ROZTOKY
1. Cinidlo

e A
12,5 g (NH4)6MO;04 . 4H,0 rozpustime ve 125 ml bidestilované vody;
0,5 g K(SbO)C4H40Os . 0,5 H,0 rozpustime ve 20 ml bidestilované vody;
Oba tyto roztoky diikladné promichdme a doplnime 4,5M H,SO4 do objemu 500 ml.
Uchovavame v tmavych lahvich pfi teploté 4 °C.

e B

50 g L-askorbové¢ kyseliny rozpustime ve 300 ml bidestilované vody, pfidame 250 ml 4,5M
H,S04, doplnime bidestilovanou vodou do objemu 1000 ml.
Uchovavame v tmavych lahvich pfi teploté 4 °C.

e alkalické

1000 ml A + 20 ml B + 20 ml C smichame pro vytvoieni alkalického Cinidla.
Roztok A: 60 ml 1M NaOH
50 g Na,COs; (bezvody)
doplnime do 1000 ml destilovanou vodou
Roztok B: 0,5 g CuSOq4. 5 H,O
100 ml destilované vody
Roztok C: 1 g vinanu sodno-draselného ( C4H4KNaOg.4H,0) rozpustit ve 100 ml destilované
vody.

e Coomassie Brilliant Blue G 250

0,1 g Coomassie Brilliant Blue G250

50 ml etanol (96%)

100 ml kyselina ortofosforecna (85% w/v)
Doplnit do 1000 ml destilovanou vodou

e Folin-Ciocalteu (33%)

167 ml Folinova ¢inidla doplnime do 500 ml destilovanou vodou.
Toto ¢inidlo je nestabilni, je nutné pfipravit vzdy cerstvé a ulozit pti 4 °C.

e ke stanoveni NH4-N

Roztok A: 0,66 g bromkrezolové zelen¢ a 0,33 g metylcervené rozpustime v 1000 ml 95%
etanolu

Roztok B: 40 ml roztoku A ptidame k 400 ml 95% etanolu do odmérné banky o objemu 2
litry.Potom smichame 40 g kyseliny borité se 1400 ml teplé destilované vody. Vytvoteny
roztok vychladime a pfilijeme do odmérné banky.Roztok v odmérné barce alkalizujeme
0,05 M NaOH tak dlouho, dokud se odebrany rtizové zbarveny vzorek o objemul ml
nezbarvi na svétle zeleny pfidavkem 1 ml destilované vody. Takto upraveny roztok
doplnime destilovanou vodou do objemu 2000 ml.



e ke stanoveni redukujicich cukru |

Cinidlo A: 16 g bezvodého uhli¢itanu sodného a 0,9 g kyanidu draselného rozpustime v 1000
ml destilované vody.

Cinidlo B: 0,5 g hexakyanid Zelezito- draselny K3Fe(CN)s a ziedime v destilované vodé 1000
ml. Uchovavame v tmavé lahvi.

Cinidlo C: 1,5 g siran Zelezito-amonny, 1g SDS (sodium dodecyl sulfat) a 4,2 ml
koncentrované kyseliny sirové doplnime teplou destilovanou vodou ( 50°C) do 1000 ml.

o ke stanoveni redukujicich cukrt Il

Roztok I: 15 g vinan sodnodraselny a 30 g Na,COj3 rozpustime v 300 ml destilované vody.
K vytvofenému roztoku ptidame 20g NaHCOs.

Roztok II: 180 g Na,SO,4 rozpustime v 500 ml destilované vody. Rozpustény vzduch
odstranime z roztoku varem. Roztok nechdme vychladnout pii pokojové teplot¢.

Roztok III: roztok I a roztok II smichame a doplnime do 1000 ml destilovanou vodou.

Roztok IV: 5 g CuSO, . 5SH,0 a 45 g Na,SO4 rozpustime v 250 ml destilované vody.

Roztok V: jeden dil roztoku III a 1 dil roztoku I'V.(ptipravuje se té€sné pied pouzitim!)

2. DMA (defined medium anorganic)
0,875 g KzHPO4
0,475 g NaH2P04
0,2g  MgSO,4.7H,O

0,01 g CaCl,
20g NH4C1
1000 ml vodovodni vody;

Sterilizace 150 kPa 20 minut.

3. Extraktant TCA-fosfat-paraquant

Roztok A: 81,6 g TCA (trichloroctova kyselina)
89,6 g Na,HPO,.12 H,O
600 ml destilovana voda
Roztok B: 25,8 g paraquant (1,1-dimetyl-4,4bipyridylium chlorid)
100 ml destilovana voda
smichat roztok A (600 ml) a B (100 ml)

4. Fyziologicky roztok

8,5g NaCl
1000 ml destilované vody
Upravit pH na 4,25

5. Kaseinat sodny (2%)

10 g kaseinatu sodného ptidame do teplé destilované vody (50 °C). Umistime na magnetickou
michacku a doplnime destilovanou vodou na objem 500 ml.

Jestlize méme k dispozici pouze kasein, rozpustime 10 g kaseinu v Tris-HCI pufru, upravime
hodnotu pH na 8,1 piidavkem NaOH a doplnime do 500 ml 0,05M Tris-HCI pufrem
(pH=8,1).




6. (KM) kultiva¢ni médium

20 g Pepton

3 g Beef extract

1000 mldestilované vody
Sterilizace pti 200 kPa 20 minut.

7. LB-agar

10 g Trypton

5 g Yeast extract

5g NaCl

20 g agar-agar

rozpustit v 1000 ml destilované vody, pted pfidanim agaru upravit pH na 7,3
Sterilizace pii 250 kPa po dobu 20 minut.

8. LB-médium

10 g Trypton

S g Yeast extract

5g NaCl

rozpustit v 1000 ml destilované vody, upravit pH pomoci 1M NaOH na 7,3
Sterilizace pii 250 kPa po dobu 20 minut.

9. M9 (minimalni médium)

7g Na,HPO4.2H,0

3 g KH2PO4

0,5 g NaCl

4¢g glukéza

0,25 g MgSO4.7H20

0,02 g CaCl,.2H,O

do 1000 ml doplnit demineralizovanou vodou

10. MEA (malt extract agar)
Ptipravit MEB
20 g agar-agar
Sterilizace pii 120 kPa po dobulO minut.

11. MEB (malt extract broth)

17 g Malt extract

3 g Pepton

1000 ml destilované vody
Upravit pH na 5,4

Sterilizace pti 120 kPa 10 minut.

12. Mocovina (0,2 M )

1,2 g moc€oviny rozpustime piiblizn¢ v 80 ml 0,05M Tris-HCI pufru (pH=9,0), doplnime timZz
pufrem do objemu 100 ml. Roztok pfipravujeme vzdy Cerstvy a uchovavame béhem dne pfi
teploté +4°C.




13. MPA1 (masopeptonovy agar €. 1)

5¢g NaCl

3 g Beef extract

5 g Pepton

20 g agar-agar

1000 ml destilované vody
Sterilizace pti 200 kPa 20 minut.

14. MPBI1 (masopeptonovy bujon ¢.1)

5¢g NaCl

3 g Beef extract

5 g Pepton

1000 ml destilované vody
Upravit pH na 7,2

Sterilizace pti 200 kPa 20 minut.

15. MPB konc. (masopeptonovy bujon koncentrovany)

3 g Beef extract

10 g Pepton

100 ml destilované vody
Upravit pH na 7,2

Sterilizace pii 200 kPa 20 minut.

16. Oxaloctova kyselina
2 mg kyseliny oxaloctové do 1 ml 0,1M fosfatového pufru (pH = 7,5)

17. Pufr

e acetatovy ( 2M,pH 5,5)
164,8g octanu sodného (bezvody)) rozpustime ve 700 ml destilované vody. Ztedénou
kyselinou octovou upravime hodnotu pH na 5,5 a doplnime objem na 1000 ml.



e acetatovy (0,1M,pH 5,5)
13,6g octanu sodného (tetrahydrat)) rozpustime ve 700 ml destilované vody. Ziedénou
kyselinou octovou upravime hodnotu pH na 5,5 .Poté ptidame 2 g azidu sodného a doplnime
objem na 1000 ml.

Kys. Octova (ml) Octan (ml) pH
46,3 3,7 3,6
44 6 3,8
41 9 4
36,8 13,2 4,2
30,5 19,5 4,4
25,5 24,5 4,6
20 30 4,8
14,8 35,2 5
10,5 39,5 52
8,8 41,2 54
4,8 45,2 5,6

Pozn.: Pufr sestava z roztoku 0,2M kys. octové a 0,2M octanu sodného. 0,1M pufr pfipravime
smichanim uvedeného mnozstvi slozek a doplnime do 100 mil vodou.

e boratovy (pH=10)
56,85 g tetraboratu dvojsodného nebo 30 g tetraboratu dvojsodného (bezvody) v 1500 ml
teplé destilované vody. Po ochlazeni upravime hodnotu pH na 10 pomoci 20% NaOH a
doplnime na objem 2000 ml destilovanou vodou.

e citratovy
42 g kyselina citronova
16 g NaOH
900 ml destilované vody
Upravit na pH = 5,0 ptidavkem 10M NaOH

e EDTA-magnesium arzenatovy

Roztok A: 31,2 g Na,HAsO4.7H,0 v 800 ml destilované vody
10 ml 0,2 M EDTA (tetra sodium)
Roztok B: 2,46 g MgS0O4. 7TH,0
100 ml destilovana voda
(pH upravit IM H,SO4 na hodnotu 7,4)
smichat roztoky A (800 ml) a B (100 ml) a doplnit na objem 1000 ml destilovanou vodou



o fosfatovy 0,067M

0,067M KH,PO, (ml) 0,067 M Na,HPO, (ml) pH
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Pozn.: 0,067 M roztok KH,PO4 pripravime rozpusténim 9,078 g soli v 1000 ml redestil. vody.
0,067 M roztok Na;HPO4.2H,0 pfipravime rozpusténim 11,876 g soli v 1000 ml redestil. vody.

Sterilizace pti 200 kPa 20 minut.

o fosfatovy 0,1 M (pH =7,5)
13,61 g KH2PO4
22,82 g K,;HPO4.3H,0
1000 ml destilované vody

o fosfatovy 0,05 M (pH 7,2)

1,431 g Na,HPO.. 12 H,O
0,549 g KH2P04
rozpustit v 240 ml destilované vody

o fosfatovy 0,05M (pH= 8,0)
50ml 0,2 M KH,PO,

46,85 ml 0,2 M NaOH
doplnit destilovanou vodou na 200 ml



e Tris-HCI (0,05M)

0,05M Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) pufr dle Gomoriho

HCI (ml) pH
44,2 7,2
414 7.4
38,4 7,6
32,5 7,8
26,8 8
21,9 8,2
16,5 8,4
12,2 8,6
8,1 8,8

5 9

Pozn.: K 50 ml 0,2M roztoku TRIS pfidame uvedené mnozstvi 0,2M HCI
a doplnime dest.vodou na 200 ml.
0,2M roztok TRIS pfipravime rozpusténim 24,2 g TRIS v 1000 ml destil. vody.

18. Roztok

e arzenat-molybdenat

25 g molybdenanu amonného rozpustime ve 450 ml destilované vody. Pfidame po kapkach
( za neustalého michéani) 25 ml koncentrované kyseliny sirové. Na zaveér pridame 25 ml
Na,HAsO,.7H,0 (3 g .25 ml” vody) a ditkladng promichame. Piipraveny roztok ponechdme
2 dny pii1 37°C v termostatu a prelijeme do tmavé ldhve. Tésné pied pouziti smichame 1 dil
tohoto roztoku se dvéma dily 0,75 M H,SO,.

¢ dichloroizokyanid sodny (0,1%)

0,1 g dichloroizokyanidu rozpustime ve 100 ml destilované vody (pripravit tésne pred
pouzitim)

e KCI

74,6 g KCl rozpustime v destilované vodé a ptidame 10 ml 1 M HCI (32% HCl odpovida
10M HCI). Doplnime destilovanou vodou na 1000 ml.

e ke stanoveni ureazy [ 2,5M KCI + siran stfibrny (100 mg.l™")]

100 mg Ag>SO4 v 700 ml destilované vody. Ve vytvotfeném roztoku rozpustime 188 g KCl a
doplnime do 1000 ml destilovanou vodou.



o KMC (roztok karboxymetyl celulézy)

Ptiprava 0,7%(w/v) roztoku:7 g KMC (sodna stl) rozpustime v 1000 ml acetatového pufru a
michame pii teploté 45°C po dobu 2 h. Vznikly roztok musi byt uchovavan v chladu pii
+4°C, nejdéle po dobu jednoho tydne.

e NaHCO;

42 ¢ NaHCOj rozpustime v 900 ml destilované vody a upravime pH na hodnotu 8,5 pomoci
10M NaOH. Doplnime do 1000 ml destilovanou vodou.

e salicylatu sodného

17 g salicylatu sodného rozpustime v destilované vodé. Pfidame 120 mg nitroprussid sodny a
doplnime destilovanou vodou do 100 ml.

e stimulaéni
39 mg Yeast extract
58,5 mg NH4Cl
15,6 mg MgSO, . 7TH,O
13 mg KH2PO4
rozpustit a doplnit na objem 160 ml destilovanou vodou

19. Standard

e ATP (10°°M)
6,23 mg ATP (disodium)
7,0 ml pufr EDTA-magnesium arzenatovy

¢ ke stanoveni ninhydrin-reaktivniho dusiku

10mM L-leucin (1,312 g/l)
10mM NH4-N  (0.661 g (NH4)2SO4 /1)
Roztoky jsou ptipraveny oddé€len¢ v 0,5M K,SOy4 a fedény v rozsahu 0-1000 uM NH4-N

e NH,-N (50pug NH;-N ml™)

0,234 g siranu amonného rozpustime v 1000 ml destilované vody.

o NH4,-N(1+11)
Roztok I :
3,82 g chloridu amonného rozpustime v destilované vod¢ a doplnime v destilovanou vodou na
objem 1000 ml ( 1000 mg NH4-N ml ). Roztok je stabilni po dobu n&kolika tydnii pii teplots
+4°C.
Roztok II:
Pipetujeme 0,0, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 ml roztoku I do odmérnych ban¢k (100 ml) a doplnime do
100 ml roztokem KCIL.

e tyrozin
50 mg tyrozinu rozpustime ve 100 ml 0,05M Tris-HCI pufru (pH=S,1).



20. TA (tryptonovy agar — 2%:0.,7%)

10 g Trypton
4 g Yeast extract
3g NaCl

20 g agar-agar (pro piipravu 0,7% TA navazime 7 g agar-agar)
Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml
Sterilizace 150 kPa 20 minut.

21. TB (tryptonovy bujon)

10 g Trypton

4 g Yeast extract

3 g NaCl

Doplnit destilovanou vodou do 1000 ml
Sterilizace 150 kPa 20 minut.

22. Trichloroctova kyselina (15%)

75 g trichloroctové kyseliny (TCA) rozpustime ptiblizné€ v 300 ml destilované vody a
doplnime destilovanou vodou do 500 ml.

23. Tween 80

1% emulze polyoxyetylensorbitan monooleatu v 0,05M Tris-HCI pufru
Homogenizujeme roztiepanim do vytvoreni stabilni emulze

24. YE konc. (yeast extract koncentrovany)

2 g Yeast extract

100 ml destilované vody
Upravit pH na 7,2

Sterilizace 150 kPa 20 minut.




