Metoda Bradfordové je jednou z metod pouzivanych k stanoveni koncentrace bilkovin. Existuje nékolik
dalSich metod, jako je Kjeldahlova metoda, biuretova metoda, BCA metoda nebo Lowryho metoda. V
ramci tohoto Ukolu jsme se zaméfili prdvé na metodu Bradfordové.

Princip této metody spociva ve vazbé barviva Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu.
Tato vazba zpUsobuje posun absorpéniho maxima z 464 nm na 595 nm. Méfeni absorbance pfi 595 nm
slouzi jako indikator koncentrace bilkovin v analyzovaném vzorku.

Pro ziskani co nejpresnéjsich vysledku je dllezité, aby standardni roztok bilkoviny mél podobné sloZeni
jako testovany vzorek. Citlivost metody Bradfordové se udava jako 1 mg/ml a je ovlivnéna obsahem
bazickych a aromatickych aminokyselin.

Je tfeba poznamenat, Ze spolehlivost metody Bradfordové je nizsi nez u BCA metody, kvali negativnimu
plsobeni detergentl, jako je SDS nebo Triton. Tyto latky mohou ovlivnit vysledky a sniZit presnost
méreni.

Zakal (%) Vs (mg) V (mg)
90 13853,3 13841,3
80 14393,2 14381,3
70 13103,7 13092,0
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
Zkumavka ¢. 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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Priimérna hmotnost bakterialni susiny Bacillus subtilis pfi rGznych stupnich zékalu je nasledujici: pfi
90% zakalu je 0,60 mg/ml, pfi 80% zakalu je 1,50 mg/ml a pti 70% zakalu je 7,00 mg/ml. Rozdily mezi
hodnotami v prvni a druhé skupiné mohou byt zptsobeny nepfesnym pipetovanim kultury do
vazenek nebo chybou pfi vazeni.

Koncentrace bilkovin stanovena pomoci metody Bradfordové pti riznych stupnich zakalu je
nasledujici: pti 90% zakalu je 130,167 pg/ml, pti 80% zakalu je 74,334 pg/ml a pfi 70% zakalu je
48,500 pg/ml. Rozdily mezi skupinami mohou byt zplisobeny chybou pti pipetovani vzorku.

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




