Úloha č. 10. 
Růstový výtěžek a metabolická rychlost u rostoucí kultury bakterií. 
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Úloha č. 10: 

Růstový výtěžek a metabolická rychlost u rostoucí kultury bakterií

Pracovní postup 

1) Máme připravené čerstvé sterilní médium (složení viz příloha) 

A: 90 ml v litrové Erlenmayerově baňce

B: 90 ml ve 100 ml válci

C: 90 ml v dalším 100 ml válci

Do válce C přidáme 1 ml sterilního roztoku obsahujícího 200 g/l KNO3. Oba válce probubláme asi 2 minuty čistým dusíkem, aby došlo k nasycení média N2. Dále je anaerobióza obou válců zajišťována malým povrchem hladiny, vysokou teplotou (a respirací bakterií u povrchu vodního sloupce). Baňku A umístíme do třepačky a oba válce B a C do statické vodní lázně (teplota 37°C).

2) V čase t0 naočkujeme všechny tři kultivační nádoby připravenou aerobně narostlou bakteriální kulturou tak, aby jejich optická denzita (OD) při 450 nm činila asi 0,100 po naředění na 100 ml. 


Poznámka: Typická OD narostlé kultury je např. 2,5 


(i pro samotné měření OD je tedy suspenzi nutné ředit). 

Ihned po inokulaci přidáme do každé z nádob tolik sterilní vody, aby byl výsledný objem přesně 100 ml (do válce C se tedy bude přidávat o 1 ml méně). 
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3) Následně provedeme z každé kultury sterilní odběr o objemu asi 4 ml do připravené centrifugační zkumavky. Pro každou kulturu bude po celou dobu využívána jedna sterilní pipeta (5 ml). 

Odebraný objem rozdělíme nesterilně následujícím způsobem:

i) 2 ml na stanovení OD (do skleněné ředící zkumavky) 

ii) 1 ml na stanovení glukózy a nitritů (do plastové mikrozkumavky) 

K odběru na stanovení OD ihned přidáme 0,1 ml (1 kapku) formalinu a 2 ml vody. Vzorky na stanovení glukózy a nitritů centrifugujeme, odebereme supernatant (0,5 ml) bez buněk do nové plastové mikrozkumavky a zamrazíme. Tímto jsou zastaveny životní děje bakterií. 

4) V intervalech 20 minut ještě 7 odběry opakujeme (celkem tedy 8 odběrů). 

5) V mezičasech stanovíme měřením optické denzity koncentraci biomasy ve všech odběrech a data vynášíme do grafů. Tyto vzorky si uschováme pro případná kontrolní měření. 

6) Po skončení kultivace stanovíme koncentraci nitritů v odběrech z kultury C a koncentraci glukózy ve všech odběrech z kultur A, B a C. 
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Vyhodnocení 

Sestavíme tabulku 10.1 - naměřené hodnoty OD biomasy 

	čas [min]
	OD450 biomasy 



	
	A
	B
	C

	0
	
	
	

	20
	
	
	

	...
	
	
	


Sestavíme tabulku 10.2: Koncentrace biomasy x jako funkce času 

	čas [min]
	x [g.l-1]
	nově vytvořená biomasa 

x-x0 [g.l-1]
	log2x

	0
	
	
	
	0
	0
	0
	
	
	

	...
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Sestrojíme graf 10.1A Růstová křivka (vyneseme x jako funkci času). 

[image: image4.emf]
Sestrojíme graf 10.1B Růstová křivka (vyneseme log2x jako funkci času). 

Čas vynášíme nejlépe v hodinách. Osu X umístěte nejlépe dolů. 

[image: image5.emf]
V těchto dvou grafech je možné zároveň zobrazit všechny tři datové řady (aerobní, anaerobní a anaerobní s nitráty). Ze semilogaritmického vynesení 10.1B odečteme u všech tří kultur směrnice přímek c [generace.h-1] a z nich vypočteme doby zdvojení T [h] a specifickou růstovou rychlost  [g.g-1.h-1]. 

Sestavíme tabulku 10.3: Rychlost množení c, doba zdvojení T a specifická růstová rychlost  v závislosti na podmínkách kultivace. 

	Způsob kultivace
	c [generace.h-1]
	T [h]
	T [min]
	 [g.g-1.h-1].

	A aerobně
	
	
	
	

	B anaerobně
	
	
	
	

	C anaerobně + KNO3
	
	
	
	


Sestavíme tabulku 10.4: Naměřené hodnoty extinkce při stanovení glukózy, koncentrace glukózy c a koncentrace spotřebované glukózy (c0-c) jako funkce času. 

	čas [min]
	Extinkce

glukózy (500 nm)
	c [mol.l-1]
	c0-c [mol.l-1]

	
	A
	B
	C
	A
	B
	C
	A
	B
	C

	0
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	...
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	...
	
	
	
	
	
	
	
	
	


Sestrojíme tři grafy (pro kultury A, B, C) 10.2A, 10.2B, 10.2C: Koncentrace biomasy 
x [g.l-1] a koncentrace glukózy c [mol.l-1] jako funkce času. Použijeme vedlejší osu y (vlevo osa biomasy, vpravo osa glukózy). 
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Sestrojíme tři grafy 10.3A, B, C: Pro každou ze tří kultur vyneseme přírůstek biomasy (x-x0) z Tab. 10.2 jako funkci spotřebované glukózy (c0-c) z Tab. 10.4. 
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Z grafů 10.3A, B, C stanovíme pro každou kulturu směrnici vzniklé přímky jako růstový výtěžek Yglu [g.mol-1] a sestavíme tabulku: 

Tab. 10.5: Růstový výtěžek Yglu [g.mol-1] v závislosti na podmínkách kultivace 

	Způsob kultivace
	Yglu [g.mol-1]

	A aerobně
	

	B anaerobně
	

	C anaerobně + KNO3
	


Sestavíme tabulku 10.6: Koncentrace nitritů v kultuře C v závislosti na čase 

	čas [min]
	Extinkce

při stanovení nitritů
	s [mol.l-1]
	s-s0 [mol.l-1]

	0
	
	
	0,000

	...
	
	
	


Sestrojíme graf 10.4: Koncentrace biomasy x [g.l-1] a koncentrace nitritů s [mol.l-1] v kultuře C jako funkce času 



[image: image12.emf]
Sestrojíme graf 10.5: Nově vytvořená biomasa (x-x0) jako funkce zredukovaného 
nitrátu (s-s0). 

[image: image13.emf]
Z tohoto grafického vynesení stanovíme směrnici vzniklé přímky YKNO3. Pokud docházelo k indukci nitrátreduktázy postupně během pokusu, může se stát, že zpočátku rostla biomasa bez redukce nitrátu. V tom případě prokládáme přímku jen posledními (např. čtyřmi) body. 

Ze znalosti hodnot , Yglu a YKNO3 vypočteme hodnotu specifické metabolické rychlosti spotřeby glukózy qglu ve všech třech kulturách a hodnotu qKNO3 v kultuře C. 

Sestavíme soubornou závěrečnou tabulku: 

Tab 10.7: Vliv typu energetického metabolismu na fyziologické parametry exponenciálně rostoucí bakteriální kultury

	
	
	Aerobní respirace
	Fermentace
	Aneaerobní respirace

	c
	[gen.h-1]
	
	
	

	T
	[min]
	
	
	

	
	[g.g-1.h-1]
	
	
	

	Yglu
	[g.mol-1]
	
	
	

	qglu
	[mol.g-1.h-1]
	
	
	

	YKNO3
	[g.mol-1]
	-
	-
	

	qKNO3
	[mol.g-1.h-1]
	-
	-
	


Diskuse výsledků 

Odpovězte na následující otázky: 

1. Jakým způsobem je metabolizována glukóza v jednotlivých kulturách A, B, C? 
Popište jednotlivé metabolické dráhy. 

2. Porovnejte specifické růstové rychlosti  ve všech třech kulturách a vyslovte domněnku o příčině, proč je v jednom případě daná veličina větší (menší) než v jiném.

3. Totéž proveďte s růstovým výtěžkem Yglu. ve všech třech kulturách. 

4. Totéž proveďte se specifickou metabolickou rychlostí qglu. 

5. Je-li za těchto experimentálních podmínek v platnosti poučka, že na 1 mol ATP generovaného katabolismem zdroje energie je vyrobeno 10,5 g suché hmotnosti bakteriální biomasy, vypočtěte: 

a) Kolik molů ATP bylo získáno katabolismem 1 molu glukózy ve 3 různých způsobech kultivace (mol ATP/mol spotřebované glukózy). Porovnejte s literárními údaji. 

 b) Kolik molů ATP bylo získáno na 1 mol redukovaného nitrátu v případě anaerobní respirace nitrátu. Porovnejte toto číslo se známým údajem charakterizujícím aerobní respirací: 3 moly ATP na 1 mol redukovaného kyslíku. 

c) Číslo udávající moly ATP/mol redukovaného NO3- je nejspíš nepravděpodobně vysoké. Je to způsobeno tím, že vedle nitrátové respirace probíhala v systému C současně i fermentace. V takovém případě je možné provést zjednodušenou korekci tím, že specifické metabolické rychlosti redukce nitrátu přiřadíme nikoliv specifickou růstovou rychlost naměřenou v případě C, ale jen přírůstek této rychlosti oproti kultuře B. 
Počítáme tedy Y'KNO3 = (C - B) / qKNO3 . Spočítejte znova údaj podle 5 b). 

Příloha 1– návod k soupravě pro stanovení glukózy: 
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Souprava &inidel pro pfipravu 1500 m! pracovniho roztoku
k enzymovému stanoveni glukosy metodou GOD-POD.

Princip metody

Glukosa se oxiduje kyslikem za katalysy enzymem gluko-
saoxidasou na peroxid vodiku a glukonat. Vznikly peroxid
vodiku se stanovuje oxida&ni koputaci se substituovanym
fenolem a 4-aminoantipyrinem katalysovanou enzymem
peroxidasou.
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Cinidla
1 Enzymy (6 lahvitek)
peroxidasa >4,17 pkat,
glukosaoxidasa >50,0 pkat,
4-aminoantipyrin 0,245 mmolfiahvi¢ku
2 Pufr — chromogen (6x250 ml)
FosforeZnanovy pufr 0,14 molfl,
3-methyl-fenol 10 mmol/t
Slozeni inkubaéni smési
Fosfore¢nanovy pufr, pH 8 (25°C) - 140 mmol/l
Glukosaoxidasa > 166 pkatl
Peroxidasa > 16 pkatl
3-Methylifenol 10 mmol/l
4-Aminoantipyrin 1 mmol
Objemovy pomér sérum/inkubagni smeés 17101
Referenéni hodnoty
cB Glukosa (mmolfl) 39-56
fS, fP Glukosa (mmolA) 3,88-5,83

dU Glukosa (mmol/24 hod.) 14
Referentnf rozmezi je pouze orientatni, doporuluje se, aby
si kazda laboratof ovéfila rozsah referentniho intervalu pro
populaci, pro kterou zaijistuje laboratorni vy3etfeni.

Kalibrace a kontrola

Ke kalibraci se doporutuje:

BIO-LA-TEST® LYONORM KALIBRATOR kat. & 10003200
Ke kontrole doporu¢ujeme:

BIO-LA-TEST® LYONORM HUM N, kat. & 10003204
BIO-LA-TEST® LYONORM HUM P, kat. & 10003206

Pomocna &inidla (nejsou soutasti soupravy)
Roztok kyseliny trichloroctové, 50 gi.

Priprava pracovniho roztoku

Obsah lahvicky 1 se rozpusti asi v 6 mi destilované vody, vieje se
do lahvitky 2 a promicha se.
Stabilita: 1 mésic pfi (+2 a2z +8)°C v temnu,

10 dna pii (+156 a2z +25)°C v temnu,

Postup analyzy ‘

Vzorky: nehemolytické sérum, heprinova nebo EDTA plazma
Vinova délka (480-540) nm, s maximem pfi 498 nm
Kyveta 1 cm
Teplota (+15 aZ +25)°C, nebo (37 10,1)°C

Stanoveni bez deproteinace

Ve tfech zkumavkach se smicha pracovni roztok v poméru 100+1
nebo 150+ 1 se sérem nebo s plazmou (vzorek), standardnim rozto-
kem glukosy (standard) a s dest. vodou (kontrolni roztok). Inkubuje
se 30 min pii (+15 az +25)°C nebo 15 min pfi 37°C. Inkubacni
smés musi byt chranéna pfed pfimym svétlem.

Do 40 min po skonéeni inkubace se zméfi absorbance vzorku (A,)
a standardu (A,) proti kontrolnimu roztoku.

Stanoveni s deproteinaci

Krev, nesrazliva krev, hemolytické sérum nebo plasma se deproteinuji
roztokem kyseliny trichloroctové. V centrifugacni zkumavce se smicha
0,05 m! vzorku s 0,50 mi deproteinaéniho roztoku a odstfedi se. Ve
stejném poméru se zfedi dest. vodou standardni roztok glukosy.
Ve tfech zkumavkach se smicha pracovni roztok v poméru 10+1
se supernatantem (vzorek), se zfedénym standardnim roztokem
glukosy vodou (standard) a s destilovanou vodou (kontrolni roztok).
Dal$i postup je stejny jako pfi analyse bez deproteinace.

Analysa moce
Mo¢ se ziedi dest. vodou v poméru 1+10. Dale se postupuje jako
pfi stanoveni bez deproteinace (vysledek x 11).

Vypoéet

A
Glukosa (mmolft) = -,
( ) A,

kde a je koncentrace glukosy ve standardnim roztoku v mmolfl.
Poznamky
Pfi sniZzené teploté se mohou v lahvi¢ce s &inidlem 2 nebo v pra-
covnim roztoku vylouéit krystaly fosfatl. Rozpusti se zahfatim
roztoku na asi 37°C.
U vzorku s obsahem glukosy nad 22 mmol/l se vzorek Fedi dest.
vodou v _poméru 1+2 aZ 1+10 a analysa se opakuje (vysledek
x Fedéni).
Jako antikoagulancia Ize uzit K,EDTA, citrét, oxalat nebo heparin.
Krev je nutné pied stanovenim glukosy deproteinovat. POZOR!
K fedéni standardu a kontrolniho roztoku se neuziva deproteinaéni
roztok, ale dest. voda.
Pii akutnim vy$etfeni glukosy Ize inkubaci pfi 37 °C zkréatit na 10 min,
soubéZné je nutné analysovat i standard.
Pro kinetické stanoveni se doporutuje méfit zménu absorbance
vzorku a standardu (AA/min, 37°C) mezi 30. az 90. s.

Pfepodet jednotek
1 kat/l = 1 molll.s
1 pkat/l = 60 U/l

Stabilita a skladovani Cinidia

Pfed i po otevieni skladujte &inidlo pfi (+2 aZ +8)°C ve tmé.
Doba exspirace je vyznacena na obalu.

Po pouZiti lahviéku okamzité uzavirejte z dGvodi odpafovani
a kontaminace Cinidla.

Ochrana zdravi

Urceno pro in vitro diagnostické pouZiti opravnénou a profesnonalne
vyékolenou osobou.

Souprava necbsahuje nebezpetné latky. Pfi nahodném poZiti se
vypije asi 0,5 | vody, pfi potfisnéni pokoZky nebo vniknuti do oka
se pokozka nebo oko vyplachnou proudem cisté vody.
Postizenému zajistime kvalifikovanou Iékafskou pomoc.

Likvidace odpad(

Na v8echny zpracované vzorky je nutné pohliZet jako na potencio-
nalné infekéni a spolu s pfipadnymi zbytky ¢inidel je likvidovat podle
viastnich internich pfedpistt jako nebezpecny odpad v souladu se
Zakonem o odpadech.

Paplirové a ostatni vyplachnuté obaly se likviduji podie druhu mate-
ridlu jako tfidény odpad (papir, skio, plasty).

Datum postedni revize: 28. 12, 2006

Vyrabi PLIVA-Lachema Diagnostika s.r.o.
Karasek 1, 62133 Brno, CZ

e-mail: diagnostics@lachema.cz, www.lachema.com





Příloha 2– návod k přípravě kultivačního média: 
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