Stanoveni bilkovin dle Bradfordové a stanoveni susiny

1) 24 hod. kulturu zcentrifugujeme a 2x promyjeme fosfatovym pufrem

2)Standardy — bilkoviny

3ml + 27 ml pufrfs
>

—

10.000ug/ml 1000ug/ml

1ml bilk.+4ml p. 2+3 3+2 4+1 5

200pg/ml 400 6Q0 800 1000

3) Mé%ni{?}agys \’ lonmu

0,1 ml pufr pufr
Kalibraéni

primka
5 ml Coomassie Brilliant Blue G250

Méreni vliastniho vzorku
po zméreni kalibracni primky

Priprava vzorku pro méreni susiny
a koncentrace bilkovin

- resuspendovat promytou kulturu
v malém mnozstvi (par ml) f. pufru
- cca polovinu odlit do erlenky a redit
na zakal:
95% - susina (T=5)
90% - bilkoviny
85% - susina
75% - susina
Presnou hodnotu zapisi!!!
Mérim na Spekolu 11 pri 620 nm

Ze vzorlv(l‘] na uréeni susiny pipetuji
PRESNE 2 ml do predem zvazenych
vazenek (+pufr)- dam do susarny 106°C

5ml C.B.Blue + 0,1ml vzorku (90% zakal) Porovnat kultury (obsah bilkovin na susinu),
- do pozice 2. (1. pivodni blank) !!!F urcit vztah mezi zakalem a susinou



