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[bookmark: _Toc56157312]Цели и задачи учебной практики
Целью прохождения практики является закрепление , расширение и углубление знаний, умений и навыков полученных во время учебного процесса, приобретение необходимых практических умений и навыков работы с микроорганизмами.
Задачами прохождения практики являются:
– знакомство с устройством биотехнологических лабораторий; 
– освоить методы периодического культивирования микроорганизмов;
– научиться производить расчеты физиологических параметров роста микроорганизмов;

[bookmark: _Toc56157313]Порядок организации практики
Согласно учебному плану направления подготовки 06.03.01 «Биология» проведение практики планируется в третьем семестре продолжительностью 2 недели, что составляет 6 зачетные единицы (216 академических часов).
Практика проводится в лабораториях кафедры биотехнологии и/или в организациях  и  предприятиях профиля направления.
Перед началом практики в университете проводится организационное собрание, на котором до сведения студентов доводится график прохождения практики, проводится вводный инструктаж по технике безопасности, перед студентами ставятся основные задачи практики и выдаются индивидуальные задания.
Практика проводится под непосредственным руководством руководителя практики от университета.
Руководитель практики обязан:
- провести инструктаж по технике безопасности (вводный и на рабочем месте, в случае необходимости - текущий) с росписью каждого студента в журнале учета инструктажей;
- создать необходимые условия для выполнения студентами программы практики и индивидуального задания.
 Студент-практикант обязан:
- соблюдать правила внутреннего распорядка соответствующего учреждения, организации, предприятия;
- выполнять задания по практике по соответствующей специализации;
- по окончании учебной практики представить отчет об ее прохождении с приложением необходимого перечня документов и защитить его в установленный учебной частью срок.
Студент-практикант имеет право:
- требовать необходимой учебной и методической помощи от преподавателя-руководителя практики, а через него от кафедры биотехнологии;
- требовать необходимой организационной и методической помощи от руководителя практики по месту её прохождения.

[bookmark: _Toc56157314]План проведения практики

	№
	[bookmark: _Hlk4943503]Этапы (периоды) проведения практики
	Виды работ

	1
	Организационный
	Проведение организационного собрания. Инструктаж по технике безопасности. Разработка индивидуального задания.

	2
	Основной
	Выполнение индивидуального задания.

	3
	Заключительный
	Составление отчёта по практике. Защита отчёта по практике (дифференцированный зачет).




Основные положения
В зависимости от способа подачи питательных веществ и отбора получаемых продуктов выделяют два основных способа культивирования: периодическое и непрерывное. 
1. Периодическое культивирование. 
Периодическим (стационарным) называют такой метод культивирования, когда клетки микроорганизмов вносят в питательную среду и далее компоненты среды не поступают в сосуд и не удаляются из него.
Периодическое культивирование микроорганизмов представляет с точки зрения техники наиболее простой метод культивирования. Под культивированием микроорганизмов понимают их выращивание в наиболее благоприятных (оптимальных) условиях.
При периодическом способе культивирования питательная среда засевается исходной культурой продуцента - инокулятом (от лат. inoculatio – прививка). Инокулят иначе называют посевным материалом, а инокуляцию называют посевом. Далее в этой же емкости микроорганизмы при определенных условиях проходят через все стадии роста и развития популяции. При таком способе культивирования (его можно назвать «закрытой» системой, когда хотя бы один из компонентов не может поступать в нее или выводиться из нее) скорость роста биомассы всегда должна стремиться к нулю либо из-за недостатка питательных веществ, либо из-за накопления в среде токсических метаболитов. Поскольку при периодическом способе культивирования микроорганизма всегда имеет место некоторая неустойчивость в системе.
В простой гомогенной периодической культуре все ее части находятся в одинаковых условиях. Для феноменологического описания роста микроорганизмов в периодическом режиме обычно используют кривую роста (рис. 1). Она имеет S-образный характер. Различные фазы роста такой культуры отражают изменения в биомассе и в окружающей среде. Продолжительность каждого периода зависит от вида культуры, количества и качества посевного материала, состава питательной среды и условий культивирования.
Периодическая культура начинается с лаг-фазы, которая является совершенно необязательной фазой роста. Ее возникновение зависит от несоблюдения оптимальных условий для роста посевного материала. Происходит перепад концентраций элементов питания, особенно углеродного, от сниженных – в выросшей культуре, из которой берется посевной материал, к высоким – в свежей среде. В этот период культура как бы адаптируется (привыкает) к новой среде обитания. Истощенные клетки старого посевного материала должны перейти из состояния голодания или отравления в состояние, соответствующее способности к размножению, которое определяется необходимым количеством и состоянием рибосом, способностью и условиями к репликации, синтезу клеточной стенки и т. п. Продолжительность этой фазы зависит от физиологических особенностей микроорганизма, состава посевной и производственной сред и условий культивирования. Чем эти различия меньше и чем больше посевная доза, тем короче  фаза роста. 
[image: ]
Рисунок 1. Фазы на кривой роста периодической культуры: I – лаг-фаза; II – фаза ускорения роста; III – фаза экспоненциального роста; IV – фаза замедления роста; V – стационарная фаза; VI – фаза отмирания.

 фаза называется фазой ускорения роста, она характеризуется началом деления клеток, увеличением общей массы популяции и постоянным увеличение скорости роста культуры; обычно она непродолжительна.
Далее следует экспоненциальная фаза, в наибольшей степени характеризующая и выражающая способность культуры к размножению. В этой фазе сведены к минимуму все лимитирующие и ингибирующие влияния. Компоненты питательной среды имеются в избытке, продукты обмена еще не накопились. Рост идет с максимально возможной скоростью, генетически заложенной в клетке, интервалы между появлением предыдущего и последующего поколений постоянны. Логарифм числа клеток линейно зависит от времени. Если же среда по своему начальному составу не оптимальна, то рост будет ограничен неподходящим питанием или неоптимальным значением рН и т. п. В этом случае рост может быть описан более пологой экспонентой или прямой. Эта фаза в лабораторных условиях не может быть длительной, так как даже не очень плотная популяция вскоре начнёт испытывать недостаток в кислороде из-за его быстрого поглощения и слабой растворимости.
Фаза замедления роста может быть очень разнообразной и самой сложной. Она может полностью отсутствовать на простых синтетических средах, когда рост сразу останавливается из-за отсутствия одного элемента питания, в особенности – источника углерода и энергии. Рост клеток прекращается, и наступает стационарная фаза, в данном случае – фаза голодания по использованному элементу питания. Возникает и пространственная ограниченность, клетки мешают друг другу, уменьшаются поверхности их контакта со средой, ухудшаются поступление питательных веществ внутрь клетки и выброс продуктов метаболизма. На сложных средах, содержащих несколько источников углерода, может происходить поочередная их утилизация и постепенное замедление роста. При избытке питания рост замедляется из-за накопления продуктов метаболизма. Токсичные продукты метаболизма у микроорганизмов весьма разнообразны. Возможно одновременное отравление и голодание. В соответствии с этим и стационарная фаза может содержать самые разнокачественные клетки: живые, но голодающие, живые, но ингибированные, отмирающие по причине голодания или отравления. 
Стационарная фаза не характеризует культуру, так как в этот период состояние клеток может быть самым разнообразным. Масса и количество всех живых клеток во время этой фазы достигают своего максимума. Количество вновь образовавшихся клеток становится на этом этапе равным количеству клеток, отмерших и автолизовавшихся. В какой-то момент это равновесие нарушается, и количество отмерших клеток становится больше вновь образовавшихся, наступает V фаза – фаза отмирания. На этой стадии масса живых клеток значительно уменьшается, так как запасные вещества клетки исчерпываются. 
Только экспоненциальная фаза до некоторой степени характеризует свойства культуры. 
Таким образом, клетки периодической культуры претерпевают значительные изменения всех свойств по всему периоду роста, обусловленные непрерывными изменениями окружающей среда и быстрой реакцией на них клеток. Тем не менее, периодические методы культивирования микроорганизмов широко используются в настоящее время в промышленной биотехнологии и исследовательской практике. Техника периодической культуры позволяет получить исходные данные, и расходные коэффициенты, и кинетические характеристики культуры, необходимые для перехода к проточным системам и масштабированию процесса. 

2. Непрерывное культивирование
Непрерывное культивирование – это процесс, происходящий в так называемой открытой системе, все компоненты которой могут поступать в систему и покидать ее. Непрерывное культивирование микроорганизмов, когда происходит, с одной стороны, приток питательной среды, с другой – отток биомассы и других продуктов, чаще используется при промышленном получении различных продуктов микробного синтеза. Культивирование микроорганизмов в производственных целях связано с особенностями роста и функций микроорганизмов. Это могут быть культуры, крайне различные по форме и сложности. Простейшей формой культуры является гомогенная суспензия микроорганизмов одного вида в определенном объеме водной среды, поддерживаемая в постоянных физических условиях и содержащая минимальное число определенных компонентов: источник углерода, азота, фосфора и других элементов. Процесс непрерывного культивирования осуществляется в специальных аппаратах – ферментерах. 
Скорость разбавления (коэффициент разбавления или скорость протока) D рассчитывается по уравнению:
D = F/V,                                                   (1)
где F – скорость поступления питательной среды, л/ч, V – объем ферментера. 
Величина D соответствует объему среды, прошедшей через ферментер за 1 ч, обратная величина 1/D показывает время пребывания микроорганизмов в ферментере. 
Контроль и управление процессами непрерывного культивирования осуществляется двумя путями: хемостатным и турбидостатным. 

2.1. Хемостатное культивирование 
Хемостат представляет собой ферментер, куда с постоянной скоростью поступает питательная среда и из которого с такой же скоростью происходит отток культуры. Обычно питательная среда содержит в избытке все компоненты за исключением какого-либо одного, например, источника азота, углерода, фосфора, магния, витаминов и т. п., который выполняет роль фактора, ограничивающего рост клеток (лимитирующий фактор). Хемостат при скорости протока (следовательно, и скорости роста) меньше μmах (максимальной скорости роста) представляет собой саморегулирующуюся систему. Эта система способна в течение продолжительного времени автоматически поддерживать постоянный уровень биомассы, скорость роста и концентрацию компонента среды, лимитирующего рост. Динамическое равновесие устанавливается при μ = D. 
Хемостатное культивирование дает возможность наблюдать особенности обмена веществ изучаемых микроорганизмов только в зависимости от скорости их роста или, напротив, сохраняя постоянную скорость роста клеток, изменять условия среды. Кроме того, этот метод позволяет долгое время поддерживать клетки в определенном физиологическом состоянии. 

2.2. Турбидостатное культивирование 
При турбидостатном выращивании в ферментере поддерживается постоянный уровень биомассы, который по оптической плотности культуры регистрируется специальным прибором, снабженным фотоэлементом. Как только уровень биомассы поднимается выше заданного, сигнал фотоэлемента приводит в действие насос, подающий питательную среду. Необходимый уровень жидкости в аппарате поддерживается при помощи специального сливного устройства. Таким образом, скорость накопления биомассы управляет скоростью притока питательной среды. Рост микроорганизмов в турбидостате осуществляется без внешнего лимитирования. При этом скорость роста приближается к μmах.

3. Оценка параметров роста периодической культуры 
Результаты количественного изучения роста микробных популяций могут быть представлены более информативно и точно, если анализируются различные параметры роста: удельная скорость роста, время генерации (время удвоения биомассы), лаг-период, экономический коэффициент и т. д. 
1. Удельная скорость роста культуры рассчитывается по данным концентрации биомассы в фазах активного роста культуры по формуле:
                                                            (2)
где Х0 и Х1 – значения биомассы, соответствующие времени роста Т0 и Т1. 
Биомассу можно измерять весовым методом (г/л, мг/л), по данным нефелометрии оптической плотности (А) суспензии клеток микроорганизмов, в единицах А. Для характеристики микроорганизмов часто используют максимальную удельную скорость роста µmax - удельная скорость роста в экспоненциальной фазе.

2. Время удвоения биомассы (время генерации). Каждая одиночная клетка бактерий при размножении образует 2 новые клетки, в благоприятных условиях среды обитания такие клетки будут размножаться в геометрической прогрессии, т. е. экспоненциально: 
                                     (3)
где g – время генерации, μ – удельная скорость роста. 

3. Экономический коэффициент (или выход биомассы от потребленного субстрата) определяется из уравнения:
                                           (4)
где Х – концентрация биомассы, S – начальная концентрация субстрата в среде, S0 – остаточная концентрация субстрата в культуральной жидкости. 

4. Длительность лаг-периода (L) определяется графически. 
Если на графике зависимости биомассы от времени (см. рис. 2) прямую линию экстраполировать до уровня начальной биомассы, то отрезок, отсекаемый при этом на оси абсцисс, будет соответствовать L. 
[image: ]
Рисунок 2. Фазы роста культуры микроорганизмов. Определение длительности лаг-периода.

4. Определение кинетических характеристик роста культур микроорганизмов для прогноза непрерывного культивирования 
Ks, μmах, и Y являются важнейшими параметрами, характеризующими рост микроорганизмов в непрерывной и периодической культуре. 
В настоящее время в промышленности для получения продуктов микробного синтеза используется метод непрерывного культивирования. Основным условием стабильного состояния культуры в непрерывном процессе является равенство удельной скорости роста (μ) и скорости разбавления (D).
Скорость роста микроорганизмов определяется физиологическими особенностями штамма, условиями культивирования, природой утилизируемого углеродного субстрата и его концентрацией в среде. Высокие исходные концентрации некоторых компонентов среды могут ингибировать рост микроорганизмов. Наиболее важной характеристикой роста микроорганизмов является их теоретическая максимальная удельная скорость роста (μmax). Она рассчитывается при выборе перспективных культур для получения биомассы или продуктов метаболизма микроорганизмов в условиях непрерывного культивирования. Чем выше μmax при росте на конкретном субстрате, тем устойчивее и продуктивнее будет идти процесс получения необходимого продукта. С практической удельной скоростью роста (μ) она связана математическим выражением Моно и имеет следующий вид: 
                         (5)
где μ – практическая удельная скорость роста; S – концентрация лимитирующего фактора в среде; Кs – константа насыщения (константа Михаэлиса-Ментена), равная концентрации лимитирующего фактора, при котором μmах =1/2, величина Кs обратно пропорциональна сродству организма к субстрату. По своей форме уравнение Моно соответствует зависимости скорости ферментативной реакции от концентрации субстрата при химических реакциях (уравнение Михаэлиса-Ментена). 
Величину Ks можно определить в опытах, где суспензией клеток засевают среды с различными, но очень низкими концентрациями субстрата S. Через короткие интервалы времени (1, 2, 3 ч и далее) измеряют величину биомассы и вычисляют значение μ. Далее строят график зависимости μ от концентрации субстрата S (рис. 3). Проводят линию, параллельную оси абсцисс, на уровне самого высокого значения μ до пересечения с осью ординат. Количественное значение Кs рассчитывается графически экстраполированием величины ½ μmax на ось абсцисс (концентрация субстрата).
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Рисунок 3. Зависимость удельной скорости роста культуры (μ) от концентрации субстрата (S) в соответствии с уравнением Моно. Ks = 10 мг/л, при S=Ks, а μ=0,5 μmax

Преобразуя уравнение  (5), получаем:
                                   (6)

т.е., построив график зависимости 1/μ от 1/S, получим прямую линию, которая пересекает ось абсцисс в точке – 1/Ks, а ось ординат  ‑ в точке 1/μmax (рис. 3). Линейность графика в случае, когда по оси ординат откладывают обратные величины, служит удобным методом для проверки гиперболической зависимости.
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Рисунок  4. Данные рисунка 3 в обратных координатах

5. Графоаналитический метод расчета условий непрерывного культивирования 
Принцип метода состоит в сопоставлении графиков зависимости накопления биомассы от времени культивирования (см. рис. 1) с кривой продуктивности по выходу биомассы dx/dt. Для этого в правой половине графика зависимости образования биомассы от времени культивирования (кривая X) наносят кривую зависимости продуктивности культуры по выходу биомассы от ее концентрации, т. е. dX/dt от X в тех же единицах оптической плотности (ед. ОП) (кривая ) (рис. 5). 
Величина dX/dt рассчитывается по данным кривой роста.

Пример: Х2 = 3 ед. ОП; Х1= 1,5 ед. ОП, t2 = 4,5 ч t1 = 3,5 ч тогда dX/dt = 1,5 ед. ОП/ч. 


[image: ]
Рисунок 5. Кривая роста культуры (Х) и кривая продуктивности по выходу биомассы.

На кривой зависимости продуктивности культуры находим точку, соответствующую максимальному значению dX/dt. При пересечении перпендикуляра с осью абсцисс находим точку, которая соответствует состоянию динамического равновесия при непрерывном культивировании dX/dt (например, 1,5 ед. ОП/ч). Проведя параллель по найденной точке до пересечения с осью ординат, находим показатель оптической плотности, соответствующий определенной концентрации биомассы X (например, 3 ед. ОП). Продлив эту прямую до пересечения с кривой роста, находим фазу роста, в которой будет поддерживаться культура. Опустив перпендикуляр на ось абсцисс со шкалой времени культивирования, находим время, необходимое для выхода культуры в нужную фазу роста и начала проточного культивирования. В стационарных условиях скорость протока (D) равна удельной скорости роста (μ). Их рассчитываем по формуле: 

Таким образом, находим, что если при оптической плотности культуры, равной 3 в ферментере включить проток со скоростью 0,5 ч-1, то производительность процесса получения биомассы будет максимальна. Культивирование будет осуществляться в режиме турбидостата.
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По итогам учебной практики студент представляет руководителю отчетную документацию: 
· дневник;
· отзыв руководителя;
· отчет.
Аттестация по итогам учебной практики осуществляется после сдачи документов по практике на кафедру и фактической защиты отчета на основе оценки решения студентом задач практики, отзыва руководителей практики об уровне знаний и квалификации студента. По результатам аттестации выставляется оценка.
При оценке итогов работы студента на практике, учитываются содержание и правильность оформления студентом дневника и отчета по практике, отзывы руководителей практики от организации - места прохождения практики и кафедры, качество ответов на вопросы в ходе защиты отчета.
Индивидуальное задание выдается каждому студенту и представляет собой подготовку сообщения по конкретной теме. Сообщение оформляется в форме реферата, представление индивидуального задания происходит в виде доклада с презентацией и последующим обсуждением темы. Время доклада - 5-7 мин.

[bookmark: _Toc56157316]Темы индивидуальных заданий

Задания 1 и 2 студенты делают в лаборатории в группе:
Задание 1. Получение кривой роста культуры микроорганизмов;
Задание 2. Определение КОЕ в выросшей культуре.
Задания 3 и 4 каждый студент делает самостоятельно по индивидуальным данным, приведенным в приложении к методическим указаниям к практике:
Задание 3. Построение кривой роста и расчет параметров роста по известным данным;
Задание 4. Расчет параметров для непрерывного культивирования.

Заочная форма обучения
Задания 3 и 4 каждый студент делает самостоятельно по индивидуальным данным, приведенным в приложении к методическим указаниям:
Задание 3. Построение кривой роста и расчет параметров роста по известным данным;
Задание 4. Расчет параметров для непрерывного культивирования.
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Получение кривой роста культуры микроорганизмов
1. Выбрать вариант культивирования
Примерные варианты культивирования микроорганизмов представлены в таблице 1.

Таблица 1. Варианты культивирования микроорганизмов
	№
	Микроорганизм
	Среда 
	Субстрат

	Температура, °С
	Режим аэрации, об/мин

	1
	E.coli K12
	LB
	-
	28
	180

	2
	E.coli K12
	LB
	-
	37
	180

	3
	Pseudomonas putida NF142
	LB
	-
	28
	180

	4
	Arthrobacter sp.BS2
	LB
	-
	28
	180

	5
	Gluconobacter oxidans
	Среда G
	сорбит
	28
	180

	6
	Pichia sp. 2518
	Cреда Y
	Глюкоза (10 г/л)
	28
	180

	7
	Pichia sp. 2518
	Cреда Y
	Глицерин (10 г/л)
	28
	180



Среды для культивирования
LB (Лурия – Бертрани): триптон - 10г/л, дрожжевой экстракт - 5 г/л, NaCl - 10 г/л. Довести рН до 7,5.
Среда Y: (NH4)2SO4 - 2,5 г/л, MgSO4 - 0,2 г/л, K2HPO4x 3 H2O - 0,7 г/л, NaH2PO4x 3 H2O - 3 г/л, дрожжевой экстракт - 0,5 г/л, DL-лейцин - 0,17 г/л, глицерин – 8,3 мл/л (или глюкоза 10 гл), микроэлементы (ЭДТА-10г/л, ZnSO4x 7H2O - 4.4 г/л, MnCl2 х 4H2O - 1,01 г/л, CoCl2 х 6H2O - 0,32 г/л, CuSO4 х 5H2O - 0,315г/л, (NH4)6Mo7O24 х 4H2O - 0,22г, CaCl2 х 2H2O - 1,47 г/л, FeSO4 х 7H2O - 1 г/л) - 1 мл.
Среда G: D-сорбит - 200 г/л;  Дрожжевой экстракт - 20 г/л; Дистиллированная вода - 100 мл;  pH среды - 5,2-5,5
Для приготовления агаризованных сред к жидким средам добавить агара из расчета 16-20 г/л

2. Приготовить питательную среду для выращивания бактерий:
‑ приготовить среды согласно прописи;
– среду разлить в 3 ферментационные колбы по 100 мл;
– колбы плотно закрыть ватно-марлевыми пробками и стерилизовать автоклавированием 30 мин при 121°С;
– после автоклавирования колбы подписать (отметить микроорганизм, который будете засевать, дату, фамилию и номер колбы);
3. Засев инокулята:
‑ Засеять одну колбу для инокулята культурой и инкубировать (культивировать) в течение суток при заданных условиях;
‑ На следующий день засеять одну из колб, добавив 5-10 мл инокулята (инокулят хранить в холодильнике до засева второй колбы);
– Измерить исходную оптическую плотность культуры, для чего отобрать 2,5 мл культуры в отдельную пробирку и измерить оптическую плотность на спектрофотометре относительно воды при длине волны 590 нм;
‑ Вторую колбу засеять через 8 часов, добавив 5-10 мл того же инокулята, который добавляли в первую колбу;
4. Колбы установить на качалку с заданными параметрами температуры и аэрации.
5. Периодически (через 1-2 часа) производить отбор проб для измерения оптической плотности культуры. 
6. Данные занести в табл. 2.
Таблица 2. Показатели роста культуры в ходе периодического культивирования
	Дата
	Время
	Время от начала засева (колба 1), ч

	Оптическая плотность А1, ед. (колба1)
	Время от начала засева (колба 2), ч

	Оптическая плотность А2, ед (колба2)

	
	
	
	
	
	



7. По результатам эксперимента построить кривые роста культур бактерий (оптическая плотность от времени культивирования и ln оптической плотности от времени), объединив значение полученные для первой и для второй колбы (время берут из таблицы 2 - время от начала засева по колбе 1 и 2). 
8. Рассчитать параметры роста данной периодической культуры: 
а) длительность фаз (по графику); 
б) максимальную удельную скорость роста; 
в) время генерации в экспоненциальной фазе роста;
9. Сделать вывод по работе.
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Определение КОЕ
- приготовление материала
1. Приготовить 200 мл агаризованной питательной среды для выращивания бактерий.
2. Приготовить физ. раствор и разлить по 14 пробиркам по 4,5 мл.
3. Упаковать 6 чашек Петри.
4. Агаризованную среду, пробирки с физ. раствором и чашки Петри стерилизовать автоклавированием 30 мин при 121°С;

-отбор проб и высев
1. После засева колб отобрать 0,5 мл и добавить в одну из пробирок с 4,5 мл физ. раствора;
2. Приготовить 7 десятикратных разведений культуры;
3. Залить чашки Петри агаризованной средой и подсушить под УФ;
4. Сделать высев по 0,1 мл из соответствующих разведений;
5. Чашки Петри поместить в термостат крышками вниз для инкубации при температуре 28°С на 24 – 48 часов;
6. После завершения снятия кривой роста отобрать 0,5 мл культуральной жидкости,  добавить в одну из пробирок с 4,5 мл физ. раствора и повторить п. 2-5.
7. Через 1-2 дня подсчитать число выросших на чашках Петри колоний и рассчитать содержание микроорганизмов (КОЕ/мл) в культуре на момент отбора проб:

где М – количество клеток в 1 мл; 
       а – число колоний, выросших после посева из данного разведения;  
       V – объем суспензии, взятый для посева, мл;
       n – коэффициент разведения.
8.  Сделать вывод по работе.
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Построение кривой роста и расчет параметров роста по известным данным
1. Построить кривую роста культуры по показателям оптической плотности (табл. 1 в приложении 2) . 
2. Рассчитать параметры роста данной периодической культуры: 
а) длительность лаг-фазы (по графику); 
б) максимальную удельную скорость роста; 
в) время генерации в экспоненциальной фазе роста; 
3. Используя данные табл. 2 в приложении 2, рассчитать экономический коэффициент (выход биомассы от потребленного субстрата) для данной культуры.
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Расчет параметров для непрерывного культивирования
1. Построить график зависимости удельной скорости роста от концентрации субстрата для данной культуры на основании данных табл. 3 в приложении 2. 
2. Рассчитать значение теоретической μmax по формуле (5) при максимальном значении S (табл. 3 в приложении 2).
3. По данным графика построенным в обратных координатах(1/μ от 1/S) определить: 
а) значение константы Михаэлиса-Ментена (Ks); 
в) значение практической максимальной скорости роста (μmax).
4. Графоаналитическим методом рассчитать скорость протока для максимальной продуктивности культуры по выходу биомассы в единицах ОП (в режиме турбидостата), время культивирования в стационарных условиях и подключения подачи питательной среды (по вариантам 1-го этапа).

[bookmark: _Toc56157321]Правила оформления отчета
Отчет оформляется на листах формата А-4, шрифт TNR 14, с полуторным интервалом между строками.
В структуре отчёта должны содержаться следующие элементы:
1) титульный лист (Приложение 1);
2) содержание отчета (оглавление);
3) основная часть в соответствии с заданием практики;
4) заключение с отражением личного мнения об учебной практике, полученных представлений о деятельности практических органов, их полезности для будущей работы по специальности и.т.п.;
5) приложения: проекты документов, составленные студентом -практикантом, подписанные руководителем практики по месту её прохождения;
6) список использованных нормативных актов и литературных источников.

При написании отчета о практике рекомендуется пользоваться следующими нормативными документами по стандартизации: 
ГОСТ 2.104-68. ЕСКД. Основные надписи. 
ГОСТ 2.304-81. ЕСКД. Шрифты чертежные. 
ГОСТ 2.105-95. ЕСКД. Общие требования к текстовым документам. 
ГОСТ 7.1- 84. СИБИД. ГСП. Библиографическое описание документа: общие требования и правила составления. 
ГОСТ 7.32-2001. СИБИД. Отчет о научно-исследовательской работе.
Объем отчета зависит от темы индивидуального задания и не должен превышать 15 - 20 страниц. 
Отчет подписывается студентом и руководителем практики.
При сборе материалов и составлении отчета особое внимание следует уделять специализированным литературным источникам (регламентам, технологическим инструкциям, техническим условиям, паспортам на оборудование и т.п.), имеющимся в библиотеке предприятия или кафедры биотехнологии, поскольку предусматривается использование этих материалов в дальнейшем при курсовом и дипломном проектировании.
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Основная литература
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3. Лебедев, В.Н. Микробиология с основами вирусологии. Часть I. Основы общей вирусологии [Электронный ресурс]: методическое пособие для студентов биологических специальностей/ Лебедев В.Н.— Электрон. текстовые данные.— СПб.: Российский государственный педагогический университет им. А.И. Герцена, 2014.— 62 c.— Режим доступа: http://www.iprbookshop.ru/22556.— ЭБС «IPRbooks», по паролю
4. Чепурнова, Майя Александровна. Методические указания по выполнению лабораторных работ по дисциплинам "Микробиология с основами вирусологии" и "Микробиология". Ч. 1 / М. А. Чепурнова, Е. В. Акатова, И. А. Нечаева ; ТулГУ .— Тула : Изд-во ТулГУ, 2016 .— 120 с. : ил. — Библиогр. в конце кн. — ISBN 978-5-7679-3358-7 .— ISBN 978-5-7679-3356-3 (Ч. 1) .— <URL:https://tsutula.bibliotech.ru/Reader/Book/2016021711422842606500007668>.

Дополнительная литература

1.  Егоров, Н.С. Основы учения об антибиотиках: Учебник для вузов/ Н.С.Егоров; МГУ им. М. В. Ломоносова.-6-е изд., перераб. и доп.- М.: Изд-во Моск.ун-та: Наука, 2004.-528с.
2. Поздеев, О.К. Медицинская микробиология: Учебник  для мед.вузов/ О.К.Поздеев; под ред. В.И.Покровского.-М.: ГЭОТАР-Медиа,  2005.-768с.
3. Практикум  по  микробиологии: Учеб. пособие  для вузов/ А.И.Нетрусов [и др.]; под ред. А.И.Нетрусова. -М.: Академия, 2005.-608с.
4. Теппер, Е.З. Практикум по микробиологии: Учеб. пособие для вузов/ Е.З.Теппер, В.К.Шильникова, Г.И.Переверзева; Под ред.В.К. Шильниковой.-5-е изд., перераб.и доп. -М.: Дрофа, 2004.-256с.
5. Белясова, Н.А. Микробиология [Электронный ресурс]: учебник/ Белясова Н.А.— Электрон. текстовые данные.— Минск: Вышэйшая школа, 2012.— 443 c.— Режим доступа: http://www.iprbookshop.ru/20229.— ЭБС «IPRbooks», по паролю

Ресурсы информационно-телекоммуникационной сети «Интернет»

1. : учебники авторов ТулГУ по всем дисциплинам. - Режим доступа: https://tsutula.bibliotech.ru/, по паролю.- Загл. с экрана 
2. ЭБС IPRBooks универсальная базовая коллекция изданий. - Режим доступа: http://www.iprbookshop.ru/,  по паролю.- Загл. с экрана
3. ЭБС издательства «Юрайт».- Режим доступа: http://biblio-online.ru, по паролю.-  Загл. с экрана.
4. Консультант студента. Электронная библиотека медицинского вуза : учебники для высшего медицинского и фарм. образования. – Режим доступа : http://www.studmedlib.ru/, по паролю. -  Загл. с экрана.
5. Научная Электронная Библиотека  eLibrary - библиотека электронной периодики.- Режим доступа: http://elibrary.ru/ , по паролю.- Загл. с экрана.
6. НЭБ КиберЛенинка научная электронная библиотека открытого доступа, режим доступа http://cyberleninka.ru/ ,свободный.- Загл. с экрана.
7. Единое окно доступа к образовательным ресурсам: портал [Электронный ресурс]. - Режим доступа : http: //window.edu.ru. - Загл. с экрана. 
8. КонсультантПлюс: справочная правовая система / Компания «Консультант Плюс». – Версия Проф, сетевая. - Режим доступа : Компьютерная сеть НБ ТулГУ, свободный. - Загл. с экрана.

[bookmark: _Toc56157323][bookmark: _Toc509572588]8. Перечень информационных технологий, используемых при проведении практики, включая перечень программного обеспечения и информационных справочных систем (при необходимости)

1. Текстовый редактор Microsoft Word;
2. Программа для работы с электронными таблицами Microsoft Excel.
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Таблица 1. Зависимость биомассы (Х), единицы оптической плотности (ОП) от времени культивирования (Т) на углеродном субстрате
	№
	Культура
	Субстрат
	Время культивирования, ч

	
	
	
	0
	2
	4
	6
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	70
	80

	
	
	
	Показания оптической плотности

	1
	Candida utilis
	глюкоза
	0,1
	0,105
	0,11
	0,12
	0,15
	0,33
	0,5
	0,6
	0,62
	0,63
	0,64
	0,64

	2
	Rhococcus sp.
	фенол
	0,07
	0,072
	0,075
	0,079
	0,09
	0,13
	0,18
	0,25
	0,3
	0,33
	0,34
	0,35

	3
	Pseudomonas sp.
	метанол
	0,085
	0,087
	0,09
	0,096
	0,12
	0,19
	0,27
	0,34
	0,39
	0,42
	0,43
	0,44

	4
	Saccharomyces sp.
	сахароза
	0,1
	0,102
	0,105
	0,109
	0,12
	0,17
	0,23
	0,31
	0,38
	0,44
	0,47
	0,48

	5
	Methylococcus sp.
	пропионат
	0,051
	0,052
	0,053
	0,055
	0,06
	0,08
	0,12
	0,2
	0,3
	0,38
	0,44
	0,44

	6
	Cryptococcus sp.
	маннит
	0,05
	0,053
	0,058
	0,066
	0,087
	0,15
	0,22
	0,285
	0,34
	0,36
	0,36
	0,36

	7
	Rhodopseudomonas capsulata
	ацетат
	0,05
	0,053
	0,064
	0,078
	0,112
	0,2
	0,31
	0,43
	0,49
	0,5
	0,5
	0,5

	8
	Bacillus turing
	глюкоза
	0,05
	0,05
	0,06
	0,1
	0,2
	0,5
	0,73
	0,81
	0,86
	0,88
	0,88
	0,88

	9
	Candida scotti
	мальтоза
	0,07
	0,07
	0,08
	0,1
	0,15
	0,29
	0,5
	0,75
	0,88
	0,9
	0,9
	0,9

	10
	Mycobacterium sp.
	каприловая кислота
	0,06
	0,061
	0,065
	0,072
	0,095
	0,16
	0,24
	0,28
	0,31
	0,33
	0,33
	0,33

	11
	Brevibacterium sp.
	нафталин
	0,03
	0,032
	0,035
	0,039
	0,048
	0,1
	0,17
	0,3
	0,45
	0,5
	0,53
	0,55

	12
	Arthrobacter sp.
	нафталин
	0,06
	0,06
	0,062
	0,064
	0,069
	0,083
	0,098
	0,15
	0,34
	0,52
	0,57
	0,57

	13
	Metilobacter sp.
	метанол
	0,02
	0,02
	0,023
	0,031
	0,05
	0,16
	0,3
	0,46
	0,58
	0,65
	0,68
	0,7

	14
	Pseudomonas putida
	капролактам
	0,05
	0,06
	0,073
	0,095
	0,15
	0,33
	0,52
	0,65
	0,7
	0,73
	0,74
	0,75

	15
	Pseudomonas putida
	нафталин
	0,103
	0,104
	0,106
	0,11
	0,13
	0,21
	0,35
	0,52
	0,62
	0,68
	0,7
	0,7

	16
	Pichia angusta
	глицерин
	0,115
	0,117
	0,119
	0,12
	0,123
	0,135
	0,15
	0,19
	0,36
	0,55
	0,57
	0,58

	17
	Pichia angusta
	этанол
	0,06
	0,06
	0,07
	0,082
	0,13
	0,3
	0,51
	0,63
	0,73
	0,76
	0,79
	0,8

	18
	Gluconobacter oxidans
	сорбит
	0,017
	0,019
	0,025
	0,029
	0,04
	0,08
	0,15
	0,28
	0,5
	0,8
	0,88
	0,9

	19
	Azotobacter sp.
	Глюкоза
+ кадмий
	0,018
	0,018
	0,018
	0,019
	0,025
	0,04
	0,06
	0,13
	0,27
	0,4
	0,42
	0,42

	20
	Arthrobacter sp.
	глюкоза + кадмий
	0,02
	0,02
	0,02
	0,023
	0,06
	0,19
	0,31
	0,4
	0,42
	0,44
	0,45
	0,45

	21
	Eschericia coli
	глюкоза
	0,03
	0,03
	0,03
	0,033
	0,05
	0,1
	0,18
	0,33
	0,45
	0,5
	0,5
	0,5

	22
	Pseudomonas sp.
	капролактам
	0,05
	0,05
	0,05
	0,052
	0,055
	0,068
	0,095
	0,18
	0,35
	0,45
	0,48
	0,48

	23
	Brevibacterium sp.
	нафталин
	0,11
	0,11
	0,114
	0,12
	0,135
	0,2
	0,3
	0,45
	0,7
	0,9
	0,95
	0,95

	24
	Arthrobacter sp.
	нафталин
	0,08
	0,082
	0,084
	0,087
	0,096
	0,124
	0,25
	0,65
	0,87
	0,9
	0,92
	0,94

	25
	Arthrobacter sp.
	Нафталин
+ 5%NaCl
	0,014
	0,015
	0,018
	0,026
	0,045
	0,13
	0,24
	0,41
	0,57
	0,7
	0,75
	0,77

	26
	Eschericia coli
	маннит
	0,008
	0,01
	0,01
	0,012
	0,02
	0,06
	0,21
	0,52
	0,7
	0,84
	0,85
	0,85

	27
	Candida sp.
	глицерин
	0,108
	0,11
	0,112
	0,12
	0,15
	0,25
	0,4
	0,7
	0,95
	1,18
	1,2
	1,2




Таблица 2. Выход биомассы, начальная концентрация субстрата в среде и остаточные концентрации в культуральной жидкости
	№
	Культура
	Субстрат
	Биомасса, ед. ОП (Х)
	Начальная концентрация субстрата в среде, мг/л (S)
	Остаточная концентрация субстрата в культуральной жидкости, мг/л (S0)

	1
	Candida utilis
	Глюкоза
	500
	1000
	100

	2
	Rhococcus sp.
	Фенол
	200
	500
	50

	3
	Pseudomonas sp.
	Метанол
	100
	250
	20

	4
	Saccharomyces sp.
	Сахароза
	500
	2000
	1000

	5
	Methylococcu ssp.
	Пропионат
	300
	2000
	900

	6
	Cryptococcus sp.
	Маннит
	550
	1000
	150

	7
	Rhodopseudomonas capsulata
	Ацетат
	480
	2000
	800

	8
	Bacillus turing
	Глюкоза
	540
	1000
	80

	9
	Candida scotti
	Мальтоза
	400
	1000
	100

	10
	Mycobacterium sp.
	Каприловая кислота
	200
	1000
	500

	11
	Brevibacterium sp.
	Нафталин
	500
	1000
	100

	12
	Arthrobacter sp.
	Нафталин
	450
	1000
	100

	13
	Metilobacte rsp.
	Метанол
	200
	500
	30

	14
	Pseudomonas putida
	Капролактам
	500
	2000
	20

	15
	Pseudomonas putida
	Нафталин
	350
	1000
	100

	16
	Pichia angusta
	Глицерин
	500
	1500
	50

	17
	Pichia angusta
	Этанол
	450
	1000
	80

	18
	Gluconobacter oxidans
	Сорбит
	350
	1000
	120

	19
	Azotobacter sp.
	Глюкоза+кадмий
	200
	1000
	200

	20
	Arthrobacter sp.
	Глюкоза + кадмий
	100
	1000
	250

	21
	Eschericia coli
	Глюкоза
	300
	1000
	20

	22
	Pseudomonas sp.
	Капролактам
	300
	1000
	50

	23
	Brevibacterium sp.
	Нафталин
	540
	1000
	100

	24
	Arthrobacter sp.
	Нафталин
	400
	1000
	120

	25
	Arthrobacter sp.
	Нафталин+5%NaCl
	200
	1000
	200

	26
	Eschericia coli
	Маннит
	500
	2000
	300

	27
	Candida sp.
	Глицерин
	450
	1500
	100




Таблица 3. Зависимость удельной скорости роста культур (µ) от концентрации субстрата (S)
	№
	Культура
	Субстрат
	параметры

	1
 
	Candida utilis
 
	глюкоза
 
	S мг/л
	20
	40
	80
	120
	160
	200
	300

	
	
	
	μ ч-1
	0,2
	0,3
	0,4
	0,43
	0,46
	0,47
	0,47

	2
 
	Rhococcus sp.
 
	фенол
 
	S мг/л
	100
	140
	160
	240
	600
	800
	1000

	
	
	
	μ ч-1
	0,07
	0,09
	0,1
	0,13
	0,19
	0,2
	0,2

	3
 
	Pseudomonas sp.
 
	метанол
 
	S мг/л
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	80

	
	
	
	μ ч-1
	0,3
	0,5
	0,6
	0,75
	0,82
	0,85
	0,9

	4
 
	Saccharomyces sp.
 
	сахароза
 
	S мг/л
	50
	100
	150
	200
	300
	400
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,06
	0,1
	0,12
	0,15
	0,18
	0,19
	0,2

	5
 
	Methylococcus sp.
 
	пропионат
 
	S мг/л
	50
	100
	150
	200
	300
	400
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,04
	0,08
	0,12
	0,15
	0,2
	0,23
	0,24

	6
 
	Cryptococcus sp.
 
	маннит
 
	S мг/л
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140

	
	
	
	μ ч-1
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2
	0,23
	0,24
	0,25

	7
 
	Rhodopseudomonas capsulata
 
	ацетат
 
	S мг/л
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	80

	
	
	
	μ ч-1
	0,02
	0,04
	0,06
	0,08
	0,1
	0,12
	0,13

	8
 
	Bacillus turing
 
	глюкоза
 
	S мг/л
	20
	40
	60
	80
	100
	120
	140

	
	
	
	μ ч-1
	0,05
	0,08
	0,1
	0,11
	0,115
	0,12
	0,12

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	9
 
	Candida scotti
 
	мальтоза
 
	S мг/л
	50
	100
	150
	200
	300
	400
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,05
	0,07
	0,09
	0,1
	0,11
	0,12
	0,12

	10
 
	Mycobacterium sp.
 
	каприловая кислота
 
	S мг/л
	10
	20
	30
	40
	50
	60
	80

	
	
	
	μ ч-1
	0,04
	0,07
	0,1
	0,13
	0,16
	0,18
	0,19

	11
 
	Brevibacterium sp.
 
	нафталин
 
	S мг/л
	20
	35
	45
	55
	70
	85
	100

	
	
	
	μ ч-1
	0,15
	0,25
	0,3
	0,35
	0,39
	0,42
	0,45

	12
 
	Arthrobacter sp.
	нафталин
 
	S мг/л
	10
	20
	35
	50
	65
	75
	90

	
	
	
	μ ч-1
	0,04
	0,07
	0,1
	0,12
	0,13
	0,13
	0,13

	13
 
	Metilobacter sp.
	метанол
 
	S мг/л
	20
	80
	150
	200
	300
	400
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,02
	0,08
	0,14
	0,18
	0,21
	0,24
	0,25

	14
 
	Pseudomonas putida
 
	капролактам
 
	S мг/л
	5
	15
	30
	40
	50
	60
	80

	
	
	
	μ ч-1
	0,06
	0,15
	0,23
	0,26
	0,28
	0,29
	0,3

	15
 
	Pseudomonas putida
 
	нафталин
 
	S мг/л
	10
	25
	60
	80
	100
	120
	140

	
	
	
	μ ч-1
	0,1
	0,22
	0,4
	0,45
	0,48
	0,49
	0,5

	16
 
	Pichia angusta
 
	глицерин
 
	S мг/л
	25
	50
	75
	100
	125
	150
	175

	
	
	
	μ ч-1
	0,03
	0,05
	0,07
	0,09
	0,1
	0,105
	0,11

	17
 
	Pichia angusta
 
	этанол
 
	S мг/л
	30
	110
	190
	260
	340
	420
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,03
	0,11
	0,17
	0,21
	0,23
	0,24
	0,25

	18
 
	Gluconobacter oxidans
	сорбит 
	S мг/л
	20
	65
	115
	160
	205
	250
	300

	
	
	
	μ ч-1
	0,1
	0,23
	0,31
	0,38
	0,42
	0,44
	0,45

	19
 
	Azotobacter sp.
	глюкоза + кадмий 
	S мг/л
	20
	50
	80
	110
	140
	170
	200

	
	
	
	μ ч-1
	0,04
	0,08
	0,1
	0,115
	0,12
	0,126
	0,13

	20
 
	Arthrobacter sp.
	глюкоза + кадмий 
	S мг/л
	10
	20
	35
	50
	65
	75
	90

	
	
	
	μ ч-1
	0,05
	0,1
	0,17
	0,2
	0,23
	0,24
	0,25

	21
 
	Eschericia coli
	глюкоза
 
	S мг/л
	10
	20
	35
	45
	55
	65
	80

	
	
	
	μ ч-1
	0,08
	0,16
	0,28
	0,35
	0,38
	0,42
	0,43

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	22
 
	Pseudomonas sp.
 
	капролактам 
	S мг/л
	20
	50
	75
	125
	150
	175
	200

	
	
	
	μ ч-1
	0,2
	0,42
	0,56
	0,64
	0,67
	0,68
	0,7

	23
 
	Brevibacterium sp.
 
	нафталин 
	S мг/л
	10
	30
	60
	85
	105
	125
	150

	
	
	
	μ ч-1
	0,12
	0,3
	0,49
	0,56
	0,57
	0,59
	0,6

	24
 
	Arthrobacte rsp.
 
	нафталин 
	S мг/л
	20
	65
	115
	160
	205
	250
	300

	
	
	
	μ ч-1
	0,02
	0,05
	0,08
	0,09
	0,1
	0,11
	0,11

	25
 
	Arthrobacte rsp.
 
	нафталин + 5%NaCl 
	S мг/л
	20
	65
	115
	160
	205
	250
	300

	
	
	
	μ ч-1
	0,02
	0,054
	0,1
	0,12
	0,13
	0,14
	0,14

	26
 
	Eschericia coli
 
	маннит
 
	S мг/л
	50
	125
	200
	275
	350
	425
	500

	
	
	
	μ ч-1
	0,05
	0,11
	0,14
	0,17
	0,18
	0,19
	0,2

	27
 
	Candida sp.
 
	глицерин
 
	S мг/л
	30
	100
	170
	240
	310
	380
	450

	
	
	
	μ ч-1
	0,07
	0,16
	0,22
	0,27
	0,31
	0,33
	0,34
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BpeMeHH (pHc. B) NpsAMYIO JIHHHIO 3KCTPANOJMpPOBaTh 10 YPOBHS
HayaJbHOH GHOMacChl, TO OTPe30K, OTCEKAeMBblil NMPU 3TOM Ha ocH
abcunce, u 6yner coorsercTBoBaTh L. COOTBETCTBEHHO ypaBHeHHe
I/1s POCTa KYJAbTYPbl UMeEET BHI
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Puc. 2. YreabHas CKOPOCTb pocTa B Kak (QYHKIHMA KOHUEHTPAUHH § cy6crpata
B COOTBETCTBHH C ypaBHeHHeM Mono B = kms/(s + Ks) mpr Wm=1,0 qy—! n
Ks =10 mr/a. OTMeTHM, 4YTO pH §= Ks p=05 pm.

4r
4
~
N
2L
! <_"//‘m
/ I ! ! 1
=01 g af 02 as a4

. /s, afne
~i/Ks
Puc. 3. lausue puc. 2 B 06paTHEX KOODAHHATAX.
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