PRÁCTICAS DE MICROBIOLOGÍA INDUSTRIAL

Práctica 1: Utilización de la reacción de la Glucosa Oxidasa para la determinación específica de concentración de glucosa.  

1.1 Reactivos:

Reactivo Trinder

Medio DMEM de cultivo celular

Medio Lebowitz de cultivo celular 

Suero Fetal Bovino (FBS)

Suero Fetal Bovino dializado (dFBS)

Solución de glucosa 50 mM

Agua destilada estéril

1.2 Procedimientos:


a) Electrodo de Oxígeno:


Glucosa + H2O + O2 ( Ácido glucónico + H2O2
-Añadir a la cámara del electrodo de Oxígeno 995 µl del reactivo Tinder y 5 µl del medio correspondiente: DMEM, Lebowitz, FBS o dFBS.

-Medir el consumo de Oxígeno en cada caso.

b) Espectrofotómetro: 





Glucosa + H2O + O2 ( Ácido glucónico + H2O2

H2O2  + 4-Aminoantipyrina + p-Hydroxybenzeno Sulfonato ( Quinoneimina + H2O 
-Preparar cuatro tubos con dilucciones seriadas de glucosa: 


0mM, 2,5 mM, 5mM, 10mM, 20mM y 25 mM
-Añadir a 995 µl del reactivo Tinder 5µl de cada una de las soluciones de glucosa para hacer la recta de calibrado. Esperar 10 minutos para que se complete la reacción.

-Para medir las muestras añadir a 995 µl del reactivo Tinder 5 µl de los distintos medios DMEM, Lebowitz, FBS y dFBS. Esperar 10 minutos.

-Medir las absorbancias en el espectofotómetro a (= 510 nm.
c) Tiras de diagnóstico (Reflotron):
-Añadir 30µl de los medios DMEM o Lebowitz a la zona de aplicación de una tira.


Glucosa + H2O + O2 ( Ácido glucónico + H2O2
H2O2  + Colorante ( Colorante + H2O

Práctica 2: Análisis de la actividad de genes bacterianos mediante Inducción Fluorescente Diferencial.

Día 1:

Reactivos:

- Cultivo de bacterias E.coli transformadas con un plásmido que contiene el gen de GFP (Green Fluorescent Protein) bajo el control de un promotor inducible por triptófano.

- Tubo de 5 ml con Medio de cultivo con Triptófano

- Tubo de 5 ml con Medio de cultivo sin Triptófano

Material: 

- Mechero de alcohol

- Asa de siembra

- Porta objetos

Inoculación de las bacterias: 

- Inocular con asa de siembra o palillo estéril los dos tubos de cada medio con bacterias del cultivo madre.

- Incubar a 37°C en agitación durante 12 horas.

Día 2:

Preparación de las muestras para microscopía de fluorescencia:

- Tomar 5 µl de muestra de cada cultivo y realizar un frotis en un porta objetos.

- Mirar en microscopio óptico.

- Mirar en microscopio de fluorescencia.
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