Fyziologie bakterii — cviceni 30.9.-7.11.2021
Protokol ¢. 3 -4 Magdaléna Sim¢ikova

Izolace, purifikace a identifikace sulfat redukujicich bakterii
Uvod:

Obsah sulfatd jsme stanovovali metodou turbidimetrickou, pfi které se ionty siranu usazuji
s chloridem barnatym za vzniku siranu barnatého, pfi cemz vznika bild barva. Jako
stabilizator se pouZziva glycerol.

Postup:
Ptiprava precipita¢niho roztoku

- Do odmérné bariky o objemu 500 ml jsme navafzili 20 g chloridu barnatého

- Ptidali jsme 300 ml destilované vody a 60 ml kyseliny chlorovodikové v koncentraci
1 mol/I

- Po rozpusténi chloridu barnatého jsme objem roztoku upravili po znacku menisku a
promichali

- Vysledny roztok jsme smichali s glycerolem v poméru 1:1

Ptiprava kalibraénich roztoku siranu sodného

- Do odmérné bariky o objemu 1000 ml jsme navafzili 14,2 g bezvodého siranu sodného
a rozpustili v destilované vodé. Objem jsme nasledné doplnili po meniskus

- Poté jsme do 100 ml odmérné bariky napipetovali 8 rliznych objemU tohoto roztoku
(2,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10 a 12 ml) a doplnili destilovanou vodou po rysku

- Po smichani s precipitacnim roztokem jsme zméfili absorbanci pfi vinové délce
520 nm

- Podle rovnice vychazejici z kalibraéni krivky jsme spocitali koncentraci sulfatQ

Stanoveni koncentrace sirovodiku

- Do 5 ml vodného roztoku octanu zine¢natého jsme napipetovali 0,5 ml vzorku

- Nasledné jsme pridali 1 ml p-aminodimethylanilinu a nechali jsme smés stat 5 minut
pfi pokojové teploté

- Poté jsme pridali 0,25 ml roztoku chloridu Zelezitého a opét nechali 5 minut
pripokojové teploté

- Smés jsme centrifugovali 5000 g pfi 23 °C

- Pfivinové délce 665 nm jsme stanovili absorbanci centrifugovaného supernatantu
pro méreni sulfidovych iontd

- Kalibracni roztoky jsme pfipravili v nafredénim destlilovanou vodou do koncentraci
6,25; 12,5; 25; 50 a 100 uM sulfidu sodného
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Vypocty:

Tabulka 1: Zavislost absorbance na koncentraci siranu sodného
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koncentrace siranu sodného . Es20 (skup. Es2o
Es20 nase o SE
[mmol/I1] 2) pramér
2 0,079 0,065 0,072 0,010
4 0,159 0,076 0,1175 0,059
8 0,21 0,088 0,149 0,086
16 0,223 0,189 0,206 0,024
24 0,276 0,228 0,252 0,034
32 0,329 0,356 0,3425 0,019
40 0,386 0,421 0,4035 0,025
48 0,432 0,488 0,46 0,040
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

Graf 1: Zavislost absorbance na koncentraci siranu sodného
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Na zakladé rovnice vychazejici ze spojnice trendu kalibraéni zavislosti byla stanovena
prakticka koncentrace SO4% v modifikovaném médiu pfed zaloZenim kultivace.

Es20 média s S04 pfepocitana koncentrace [mmol/I]

0,958 109,247

Teoretickd koncentrace S04 v modifikovaném médiu pfed zaloZenim kultivace:

% molarni 2
v . - , hmotnost SO4
slouc¢enina navazka [g] v roztoku [I] zastoupeni
2 [e]
SO4
NazS04 3,0 68 2,029
(NH4)2S04 0,2 1 73 0,145
MgSQOs . 7H,0 0,1 39 0,039

Teoretickd koncentrace byla pfepoéitdna a vztazena na SO4%. Rovna se 23,03 mmol/I.

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
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Tabulka 2: Absorbance a koncentrace zredukovanych/nezredukovanych sulfati v médiu
riznych vzorkii po 7denni kultivaci

koncentrace koncentrace
vzorek Es2o nezredukovaného sulfatu zredukovaného sulfatu
[mmol/I1] [mmol/I]
TV1 0,552 59,123 50,123
TV2 0,776 86,778 22,469
TC3 0,652 71,469 37,778
644 0,705 78,012 31,235
TC4 0,747 83,198 26,049
S7 0,532 56,654 52,593
TC2 0,635 69,370 39,877
642 0,684 75,420 33,827
Tabulka 3: Zavislost absorbance na koncentraci sulfidu sodného
Koncentrace sulfidu sodného [mmol/I] ODe¢6s
6,75 0,04
12,5 0,09
25 0,2
50 0,46
100 0,96
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
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Graf 2: Zavislost absorbance na koncentraci sulfidu sodného
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Tabulka 4: Absorbance a koncentrace HzS v médiu riiznych vzorki po 7 denni kultivaci

vzorek Eses Koncentrace H,S [umol/I] | Koncentrace H.S [mmol/I]

TV1 1,706 175,939 0,175939
TV2 0,42 46,040 0,04604
TC3 1,012 105,838 0,105838

644 0,05 8,667 0,008667
TC4 0,148 18,566 0,018566

S7 1,996 205,232 0,205232
TC2 0,208 24,626 0,024626

642 1,11 115,737 0,115737

Tabulka 5: Procentudlni zastoupeni zredukovaného/nezredukovaného SO4* v médiu
v rliznych vzorcich po 7 denni kultivaci

Vi | Tv2 | Tc3 | eaa | Tca | s7 | T2 | 642

nezredukované | o, 119 | 79433 | 65,42 | 71,409 | 76,156 | 51,859 | 63,499 | 69,036
S04* (%)

zredukované

S04% (%)

45,881 | 20,567

34,58 | 28,591 | 23,844

48,141 | 36,501 | 30,964
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Tabulka 6: Procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZek v médiu/biomase vzniklych
zredukovdnim SO (sulfit, sirovodik) riiznych vzorki po 7 dnech kultivace

TV1 TV2 TC3 644 TC4 S7 TC2 642

APS a

duk 502 45,72 | 20,53 | 34,48 | 28,58 | 23,83 | 47,95 | 36,48 | 30,86
zredukované 3

S04% (%)
H.S 0,16 0,04 0,10 0,01 0,02 0,19 | 0,023 | 0,11

Graf 3: Procentudlni zastoupeni jednotlivych sloZek v médiu/biomase vzniklych
zredukovdnim SO (sulfit, sirovodik) riiznych vzorkii po 7 dnech kultivace
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Zaveér:

V tomto cviceni jsme se snaZili o izolaci sulfat redukujicich bakterii z rdznych vzorkd z prostfedi. Po
tydenni kultivaci se kultivacni médium zbarvilo do cerna a byl z néj citit zapach sirovodiku. Ve
vzorcich, které ndm byly ve cviceni ptidéleny, bylo ovéreno, Ze sulfat redukujici bakterie jsou schopny
pFfeménit disimilaéni cestou SO4* na H,S. Ve véech vzorcich doslo k Ubytku sulfitu z média, nejvétsi
Ubytek byl zaznamenén u vzork( S7 a TV1. U vzorku S7 se zredukovalo 48,141 % SO4%, u vzorku TV1
45,881 % SO0.%. U S7 se vyskytovalo 0,188 % ve formé kone¢ného produktu disimilaéni redukce
sulfatu — H,S a 47,953 % ve formé meziproduktd — APS a SOs%. Vzorek TV1 obsahoval 0,161 % H,S a
45,72 % meziproduktll — APS a SOs*. Pravdépodobné doslo k chybé pFi stanoveni mnoZstvi H,S
v médiu, jelikoZ zdpach sirovodiku byl zfetelny. Praktickd koncentrace SO4* v médiu byla stanovena
na 109,247 mmol/l, zatimco teoreticka koncentrace v nami pfipraveném médiu byla 23,03 mmol/I.




