotowanie do zajęć i aktywność), tzw. „wejściówki” oraz końcowe zaliczenie pisemne, końcowe zaliczenie ustne, kolokwia pisemne końcowe, egzamin ustny. W trakcie semestru odbywa się systematyczne sprawdzanie stopnia znajomości i przygotowania do ćwiczeń i wykładów (kolokwia ustne; =rozmowy ze studentem). 
Warunki odrabiania zajęć opuszczonych z przyczyn usprawiedliwionych: w uzasadnionych przypadkach przewiduje się możliwość wprowadzenia jednorazowego odrobienia ćwiczeń opuszczonych dla grupy studentów, którzy opuścili zajęcia planowe z przyczyn usprawiedliwionych. 

Kryteria oceniana ćwiczeń lab.:

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych (laboratorium) stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 1:

1. Oznaczanie odczynu, przewodnictwa, kwasowości i zasadowości oraz twardości wody. 2. Ocena agresywności i korozyjności wody.
Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 2:

1. Adsorpcja kationów przez grzyby

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z  dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 3:

1. Usuwanie barwników ze ścieków przemysłu barwników z wykorzystaniem metod adsorpcyjnych

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 4:

1. Biotechnologiczne metody w ochronie środowiska

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 5:

1. Oznaczanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w ekstrakcie roślinnym
Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 6:

1. Oznaczanie koncentracji dialdehydu malonowego i nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy.

Ćwiczenie 7:

1. Oznaczanie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III)

Ocenę z zajęć ćwiczeniowych stanowi średnia arytmetyczna ocen z dwóch kolokwiów (testy z jedną odpowiedzią prawidłową) przeprowadzonych na ćwiczeniu 4 oraz ćwiczeniu 8 oraz oceny prezentacji ustnej wybranego zagadnienia (ćwiczenie 4). Ponadto każdy ze studentów może zdobyć 2 punkty dodatkowe z tzw. „wejściówek” sprawdzających przygotowanie studentów do zajęć. Punkty (maksymalnie 2) zostają doliczone do punktów zdobytych na kolokwium a tym samym dają szanse na wyższą ocenę z zajęć i stanowią motywację do systematycznego zdobywania wiedzy. 

METODY BIOTECHNOLOGICZNE

w OCHRONIE ŚRODOWISKA
– ćwiczenia lab.:
Ogólny zakres tematyczny ćwiczeń lab.:

Ćwiczenie 1:
1. Oznaczanie odczynu, przewodnictwa, kwasowości i zasadowości oraz twardości wody. 2. Ocena agresywności i korozyjności wody.
Oznaczenie odczynu metodą potencjometryczną, kwasowości i zasadowości ogólnej, przewodności metodą potencjometryczną i twardości metodą wersenianową oraz ocena agresywności i korozyjności wody na podstawie uzyskanych wyników.

Ćwiczenie polega na potencjometrycznym oznaczeniu odczynu wody z użyciem pH-metru i oznaczeniu przewodnictwa wody z użyciem konduktometru. Oznaczenie kwasowości ogólnej i mineralnej oraz zasadowości ogólnej i mineralnej polega na miareczkowaniu próbek wody odpowiednio mocna zasadą lub mocnym kwasem w obecności oranżu metylowego i fenoloftaleiny. Twardość ogólną wody oznacza się kompleksometrycznie wobec czerni erichromowej T jako wskaźnika. Ocena agresywności i korozyjności wody polega na szacowaniu zawartości agresywnego dwutlenku węgla w wodzie i obliczaniu indeksu korozyjności wody z uwzględnieniem wcześniejszych danych z obliczeń kwasowości i zasadowości ogólnej oraz odczynu wody. 

Ćwiczenie 2:
1. Adsorpcja kationów przez grzyby

Zbadanie efektywności adsorpcji kationów przez grzyby oraz określenie zależności tej efektywności danego kationu w zależności od: liczby atomowej, wartościowości, pozycji w układzie okresowym. 

W ćwiczeniu wykorzystywany jest barwnik o charakterze kationowym- błękit metylenowy, który wysyca miejsca wiążące w ścianie komórkowej grzybów. Inkubacja wysyconej grzybni w roztworach różnych soli powoduje wyparcie błękitu metylenowego przez kationy metali. Zakres tego procesu mierzony jest kolorymetrycznie z użyciem spektrofotometru. 

Ćwiczenie 3:
1. Usuwanie barwników ze ścieków przemysłu barwników z wykorzystaniem metod adsorpcyjnych

Sprawdzenie efektywności skórek pomarańczowych jako biodegradowalnego adsorbenta zastosowanego do oczyszczania modelowych ścieków z przemysłu barwników oraz na porównanie otrzymanych wyników z rezultatami uzyskanymi z analogicznego doświadczenia, w którym jako adsorbent zastosowano węgiel aktywny. 

Ćwiczenie polega na wykreśleniu krzywej wzorcowej dla barwnika – zieleni bromokrezolowej następnie obliczeniu procentu usunięcia barwnika z określonych roztworów z zastosowaniem skórki pomarańczowej jako adsorbenta. Analogicznie przeprowadza się doświadczenie używając zamiennie ściśle określonych naważek węgla aktywnego. 

Ćwiczenie 4:
1. Biotechnologiczne metody w ochronie środowiska

Tematy referatów:

· Podstawy procesów merabolizmu węgla, azotu i fosforu (mechanizmy rozkładu związków organicznych; nitryfikacja; denitryfikacja; wewnątrzkomórkowa kumulacja polifosforanów).

· Kinetyka wzrostu mikroorganizmów (kinetyka wzrostu mikroorganizmów; modelowanie osadu czynnego oparte na stałych biokinetycznych; biokinetyczny model osadu czynnego).

· Oczyszczanie ścieków metodą osadu czynnego ( charakterystyka ścieków miejsckich; układy technologiczne oczyszczania ścieków osadem czynnym; układy technologiczne z usuwaniem związków organicznych oraz azotu; czynniki wpływające na efektywność usuwania fosforu i azotu ze ścieków miejskich).

· Usuwanie metali ze ścieków (właściwości biochemiczne metali; czynniki wpływajce na zdolność wiązania metali przez mikroorganizmy i rola osłon komórkowych; mechanizmy usuwania metali ze ścieków z udziałem mikroorganizmów; metody usuwania metali stymulowane aktywnością biochemiczną mikroorganizmów; usuwanie metali ze ścieków metodą biosorpcji; układy technologiczne do usuwania metali ze ścieków metodą biosorpcji).

· Procesy biohydrometalurgiczne w ochronie środowiska (mikrobiologiczne ługowanie metali; metody ługowania metali z ubogich rud siarczkowych; odsiarczanie węgla; mikrobiologiczne ługowanie metali z odpadów przemysłowych oraz osadów ściekowych).

· Mikrobiologiczne oczyszczanie gruntów z produktów naftowych (charakterystyka ropy naftowej; źródła zanieczyszczeń środowiska ropą naftową i jej produktami; biodegradacja węglowodorów; metody oczyszczania gruntów z produktów ropopochodnych). 

Ćwiczenie polega na prezentacji ustnej wybranego zagadnienia. Czas prezentacji to 10-15 minut dla każdej osoby. 

Ćwiczenie 5:
1. Oznaczanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w ekstrakcie roślinnym
Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej w ekstrakcjie roślinnym metodą redukcji błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) w przeliczeniu na zawartość białka w badanym ekstrakcie.

Ćwiczenie polega na spektrofotometrycznej metodzie oznaczania aktywności SOD poprzez oznaczenie stopnia redukcji błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) przez anionorodnik ponadtlenkowy (O2˙￣), powstający w wyniku fotochemicznej redukcji ryboflawiny na świetle. Forma utleniona NBT (barwa żółta) ulega redukcji przez O2 do formy diformazanowej (barwa fioletowa). Reakcja redukcji NBT hamowana jest przez SOD. Aktywność SOD wyrażamy w jednostkach aktywności [U] na mg białka. 1[U] - jednostka aktywności, określa taką ilość enzymu która powoduje 50% inhibicję reakcji redukcji NBT.

Ćwiczenie 6:
1. Oznaczanie koncentracji dialdehydu malonowego i nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

Oznaczenie koncentracji nadtlenku wodoru i dialdehydu malonowego w ekstrakcie roślinnym metodą tiobarbiturową.

Ćwiczenie polega na oznaczeniu peroksydacji lipidów metodą, która oparta jest na reakcji dialdehydu malonowego z kwasem tiobarbiturowym, w wyniku której w kwaśnym środowisku i w podwyższonej temperaturze powstaje ad dukt o zabarwieniu różowym. Reakcja ta, choć czuła, jest jednak niespecyficzna, dlatego aby wyeliminować przynajmniej część artefaktów, często reakcję przeprowadza się w obecności inhibitorów peroksydacji lipidów takich jaj BHT.

Ćwiczenie 7:
1. Oznaczanie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III)

Oznaczenie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III) płynów spożywczych (herbaty, kawy, soków owocowych, pepsi itp.)

Badany płyn zawierający antyoksydanty dodajemy do roztworu zawierającego jony Fe3+. Antyoksydanty redukują Fe3+ do Fe2+, który tworzy barwny kompleks z obecną w roztworze 2,4,6-tripirydylo-S-triazyną (TPTZ). Przyrost absorbancji kompleksu TPTZ-Fe2+ jest proporcjonalny do ilości antyoksydantów obecnych w próbce. 

SKRÓCONY OPIS ćwiczeń z przedmiotu:

Metody biotechnologiczne w ochronie środowiska

realizowanych w Zakładzie Ekologii i Ochrony Środowiska CM UMK

Zakres tematyczny ćwiczeń z przedmiotu: 

Metody biotechnologiczne w ochronie środowiska 
Ćwiczenie 1.

1. Ogólne i szczegółowe przepisy BHP Laboratorium ZEiOS CM UMK i omówienie zasad ćwiczeń.

2. Oznaczenie odczynu, przewodnictwa, kwasowości, zasadowości i twardości różnych typów wody (próby pobrane z różnych środowisk Polski). 

3. Ocena agresywności i korozyjności różnych typów wody (próby pobrane z różnych środowisk Polski). 

Cel 

Oznaczenie odczynu metodą potencjometryczną, kwasowości i zasadowości ogólnej, przewodności metodą potencjometryczną i twardości metodą wersenianową oraz na podstawie uzyskanych wyników ocena agresywności i korozyjności wody. 

Odczynniki

(A) 0,05M roztwór NaOH

(B) Fenoloftaleina

(C) Woda destylowana

(D) 0,1% roztwór oranżu metylowego

(E) 0,1M roztwór HCl

(F) Bufor amonowy

(G) Czerń eriochromowa

(H) 0,02M roztwór wersenianu dwusodowego

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) pH-metr

(C) Konduktometr

(D) Kolby stożkowe o pojemności 300 ml

Wykonanie ćwiczenia

1. Oznaczenie odczynu wody

Zmierzyć odczyn wody przy użyciu pH-metru.

2. Oznaczenie przewodnictwa

Zmierzyć przewodnictwo badanej wody przy użyciu konduktometru.

3. Oznaczenie kwasowości ogólnej

1.  Do kolby stożkowej odmierzyć 100 ml badanej wody. 
2.  Dodać 3-4 krople fenoloftaleiny.

3.  Miareczkować 0,05 molowym roztworem NaOH do słabo różowego 
zabarwienia utrzymującego się przez co najmniej 3 minuty.

4.  Kwasowość wyliczyć ze wzoru:                             
[image: image14.png]



c – stężenie molowe roztworu NaOH [mol/dm3]; a – objętość NaOH użyta na zmiareczkowanie próby [ml], 

V – objętość badanej próby wody [ml]

4. Oznaczenie zasadowości ogólnej

1.  Do kolby stożkowej odmierzyć 100 ml badanej wody.

2.  Dodać 3-4 krople oranżu metylowego. 

3.  Miareczkować 0,1 molowym roztworem HCl do zmiany barwy na żółtoróżową.

4. Zasadowość obliczyć według  wzoru:                      
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c – stężenie molowe roztworu HCl [mol/dm3]; b – objętość HCl użyta na zmiareczkowanie próby [ml], 

V – objętość badanej próby wody [ml]
5. Oznaczenie twardości ogólnej metoda wersenianową

1. Przed właściwym miareczkowaniem oznaczyć zasadowość ogólną badanej wody przy pomocy 0,1 M roztworu HCl oraz oranżu metylowego jako wskaźnika. 
2. Do kolby stożkowej o pojemności 300 ml odmierzyć 100 ml badanej, klarownej wody. 
3. Do badanej próbki dodać taką objętość kwasu solnego, jaką zużyto do oznaczenia zasadowości oraz 0,5 ml nadmiaru tego kwasu. 
4. Dodać 2ml roztworu buforu amonowego oraz szczyptę (ok. 0,1 g) wskaźnika – czerni eriochromowej T. 
5. Natychmiast miareczkować 0,02 M roztworem wersenianu dwusodowego do zmiany zabarwienia z czerwonego poprzez fioletowe do niebieskiego. Pod koniec miareczkowania roztwór wersenianu należy dodawać ostrożnie kroplami, mieszają energicznie zawartość kolby po dodaniu każdej kropli. Próbka po upływie 2-3 minut nie powinna zmienić zabarwienia. 
6. Twardość ogólną badanej próbki wody (x) obliczyć w mmol/dm3 według wzoru: 


[image: image3.wmf]3

/

1000

02

,

0

dm

mmol

V

a

X

·

·

=


a – objętość 0,02 M roztworu wersenianu dwusodowego zużytego do miareczkowania [ml], 0,02 – liczba milimoli wapnia odpowiadająca 1 ml 0,02 M roztworu wersenianu dwusodo-wego[mmol], V – objętość próbki wody użytej do oznaczenia [ml]

6. Ocena korozyjności i agresywności wody

- Oznaczenie kwasowości ogólnej wody j. w. Obliczenie wyniku (w mval/dm3) polega na przeliczeniu ilości miligramorównowazników zużytej zasady na 1 dm3 wody.

- Oznaczenie zasadowości ogolnej wody j. w. Obliczenie wyniku (w mval/dm3) polega na przeliczeniu ilości miligramorównowazników zużytego kwasu na 1 dm3 wody.

- Oznaczenie odczynu wody j. w. Obliczenie odczynu wody:

pH = 6,37 + log Zog – log Kwog

Kwog – oznaczona kwasowość ogólna wody [mval/dm3]; Zog – oznaczona zasadowość ogólna wody [mval/dm3]

Zależność obowiązuje dla wód naturalnych o odczynie 6,5 – 8,5 jednostki pH

- Szacowanie zawartości agresywnego CO2 w wodzie:

Oszacowania ilości agresywnego CO2 można dokonać na podstawie zależności: 
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	Temperatura
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	k

	20
	0,00625

	40
	0,0125

	60
	0,01875

	80
	0,03125


- Ocena korozyjności wody:

Oceny korozyjności wody można dokonać na podstawie szacunkowych obliczeń odczynu badanej wody dla sytuacji, w której znajdowałaby się ona w stanie równowagi ze stałym węglanem wapniowym. 

pHS = 11,39 - 2 log Zog:
Zog zasadowość ogólna wody [mg CO2/l] (1 mval Zog = 22 mg CO2); 

jeżeli pHS > pH - woda korozyjna; pHS < pH - skłonność do wytrącania CaCO3

- Obliczanie indeksu korozyjności wody (wskaźnika intensywności agresywności wody).

I = (S0-y)2/S0
I - wskaźnik intensywności agresywności wody; dla I > 1 charakter zdecydowanie agresywny; dla I < 1 charakter słabo agresywny
y - związany CO2 [mg CO2/l]; S0-y - agresywny C02 [mg CO2/l]; S0 - suma CO2 związanego i agresywnego [mg CO2/l]
Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 2.

Adsorpcja kationów przez grzyby

Cel

Zbadanie efektywności adsorpcji kationów przez grzyby oraz określenie zależność tej efektywności danego kationu w zależności od: liczby atomowej, wartościowości, pozycji w układzie okresowym.

Odczynniki

(A) 0,5mM roztwór błękitu metylenowego

(B) Woda destylowana

(C) 10mM roztwor chlorku żelaza

(D) 10mM roztwór chlorku magnezu

(E) 10mM roztwór chlorku potasu

(F) 10mM roztwór chlorku wapnia

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) Probówki o pojemności 7ml
(C) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(D) Kolby stożkowe z szeroką szyjką o pojemności 50ml
(E) Wytrząsarka laboratoryjna
(F) Pipety pasterowskie
(G) Sączki
(H)  Lejki
Wykonanie ćwiczenia
I. Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej błękitu metylenowego.

1. Odmierzyć 0,16g błękitu metylenowego i uzupełnić do 1000 ml wodą destylowaną aby otrzymać 0,5mM roztworu błękitu metylenowego.

2. Przygotować w sześciu probówkach po 2 ml roztworów o stężeniach: 0,25mM, 0,125mM, 0,1mM, 0,05mM, i 0mM (odmierzyć odpowiednio: 1ml, 0,5ml, 0,4ml, 0,2ml, 0,0ml, 0,5mM roztworu błękitu metylenowego i uzupełnić do 2 ml wodą destylowaną).

3. Zmierzyć absorbancję tych roztworów przy długości fali 540 nm.

II. Wypieranie błękitu metylenowego przez kationy metali.

1. Odważyć 1,2 lub 1,8g suszonych grzybów. Podzielić rozdrobniony materiał na 2 lub 3 równych porcji (każda ok. 0,6 g) (ilości zostaną podane przez prowadzącego ćwiczenia).

2. Umieścić grzybnię w pięciu kolbkach o pojemności 50 cm3 i wlać do każdej z nich po 10 ml 0,5 mM roztworu błękitu metylenowego. Kolbki mieszać przez pół godziny.

3. Po pół godzinie zdekantować ciecz znad grzybni i odrzucić. Przenieść grzybnię na wilgotny sączek umieszczony na lejku. Przemyć grzybnię intensywnie wodą destylowaną. Operację tę przeprowadzić dla zawartości wszystkich kolbek zmieniając za każdym razem sączek.

4. Po przemyciu umieścić grzybnię w nowych kolbkach. Do jednej kolbki dodać 10ml wody destylowanej, a do dwóch pozostałych po 10 ml 10 mM roztworów soli metali wskazanych przez prowadzącego ćwiczenie. Przeprowadzić inkubację przez pół godziny w temp. 25°C.

5. Po zakończeniu inkubacji zdekantować ciecz znad grzybni do probówek i ponownie zmierzyć absorbancję każdego z supernatantów przy długości fali 540 nm.

III. Opracowanie wyników

1. Wykreślić krzywą standardową dla błękitu metylenowego na podstawie trzech serii pomiarów absorbancji. Stosując krzywą standardową obliczyć liczbę moli barwnika wypartą z jednostki suchej masy grzybni przez każdy z kationów.

2. Uszeregować kationy w kolejności efektywności wypierania barwnika. Określić zależność tej efektywności danego kationu takich jak: liczba atomowa, wartościowość, pozycja w układzie okresowym.

3. Wyciągnąć wnioski z dokonanych pomiarów.

Forma zaliczenia

- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 
- wejściówka.

Ćwiczenie 3.

Usuwanie barwników ze ścieków przemysłu barwników z wykorzystaniem metod adsorpcyjnych

Cel

Sprawdzenie efektywności skórek pomarańczowych jako biodegradowalnego adsorbenta zastosowanego do oczyszczania modelowych ścieków z przemysłu barwników oraz porównanie otrzymanych wyników z rezultatami uzyskanymi z analogicznego doświadczenia, w którym jako adsorbent zastosowano węgiel aktywny.

Odczynniki

(A) Woda destylowana

(B) Roztwór zieleni bromokrezolowej o stężeniu 10-4 mol dm3 
(C) Węgiel aktywny

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(C) Kolby z szeroką szyją o pojemności 50ml

(D) Lejki

(E) Sączki

(F) Pipety pasteuroskie

Wykonanie ćwiczenia
1. Wyznaczanie krzywej wzorcowej
a.
Przygotować roztwór podstawowy:
Sporządzić roztwór podstawowy barwnika - zieleni bromokrezolowej o 
stężeniu  10-4 mol dm3 w kolbie o pojemności 500 cm3 odważając  do kolby 0,14g barwnika i uzupełnić wodą destylowaną do 500 ml i dobrze wymieszać.

b.
Przygotować roztwory robocze:
Do kolejno oznaczonych fiolek lub kolbek miarowych (25 ml) pobrać 1 ml, 2 ml, 4 ml, 6 ml oraz 8 ml roztworu podstawowego i uzupełnić wodą do 20 ml.

c.
Pomiar absorbancji:
Zmierzyć absorbancję roztworów roboczych przy  λ= 615 nm.
d. Wykreślić krzywą wzorcową A = f (c0) - zależność absorbancji od stężenia roztworów roboczych.

Cześć A

Odważyć dokładnie 1g skórek pomarańczowych i umieścić je we wcześniej przygotowanych roztworach barwnika (20 cm3). Po 30 minutach przesączyć roztwory przez sączki karbowane. Zmierzyć absorbancję roztworów. Procent usunięcia barwnika z określonych roztworów oblicza się z następującej zależności:
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A0 - odnosi się do początkowej absorbancji (roztworu bez skórek); A - absorbancja roztworu badanego, w którym powinna nastąpić adsorpcja.

Korzystając z uzyskanych wyników sprawdzić stosowalność modelu Langmuira i Freundlicha do opisu badanego układu adsorpcyjnego ciało stałe – ciecz. Ilość substancji zaadsorbowanej obliczyć ze wzoru:
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c0 - początkowe stężenie barwnika; c – stężenie barwnika po adsorpcji; V – objętość roztworu użyta do adsorpcji (dm3); m – masa użytego adsorbenta

Cześć B

Przeprowadzić analogiczne doświadczenie jak opisano w części A, używając zamiennie ściśle określonych naważek węgla aktywnego.

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową, zawrzeć wszystkie obliczenia oraz porównać właściwości obu wykorzystywanych w ćwiczeniu adsorbentów. Porównać efektywność procesu adsorpcji. Na podstawie uzyskanych wyników omówić możliwości zastosowania bioadsorbentów w oczyszczaniu ścieków (na przykładzie ścieków z przemysłu barwników). Wykazać wady i zalety stosowania typowych adsorbentów (węgiel aktywny) oraz alternatywnych bioadsorbentów.

Forma zaliczenia

- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 
- wejściówka.

Ćwiczenie 4.

1. Kolokwium obejmujące tematykę trzech pierwszych ćwiczeń


2. Biotechnologiczne metody w ochronie środowiska

Zagadnienia:

1. Podstawy procesów metabolizmu węgla, azotu i fosforu (mechanizmy rozkładu związków organicznych; nitryfikacja; denitryfikacja; wewnątrzkomórkowa kumulacja polifosforanów).

2. Kinetyka wzrostu mikroorganizmów (kinetyka wzrostu mikroorganizmów; modelowanie osadu czynnego oparte na stałych biokinetycznych; biokinetyczny model osadu czynnego).

3. Oczyszczanie ścieków metodą osadu czynnego (charakterystyka ścieków miejskich; układy technologiczne oczyszczania ścieków osadem czynnym; układy technologiczne z usuwaniem związków organicznych oraz azotu; układy z usuwaniem związków organicznych, azotu i fosforu; czynniki wpływające na efektywność usuwania fosforu i azotu ze ścieków miejskich). 

4. Usuwanie metali ze ścieków (właściwości biochemiczne metali; czynniki wpływające na zdolność wiązania metali przez mikroorganizmy i rola osłon komórkowych; mechanizmy usuwania metali ze ścieków z udziałem mikroorganizmów; metody usuwania metali stymulowane aktywnością biochemiczna mikroorganizmów; usuwanie metali ze ścieków metodą biosorpcji; układy technologiczne do usuwania metali ze ścieków metodą biosorpcji).

5. Procesy biohydrometalurgiczne w ochronie środowiska (mikrobiologiczne ługowanie metali; metody ługowania metali z ubogich rud siarczkowych; odsiarczanie węgla; mikrobiologiczne ługowanie metali z odpadów przemysłowych oraz osadów ściekowych).

6. Mikrobiologiczne oczyszczanie gruntów z produktów naftowych (charakterystyka ropy naftowej; źródła zanieczyszczeń środowiska ropą naftowa i jej produktami; biodegradacja węglowodorów; metody oczyszczania gruntów z produktów ropopochodnych).

Forma zaliczenia

- prezentacja ustna (10-15 minut); 
- zaliczenie kolokwium

Ćwiczenie 5.

Oznaczanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) w ekstrakcie roślinnym

Cel

Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej w ekstrakcjie roślinnym metodą redukcji błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) w przeliczeniu na zawartość białka w badanym ekstrakcie.

Odczynniki

(A) Bufor homogenizacyjny: 0,05M bufor fosforanowy, pH 7,0 z 1mM EDTA

(B) Bufor do mieszaniny reakcyjnej: 0,05M bufor fosforanowy, pH 7,8 z 0,1mM EDTA

(C) 97,5 mM metionina
(D) 2,25 mM NBT

(E) 120 uM ryboflawina
(F) PVP
(G) Stężony odczynnik Bradford

(H) 0,15M roztwór HCl

(I) Roztwór wzorcowy albuminy

(J) 85% roztwór kwasu fosforowego

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(C) Moździerz z tłuczkiem

(D) Wirówka laboratoryjna

(E) Probówki typu Eppendorf i probówki wirownice

(F) Probówki szklane

(G) Lampa UV

(H) Pipety automatyczne z końcówkami

Wykonanie ćwiczenia

1. Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej

1. Odważyć po 1 g liści roślin. 

2. Materiał roślinny rozetrzeć w buforze homogenizacyjnym (0,05M buforze fosforanowym o pH 7,0, zawierającym 1mM EDTA), dodając inhibitor utleniania związków fenolowych PVP. bufor dodajemy do tkanki w stosunku 3:1, tj. 3ml buforu + 1g tkanki do mieszaniny tkanki z buforem dodajemy 0,25g PVP 
3. Po homogenizacji próby wirować przez 10 min. przy 10.000 x g w temp. 4oC. 

4. Zebrać supernatant do dalszych analiz do osobnej probówki.

5. Przygotować mieszaninę reakcyjną: 

50mM bufor fosforanowy pH 7,8 z 0,1 mM EDTA

2,4 ml
97,5 mM metionina                                                                         0,4 ml
2,25 mM NB                                                                                       0,1 ml
120 uM ryboflawina                                                                                0,05 ml

6. Do 0,025ml supernatantu dodać mieszaninę reakcyjną.

7. Jednocześnie przygotować próbę zerową przez dodanie zamiast supernatantu 0,025ml wody destylowanej do mieszaniny reakcyjnej.

8. Probówki wymieszać i zmierzyć absorbancję wobec powietrza przy długości fali 560 nm. 

9. Badane próbki przelać do szklanych probówek i rozpocząć reakcję przez naświetlenie próbek w świetle UV przez 30 min., po tym czasie ponownie zmierzyć absorbancję przy długości fali 560 nm. 

W próbie zerowej tj. próbie bez ekstraktu zaobserwowano najwyższą absorbancję, zaś w próbach zawierających ekstrakt obecność enzymu powodowała ograniczoną redukcję NBT. 

Opracowanie wyników: 
Po uzyskaniu wszystkich wyników pomiaru absorbancji prób przed i po naświetlaniu lampą UV obliczyć wartości absorbancji dla danych prób (ΔA):  ΔA = b - a 



a - wynik pomiaru absorbancji próby przed naświetlaniem; b - wynik pomiaru ekstynkcji próby po naświetlaniu
Wartość absorbancji próby zerowej przyjmujemy jako 100 % redukcji NBT zawartego w mieszaninie reakcyjnej po 30 minutach naświetlania lampą UV. Wartość absorbancji prób badanych (ΔApb) porównujemy z wartością absorbancji próby zerowej (ΔAo), a następnie obliczamy procent redukcji NBT w próbie badanej:



ΔA0   -    100% redukcji NBT


ΔApb -   x%  redukcji NBT 

Znając procent redukcji NBT w badanej próbie obliczamy procent inhibicji, czyli stopień w jakim SOD hamuje redukcję NBT:



100% - x%    =    %   inhibicji 

2. Oznaczenie zawartości białka w badanych próbkach

1. Bezpośrednio przed oznaczeniem przygotować rozcieńczony odczynnik Bradford

2. do 15ml stężonego odczynnika Bradford (A) dodać 85ml wody destylowanej

3. 20 μl próby badanej umieścić w probówce Eppendorfa i dodać 1 ml rozcieńczonego odczynnika Bradford. 

4. Całość natychmiast energicznie wymieszać i pozostawić na 10 minut. 

5. Równolegle przygotować próbę kontrolną przez zmieszanie 20 μl 0,15M roztworu HCl z 1 ml odczynnika Bradford.

6. Po upływie co najmniej 10 minut zmierzyć absorbancję próby badanej i kontrolnej przy długości fali 595 nm.

7. Analogicznie jak dla próby badanej dokonać pomiarów absorbancji dla roztworów każdego z otrzymanych stężeń.

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową oraz zawrzeć wszystkie obliczenia i wnioski.

Forma zaliczenia

- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 
- wejściówka.

Ćwiczenie 6.

Oznaczenie koncentracji dialdehydu malonowego MDA i nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

Cel

Oznaczenie koncentracji nadtlenku wodoru i dialdehydu malonowego w ekstrakcie roślinnym metodą tiobarbiturową. 

Odczynniki

(A) 0,1% roztwór kwasu trójchlorooctowego (TCA)

(B) 0,1M bufor fosforanowy, pH=7,6

(C) 1M roztwór KJ

(D) Roztwory wzorcowe nadtlenku wodoru

(E)        0,5% kwas tiobarbiturowy (TBA) w 20% kwasie trójchlorooctowym (TCA)

(F)        0,1 M bufor fosforanowy, pH =7,6

(G)       2% roztwór BHT w etanolu

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) Spektrofotometr UV-Vis  z kuwetą

(C) Moździerz z tłuczkiem

(D) Wirówka laboratoryjna

(E) Probówki typu Eppendorf i probówki wirownice

(F) Pipety automatyczne z końcówkami

Wykonanie ćwiczenia

1. Oznaczenie zawartości nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym
Przygotowanie ekstraktu:

1. Odważyć 1,5g liści badanych roślin.

2. Rośliny utrzeć w moździerzu z 3ml 0,1% kwasu trójchlorooctowego (TCA) w temperaturze 4oC.

3. Homogenat wirować przez 15 minut przy 12000 x g.

4. Supernatant zebrać pipetą znad osadu do probówki i jednocześnie oznaczyć jego objętość.

Oznaczenie zawartości nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

1. Przygotować mieszaninę reakcyjną zawierającą:



500 µl supernatantu



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 1 M KJ

2. Przygotować próbę kontrolną (ślepą):



500 µl 0,1 % TCA



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 1 M KJ

3. Próby dokładnie wymieszać i pozostawić w ciemności na 1godz. w temp. pokojowej. 

4. Po upływie godziny zmierzyć absorbancję mieszaniny reakcyjnej przy długości fali 390 nm wobec próby ślepej. 

5. Analogicznie jak dla próby badanej wykonać oznaczenie dla roztworów wzorcowych.

6. Ilość H2O2 w badanej próbce odczytać z krzywej wzorcowej. 

7. Ilość H2O2 w próbie badanej obliczyć ze wzoru:
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Cst – ilość nmoli H2O2 - odczyt z krzywej wzorcowej; Vo – objętość całkowita supernatantu; g – świeża masa liści; V – objętość supernatantu dodana do mieszaniny reakcyjnej

2. Oznaczanie zawartości MDA w ekstrakcie roślinnym
1. Przygotować mieszaninę reakcyjną zawierającą:


500 µl supernatantu



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 0,5 % kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 20% TCA

2. Przygotować próbę kontrolną (ślepą):



500 µl 0,1 % TCA



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 0,5 % kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 20% TCA

3. Do próbek dodać 30μl 2% roztworu BHT w etanolu.

4. Probówki osłonić aluminiową folią i inkubować w łaźni wodnej przez 30 min. w temp. 95o C. 

5. Reakcję zakończyć wkładając probówki do lodu. Jeśli wytrąci się osad, próby odwirować przez 15 min. przy 12000 x g. 

6. Absorbancję  supernatantu mierzyć wobec próby ślepej przy długości fali równej λ = 532 nm i λ = 600 nm. 

7. Koncentrację MDA obliczyć ze wzoru:
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ΔE – różnica ekstynkcji ΔE =E532 – E600; Vo – całkowita objętość supernatantu; ε – molowy współczynnik absorbcji =155 mM/cm; V – objętość supernatantu dodana do mieszaniny reakcyjnej; g – świeża masa liści

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową i uwzględnić wszystkie obliczenia i wnioski.

Forma zaliczenia

- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 
- wejściówka.

Ćwiczenie 7.

Oznaczanie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III)

Cel

Oznaczenie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III) płynów spożywczych (herbaty, kawy, soków owocowych, pepsi itp.)

Odczynniki:

(A) 0,3M bufor octanowy, pH=3,6 
(B) 10mM roztwór 2,4,6-tripirydylo-S-triazyny (TPTZ) w 40 mM HCl 

(C) 20mM roztwór FeCl6x6H2O (przygotowujemy tuż przed oznaczeniem)

(D) 1mM roztwór Troloksu w etanolu

(E) 40mM HCl

(F) Woda destylowana

Sprzęt laboratoryjny

(A) Waga laboratoryjna

(B) Spektrofotometr z kuwetą

(C) Probówki typu Eppendorf

(D) Pipety automatyczne z końcówkami

Wykonanie ćwiczenia

1. Do 20μl badanego płynu dodać 580μl roztworu roboczego.

2. Jednocześnie przygotować krzywą wzorcową i próbę odnośnikową według schematu:

   

            A. 580ul r-ru roboczego +  3μl Troloksu + 17μl wody destylowanej 




B. 580ul r-ru roboczego +  6μl Troloksu + 14μl wody destylowanej 




C. 580ul r-ru roboczego +  9μl Troloksu + 11μl wody destylowanej




D. 580ul r-ru roboczego + 12μl Troloksu + 8μl wody destylowanej 




E. 580ul r-ru roboczego + 15μl Troloksu + 5μl wody destylowanej

   

             F. próba odnośnikowa: 580μl r-ru roboczego + 20μl wody destylowanej 

3. Po 20 min. od dokładnego wymieszania (na vortex’ie) kolejnych próbek mierzymy ich absorbancję przy długości fali 593 nm wobec próby odnośnikowej.

4. Sporządzamy krzywą wzorcową zależności przyrostu absorbancji od stężenia Troloksu.
5. Z krzywej wzorcowej odczytać, jakiemu stężeniu Troloksu w próbce cx odpowiada przyrost absorbancji dla badanej próby. 

6. Obliczamy całkowitą zdolność antyoksydacyjną badanego płynu CZA (w jednoelektronowych równoważnikach Troloksu): 



CZA= 2 · cx· rozcieńczenie płynu w badanej próbie (np. 600μl/20μl = 30)
W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową i zawrzeć wszystkie obliczenia i wnioski.

Forma zaliczenia

- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 
- wejściówka.


Ćwiczenie 8.

Kolokwium zaliczeniowe obejmujące tematykę ćwiczeń

PEŁNY OPIS ćwiczeń z przedmiotu:

Metody biotechnologiczne w ochronie środowiska
realizowanych w Zakładzie Ekologii i Ochrony Środowiska CM UMK

Zakres tematyczny ćwiczeń z przedmiotu: 

Metody biotechnologiczne w ochronie środowiska 
Ćwiczenie 1.
1. Ogólne i szczegółowe przepisy BHP Laboratorium ZEiOS CM UMK i omówienie zasad ćwiczeń.

2. Oznaczenie odczynu, przewodnictwa, kwasowości, zasadowości i twardości różnych typów wody (próby pobrane z różnych środowisk Polski). 

3. Ocena agresywności i korozyjności różnych typów wody (próby pobrane z różnych środowisk Polski). 

Cel 


Oznaczenie odczynu metodą potencjometryczną, kwasowości i zasadowości ogólnej, 
przewodności metodą potencjometryczną i twardości metodą wersenianową oraz na 
podstawie uzyskanych wyników ocena agresywności i korozyjności wody. 
Odczynniki

(I) 0,05M roztwór NaOH

(J) Fenoloftaleina

(K) Woda destylowana

(L) 0,1% roztwór oranżu metylowego

(M) 0,1M roztwór HCl

(N) Bufor amonowy

(O) Czerń eriochromowa

(P) 0,02M roztwór wersenianu dwusodowego

Sprzęt laboratoryjny

(E) Waga laboratoryjna

(F) pH-metr

(G) Konduktometr

(H) Kolby stożkowe o pojemności 300ml

Wykonanie ćwiczenia

1. Oznaczenie odczynu wody



Zmierzyć odczyn wody przy użyciu pH-metru.


2. Oznaczenie przewodnictwa


Zmierzyć przewodnictwo badanej wody przy użyciu konduktometru.

3. Oznaczenie kwasowości ogólnej



1.   Do kolby stożkowej odmierzyć 100 ml badanej wody. 


2.   Dodać 3-4 krople fenoloftaleiny.



3.   Miareczkować 0,05 molowym roztworem NaOH do słabo różowego 


zabarwienia utrzymującego się przez co najmniej 3 minuty.



4.   Kwasowość wyliczyć ze wzoru:
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a – objętość NaOH użyta na zmiareczkowanie próby [ml], c – stężenie molowe roztworu NaOH [mol/dm3], V – objętość badanej próbki wody [ml]


4. Oznaczenie zasadowości ogólnej



1. Do kolby stożkowej odmierzyć 100 ml badanej wody.



2. Dodać 3-4 krople oranżu metylowego. 


3. Miareczkować 0,1 molowym roztworem HCl do zmiany barwy na 



żółtoróżową.



4. Zasadowość obliczyć wg  wzoru:
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b – objętość HCl użyta na zmiareczkowanie próby [ml], c – stężenie molowe roztworu HCl [mol/dm3], V – objętość badanej próbki wody [ml]

5. Oznaczenie twardości ogólnej metoda wersenianową
1. Przed właściwym miareczkowaniem oznaczyć zasadowość ogólną badanej wody przy pomocy 0,1 M roztworu HCl oraz oranżu metylowego jako wskaźnika. 
2. Do kolby stożkowej o pojemności 300 ml odmierzyć 100 ml badanej, 
 klarownej wody. 
3. Do badanej próbki dodać taką objętość kwasu solnego, jaką zużyto do    
oznaczenia zasadowości oraz 0,5 ml nadmiaru tego kwasu. 
4. Dodać 2ml roztworu buforu amonowego oraz szczyptę (ok. 0,1 g) 
wskaźnika – czerni eriochromowej T. 
5. Natychmiast miareczkować 0,02 M roztworem wersenianu dwusodowego 
do zmiany zabarwienia z czerwonego poprzez fioletowe do 
niebieskiego. Pod koniec miareczkowania roztwór wersenianu należy 
dodawać ostrożnie kroplami, mieszają energicznie zawartość kolby po 
dodaniu każdej kropli. Próbka po upływie 2-3 minut nie powinna 
zmienić  zabarwienia. 
6. Twardość ogólną badanej próbki wody (x) obliczyć w mmol/dm3 według 
wzoru: 
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a – objętość 0,02 M roztworu wersenianu dwusodowego zużytego do miareczkowania [ml], 0,02 – liczba milimoli wapnia odpowiadająca 1 ml 0,02 M roztworu wersenianu dwusodo-wego[mmol], V – objętość próbki wody użytej do oznaczenia [ml]


6. Ocena korozyjności i agresywności wody
· Oznaczenie kwasowości ogólnej wody j. w. Obliczenie wyniku (w mval/dm3) polega na przeliczeniu ilości miligramorównowazników zużytej zasady na 1 dm3 wody.

· Oznaczenie zasadowości ogolnej wody j. w. Obliczenie wyniku (w mval/dm3) polega na przeliczeniu ilości miligramorównowazników zużytego kwasu na 1 dm3 wody.

· Oznaczenie odczynu wody j. w. Obliczenie odczynu wody:

pH = 6,37 + log Zog – log Kwog

Kwog – oznaczona kwasowość ogólna wody [mval/dm3]

Zog – oznaczona zasadowość ogólna wody [mval/dm3]

Zależność obowiązuje dla wód naturalnych o odczynie 6,5 – 8,5 jednostki pH

· Szacowanie zawartości agresywnego CO2 w wodzie:

Oszacowania ilości agresywnego C02 można dokonać na podstawie zależności: 
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· Ocena korozyjności wody:

Oceny korozyjności wody można dokonać na podstawie szacunkowych obliczeń odczynu
badanej wody dla sytuacji, w której znajdowałaby się ona w stanie równowagi ze stałym
węglanem wapniowym. 

pHS = 11,39 - 2 log Zog:
gdzie: Zog zasadowość ogólna wody [mg CO2/l] (1 mval Zog = 22 mg CO2 )
 jeżeli pHS > pH - woda korozyjna 

pHS < pH - skłonność do wytrącania CaCO3

· Obliczanie indeksu korozyjności wody (wskaźnika intensywności agresywności wody).
I = (S0-y)2/S0
I - wskaźnik intensywności agresywności wody
dla I > 1 charakter zdecydowanie agresywny
dla I < 1 charakter słabo agresywny
y - związany CO2 [mg CO2/l] 

S0-y - agresywny C02 [mg CO2/l] 

S0 - suma CO2 związanego i agresywnego [mg CO2/l]
Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 2.

Adsorpcja kationów przez grzyby

Cel


Zbadanie efektywności adsorpcji kationów przez grzyby oraz określenie zależność tej 
efektywności danego kationu w zależności od: liczby atomowej, wartościowości, 
pozycji w układzie okresowym.
Odczynniki

(G) 0,5mM roztwór błękitu metylenowego

(H) Woda destylowana

(I) 10mM roztwor chlorku żelaza

(J) 10mM roztwór chlorku magnezu

(K) 10mM roztwór chlorku potasu
(L) 10mM roztwór chlorku wapnia
Sprzęt laboratoryjny

(I) Waga laboratoryjna

(J) Probówki o pojemności 7ml
(K) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(L) Kolby stożkowe z szeroką szyjką o pojemności 50ml
(M) Wytrząsarka laboratoryjna
(N) Pipety pasterowskie
(O) Sączki
(P)  Lejki
Wykonanie ćwiczenia

I. Wyznaczanie krzywej kalibracyjnej błękitu metylenowego.



1. Odmierzyć 0,16g błękitu metylenowego i uzupełnić do 1000 ml wodą 



destylowaną aby otrzymać 0,5mM roztworu błękitu metylenowego.



2. Przygotować w sześciu probówkach po 2 ml roztworów o stężeniach: 



0,25mM, 0,125mM, 0,1mM, 0,05mM, i 0mM (odmierzyć odpowiednio: 



1ml, 0,5ml, 0,4ml, 0,2ml, 0,0ml, 0,5mM roztworu błękitu 




metylenowego i uzupełnić do 2 ml wodą destylowaną).



3. Zmierzyć absorbancję tych roztworów przy długości fali 540 nm.


II. Wypieranie błękitu metylenowego przez kationy metali.



1. Odważyć 1,2 lub 1,8g suszonych grzybów. Podzielić rozdrobniony materiał 


na 2 lub 3 równych porcji (każda ok. 0,6 g) (ilości zostaną podane przez 


prowadzącego ćwiczenia).



2. Umieścić grzybnię w pięciu kolbkach o pojemności 50 cm3 i wlać do każdej 


z nich po 10 ml 0,5 mM roztworu błękitu metylenowego. Kolbki 



mieszać przez pół godziny.



3. Po pół godzinie zdekantować ciecz znad grzybni i odrzucić. Przenieść 



grzybnię na wilgotny sączek umieszczony na lejku. Przemyć grzybnię 


intensywnie wodą destylowaną. Operację tę przeprowadzić dla 



zawartości wszystkich kolbek zmieniając za każdym razem sączek.



4. Po przemyciu umieścić grzybnię w nowych kolbkach. Do jednej kolbki 


dodać 10ml wody destylowanej, a do dwóch pozostałych po 10 ml 10 


mM roztworów soli metali wskazanych przez prowadzącego ćwiczenie. 


Przeprowadzić inkubację przez pół godziny w temp. 25°C.



5. Po zakończeniu inkubacji zdekantować ciecz znad grzybni do probówek 



i ponownie zmierzyć absorbancję każdego z supernatantów przy 



długości fali 540 nm.


III. Opracowanie wyników



1. Wykreślić krzywą standardową dla błękitu metylenowego na podstawie 


trzech serii pomiarów absorbancji. Stosując krzywą standardową 



obliczyć liczbę moli barwnika wypartą z jednostki suchej masy grzybni 


przez każdy z kationów.



2. Uszeregować kationy w kolejności efektywności wypierania barwnika. 


Określić zależność tej efektywności danego kationu takich jak: liczba 


atomowa, wartościowość, pozycja w układzie okresowym.



3. Wyciągnąć wnioski z dokonanych pomiarów.

Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 3.
Usuwanie barwników ze ścieków przemysłu barwników 

z wykorzystaniem metod adsorpcyjnych

Cel

Sprawdzenie efektywności skórek pomarańczowych jako biodegradowalnego 
adsorbenta zastosowanego do oczyszczania modelowych ścieków z przemysłu 
barwników oraz porównanie otrzymanych wyników z rezultatami uzyskanymi 

z analogicznego doświadczenia, w którym jako adsorbent zastosowano węgiel 
aktywny.
Odczynniki

(D) Woda destylowana

(E) Roztwór zieleni bromokrezolowej o stężeniu 10-4 mol dm3 
(F) Węgiel aktywny

Sprzęt laboratoryjny
(G) Waga laboratoryjna

(H) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(I) Kolby z szeroką szyją o pojemności 50ml

(J) Lejki

(K) Sączki

(L) Pipety pasteuroskie

Wykonanie ćwiczenia

1. Wyznaczanie krzywej wzorcowej

a.
Przygotować roztwór podstawowy:

Sporządzić roztwór podstawowy barwnika - zieleni bromokrezolowej o 
stężeniu  10-4 mol dm3 w kolbie o pojemności 500 cm3 odważając  do kolby 
0,14g barwnika i uzupełnić wodą destylowaną do 500 ml i dobrze wymieszać.


b.
Przygotować roztwory robocze:

Do kolejno oznaczonych fiolek lub kolbek miarowych (25 ml) pobrać 1 ml, 2 
ml, 4 ml, 6 ml oraz 8 ml roztworu podstawowego i uzupełnić wodą do 20 ml.


c.
Pomiar absorbancji:


Zmierzyć absorbancję roztworów roboczych przy  λ= 615 nm.
d. Wykreślić krzywą wzorcową A = f (c0) - zależność absorbancji od stężenia roztworów 
roboczych.

Cześć A

 Odważyć dokładnie 1g skórek pomarańczowych i umieścić je we wcześniej przygotowanych roztworach barwnika (20 cm3). Po 30 minutach przesączyć roztwory przez sączki karbowane. Zmierzyć absorbancję roztworów. Procent usunięcia barwnika z określonych roztworów oblicza się z następującej zależności:
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gdzie:

A0 - odnosi się do początkowej absorbancji (roztworu bez skórek)

A - absorbancja roztworu badanego, w którym powinna nastąpić adsorpcja.

Korzystając z uzyskanych wyników sprawdzić stosowalność modelu Langmuira i Freundlicha do opisu badanego układu adsorpcyjnego ciało stałe – ciecz. Ilość substancji zaadsorbowanej obliczyć ze wzoru:
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Gdzie:

c0 - początkowe stężenie barwnika

c – stężenie barwnika po adsorpcji

V – objętość roztworu użyta do adsorpcji (dm3)

m – masa użytego adsorbenta

Cześć B

Przeprowadzić analogiczne doświadczenie jak opisano w części A, używając zamiennie ściśle określonych naważek węgla aktywnego.

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową, zawrzeć wszystkie obliczenia oraz porównać właściwości obu wykorzystywanych w ćwiczeniu adsorbentów. Porównać efektywność procesu adsorpcji. Na podstawie uzyskanych wyników omówić możliwości zastosowania bioadsorbentów w oczyszczaniu ścieków (na przykładzie ścieków z przemysłu barwników). Wykazać wady i zalety stosowania typowych adsorbentów (węgiel aktywny) oraz alternatywnych bioadsorbentów.

Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 4.
1. Kolokwium obejmujące tematykę trzech pierwszych ćwiczeń


2. Biotechnologiczne metody w ochronie środowiska

Zagadnienia:
1. Podstawy procesów metabolizmu węgla, azotu i fosforu (mechanizmy rozkładu związków organicznych; nitryfikacja; denitryfikacja; wewnątrzkomórkowa kumulacja polifosforanów).

2. Kinetyka wzrostu mikroorganizmów (kinetyka wzrostu mikroorganizmów; modelowanie osadu czynnego oparte na  stałych biokinetycznych; biokinetyczny model osadu czynnego).

3. Oczyszczanie ścieków metodą osadu czynnego (charakterystyka ścieków miejskich; układy technologiczne oczyszczania ścieków osadem czynnym; układy technologiczne z usuwaniem związków organicznych oraz azotu; układy z usuwaniem związków organicznych, azotu i fosforu; czynniki wpływające na efektywność usuwania fosforu i azotu ze ścieków miejskich). 

4. Usuwanie metali ze ścieków (właściwości biochemiczne metali; czynniki wpływające na zdolność wiązania metali przez mikroorganizmy i rola osłon komórkowych; mechanizmy usuwania metali ze ścieków z udziałem mikroorganizmów; metody usuwania metali stymulowane aktywnością biochemiczna mikroorganizmów; usuwanie metali ze ścieków metodą biosorpcji ; układy technologiczne do usuwania metali ze ścieków metodą biosorpcji).

5. Procesy biohydrometalurgiczne w ochronie środowiska (mikrobiologiczne ługowanie metali; metody ługowania metali z ubogich rud siarczkowych; odsiarczanie węgla; mikrobiologiczne ługowanie metali z odpadów przemysłowych oraz osadów ściekowych).

6. Mikrobiologiczne oczyszczanie gruntów z produktów naftowych (charakterystyka ropy naftowej; źródła zanieczyszczeń środowiska ropą naftowa i jej produktami; biodegradacja węglowodorów; metody oczyszczania gruntów z produktów ropopochodnych).

Forma zaliczenia


- prezentacja ustna (10-15 minut); 

- zaliczenie kolokwium

Ćwiczenie 5.

Oznaczanie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej (SOD) 

w ekstrakcie roślinnym

Cel


Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej w ekstrakcjie roślinnym metodą 
redukcji błękitu nitrotetrazoliowego (NBT) w przeliczeniu na zawartość białka 

w badanym ekstrakcie.

Odczynniki

(K) Bufor homogenizacyjny: 0,05M bufor fosforanowy, pH 7,0 z 1mM EDTA

(L) Bufor do mieszaniny reakcyjnej: 0,05M bufor fosforanowy, pH 7,8 z 0,1mM EDTA

(M) 97,5 mM metionina
(N) 2,25 mM NBT

(O) 120 uM ryboflawina
(P) PVP
(Q) Stężony odczynnik Bradford

(R) 0,15M roztwór HCl

(S) Roztwór wzorcowy albuminy

(T) 85% roztwór kwasu fosforowego

Sprzęt laboratoryjny

(I) Waga laboratoryjna

(J) Spektrofotometr UV-Vis z kuwetą

(K) Moździerz z tłuczkiem

(L) Wirówka laboratoryjna

(M) Probówki typu Eppendorf i probówki wirownice

(N) Probówki szklane

(O) Lampa UV
(P) Pipety automatyczne z końcówkami
Wykonanie ćwiczenia

1. Oznaczenie aktywności dysmutazy ponadtlenkowej

1. Odważyć po 1 g liści roślin. 

2. Materiał roślinny rozetrzeć w buforze homogenizacyjnym (0,05M buforze fosforanowym o pH 7,0, zawierającym 1mM EDTA), dodając inhibitor utleniania związków fenolowych PVP.



bufor dodajemy do tkanki w stosunku 3:1, tj. 3ml buforu + 1g tkanki


do mieszaniny tkanki z buforem dodajemy 0,25g PVP 

3. Po homogenizacji próby wirować przez 10 min. przy 10.000 x g w temp. 4oC. 

4. Zebrać supernatant do dalszych analiz do osobnej probówki.

5. Przygotować mieszaninę reakcyjną: 




50mM bufor fosforanowy pH 7,8 z 0,1 mM EDTA

2,4 ml
97,5 mM metionina

0,4 ml
2,25 mM NBT

0,1 ml
120 uM ryboflawina

0,05 ml


5. Do 0,025ml supernatantu dodać mieszaninę reakcyjną.


6. Jednocześnie przygotować próbę zerową przez dodanie zamiast supernatantu 

    0,025ml wody destylowanej do mieszaniny reakcyjnej.


7. Probówki wymieszać i zmierzyć absorbancję wobec powietrza przy długości fali 
    560 nm. 


8. Badane próbki przelać do szklanych probówek i rozpocząć reakcję przez 

    naświetlenie próbek w świetle UV przez 30 min., po tym czasie ponownie zmierzyć 
   absorbancję przy długości fali 560 nm. 

W próbie zerowej tj. próbie bez ekstraktu zaobserwowano najwyższą absorbancję, zaś w próbach zawierających ekstrakt obecność enzymu powodowała ograniczoną redukcję NBT. 

Opracowanie wyników: 
Po uzyskaniu wszystkich wyników pomiaru absorbancji prób przed i po naświetlaniu lampą UV obliczyć wartości absorbancji dla danych prób (ΔA) 
ΔA = b - a 


gdzie:

 a - wynik pomiaru absorbancji próby przed naświetlaniem


 b - wynik pomiaru ekstynkcji próby po naświetlaniu
Wartość absorbancji próby zerowej przyjmujemy jako 100 % redukcji NBT zawartego 
w mieszaninie reakcyjnej po 30 minutach naświetlania lampą UV. Wartość absorbancji prób badanych (ΔApb) porównujemy z wartością absorbancji próby zerowej (ΔAo), a następnie obliczamy procent redukcji NBT w próbie badanej.


ΔA0   -    100% redukcji NBT


ΔApb -   x%  redukcji NBT 

Znając procent redukcji NBT w badanej próbie obliczamy procent inhibicji, czyli stopień w jakim SOD hamuje redukcję NBT.


100% - x%    =    %   inhibicji 
2. Oznaczenie zawartości białka w badanych próbkach


1. Bezpośrednio przed oznaczeniem przygotować rozcieńczony odczynnik Bradford


do 15ml stężonego odczynnika Bradford (A) dodać 85ml wody destylowanej

2. 20 μl próby badanej umieścić w probówce Eppendorfa i dodać 1 ml rozcieńczonego odczynnika Bradford. 

3. Całość natychmiast energicznie wymieszać i pozostawić na 10 minut. 

4. Równolegle przygotować próbę kontrolną przez zmieszanie 20 μl 0,15M roztworu HCl z 1 ml odczynnika Bradford.

5. Po upływie co najmniej 10 minut zmierzyć absorbancję próby badanej i kontrolnej przy   długości fali 595 nm.

6. Analogicznie jak dla próby badanej dokonać pomiarów absorbancji dla roztworów każdego z otrzymanych stężeń.

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową oraz zawrzeć wszystkie 





obliczenia oraz wnioski.

Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 6.

Oznaczenie koncentracji dialdehydu malonowego MDA i nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

Cel


Oznaczenie koncentracji nadtlenku wodoru i dialdehydu malonowego w ekstrakcie 
roślinnym metodą tiobarbiturową. 

Odczynniki

(E) 0,1% roztwór kwasu trójchlorooctowego (TCA)

(F) 0,1M bufor fosforanowy, pH=7,6

(G) 1M roztwór KJ

(H) Roztwory wzorcowe nadtlenku wodoru
(E) 0,5% kwas tiobarbiturowy (TBA) w 20% kwasie trójchlorooctowym (TCA)

(F) 0,1 M bufor fosforanowy, pH =7,6

(G) 2% roztwór BHT w etanolu

Sprzęt laboratoryjny

(G) Waga laboratoryjna

(H) Spektrofotometr UV-Vis  z kuwetą

(I) Moździerz z tłuczkiem

(J) Wirówka laboratoryjna

(K) Probówki typu Eppendorf i probówki wirownice
(L) Pipety automatyczne z końcówkami
Wykonanie ćwiczenia

1.Oznaczenie zawartości nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

Przygotowanie ekstraktu:

1. Odważyć 1,5g liści badanych roślin.

2. Rośliny utrzeć w moździerzu z 3ml 0,1% kwasu trójchlorooctowego (TCA) 
w temperaturze 4oC.

3. Homogenat wirować przez 15 minut przy 12000 x g.

4. Supernatant zebrać pipetą znad osadu do probówki i jednocześnie oznaczyć jego objętość.


Oznaczenie zawartości nadtlenku wodoru w ekstrakcie roślinnym

1.  Przygotować mieszaninę reakcyjną zawierającą:



500 µl supernatantu



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 1 M KJ


2. Przygotować próbę kontrolną (ślepą):



500 µl 0,1 % TCA



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 1 M KJ


3. Próby dokładnie wymieszać i pozostawić w ciemności na 1godz. w temp. pokojowej. 


4. Po upływie godziny zmierzyć absorbancję mieszaniny reakcyjnej przy długości fali 390      nm wobec próby ślepej. 


5. Analogicznie jak dla próby badanej wykonać oznaczenie dla roztworów wzorcowych.


6. Ilość H2O2 w badanej próbce odczytać z krzywej wzorcowej. 

   7. Ilość H2O2 w próbie badanej obliczyć ze wzoru:


 gdzie:
Cst – ilość nmoli H2O2 - odczyt z krzywej wzorcowej
Vo – objętość całkowita supernatantu,




g – świeża masa liści
V – objętość supernatantu dodana do mieszaniny reakcyjnej

2. Oznaczanie zawartości MDA w ekstrakcie roślinnym


1. Przygotować mieszaninę reakcyjną zawierającą:


500 µl supernatantu



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 0,5 % kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 20% TCA



2. Przygotować próbę kontrolną (ślepą):



500 µl 0,1 % TCA



500 µl 0,1 M buforu fosforanowego pH 7,6



1000 µl 0,5 % kwasu tiobarbiturowego (TBA) w 20% TCA



3. Do próbek dodać 30μl 2% roztworu BHT w etanolu.



4. Probówki osłonić aluminiową folią i inkubować w łaźni wodnej przez 30 


min. w temp. 95o C. 


5. Reakcję zakończyć wkładając probówki do lodu. Jeśli wytrąci się osad, 

                próby 
odwirować przez 15 min. przy 12000 x g. 

6. Absorbancję  supernatantu mierzyć wobec próby ślepej przy długości fali równej

              λ = 532 nm i λ = 600 nm. 

7. Koncentrację MDA obliczyć ze wzoru:


gdzie:





ΔE –  różnica ekstynkcji ΔE =E532 – E600





Vo – całkowita objętość supernatantu





ε – molowy współczynnik absorbcji =155 mM/cm





V – objętość supernatantu dodana do mieszaniny reakcyjnej





g – świeża masa liści

W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową oraz uwzględnić wszystkie obliczenia oraz wnioski.

Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.

Ćwiczenie 7.

Oznaczanie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza (III)

Cel


Oznaczenie całkowitej zdolności antyoksydacyjnej na zasadzie redukcji jonów żelaza 
(III) płynów spożywczych (herbaty, kawy, soków owocowych, pepsi itp.)

Odczynniki:


(A) 0,3M bufor octanowy, pH=3,6 

(B) 10mM roztwór 2,4,6-tripirydylo-S-triazyny (TPTZ) w 40 mM HCl 

(C) 20mM roztwór FeCl6x6H2O (przygotowujemy tuż przed oznaczeniem)

(D) 1mM roztwór Troloksu w etanolu

(E) 40mM HCl

(F) Woda destylowana

Sprzęt laboratoryjny

(E) Waga laboratoryjna

(F) Spektrofotometr z kuwetą

(G) Probówki typu Eppendorf

(H) Pipety automatyczne z końcówkami
Wykonanie ćwiczenia

1. Do 20μl badanego płynu dodać 580μl roztworu roboczego.


2. Jednocześnie przygotować krzywą wzorcową i próbę odnośnikową 




według schematu:



A. 580ul r-ru roboczego +  3μl Troloksu + 17μl wody destylowane 




B. 580ul r-ru roboczego +  6μl Troloksu + 14μl wody destylowane 




C. 580ul r-ru roboczego +  9μl Troloksu + 11μl wody destylowane 




D. 580ul r-ru roboczego + 12μl Troloksu + 8μl wody destylowane 




E. 580ul r-ru roboczego + 15μl Troloksu + 5μl wody destylowane

 

próba odnośnikowa: 580μl r-ru roboczego +  20μl wody destylowane 


3. Po 20 min. od dokładnego wymieszania (na vortex’ie) kolejnych próbek 


    
mierzymy ich absorbancję przy długości fali 593 nm wobec próby 


odnośnikowej.


4. Sporządzamy krzywą wzorcową zależności przyrostu absorbancji od stężenia 


    
Troloksu.

5. Z krzywej wzorcowej odczytać jakiemu stężeniu Troloksu w próbce cx 

               

odpowiada przyrost absorbancji dla badanej próby. 


6. Obliczamy całkowitą zdolność antyoksydacyjną badanego płynu CZA 


    (w jednoelektronowych równoważnikach Troloksu) 



CZA= 2 · cx· rozcieńczenie płynu w badanej próbie (np. 600μl/20μl = 30)
W opracowaniu sprawozdania należy wykreślić krzywą wzorcową oraz zawrzeć wszystkie 





obliczenia oraz wnioski.
Forma zaliczenia


- sprawozdanie z wykonania ćwiczenia zawierające otrzymane wyniki oraz wnioski; 

- wejściówka.


Ćwiczenie 8.
Kolokwium zaliczeniowe obejmujące tematykę ćwiczeń.
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