Stanoveni koncentrace bilkovin a hmotnosti bakterialni susiny Bradfordovou metodou

Ukol 1: Stanoveni hmotnosti susiny bakterii
Uvod.

Stanoveni hmotnosti susiny bakterii Ize vyuzit v nékterych experimentech, napfiklad pti studiu
enzymatické aktivity bunék. V béZznych experimentech se enzymova aktivita vztahuje k hmotnosti
susiny, bilkovindm, dusiku atd. Stanovenim hmotnosti susiny bakterii Ize porovnat metabolickou
aktivitu mikrobidlnich bunék.

Chemikalie: fosfatovy pufr.

Pristroje: centrifuga, vortex, spektrofotometr Spekol 11, zkumavky, pipety, vazenky, analytické vahy,
exsikatory.

Mikroorganismy: Bacillus subtilis.
Postup.

1. 24hodinova kultura Bacillus subtilis byla odstfedovana pti 10 000 otackach za minutu po dobu 15
minut pfi 4 °C.

2. Supernatant byl poté dekantovan a kultura promyta fosfatovym pufrem, ktery byl postupné
pridavan za soucasného viteni. Centrifugace byla opakovana, kdyz objem odstredivky dosahl pfiblizné
60 % jeji kapacity. Tento proces byl proveden celkem tfikrat.

3. Po poslednim odsttedéni a vyliti supernatantu bylo pridano 10 ml fosfatového pufru a kultura a
pufr byly za souc¢asného viteni odpipetovany do zkumavky.

4. Vinova délka spektrofotometru Spekol 11 byla nastavena na 620 nm a kultiva¢ni médium bylo
nafedéno ve tfech zkumavkach na 90 % (T = 10), 80 % (T = 20) a 70 % (T = 30) zakalu.

5. Ctyfi zkumavky byly poté zvazeny a jejich hmotnost byla zaznamenana. Do vaZenky byly
odpipetovdny 2 ml kultury zfedéné na 90% zdkal, 2 ml kultury zfedéné na 80% zakal a 2 ml kultury
zfedéné na 70% zakal. Do posledni vaZici Iahve byly napipetovdny 2 ml fosfatového pufru jako
referenéni vzorek.

6. Susilo se pfi 106 °C a po 24 hodindch se zvaZilo.

7. Na zakladé hodnot ziskanych z vaZeni byla vypoctena hmotnost susiny bakterialni suspenze v
mg/ml.

Vysledky:

S=(Vs-V)/2-(Vp-V)/2

Vs ... Hmotnost vazenky obsahujici 2 ml bakteridlni suspenze

V ... Hmotnost pouzité vaZici [dhve.

Vp ... Hmotnost vazici lahvicky obsahujici 2 ml fosfatového pufru

S ... Hmotnost pevnych latek v bakterialni suspenzi (mg/ml).



Tabulka €. 1: Namérené hmotnosti pouzitych vazenek a vazenek s 2 ml bakterialni suspenze

Zakal (%) Vs (mg) V (mg)
90 13853,3 13841,3
80 14393,2 14381,3
70 13103,7 13092,0
Fosfatovy pufr:
Vp =13320,6 mg
V = 13309,7 mg (hmotnost pouZité vazenky)
So0 = 0,55 mg/mll
Sso = 0,50 mg/ml
S70 = 0,40 mg/mll
Tabulka €. 2: Vypocitané hmotnosti bakterialni susiny
Bacillus subtilis
Zakal (%) Hmotnost bakterialni Hmotnost bakterialni Hmotnost
susiny (mg/ml) susiny (mg/ml) bakterialni susiny
1. skupina 2. skupina (mg/ml)
primér
90 0,55 0,65 0,60
80 0,50 2,50 1,50
70 0,40 13,6 7,00

Problém 2: Bradfordova metoda stanoveni koncentrace bilkovin

Uvod.

Mezi metody méreni koncentrace bilkovin patfi Kjeldahlova, Biuretova, BCA a Lowryho metoda nebo
Bradfordova metoda, ktera byla pouzita v tomto cviceni. Princip Bradfordovy metody spociva v tom,
Ze vazba Coomassieho brilantni modfi G-250 na molekulu bilkoviny zplsobi posun absorpéniho
maxima ze 464 nm na 595 nm Absorbance pfi 595 nm se pouzivd jako ukazatel koncentrace bilkovin.
Pro presnéjsi vysledky je duleZité, aby mél standardni roztok bilkoviny podobné sloZeni jako testovany
vzorek. Citlivost této metody se uvadi 1 mg/ml a zavisi na obsahu bazickych a aromatickych
aminokyselin. Bradfordova metoda je méné spolehliva nez metoda BCA kvlli negativnim Gcinklm
detergent( (SDS, Triton). SloZeni ¢inidla Bradfordovy metody: barvivo, ethanol, H3PO4; po reakci s
bilkovinou se barva méni z hnédé na modrou.

Chemikalie: fosfatovy pufr, roztok lidského albuminu, Coomassie Brilliant Blue G250.

Vybaveni: vortex, odstredivka, spektrofotometr Specol 11, zkumavky, pipety.

Mikroorganismy: Bacillus subtilis (Bacillus subtilis).

Postup.

1. Nejprve byla pfipravena kalibrace s pouzitim lidského albuminu, ktery se pouzije jako standard.




2. Albumin byl natedén ve fosfatovém pufru v péti zkumavkach na koncentrace 200 pg/ml, 400

pg/ml, 600 pug/ml, 800 pug/ml a 1000 pg/ml.

3. Do vsech péti zkumavek bylo pridano 5 ml Coomassie Brilliant Blue G250 a byla zmérena
absorbance pfi 595 nm. Ziskané hodnoty absorbance byly vyneseny do grafu a vytvorena kalibra¢ni

kfivka a rovnice, kterd byla pouzita k vypoctu koncentrace vzorku.

4. Z kazdého vzorku o zakalu 90 %, 80 % a 70 % bylo odpipetovano 0,1 ml, ¢imz byly ziskany tfi vzorky.

5. Ke vzork(im bylo pfiddano 5 ml Coomassie Brilliant Blue G250 a méfilo se pfi 595 nm. Koncentrace

bilkovin kazdého vzorku byla vypoctena pomoci kalibra¢ni rovnice.

Vysledky:

Tabulka €. 3: Namérené hodnoty absorbance pfi danych koncentracich albuminu

Zkumavka c. Koncentrace Absorbance Absorbance Absorbance
albuminu (1. skupina) (2. skupina) (prameér)
(ng/ml)
1 0 0,000 0,000 0,000
2 200 0,188 0,151 0,1695
3 400 0,321 0,285 0,303
4 600 0,433 0,450 0,4415
5 800 0,585 0,495 0,540
6 1000 0,687 0,611 0,649
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Tabulka €. 4: Vypocitana koncentrace bilkovin

‘ Bacillus subtilis




Zakal Absorbance Absorbance Koncentrace Koncentrace | Koncentrace

(%) 1. skupina 2. skupina bilkovin bilkovin bilkovin
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

1. skupina 2. skupina primér

90 0,132 0,083 171,000 89,333 130,167
80 0,106 0,042 127,667 21,000 74,334
70 0,080 0,037 84,333 12,667 48,500

Zaver.

Primérna hmotnost susiny Bacillus subtilis je 0,60 mg/ml pfi 90% zakalu, 1,50 mg/ml pti 80% zakalu a
7,00 mg/ml pti 70% zakalu. Rozdil v hodnotach mezi skupinou 1 a skupinou 2 lze pfi¢ist nepfesnému
pipetovani kultur do vazicich lahvi nebo nepfesnému vazeni. Koncentrace bilkovin namérené
Bradfordovou metodou jsou 130 167 pg/ml pti 90% zakalu, 74 334 ug/ml pfi 80% zakalu a 48 500

pg/ml pfi 70% zakalu. Rozdil v hodnotach mezi skupinami se stdle povaZzuje za dlsledek nepresného
pipetovani vzorka.




