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Protokol ¢. 1 Magdaléna Sim¢ikova

Stanoveni koncentrace bilkovin metodou Bradfordové a stanoveni

bakterialni susiny

Ukol €. 1: Stanoveni bakterialni suiny

Uvod:

Stanoveni bakteridlni susiny je mozné vyuzit pfi nékterych pokusech, napfiklad pfi studiu enzymatické
aktivity bunék. V bézné laboratorni praxi je enzymaticka aktivita vztahovdna na susinu, bilkovinu, dusik
apod. Stanoveni bakterialni susiny umoznuje porovnani metabolické aktivity mikrobialnich bunék.

Chemikalie: fosfatovy pufr

Ndastroje: centrifuga, vortex, spektrofotometr Spekol 11, zkumavky, pipeta, vazenky, analytické vahy,
exsikator

Mikroorganismus: Bacillus subtilis

Postup:

1. 24 hodinovou kulturu Bacillus subtilis jsme centrifugovali 15 min pti 10 000 ot./min a 4 °C.

2. Poté jsme odlil supernatant a kulturu jsme promyli fosfatovym pufrem, ktery jsme postupné
prilévali a zaroven vortexovali. KdyZ jsme dosdahli objemu cca 60 % centrifugacni zkumavky, tak
jsme centrifugaci opakovali. Tento proces jsme provedl|i celkem 3x.

3. Po posledni centrifugaci a sliti supernatantu jsme pridali 10 ml fosfatového pufru, zvortexovali
a odpipetovali jsme kulturu s pufrem do zkumavky.

4. Poté jsme na spektrofotometru Spekol 11 nastavili vinovou délku na 620 nm a fedili jsme
kulturu do 3 zkumavek na zakal 90 % (T = 10), 80 % (T = 20) a 70 % (T = 30).

5. Nasledné jsme si zvazili 4 vazienky a jejich hmotnost jsme si zaznamenali. Do vaZenek jsme
napipetovali 2 ml kultury zfredéné na 90% zakal, 2 ml 80% zdkal a 2 ml 70% zdakal. Do posledni
vazenky jsme napipetovali 2 ml fosfatového pufru jako referencni vzorek.

6. Vazenky jsme dali susit pfi 106 °C a po 24 hod zvazili.

7. Na zakladé hodnot ziskanych vazenim jsme vypocitali hmotnost bakteridlni susiny v mg/ml
bakterialni suspenze.

Vysledky:

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

Vs ... hmotnost vaZzenky s 2 ml bakteridlni suspenze

V ... hmotnost pouZité vazenky

Vp ... hmotnost vazenky s 2 ml fosfatového pufru

S ... hmotnost bakterialni susiny v mg/ml bakteridlni suspenze
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Tabulka €. 1: Namérené hmotnosti pouZitych vaZzenek a vaZzenek s 2 ml bakteridlni 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)
Se0 = 0,55 mg/ml
Sso = 0,50 mg/ml
S70 = 0,40 mg/ml
Tabulka €. 2: Vypocitané hmotnosti bakteridlni 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
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Ukol €. 2: Metoda Bradfordové pro stanoveni koncentrace bilkovin

Uvod:

Metod pro stanoveni koncentrace bilkovin je nékolik, napfiklad Kjeldahlova metoda, biuretova
metoda, BCA metoda, Lowryho metoda nebo metoda Bradfordové, kterou jsme ve cvi¢eni provadéli.
Principem metody Bradfordové je vazba Coomassie Brilliant Blue G-250 na molekulu proteinu, pfi ¢emz
dochazi k posunu absorpéniho maxima z 464 nm na 595 nm. Absorbance pfi 595 nm je pouZita jako
méfitko koncentrace bilkovin. Pro presnéjsi vysledky je duleZité, aby standardni roztok bilkoviny mél
obdobné slozeni jako testovany vzorek. Citlivost této metody se uvadi jako 1 mg/ml a je zavisla na
obsahu bazickych a aromatickych aminokyselin. Spolehlivost metody Bradfordové je nizsi nez u BCA
metody, protoZe u metody Bradfordové plisobi negativné detergenty (SDS, Triton). SloZeni Cinidla u
metody Bradfordové je barvivo, etanol a HsPO,. Po reakci s proteinem dojde ke zméné barvy z hnédé
na modrou.

Chemikalie: fosfatovy pufr, roztok lidského albuminu, Coomassie Brilliant Blue G250
Nastroje: vortex, centrifuga, spektrofotometr Spekol 11, zkumavky, pipeta
Mikroorganismus: Bacillus subtilis

Postup:

1. Nejprve jsme za pomoci lidského albuminu, ktery se pouziva jako standard, pfipravili kalibraci.

2. Do 5 zkumavek jsme naredili albumin fosfatovym pufrem na koncentrace 200 pg/ml, 400
pg/ml, 600 pg/ml, 800 pg/ml a 1000 pg/ml.

3. Do vSech 5 zkumavek jsme pridali 5 ml Coomassie Brilliant Blue G250 a zméfili absorbanci pfi
vinové délce 595 nm. Vysledné hodnoty absorbance jsme vynesli do grafu a vytvofili kalibraéni
pfimku a rovnici, na zakladé které jsme poté spocitali koncentraci nasich vzork.

4. Nase 3 vzorky jsme ziskali odpipetovanim 0,1 ml vzorku se zakalem 90 %, 80 % a 70 %.

5. Knasim vzorkdm jsme pfidali 5 ml Coomassie Brilliant Blue G250 a zméfili pfi vinové délce
595 nm. Koncentrace bilkovin u jednotlivych vzorkl jsme dopoditali na zakladé rovnice
z kalibrace.

Vysledky:

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

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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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
Zaveér:

Hmotnost bakterialni susiny Bacillus subtilis je pfi zdkalu 90 % v prdméru 0,60 mg/ml, pfi zakalu 80 %
1,50 mg/ml a p¥i zakalu 70 % 7,00 mg/ml. Rozdily hodnot mezi 1. a 2. skupinou mohou byt zpUsobeny
nepfesnym pipetovanim kultury do vaZenek nebo nepfesnym vaZenim. Koncentrace bilkovin
stanovend na zakladé metody Bradfordové je pfi 90% zdakalu 130,167 pg/ml, pfi 80% zakalu
74,334 ug/ml a pri 70% zakalu 48,500 pg/ml. Rozdily hodnot mezi skupinami mohou byt zplsobeny
opét nepresnym pipetovanim vzorku.



