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1 Rust a mnozeni bakterialnich bunék

Uvod

Mnozeni bakterii sledujeme zpravidla podle poctu bakteridlnich buné€k, ktery lze stanovit
pfimo, pomoci upravené pocitaci komuirky nebo nepiimo nefelometricky, vysevem na
agarové plotny snaslednym pocitanim vyrostlych kolonii nebo uzitim vhodnych
fyziologickych metod. RGzné typy metod stanoveni poctu bakteridlnich bunék maji svoje
prednosti, ale na druhé stran¢ i nevyhody. Vyhodou nefelometrického stanoveni, zejména
s vyuzitim automatickych systémt, je relativné rychlé a technicky malo naro¢né vyhodnoceni,
poskytujici ziskani pomérné presnych hodnot. Na druhé stran¢ je vSak tato metoda zatiZzena
chybou vyplyvajici ze skutecnosti, Ze na zakalu bunécné suspenze se podileji i mrtvé buiiky.
Tento nedostatek mize byt do znacné miry odstranén stanovenim poctu Zzivotaschopnych
bakterii plotnovou metodou. Nevyhodou plotnové metody stanoveni poctu buné€k je vsak jeji
¢asova a materialova narocnost.

1.1 Plotnova metoda

Princip metody

Zivotaschopné mikrobialni buiiky na vhodnych ztuZenych kultiva¢énich médiich vytvateji
kolonie, které jsou tvofeny potomstvem jedné mikrobidlni bunky. Vysevem bunék na zivné
médium v danych ¢asovych intervalech lze posouditzménu v poctu bunék v tekutém médiu
v pritbéhu kultivace.

Material a zafizeni

e Mikroorganizmy :
Salmonella typhimurium LB 5000

e Chemikalie a roztoky:
tekuté LB-médium , LB-agar

e Pristroje:
vodni lazen s tfepackou, termostat

Postup

Cely pracovni postup provadime ptisné sterilné ve flow-boxu. Do 10 ml LB-média
naoCkujeme klicku bakteridlni kultury uchovdvané na Sikmém LB-agaru. Kultivujeme
staticky 12 hodin pti 37 °C. 2 ml narostlého inokula o¢kujeme do 100 ml LB-média (vysledna
koncentrace bun&k cca 5.10” CFU /ml) a kultivujeme ve vodni 1azni pti 37 °C (150 kyvi/min.,
amplituda 7). Odbéry vzorkl provadime v ¢asovych intervalech 0; 30; 60; 90; 120; 150; 180;
210; 240; 270; 300 minut. Sterilné odebrany vzorek (cca 2 ml) fedime v tekutém LB-mediu.
Pro ¢asové intervaly 0-150 minut doporudujeme fedéni 107, 10 a 10, pro ostatni dasové
intervaly fedéni 107, 10, 107. Z jednotlivych fed&ni vysévame po 0,1 ml na Petriho misky
s LB-agarem a rozetfeme po povrchu agaru sterilni hokejkou. Pro kazdé¢ tfedéni volime
nejméné dv€ opakovani. Naockované misky kultivujeme v termostatu pii 37°C obracené
dnem vzhtru. Po 24 hodinach kultivace ode¢teme vytvorené kolonie a provedeme hodnoceni
rustu.



Vyhodnoceni a zavér

Stanoveni poctu bunék v bakterialni kulture
Pramérny pocet bun¢k ve vzorku odebraném v Case t:
CFU/ml = pocet kolonii na misce x 1/pouzité fedéni x 10

Sestrojeni riistové kiivky
Graficka zavislost log CFU/ml na dob¢ kultivace bunék (t = 0-300 min.)

Ristové parametry
Vypocet doby lagu (L), primérné konstanty rychlosti ristu (K), primérné generacni doby (g),
specifické riistové rychlosti (W)

1.2 Bioscreen C - stanoveni pH optima pro rust bunék

Princip metody

PIn¢ automatické zafizeni Bioscreen C umoznuje provadét velké mnozstvi testi v nékolika
dnech ¢i tydnech. V jednom pokusu lze sledovat rist bun¢k az ve 200 vzorcich (na dvou
inkubacénich destickach). Testy je mozné provést 10 az 20-krat rychleji nez s pouzitim
béznych manudlnich technik. Zafizeni je schopno meéfit pomoci specidlnich filtri zakal
mikrobialni kultury v tekutém riistovém médiu. Inkubacni teplotu Ize nastavit od 1 do 60°C.
Systém Bioscreen C se sklada z inkubacni a méfici jednotky (Obr. 1) a z pocitace, ve kterém
je instalovan odpovidajici software slouzici k zaznamendvani rtstovych kiivek a jejich
vyhodnoceni. Inkubace, michani a kinetickd méfeni probihaji automaticky podle nastavenych
parametrii daného pokusu. Zatizeni Bioscreen C lze vyuzit pro bézné sledovani riistu bungk,
sledovani vlivu antibiotik, farmak nebo ristovych inhibitorti na mnozici se burky, stanoveni
MIC, vyvoj novych ristovych medii, vlivu pH na rast bunék, sledovani pribéhu lyze bunck
apod.

Material a zarizeni
e Mikroorganizmy:
Pseudomonas pictorum CCM 284
e Chemikalie a roztoky:
masopeptonovy bujon ¢.1 (MPB1)o rizné hodnoté pH; masopeptonovy agar ¢. 1 (MPAL)
e Pristroje :
Bioscreen C (software BioLink v DOS, export dat do MS EXCEL)
http://www.transgalactic.com/

Postup

Cely pracovni postup provadime ptisné sterilné ve flow-boxu. Inokulum ziskdme
nao¢kovanim 20 ml MPB 1 piiblizng 10° CFU/ml Pseudomonas pictorum ze $ikmého agaru
(MPA 1). Buiiky inkubujeme 24 h v termoboxu za intenzivniho tfepani (128 kyvii/min.) pii
teploté 26 °C. Sterilni inkubacni desticka piistroje obsahuje 100 jamek (Obr. 2). Do 5 jamek
sterilné pipetujeme 330 ul MPB 1 o odpovidajici hodnoté pH (pouzijeme automatickou
pipetu). Napft. jamky 1 az 5 plnime bujonem o hodnoté pH 5,5; jamky 6 az 10 — pH 6,5;
jamky 11 az 15 — pH 7,0; jamky 16 az 20 — pH 7,5. Do vSech jamek pfidame 10 ul ¢erstvého
inokula. Kultivaci provadime pfi teploté 26 °C po dobu 48 hodin. M¢éteni zékalu pii vinové
délce A =600 nm probiha kazdé¢ 2 hodiny podle nastaveni parametrii na Bioscreen C.


http://www.transgalactic.com

1. Oddéleni pro inkubaci 7. Davkovaci systém

2. Haditka pro nasavéani Zivného media 8. Otvor na doplnéni chladiciho media ||
3. Oddéleni pro filtr a lampu 9. Oddéleni pro mé&feni OD |I
4. Zdroj energie 10. Klavesnice pro spusténi servisniho testu |
5. Displej 11. Systém pro zahfivani a ochlazovani

6. Misto pro zapojeni PC kabelu 12. Tlatitko pro zapnuti, vypnuti pfistroje ii

Obr. 1 Zarizeni Bioscreen C

Nastaveni parametrti pfistroje (provadime podle ndvodu za ptitomnosti obsluhujiciho
personalu):

Otevieme program v systému MS DOS. Nastavime novy program podle navodu.Vyplnime
kolonku pro blizsi popis testu. Po zobrazeni desti¢ky zvolime Sipkami a mezernikem ,,Simple
editor* a ,,Grafical well map®. Zadame kone¢ny objem v jamce, zadame jednotky, ve kterych
bude provedeno méteni, zvolime pocet opakovani pro dany vzorek a popis vzorku. Zvolime
pocet vzorkl. Zaddme parametry méfeni (pomoci vSech 4 Sipek a potvrzujeme
Enter).Stisknutim tladitek Ctrl + Enter odsouhlasime parametry, kurzor umistime na
Measurement a zahajime méteni stisknutim tlacitka Enter.
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Obr. 2 Inkubac¢ni desti¢ky

Vyhodnoceni a zavér

Po zpracovani vysledkli softwarem Bioscreen C vytisknout hodnoty ODgoy do tabulky.
Vypocitat primérné hodnoty zékalu z 5 opakovani a sestrojit ristovou kiivku. Z primérnych
hodnot stiedni genera¢ni doby pro kultivatni média o rGzné hodnoté pH (vypocet bude
proveden automaticky softwarem po pievedeni do MS Excel ) sestrojit graf zavislosti
pramérné generacni doby na zvolené hodnoté pH kultivaéniho média.

Literatura
http://www.transgalactic.com/



2 Bakterialni biomasa

2.1 Stanoveni bilkovin metodou podle Bradfordové

Uvod

Pti nékterych pokusech, zaméfenych zejména na studium enzymatické aktivity bunék, je
nutné¢ vztahovat naméfené hodnoty na konstantni jednotku biomasy. Timto piepoctem
obdrzime hodnoty, které lze mezi sebou srovnavat, tfebaze jsou experimenty provadény
v riznych €asovych odstupech nebo na riznych mikroorganizmech. V bézné laboratorni praxi
je enzymaticka aktivita nejéastéji vztahovana na susinu, bilkovinu, dusik apod. Pro stanoveni
koncentrace bilkovin mize byt vyuZita cela fada metod, liSicich se rozsahem stanoveni a
dobou nutnou k jejich provedeni. Mezi nejznaméjsi pouzivané metody stanoveni bilkovin
v biologickém materidlu patfi napi. Biuretovd metoda, Folinova metoda, Lowryho metoda,
metoda dle Bradfordové, fluorescence, polarografie a dalsi. Mezi velmi pfesné metody
stanoveni bilkovin patfi metoda dle Bradfordové, ktera je standardizovana v programu
spektrofotometru Spectronic Genesys' ™ 5.

Princip metody

Pti vazbé Coomassie Brilliant Blue G250 na bilkovinu dochézi k posunu absop¢niho maxima
z464 nm na 595 nm. VzrlGst absorbance pii 595 nm muize byt pouzit jako méfitko
koncentrace bilkovin. K posunu absorpéniho maxima dochdzi velmi rychle (2-5 min) a
vybarveni je stabilni nejméné jednu hodinu. Metoda je vhodna pro vSechny proteiny, ackoliv
pocet vazeb s barvivem muze byt proménlivy v zavislosti na obsahu basickych aminokyselin
v bilkoviné. Je proto dilezité, aby standardni roztok bilkoviny m¢l obdobné sloZeni jako
testovany vzorek. Hodnoty absorbance muze zvySovat piitomnost detergentii ve vzorku. Pro
kazdé stanoveni je nutné sestrojeni kalibra¢ni ptimky.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Micrococcus luteus, Pseudomonas putida, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
(ze sbirky tstavu)

e Chemikalie a roztoky:
MPB1; pufr fosfatovy (0,05M;pH = 7,2);zasobni roztok lidského albuminu (0,1 g v 10 ml
fosfatového pufru); ¢inidlo Coomassie Brilliant Blue G250

e Pristroje:
chlazena centrifuga; fotometr Spekol 11; spektrofotometr Spectronic Genesys' ™5




Postup

Ptiprava vzorku.100 ml MPB 1 v promyvaci ldhvi naockujeme 1 klickou zasobni kultury ze
Sikmého agaru. Kultivujeme 24 h pii 30°C za intenzivni aerace. Takto pfipravené kultury
riznych mikroorganizmii centrifugujeme v chlazené centrifuze pfi 6000 ot.min™ (teplota
+4°C) po dobu 20 min. Supernatant opatrné slijeme, bunécny sediment resuspendujeme ve
fosfatovém pufru a znovu centrifugujeme v chlazené centrifuze. Tento proces opakujeme
nejméné dvakrat (tzv. promyvani bun€k), abychom z povrchu bun¢k odstranili balastni
organické latky. Bakteridlni sediment fedime fosfatovym pufrem tak, aby zakal suspenze pii
A= 600 nm odpovidal cca 80%. Piesnou hodnotu zdkalu suspenze zaznamename. SuSinu
bakteridlni suspenze stanovime podle postupu v kapitole 2.2.

Piiprava standardd. Redénim zasobniho roztoku lidského albuminu (0,1 g /ml)destilovanou
vodou pfipravime 5 standardnich koncentraci pro sestrojeni standardni pfimky : 200; 400;
600; 800; 1000 pg albuminu /ml .

Mg¢éteni (program Bradford-standard, Genesys)

Sestrojeni standardni pfimky.

K 0,1 ml standardu v méftici kyveté ptfidime 5 ml ¢inidla Coomassie Brilliant Blue G250.
Promichame a métime pii vlnové délce 595 nm.

Posice v zasobniku:

Pozice 1 0,1 ml dest. vody + 5 ml ¢inidla (Blank )
Pozice 2 0,1 ml dest .vody + 5 ml ¢inidla (0 pg/ml)
Pozice 3 0,1 ml 200 ug/ml + 5 ml ¢inidla (200 pg/ml)
Pozice 4 0,1 ml 400 pg/ml + 5 ml ¢inidla (400 pg/ml)
Pozice 5 0,1 ml 600 ug/ml + 5 ml ¢inidla (600 ug/ml)
Pozice 6 0,1 ml 800 ug/ml + 5 ml ¢inidla (800 pg/ml)
Pozice 7 0,1 ml 1000 pg/ml + 5 ml ¢inidla (1000 pg/ml)

Stanoveni koncentrace bilkovin ve vzorku. K 0,1 ml vzorku piidame 5 ml C¢inidla,
promichame a métime. Vzorek vkladame na pozici 2. Na pozici 1 ponechame kyvetu ,,Blank*
z ptedchoziho méteni.

Vyhodnoceni a zavér

Porovnat studované kmeny na zakladé obsahu bilkovin vztazenych na hmotnost suSiny
vzorki.

Literatura
Holme D.J.,Peck,H.(1994). Analytical biochemistry.J.Wiley and Sons, Inc., New York
Bradford,M.(1976). A rapid and sensitive method for the quantification of microgram

quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal.Biochem. 72:248-
254.



2.2 Stanoveni bakterialni susiny

Uvod

Pii nékterych pokusech, zaméfenych zejména na studium enzymatické aktivity bunék, je
nutné vztahovat naméiené hodnoty na urcitou jednotku biomasy. Timto pfepoctem obdrzime
hodnoty, které lze mezi sebou srovnavat, tiebaze jsou experimenty provadény v rtiznych
casovych odstupech nebo na rtznych mikroorganizmech. V bézné laboratorni praxi je
enzymatickd aktivita nejcastéji vztahovana na suSinu, bilkovinu, dusik apod. Stanoveni
bakteridlni suSiny patfi k nejjednoduss$im metodam umoziujicim porovnani metabolické
aktivity mikrobialnich bun¢k. Tato metoda je vSak nevhodnd pro mikroorganismy s vysokym
obsahem lipidi, napi.pro nékteré kvasinky.

Princip metody
Suseni biologického materialu za zvySené teploty

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Micrococcus luteus, Pseudomonas putida, Escherichia coli, Bacillus cereus, Bacillus subtilis
(ze sbirky tstavu)
e Material:
vysusené vazenky s vickem ulozené v exikatoru
e Chemikalie a roztoky:
MPBI; pufr fosfatovy ( 0,05M; pH = 7,2);
e Pristroje:
chlazena centrifuga; fotometr Spekol 11;analytické vahy s ptesnosti 0,1 mg; suSarna

Postup

Ptiprava vzorku.100 ml MPBI1 v promyvaci ldhvi naockujeme 1 klickou zasobni kultury ze
Sikmého agaru. Kultivujeme 24 h pii 30°C za intenzivni aerace.Takto ptipravené kultury
riiznych mikroorganizmii centrifugujeme v chlazené centrifuze pfi 6000 ot.min” (teplota
+4°C) po dobu 20 min. Supernatant opatrné slijeme, bunéény sediment resuspendujeme ve
fosfatovém pufru a znovu centrifugujeme v chlazené centrifuze. Proces promyvani bun¢k
opakujeme nejméné dvakrat. Bakteridlni sediment fedime fosfatovym pufrem tak, aby zakal
suspenze pii A = 600 nm odpovidal hodnotadm cca 80% , 85% a 90%. Piesné hodnoty zékalu
bunééné suspenze zaznamename. Do pfipravenych vysusenych, oznacenych a zvazenych
vazenek pipetujeme po 2 ml bunécné suspenze o odpovidajici hustoté ve dvou opakovanich.
Do dvou vazenek pipetujeme pouze fosfatovy pufr. Vazenky s odklopenymi vicky umistime
do suSarny a susime pii 106°C. Po 24 h vazenky vyjmeme, uzavieme vicko a nechadme
chladnout pii pokojové teploté v exikatoru. Po zvaZeni provedeme vypocet podle vztahu:

S = (Vs-V)/2 - (Vp-V)/2 (mg/ml),

kde

Vs je hmotnost vazenky s 2 ml bakterialni suspenze

V je hmotnost pouzité¢ vazenky

Vp je hmotnost vazenky s 2 ml fosfatového pufru

S je hmotnost bakteridlni suSiny v mg/ml bakterialni suspenze

10



Vyhodnoceni a zavér

Sestrojime tabulku ziskanych hodnot.V zavéru se zamétime na odpoveéd’, zda existuje linedrni
vztah mezi zékalem bakterialni suspenze, koncentraci bilkovin (viz 2.1.) a suSinou.

Literatura
Hod’ak,K.,Némec,M.(1985). Praktikum z fyziologie baktérii. Skriptum UJEP Brno
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3 Pudni biomasa

3.1 Stanoveni puidni biomasy metodou ninhydrin-reaktivniho dusiku

Uvod

Mikrobidlni biomasa mtize byt definovana jako ¢ast organické hmoty v pudé, ktera je tvorena
7ivymi mikroorganizmy mensimi nez 5-10 um’. Nejéastdji byva vyjadiena v miligramech
uhliku obsazeném v jednom kilogramu ptdy.Piidni biomasa hraje vyznamnou roli pfi tvorbé
struktury pudy a jeji stabilité. Je rovnéz vyznamnym ekologickym markerem. Ke stanoveni
pudni biomasy je vyuzivana celd fada metod. Nekteré jsou zalozeny na barveni a pocitani
mikrobidlnich bungk, jiné na fyziologickych parametrech jako je ATP, respirace a vydej tepla
nebo na aplikaci extrakénich technik. Pfi stanoveni biomasy v pidé¢ miize byt provadéno
jednak z hlediska sledovani indikatoru mikrobialni biomasy- napt. produktu mikrobialniho
metabolizmu, ktery mulze byt kvantitativné extrahovan zpldy, jednak z hlediska
kvantitativniho stanoveni celkového dusiku, organického uhliku, fosforu a dalSich slozek
extraktu ziskaného z ptidniho prostfedi po usmrceni a lyzi mikrobidlnich bungk, jejichz
cytoplazma se uvoliuje do prosttedi. Z prostiedi jsou uvolnéné slozky biomasy extrahovany.
V extraktu lze rovnéz stanovit riznymi kalibra¢nimi metodami celkovy dusik, anorganicky a
organicky dusik a ninhydrin-reaktivni dusik.

Princip metody

Ninhydrin tvofi purpurové zbarveny komplex s molekulami obsahujicimi o-aminonodusik,
podobné jako s amoniem a jinymi slou¢eninami s volnou a-aminoskupinou (aminokyseliny,
peptidy, proteiny). K vytvoreni barevné reakce s amoniem je nutna ptitomnost redukovaného
ninhydrinu. Mnozstvi ninhydrin-reaktivnich slouenin uvolnénych z mikrobialni biomasy
pusobenim par CHCI; a nasledné extrahovanych 0,5M K,SOy je pifimo umérné koncentraci
mikrobidlni biomasy v padé.

Material a zarizeni

e Material:
vzorek pidy, suchd hmotnost je 50 g
e Chemikalie a roztoky:
ninhydrin; CHCI; (obé latky jsou toxické!); 0,5M K,SOy; pufr citrdtovy; sorbent vody; 95%
etanol s vodou (1:1), standard ke stanoveni ninhydrin-reaktivniho dusiku
e Zarizeni:
vakuova suSicka,vyvéva, tirepacka, mraznicka, papirové filtry (Whatman 42), spektrofotometr

Postup

VSechny prace provadime v digestori s odtahem!

Vzorek vlhké pidy o hmotnosti susiny 50 g rozvazime po 25 g .

Kontrolni vzorek pidy v 250 ml baiice extrahujeme 100 ml 0,5M K,SO4 (pomér extraktantu
k hmotnosti vzorku piidy je 4:1 v/w) na tfepacce (200 kyvli/min). Po 30-ti minutové extrakci
vzorek filtrujeme pies papirovy filtr (W42).

12



Dalsi vzorek ptidy navazime do specialni sklenéné ampulky o objemu 50 ml a umistime do
suSicky, ktera je obloZzena mokrou bunifinou. Do prostoru suSicky umistime lahvicku se
sorbentem vody a kadinku obsahujici 25 ml CHCI; se sklenénymi kulickami. SuSicku
napojime na vakuovou pumpu, kterou vypneme cca po 2 min. silného varu CHCI; . Potom
inkubujeme uzavienou su$icku v temnu pii pokojové teploté po dobu 24 h. Po fumigaci je
prostor zavzdu$nén a provedeno nékolikandsobné odsati zbylych par CHCls. Vzorek pldy je
prenesen do 250 sklenéné banky a podroben extrakci 0,5 M K,SO4 a dal§imu zpracovani
(stejné jako u kontrolniho vzorku). Oba extrakty jsou uchovavany pii teploté -15°C.

Do testovaci ampulky o objemu 20 ml pfiddme tzv. standardni roztoky ke stanoveni
ninhydrin-reaktivniho dusiku, K,SO4- plidni extrakt nebo kontrolni vzorek (0,6 ml). Poté
pridame citratovy pufr (1,4 ml). Po kapkach pfidivame 1 ml ninhydrinu a promichdvame.
Néadobka musi byt uzaviena hlinikovou zatkou. Testovaci nddobku vatime 25 minut ve vodni
lazni. Za tuto dobu by mélo dojit k rozpusténi vSech srazenin vzniklych po ptidani reagencii.
Poté ptidame 4 ml smési etanol:voda, opét promichdme a métime zbarveni pii vinové délce
570 nm.

Vyhodnoceni a zavér

e Vypocet extrahovaného ninhydrin-reaktivniho dusiku (Npin)
Nuin(pg.g” piidy) = (S —B) : L x N x (K:DW + W) x 1000

...absorbance vzorku

...absorbance blanku

...moléarni absorp¢ni koeficient leucinu
...14 (molekulovéa hmotnost dusiku)
....objem extraktu

DW..hmotnost susiny vzorku v gramech
W....vlhkost piidy (%ehmotnosti suSiny:100)

AZER®

e Vypocet ninhydrin-reaktivniho dusiku v mikrobialni biomase
Bhrin = (Nqin €xtrahovany z fumigované pudy) — (N,i, extrahovany z kontrolniho vzorku)
e Vypocet uhliku v mikrobialni biomase
C = Byin X 20,6

Pozn.: Uvedeny faktor byl vypocten ze vztahu obsahu uhliku v mikrobialni biomase a hodnot B,;, u 12 vzorkii
zpracovanych vyse uvedenou fumigacni extrakcni metodou.

Literatura

Brookes, P.C., Landman, A., Puden, G., Jenkinson D.S. (1985). Chloroform fumigation
and the release of soil nitrogen: a rapid direct extraction method to measure microbial
biomass nitrogen in soil. Soil Biol. Biochem 17: 837-842.

Vance, E.D., Brookes, P.C., Jenkinson D.S. (1987). An extraction method for measuring
soil microbial biomass C. Soil Biol. Biochem. 19: 703-707.

Amato, M., Ladd, J.N. (1988). Assay for microbial biomass based on ninhydrin-reactive
nitrogen in extracts of fumigated soil. Soil Biol. Biochem. 20: 107-114.

Joergensen, R.G., Brookes P.C., Jenkinson, D.S. (1990). Survival of the soil microbial
biomass at elevated temperatures. Soil Biol. Biochem. 22: 1129-1136.
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3.2 Fumigacni extrakéni metoda pro stanoveni fosforu pudni

mikrobialni biomasy

Uvod
Viz kapitola 3.1.

Princip metody

K vypoctu obsahu fosforu v ptidni mikrobidlni biomase pouzivame rozdilu mezi mnozstvim
fosfatu stanovené¢ho ve fumigované a nefumigované pud¢ (Fumigace pidy je popsana
v kapitole 3.1). Vzhledem k tomu, Ze n¢které fosfaty zlstavaji po fumigaci sorbovany na
koloidni ptdni ¢astice, je nutné provadét korekci naméfenych hodnot.

Material a zarizeni

e Material:
vzorek ptdy (s malym obsahem jilu), sucha hmotnost 30g

e Chemikalie a roztoky:
CHCI; (latka je toxicka!); roztok 0,5M NaHCOs; ; pufr citrdtovy; sorbent vody; 95% etanol
s vodou (1:1); roztok KH,PO4 (250 mg fosforu .1'1); ¢inidlo A ; ¢inidlo B; 4,5 M H,SO4; 10M
NaOH

e Zarizeni:
vakuova suSicka,vyvéva, ttepacka, mraznicka, papirové filtry (Schleicher a Schuell 595 %),
spektrofotometr, centrifuga

Postup

Fumigace a extrakce. Vlhkou pidu (30 g suché hmotnosti) rozdélime do tii vzorkd po 10 g
suché hmotnosti.

Prvni vzorek bude slouzit jako nefumigovand kontrola. Tento vzorek umistime do
centrifugacni zkumavky o objemu 250 ml a extrahujeme 200 ml roztoku 0,5M NaHCO; po
dobu 30 min za intenzivniho tfepani (150 kyvd . min™). Vyslednou suspenzi centrifugujeme
(2000 g) a pak filtrujeme pies papirovy filtr (Schleicher a Schuell 595 %).

Druhy vzorek (druhd nefumigovana kontrola vytézku) umistime do centrifuga¢ni zkumavky o
objemu 250 ml a extrahujeme 200 ml roztoku 0,5M NaHCO; s 1 ml roztoku KH,PO, , ¢imz
dosahneme ve vzorku pudy zvysenou koncentraci fosforu (o 25 pg.g”). Podobn& jako
v prvnim piipad¢ pripravime pro dal§i méfeni filtrat vzorku.

Tteti vzorek fumigujeme podle postupu uvedeného v kapitole 3.1.. Po fumigaci vzorek
zpracujeme jako nefumigovanou kontrolu bez pfidavku fosforu.

M¢éteni fosfatu. 75 ml padniho extraktu v batice o objemu 250 ml okyselime pfidavkem 5 ml
4,5M H,SO4 a nechame stat 24 h pii +4 °C. Pomoci papirku stanovime hodnotu pH extraktu.
Pti hodnoté¢ presahujici pH=1,5 je nutné extrakt dale okyselit 4,5 M H,SO,.

Extrakt filtrujeme pfes papirovy filtr bezprostiedné pied stanovenim anorganického
fosforu. Zéakal odstranime centrifugaci vzorku. Odebereme 5 ml filtratu do odmérné banky o
objemu 25 ml. Pfiddme 0,4 ml ¢inidla A a 0,8 ml ¢inidla B a doplnime do 25 ml destilovanou
vodou. Promichdme a nechame stit cca 10 min pii pokojové teploté. Vytvorené modré
zbarventi je stabilni po dobu 24 h. Zbarveni métime pti vinové délce 882 nm na kalibrovaném
fotometru.Vzorek porovname s kontrolou.
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Vyhodnoceni a zavér
Vypocet fosforu v mikrobidlni biomase (P) provedeme podle nasledujiciho vztahu:

P= Ep/ kEp,
Ep = (F-U) : (Z-U),

kde Ep je extrahovany fosfat, F je POs-P extrahovany z fumigované ptudy, U je PO4-P
extrahovany znefumigované plidy, Zje POs-P extrahovany znefumigované pudy
s ptidavkem fosforu a kgp = 0,40 (konstanta). Kalibrace je provedena pfidanim zndmého
mnozstvi mikroorganizmi do pudy, fumigaci a méfenim poméru extrahovaného
mikrobialniho P.

Literatura

Joergensen, R.G. (1995). The fumigation extraction method for microbial biomass
phosphorus. In: Methods in Applied Soil Microbiology and Biochemistry, Eds. Alef, K.,
Nannipieri, P., Academic Press London, UK. 394-396.

Brookes, P.C., Powlson, D.S., Jenkinson, D.S. (1982). Measurement of microbial biomass
phosphorus in soil. Soil. Biol. Biochem. 14: 319-329.

3.3 Stanoveni ATP

Princip metody

ATP se vyskytuje ve vSech organizmech a je mozné je vyuzit pro stanoveni aktivity
mikroorganizmii. Tato latka je pfitomna v Zivych organizmech, ale ne v organizmech mrtvych
nebo v nezivé hmoté. ATP mutze byt extrahovan jak z bunék, tak i pidy nebo vody a jeho
obsah se stanovi systémem, luciferin-luciferaza. Obsah ATP muze byt, za urcitych podminek,
vyuzit jako parametr mikrobialni biomasy v ptirozenych vzorcich — ptida nebo 1 voda.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
vzorky pudy
e Chemikalie a roztoky :
Pufr EDTA-magnesium arzenatovy, extraktant TCA-fosfat-paraquant, smés luciferin-
luciferaza (Sigma), standardni roztok ATP_ 10°M v EDTA-magnesium arsenatovém pufru
e Pristroje :
Luminometr m90a, pH metr, centrifuga, ultrazvukovy dezintegrator Bandelin UW 200

Postup

Ptiprava vzorku : Vzorek vysusené pudy protlatime pies sito o velikosti ok 2 mm. Do
polypropylenové zkumavky (objem 50 ml) odvazime 2,5 g homogenizované pidy a vlozime
do ledové lazné. Do kazdé zkumavky ptidame 25 ml studeného extraktantu TCA-fosfat-
paraquant. Extrakce se provede v ultrazvukovém dezintegratoru (100W, 2 min, v ledové
lazni). Po ozvuceni zkumavky vlozime zpét do ledové vodni 1azn€¢ a po 20 minutich stani
v ledové lazni filtrujeme (filtracni papir Whatman No.4). Filtrat dale centrifugujeme (pfi
10000 rpm min™', 0°C) po dobu 15 min. Supernatant se potom pouZije ke stanoveni ATP. ATP
stanovujeme ihned po centrifugaci nebo vzorek rychle zmrazime na -15 °C. Ve zmrazeném
stavu je stabilni po dobu 4 tydnii.
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Stanoveni ATP : V polypropylenové zkumavce (objem 20 ml) smichdme 5 ml EDTA- Mg
arzenatového pufru s 50 pl supernatantu a vlozime do ledové lazn€. Do méftici kyvety
napipetujeme 50 pl smési luciferin-luciferaza a umistime do inkuba¢niho bloku Luminometru
vytemperovaného na teplotu +25°C a po 10s zmé&fime “relativni svételné jednotky (RLU).
Potom ptfiddme 250 ul pfipraveného supernatantu a po 10s stanovime RLU. M¢éfeni
opakujeme tfikrat v jednominutovych intervalech. Jako blank slouZi kyveta obsahujici 50 pl
EDTA- Mg arzenatového pufru a 250 pl nafedéného supernatantu. Méteni RLU je provadéno
stejnym zplisoben jako pii méfeni vzorku.

Stanoveni ATPg : V polypropylenové zkumavce smichdme 5 ml EDTA- Mg arsenatového
pufru + 50 pl supernatantu + 50 ul ATP a vlozime do ledové lazné. Do méfici kyvety
napipetujeme 50 pl smési luciferin-luciferaza a umistime do inkuba¢niho bloku Luminometru
vytemperovaného na teplotu +25°C a po 10s zméfime RLU. Potom pfidame 250 pl
piipravené¢ho supernatantu s ATP a po 10sstanovime RLU. M¢feni opakujeme trikrat
v jednominutovych intervalech. Jako blank slouzi kyveta obsahujici 50 ul EDTA- Mg
arsenatového pufru +250 pl nafedéného supernatantu+ 50 pul ATP. Méfeni RLU je provadéno
stejnym zptisobem jako pii méteni vzorku.

Kalibra¢ni kfivka : Pro sestrojeni kalibrac¢ni kiivky pouzijeme standardnich roztokd ATP
ptipravenych fedénim ATP v EDTA- Mg arzenatovém pufru v rozsahu 10° az 10® M (pro
sestrojeni kalibracni kiivky pouzijeme nejméné 5 koncentraci ATP, pificemz kazda
koncentrace je ve tiech variantdch). Méfeni je provadéno stejnym zplsobem jako méteni
vzorku pidy.

Vyhodnoceni a zavér
Vypocet : Koncentraci ATP ve vzorku plidy stanovime odvozenim z kalibra¢ni kiivky a
vyjadiime jako mnozstvi ATP v pug na g vysusené zeminy.

Obsah ATP v pid¢ je mozné stanovit i vypoctem s vyuzitim vnitiniho standardu

A x ATPg x 40
ATP (ug.g 1dwt) = oo ,  kde

A — RLU/10 ptdniho extraktu,

B — RLU/10 piidniho extraktu s pfidanym vnitinim standardem ATP (v pg)
ATP; — ptidané ATP k ptidnimu vzorku jako vnitini standard (v pg)

dwt — suchd hmotnost 1 g mokré zeminy

40 — tedici faktor.

Literatura :

Martens, R. (2001). Estimation of ATP in soil : extraction methods and calculation
extraxtion efficiency. Soil.Biol.Biochem., 33 : 973-982
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3.4 Stanoveni pudni respirace

Uvod

Pidni respirace je charakterizovana spotfebou kysliku (O;) nebo uvoliiovanim oxidu
uhli¢it¢ho (CO;) v disledku jeji mikrobidlni aktivity. Zahrnuje vyménu plyni z procesu
aerobniho a anaerobniho metabolizmu. Pidni respirace néas informuje o degradaci biologicky
dostupnych organickych latek a o pribéhu jejich mineralizace. Za normalnich podminek
existuje ekologick4 rovnovaha mezi pidnimi organizmy a jejich aktivitou. Jde o tzv. bazalni
respiraci pudy. Jestlize je tato rovnovaha poruSena (napi. piidavkem degradovatelné
organické slouceniny), dochazi k vyraznému zvysSeni rlGstu mikroorganizmi a jejich
mineraliza¢ni aktivity, coz se projevi zménou pudni respirace. Plidni respirace miize
vypovidat o biologické degradaci nejriznéjSich latek v padeé, toxicité nckterych polutanth
v kontaminovanych ptidach, o mnozstvi mikrobialni biomasy atd..

Princip metody

Metoda je zalozena na meéfeni zmén tlaku uvnitf uzavieného systému v disledku
mikrobiologické respiracni aktivity.

Material a zarizeni

e Material:
vzorek pudy
e Chemikalie a roztoky:
c¢ocky NaOH
e Pristroje:
zatizeni OxiTop®-Control (WTW, Germany), termobox

m I}\ Tlagitko pro meétfeni hodnot

Senzor relativniho tlaku

OO
O

Peci¢ky NaOH k absorpci CO-

—tf——————— Reakéni ldhev s plynnou smési

Meéieny vzorek

Obr.3 Zatizeni OxiTop- Control (WTW)
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Postup

Ptiprava a uchovavani ptidniho vzorku

Zpracovavame Cerstvé vzorky plidy o vlhkosti 50 £10%. Vzorek protlatime pfes sito o
velikosti ok 2 mm a homogenizujeme. Cast homogenizovaného vzorku pouZijeme pro
chemické analyzy (stanoveni objemu, iontl apod.).

Stanoveni objemu vzorku

Odmérny valec naplnime 100 ml destilované vody a ptidame 100 g pidniho vzorku. Objem
vody vytla¢eny ptidnim vzorkem piedstavuje objem ptidy.

Me¢éfeni pudni respirace

Navazime 200 g ptidniho vzorku do vzorkové ldhve (Duran) o objemu 500 ml. Do vikového
adaptéru vlozime gumovou absorb&ni nadobku s péti cockami NaOH a nadobu uzavieme.
Nasroubujeme métici hlavici. Lahev umistime do termoboxu vytemperovaného na teplotu 20
°C. Pldu temperujeme po dobu dvou hodin. Poté nastartujeme méfeni vynulovanim meéfici
hlavice soucasnym stisknutim tlacitek S a M. M¢étfeni provadime po dobu 20 dna jednou
denné. Namétené hodnoty se zobrazi po stisknuti tlacitka M.

Vyhodnoceni a zavér
Stanoveni objemu ptiidniho vzorku vypocteme ze vztahu:

V=m/p

Nameétené hodnoty zaznamename do tabulky a vynésobime faktorem 11. Hodnoty ptedstavuji
mg O,. kg pudy. Provedeme vypodet pidni respirace SR.

SR

o M(O2) ) (Vges s Vsample

1
= . —.3.25 . digit
R - Tine ) P =

Vsample

kde

SR je piidni respirace,

M(O,) je molekulova hmotnost kysliku (32000 mg/mol),

R je plynova konstanta (83144 l-mbar/mol-K),

Tinc je inkubacni teplota (293,15 K),

Vges j€ objem reakéni nadoby (0,609 litri),

Vample j€ j€ objem vloZeného ptidniho vzorku, p je hustota ptdy,
digit je namétena hodnota spotieby kysliku.

Pldni respiraci vyjadiime v mg O, /kg suSiny.

Literatura

Anderson, J.P.E., Domsch,K.H. (1978a). Mineralization of bacteria and fungi in
chloroform-fumigated soils. Soil Biol.Biochem. 10:207-213.

Anderson, J.P.E., Domsch,K.H. (1978b). A physiological method for the quantificative
measurement of microbial biomass in soil. Soil Biol.Biochem.10:215-221.
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3.5 Stimulace pudni respirace pridavkem lehce vyuzitelného

substratu

Uvod
Viz kapitola 3.1.

Princip metody

Ptitomnost ptidni biomasy Ize prokazat stimulaci jeji respirace piidavkem lehce vyuzitelného
substratu, nejlépe glukézy. Metoda piimo vychazi z fyziologie piidnich mikroorganizma.
Spotieba kysliku je pribézné méfena respirometrem.

Material a zarizeni

e Material:
Vzorky ptudy z riznych lokalit
e Chemikalie a roztoky
Roztok stimulaéni, go&ky NaOH, roztok glukozy (16 mg. ml™)
e Pristroje:
Zatizeni OxiTop® -Control (WTW,Germany), magneticka vicemistna michacka, termobox

Postup

’

Uprava a preinkubace ptdy.

Cerstvé odebranou pidu protladéime pies sito o velikosti ok 4 mm. Prosatou pudu
homogenizovanou promichanim nasypeme do inertnich nadob ( zaplnime asi 1/3 nadoby)
prekrytych plastovou folii. Nadoby s pidou umistime do temna a inkubujeme po dobu dvou
tydnd pii teploté¢ 20°C. Po preinkubaci si vzorky pidy zachovavaji bazalni respiracni
aktivitu.

Stimulace pidni respirace.

Ke stimulaci ptdni respirace pouzijeme pidni vzorek s bazalni respiracni aktivitou. U vzorku
stanovime hustotu p (viz 3.1.) Do vzorkové lahve s bo¢nim raminkem (Duran) o objemu 500
ml ( redlny objem ladhve 0,609 litru) navazime pidni vzorek tak, aby objem odpovidal 6,7 ml
a ptiddme 15 ml stimula¢niho roztoku. Kontrolni vzorek piipravime obdobné. Do ldhve
s vytvofenym pudnim kalem vlozime teflonové magnetické michadlo. Do vikového adaptéru
vlozime gumovou adsorp¢ni nadobu s péti cockami NaOH. Nadobu uzavieme métici hlavici.
Lahve umistime do termoboxu a temperujeme po dobu 1 h na teplotu 20°C. Poté nastartujeme
meéfeni respirace stisknutim tlacitek S a M. Méfeni provadime po dobu 4 h a potom do lahve
se vzorkem vstfikneme bo¢nim raminkem 1 ml roztoku gluko6zy a do kontrolniho vzorku 1 ml
destilované vody. M¢ftici hlavu vynulujeme a dale zaznamenavame spottebu kysliku po dobu
10 h.

Vyhodnoceni a zavér

Vytvotime tabulku kumulované spotfeby kysliku. Hodnoty odectené na displeji vyndsobime
faktorem 100 (faktor je uréeny pro pouzity objem kalu a rozmezi spotifeby kysliku 0-4000
mg . 1"). Padni respiraci vyhodnotime podle kapitoly 3.1. Graficky zpracujeme pribéh
respirace vzorku a vypocteme rychlost respirace pidy po piidani glukédzy.

Pozn. Metodu Ize modifikovat pridavky glukozy o ruzné koncentraci, pridavky toxickych latek
nebo nékterych polutantu.
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4 Studium bakteriofaga

Uvod

Bakteriofagy jsou viry infikujici bakterialni buiky. Kazdy bakteriofag ma Sir§i nebo uzsi
rozmezi hostitele. Nékdy je rozmezi hostitele tak specifické, Ze se urcity bakteriofdg mnozi
jen vnekterych kmenech urcitého druhu bakterii. Infekce bakterialni buiky fagovym
virionem sestava ze dvou déji: z adsorpce virionu na povrch buiiky a ze vstupu (penetrace)
jeho genomu do cytoplazmy. Jestlize po infekci nasleduje replikace fagového genomu,
syntéza bilkovin fagového kapsidu a sestavovani novych virionli s naslednou lyzi buiiky,
hovotime o lytické infekci. Fagy, které zpisobuji pouze lytickou infekci, ozna¢ujeme jako
virulentni. Kromé virulentnich fagh existuji tzv. temperované fagy, které vyvolavaji bud’
lytickou infekci hostitelské bunky nebo jeji lyzogenizaci. Béhem lytické infekce dochazi
k uvolilovani fagového potomstva v procesu lyze buiiky a ziskavame tzv. fagovy lyzat. Pocet
nove¢ vytvorenych viriona ¢i pocet viriond ve fagovém lyzatu lze stanovit odvozenim od poctu
vytvofenych plak na indikatorovém kmeni (PFU/ml). Proces uvoliiovani fagového potomstva
z infikovanych hostitelskych bunék mizeme sledovat v zavislosti na dob¢ inkubace adsorpéni
smési fag-hostitelskd bunika metodou dvouvrstevného agaru nebo sledovani procesu lyze
hostitelskych bunék a vzniku fagového lyzatu.

4.1 Stanoveni jednostupriové rustové krivky faga metodou

dvouvrstevného agaru

Princip metody

MnozZeni virulentniho faga na hostitelskych bunikdch je mozné dokumentovat stanovenim
jednostupiiové rustové kiivky faga. Sledovani uvolnovani fagového potomstva je umoznéno
vyuzitim metody dvouvrstevného agaru. Tato metoda vychézi z predpokladu, ze pocet plak
vytvoienych po infekci bunék indikatorové kultury odpovida piiblizné poctu virioni ve
fagovém lyzatu. Pro GspéSné stanoveni jednostupniové ristové kiivky faga je nutné dodrzet
podminky ve vytvarené adsorpéni smési fag-hostitelské bunky.Vyznamnym faktorem, ktery
se podili na usp&$ném provedeni experimentu je p¥itomnost adsorpcnho kofaktoru (Ca*" nebo
Mg”"),pouziti hostitelskych bungk z &asné exponencialni faze ristu a spravné nastaveni
hodnoty tzv. vkladového poméru (IR-input ratio), ktery vyjadiuje pomér vloZenych virionti
k poctu hostitelskych bun¢k v adsorpcni smési. Hodnotu IR je vhodné zvolit v rozmezi 0,1-
0,01. Pii vySSich hodnotach IR miize dochazet k lyzi bun¢k ihned po adsorpci na hostitele
(lyze zvenci-lysis from without) aniz by probehl proces virové reprodukce. Jednostupnova
rustova kiivka faga umoziluje stanovit pocet noveé uvolnénych virioni ptipadajicich na jednu
vloZenou fagovou Castici (BS-burst size). Piesny pocet virionil uvolnénych z jedné infikované
buniky a multiplicitu infekce mlize detekovat pouze metodou single- burst distribuce (viz 4.2.).

Material a zarizeni

e Mikroorganizmus a bakteriofag:
Staphylococcus aureus SA812, lyzat virulentniho stafylokového faga @812 (titr cca
10°PFU/ml)

e Chemikalie a roztoky :
tryptonovy bujon (TB) 2% a 0,7% tryptonovy agar (TA), pufr Tris-HCI (0,05M , pH=7,2),
0,22% CaCl,
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e Zarizeni :
vodni lazen, ultratermostat, termostat

Postup

Ptiprava hostitelskych bunék.

Inokulum S. aureus SA812 piipravime nao&kovanim 20 ml TB cca. 10 bunék ze $ikmého 2%
TA (jedna plnd ocCkovaci kli¢ka). Kultivujeme staticky 24 h pti 37 °C. Pro ptipravu
hostitelskych bunék SA812 z ¢asné exponencialni faze riistu ockujeme 3 ml inokula do 200
ml TB. Kultivujeme cca. 4 hodiny pii 37 °C za intenzivniho provzdusiovani tak, aby
vysledna hustota bakteridlni suspenze odpovidala Ago= 78%. Bakteridlni kulturu 100x
ziedime v TB a stanovime pocet bakteridlnich bun¢k vysevem na 2% TA (CFU/ml).

Ptiprava indikéatorové kultury SA812

K 20 ml inokula S.aureus SA812 piidame 2 ml 0,22% CaCl,

Ptiprava 0,7% TA s indikdtorovou kulturou SA812

Ke 150 ml 0,7% TA , ktery temperujeme po celou dobu experimentu na 45°C ve vodni 1azni,
ptidame 15 ml indikatorové kultury SA812 s adsorpénim kofaktorem Ca®"

Ptiprava adsorpcni smési

K 18 ml bungk SA812 (cca 10" CFU/ml) piidame 2 ml 0,22% CaCl,. Buiiky s adsorpénim
kofaktorem temperujeme ve vodni lazni 30°C. Poté piidame 0,2 ml ¢ 812 (cca 10° PFU/ml),
promichdme a odebereme vzorek pro stanoveni PFU/ml v Case t=0. Adsorpéni smés fag-
hostitelské bunky kultivujeme po dobu 120 min pii teplot¢ 30°C.Vzorky pro stanoveni
PFU/ml odebirame v Case t= 20;40;60;80;100 a 120 min. Pocet uvoliovanych viriona
v adsorpéni smési stanovime metodou dvouvrstevného agaru na indikatorovém kmeni
S.aureus SA 812.

Metoda dvouvrstevného agaru

0,1 ml zfedéného vzorku (odebran¢ho v Case t=0;20;40;60;80;100;120 min) pipetujeme na
Petriho misku s2% TA. Vzorek prevrstvime 2,5 ml 0,7% TA, ktery jsme piredem
vytemperovali na 45°C a zaoCkovali indikatorovou kulturou SA812 s adsorpénim kofaktorem
Ca’’. Kyvavym pohybem vytvofime tenkou vrstvu 0,7% agaru a nechame v chladnu
utuhnout. Po utuhnuti 0,7% TA misky obratime dnem vzhiru a kultivujeme v termostatu pfi
teploté 30°C. Po 24 h kultivace odecitame vytvotené plaky a vypocteme titr fagovych ¢éstic
v odebraném vzorku. Pro kazdy ¢asovy interval a vhodné fedéni vysévame faga na 2-3 misky.

Vyhodnoceni a zavér
a)Vypocet PFU/ml ve vzorku odebraném v ¢ase t=0-120 min provedeme ze vztahu :

Priimérny pocet plak na misce x 1/ fedéni x10 = PFU/ml
b) Sestrojime tabulku hodnot zavislosti PFU/ml na dobé inkubace adsorpéni smési
¢) Sestrojime jednostupniovou kiivku zavislosti log PFU/ml na dobé¢ inkubace adsorp¢ni smési
d)Vypocteme hodnotu IR pro adsorpéni smés
e)Vypocteme hodnotu BS

Literatura
Hod’ak,K.,Némec,M. (1984).Praktikum z fyziologie baktérii.SkriptumUJEP Brno
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4.2 Stanoveni prumérného fagového vynosu metodou single-burst

experimentu

Princip metody
Stanoveni priimérného fagového vynosu na principu Poissonovy distribuce

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy a bakteriofag:
kmen Staphylococcus aureus SA812; lyzat virulentniho stafylokového faga ¢ 812 (titr lyzatu
cca 10'°PFU/ml),lyzat mutantniho stafylokokového faga ¢ 812a (titr lyzatu cca 10'°PFU/ml)

e Chemikalie a roztoky:
tryptonovy bujén (TB), 2% a 0,7% tryptonovy agar (TA), pufr Tris-HCI (0,05M ,pH=7,2),
0,22% CaCl,

e Zarizeni :
vodni lazen, termostat

Postup

0,1 ml 24-hodinov¢ kultury S.aureus SA812 bylo inokulovano do 20 ml TB. Kultivujeme po
dobu 18 h pii 30°C. Potom buiiky 10-krat ziedime v TB (koncentrace bun&k cca 10’CFU/ml-
pfesny pocet stanovime vysevem na 2% TA) a pfidame adsorpéni kofaktor (do vysledné
koncentrace 0,22% w/v) a vytemperovany fagovy lyzat 812 nebo 812a nafedime tak, aby
hodnota vkladového poméru IR se pohybovala v rozmezi 0,03-0,04 (PFU/ml stanovime titraci
fagového lyzatu metodou dvouvrstevného agaru (viz 4.1.) Adsorpéni smés fag-hostitelské
bunky kultivujeme pii 30°C po dobu 20 min, ¢imz zajistime dokonalou adsorpci faga na
hostitelské buiiky. Adsorpéni smés ziedime 10 v TB a rozplnime po 0,1 ml do 100 malych
sterilnich zkumavek a inkubujeme ve vodni 1dzni pii 30°C po dobu 120 min. Po této dobé¢
pipetujeme do zkumavek 2,5 ml 0,7% TA (45°C) s indikatorovou kulturou SA812 (viz 4.1.) a
ihned vylévame na Petriho misky s 2% TA. Po utuhnuti 0,7% TA misky kultivujeme pti 30°C
v termostatu obrdcené¢ dnem vzhlru. Po 24 h kultivace hodnotime pocet plak na vsech
miskach.

Hodnoceni

Vétsina misek je bez plak nebo s jednou plakou, kterd je vytvorena neadsorbovanym fagem.
Misky s vétSim poctem plak ukazuji fadgovy vynos z jedné, dvou nebo vice bunék. Sestavime
tabulku se vzestupnym poctem plak pro celkovy pocet 100 misek. Na zakladé hodnoceni
celkového poctu plak odectenych na 100 miskdch a poctu bun€k v adsorpéni smési lze
stanovit celkovy pocet infikovanych bunék a primérny fagovy vynos z jedné buriky.
Vypocet.Pocty plak na jednotlivych miskach se pohybuji v Sirokém rozmezi. Z tohoto poctu
je tteba vymezit misky, které predstavuji vynos zjedné buiiky, potom ze dvou bunék atd.
Vychazime z Poissonovy distribuce a vyrazu, Ze podil zkumavek P,, kde nejsou zadné plaky,
je dan rovnici :
P,=e™,

kde m = primérny pocet infikovanych bakterii, pfipadajicich na jednu zkumavku
(resp.misku).
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Jestlize

n, = pocet zkumavek neobsahujicich zddné infikované bakterie (resp.pocet misek bez plak),

n = celkovy pocet zkumavek (resp.celkovy pocet misek), pak za P, mizeme dosadit pomér
no/n a vypocitat m podle vztahu :

m = -InP, = - In n,/n

potom ocekéavany pocet misek bez fagového vynosu je Z, = nPo, tedy
Z,=100 x e™

pocet misek s fagovym vynosem z jedné butiky Z; = m/1! x 100 x ¢™
pocet misek s figovym vynosem ze dvou bun&k Z, = m*/2! x 100 x e™
podet misek s fagovym vynosem ze tif bunék Zz =m® / 3! x 100 x ™
Primérny fagovy vynos vypocteme ze vztahu :

Celkovy pocet plak (na 100 miskach) / (100 x m)
Vsechny vypoctené hodnoty zaznamename do tabulky. Porovndme primérny fagovy vynos
fagl ¢812 a ¢#812a

Literatura

Rosypal,S.,Rosypalova,A. (1970).A spontaneous mutant of polyvalent phage 812 capable of
growth on Staphylococcus aureus NCTC 8511 carrying prophage 53. Folia
Fac.Sci.Natl.Univ.Purk.Brunensis XI:37-47.

Hod’ak,K.,Horakova,D., Kazdova,M. (1987). Homogeneous magnetic field effects on the
distribution of yield of virulent staphylophage 812.Folia Fac.Sci.Natl.Univ.Purk.
Brunensis,Biologia 85:17-32.

Luria,S.E., Darnell,J.E.Jr., Baltimore,D.,CampbellLA. (1978). General virology. J.Willey
and Sons, New York.

4.3 Sledovani lyze hostitelskych bunék v adsorpéni smési

Princip metody

MnozZeni virulentniho faga na hostitelskych bunikdch je mozné dokumentovat sledovanim
jejich lyze a vznikem fagového lyzatu. Pro sledovéani rychlosti projasiiovani bakteridlni
kultury v disledku lyze bunék virulentnim fagem s naslednou volbou vhodného hostitele,
popft. ke stanoveni parametrii v adsorpcni smési, plné vyhovuje automatické sledovani zmény
zédkalu bakteridlni kultury na zatizeni Bioscreen C (viz 1.2.).

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy a bakteriofag :
Kmeny Staphylococcus aureus SA812; NCTC 8511; S26; PA, lyzat virulentniho
stafylokového faga ¢ 812 (titr lyzatu cca 10'°PFU/ml), lyzat mutantniho stafylokokového figa
¢ 812a (titr lyzatu cca 10'°PFU/ml).

¢ Chemikalie a roztoky :
tryptonovy bujon (TB), 0,22% CaCl,

e Pristroje:
Bioscreen C, vodni lazen , multikanalova automaticka pipeta
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Postup

Ptiprava hostitelskych bun¢k.

Inokula vybranych kmeni S. aureus (SA812;NCTC 8511, S26,PA) ptipravime naockovanim
20 ml TB cca. 10® bunék ze §ikmého 2% TA (jedna plna ockovaci klicka). Kultivujeme
staticky 24 h pti 37 °C. Pro ptipravu hostitelskych bunék z casné exponencialni faze rustu
ockujeme 3 ml inokula do 200 ml TB Kultivujeme cca. 4 hodiny pii 37 °C za intenzivniho
provzdusnovani tak, aby vysledna hustota bakterialni suspenze odpovidala Agp= 78%.
Ptiprava adsorpcni smési

K 18 ml hostitelskych bundk SA812 (cca 10° CFU/ml) ptiddme 2 ml 1% CaCl,. Buiky
s adsorpénim kofaktorem vytemperujeme na 30°C ve vodni lazni Poté pifidame 0,2 ml
vytemperovaného ¢ 812 resp. ¢ 812a (titr lyzata cca 10" PFU/ml), promichdme a pipetujeme
automatickou pipetou po 300ul do jamek sterilni inkubacni desticky (5 jamek pro kazdou
adsorp¢ni smés). Podle nastavenych parametrli pfistroje vzorky inkubujeme pii 30°C, zakal
vzorkli métime po 30 min pii vinové délce 600 nm. Pfed odbérem a mezi odbéry (po 15 min)
jsou vzorky kratce protfepany, aby nedochéazelo k usazeni bunék. Zakal adsorpénich smési
sledujeme po dobu 24 h. Metodu miizeme modifikovat zménou koncentrace adsorp¢niho
kofaktoru, zménou hodnoty pH kultivaéniho media TB v rozmezi hodnot 6- 7,5 nebo volbou
nizsiho ¢i vyssiho vkladového poméru IR, ¢i volbou jinych kment S.aureus pro piipravu
hostitelskych bunék.

Vyhodnoceni a zavér

Hodnoty ODggo vytiskneme do tabulky. Vypocteme rychlost lyze hostitelskych bun€k. Na
zaklad¢ vysledku experimentu stanovime vhodny hostitelsky kmen pro zvolené fagy, popi.
modifikaci metody vhodné podminky pro nastaveni parametrii adsorpéni smési.

Literatura

http://www.transgalactic.com/

4.4 Priprava fagového lyzatu ¢ 812

Princip

Virulentni a polyvalentni stafylofdg 812 se velmi intenzivné mnozi na hostitelském kmeni
S.aureus SA 812. Pro adsorpci na hostitelské buiiky vyzaduje adsorpéni kofaktor Ca**. Fagy
pro uskuteCnéni lytického cyklu s vysokou hodnotou BS vyzaduji hostitelské buiiky
v exponencidlni fazi rastu. Tyto podminky jsou proto dodrZzovany v metodé piipravy
fagového lyzatu v tekutém médiu. Metody uvolnéni faga z vytvoienych plak patii mezi méné
pouzivané metody k ziskani fagového lyzatu pro dalSi experimenty. Takto pfipravené fagové
lyzaty byvaji pouzivany zejména pro fagotypizaci a k,zachran¢* infikovanych fagovych
Stok.
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Material

e Mikroorganizmus :
Staphylococcus aureus SA 812 (hostitelsky kmen pro faga ¢812; lyzat virulentniho
stafylofaga ¢ 812 v TB
e Chemikalie a roztoky :
tryptonovy bujon (TB), 2% tryptonovy agar (TA), 0,7% tryptonovy agar (TA),chloroform p.a.
e Piistroje a zarizeni:
termostat s vzdusnicim zatizenim, vodni lazen, chlazena centrifuga, lednice

Postup

PomnoZeni viriont v tekutém prostfedi.100 ml TB v provzdusiiovaci ldhvi nao¢kujeme 1 ml
18-ti hodinové kultury hostitelského kmene SA 812. Kultivujeme pii teploté 30°C po dobu 4-
5h za intenzivni aerace média. Koncentrace bundk SA 812 obvykle dosahuje 10° CFU/ml.
Ptidame 10 ml 0,22% (w/v) CaCl, a 10 ml fagového lyzatu 812 (titr fdga musi byt zvolen tak,
aby hodnota IR odpovidala 0,1-0,01). Po 1 h kultivace adsorpéni smési SA812-fag ¢ 812 pii
30°C (jemné provzdusinovani) ldhev vyjmeme z termostatu a ulozime do temna pii pokojové
teploté. Vycefenou bakteridlni suspenzi centrifugujeme v chlazené centrifuze pii 10000
ot.min ' po dobu 10 min. Supernatant pfedstavuje fagovy lyzat 812. Sterilizaci lyzatu
provedeme nékolika kapkami chloroformu, ktery po 1-2 h plsobeni odstranime.Titr faga
v lyzatu stanovime metodou dvouvrstevného agaru (viz 4.1.) Lyzat uchovavame v zatavenych
sklenénych ampulich pii teploté¢ +4°C. Titr faga 812 je velice stabilni a v prib&hu jednoho
roku poklesne maximalné o pul fadu.

Uvolnéni faga z vytvofenych plak. Zasobni fagovy lyzat ¢ 812 orientacné titrujeme a pocet
PFU/ml stanovime metodou dvouvrstevného agaru (viz 4.1.). Pro piipravu fagového lyzatu
zvolime fedéni faga tak, aby se po vysevu 0,1 ml na Petriho misku vytvotilo cca 10 plak (titr
cca 10°PFU.mlI™"). Faga vysévame na 10-20 Petriho misek s 2% TA. Prevrstvime 0,7% TA
(45°C) s indikatorovou kulturou SA812 a adsorpénim kofaktorem. Kultivujeme 24 h pii
teploté 37°C. Misku s plaky prevrstvime 3 ml TB a nechame stat pii pokojové teploté. Po 1
hodin€ vrstvu 0,7% TA s vytvofenymi plakami seSkrdbeme sterilni sklenénou hokejkou do
ptipravené sterilni kadinky piekryté alobalem. Kadinku umistime ptes noc do lednice (+4°C).
Poté kaSovitou agarovou hmotu centrifugujeme ve sterilni centrifugacni zkumavce
s teflonovym povlakem pii teploté +4°C. Pro tuto prvni centrifugaci volime niz§i otacky
centrifugace (cca 5000 ot.min™'). Odlity supernatant opét centrifugujeme pii vyssich otatkach
(10 000 —12 000 ot.min™") po dobu 10 min. Vznikly supernatant predstavuje fagovy lyzat
#812. Fagovy lyzat sterilizujeme nékolika kapkami chloroformu, ktery odstranime po 1-2 h
pusobeni.Titr lyzatu stanovime metodou dvouvrstevného agaru. (viz 4.1.). Fagovy lyzat
rozplnime po 2 ml do sterilnich ampuli a zatavime. Uchovavame v lednici pii teploté +4°C.
Odpichem zjedné plaky. Zasobni fagovy lyzat ¢812 ziedime v TB na 10°PFU.ml’ a
vysévame metodou dvouvrstevného agaru na indikatorovy kmen SA812. Do vytvofenych
plak provedeme opakovany vpich ockovaci jehlou. Mezi jednotlivymi vpichy jehlu
,»oplachneme* v malém objemu sterilniho TB. Pro ziskani fagového Stoku 812 s dostateCnym
poétem viriont vychazime z predpokladu, Ze jedna plaka je tvorena cca 10° fagovych &astic.
Tuto metodu piipravy fagového lyzatu volime vétSinou v piipadé, Ze zasobni fagovy Stok byl
infikovany. Takto pfipraveny fagovy lyzat je vhodné pouzit pro béznou pripravu fagového
lyzatu uvolnénim z vytvotenych plak. Méné¢ vhodny je tento lyzat pro pomnoZeni virionQ
v tekutém prostiedi (moznost pteriistani infekce).
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Vyhodnoceni a zavér

Zhodnotime metody piipravy fagového lyzatu a uvedeme titr pfipravenych fagovych lyzati.

Literatura

Rosypal,S., Horakova,D. (1968). The loss of sensitivity of Staphylococcus aureus NCTC
8511 to the polyvalent and virulent phage 812 following lysogenization with the phage 53.
Publ.Fac.Sci.Nat.Univ.J.E.Purk.Brun., 496:313-326.
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5 Indukce lyze

Uvod

Podle pribéhu infekéniho procesu se fagy rozlisuji na virulentni a temperované. Pti infekci
buné¢k virulentnim fagem probéhne lyticky cyklus, jehoz vysledkem jsou nové fagové Castice,
které jsou nejcastéji v procesu lyze hostitelské buiiky uvolovany do prostiedi. Po infekci
hostitelskych bun¢k temperovanym fagem mize, podobné jako po infekci virulentnim fagem,
probéhnout lyticky cyklus nebo se fagovy genom véleni do chromozému hostitelské burnky a
dostava se tak do stavu profiaga. Tento proces piemény hostitelské builkky na lyzogenni
oznacujeme jako lyzogenizace. Lyzogenni kmeny ziskdvaji nové vlastnosti, které jsou
podminény pfitomnosti profaga.

1. Jsou imunni vici superinfekci homologickym fagem, nebot’ profag kéduje syntézu
tzv. imunitniho represoru, ktery specificky blokuje syntézu bilkovin potiebnych
k replikaci fagové DNA.

2. Lyzogenni buiiky mohou za urcitych podminek uvolnit faga ze stavu profidga a
vstoupit do lytického cyklu, ktery je vétSinou zakoncen lyzi bunky hostitele. Uvolnéni
profaga zchromozému lyzogena Ize indukovat plsobenim fyzikalnich nebo
chemickych faktorii, napi. ozafenim suspenze lyzogennich bakteridlnich bunck UV
zafenim, paprsky X, y-zafenim, plsobenim organickych peroxidl, mitomycinu C aj.
Pii velmi nizké frekvenci mize dojit ke spontanni lyzi lyzogennich bunék, takze
v lyzogenni bakterialni kultufe mizeme vzdy identifikovat volné fagové castice, které
se podilely na jeji lyzogenizaci hostitelskych bunék.

5.1 Optimalizace davky UV zareni metodou titrace uvolnénych virionu

Princip metody
Inaktivace imunitniho represoru UV zafenim a navozeni lytického cyklu .

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Lyzogenni kmen Staphylococcus aureus NCTC 8511 (53+), Staphylococcus aureus NCTC
8511 (indikéatorovy kmen pro temperovaného ¢53)

e Chemikalie a roztoky :
tryptonovy bujon (TB), tryptonovy agar (TA), (2%), tryptonovy agar (TA), (0,7%), pufr
fosfatovy (0,05M, pH= 7,2), YE konc, MPB konc., fyziologicky roztok, 0,22% (w/v), CaCl,

e Pristroje :
uzavieny box s UV-vybojkou (30W), horizontalni tfepaci zafizeni se stolkem (70 kyvi.min™),
chlazena centrifuga, termostat, vodni lazeii,vzdusnici zatizeni, stopky
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Postup

Klicku bunék kmene S.aureus NCTC 8511 (53") pieneseme do 20 ml TB a kultivujeme pfi
37°C v termostatu. Z narostlého inokula ptreockujeme 6 ml bunck lyzogena do 500 ml TB
v provzdus$iiovaci lahvi. Pfi jemnobublinné aeraci média buniky kultivujeme po dobu 4 h pfti
teploté 37°C. Bakterialni kulturu centrifugujeme p¥i 10 000 ot..min" po dobu 5 min. Sediment
resuspendujeme v 50 ml fosfatového pufru (pH= 7,2).Vytvotenou suspenzi rozdélime po 10
ml do sterilnich Petriho misek (praimér 100 mm) a misky uzavieme vickem. Jednotlivou
misku polozime do ozafovaciho boxu na stolek horizontdlni tfepacky. (UV vybojka je
vzdalena od stolku tfepacky 60 cm, zhaveni vybojky alespon 30 min pied ozafovanim vzorku,
pracovat v rukavicich !). Zapneme tfepatku a zvedneme vicko. Soucasné méfime Cas
ozatovani bun¢k. Buiiky ozaifujeme 30, 45, 60, 90 nebo 120 s. Po uplynuti pozadované doby
ozéateni zakryjeme misku vickem, zastavime tfepacku a misku v alobalu pfeneseme do temné
komory (nebezpeci fotoreaktivace!). Zde bunky ptreneseme pipetou do provzdusiovaci lahve,
pfiddme pfipravené objemy slozek vysledného média pro mnozeni a lyzi bunék, tedy 5 ml
koncentrované¢ho YE, 5 ml koncentrovaného MPB a 35 ml fyziologického roztoku. Bunky
kultivujeme 1 h za velmi mirného provzduSnovani v termostatu pii teploté¢ 37°C. Po této
kratké kultivaci lahev vyjmeme z termostatu a ulozime v temnu pii pokojové teploté. Po 24 h
obsah promyvaci léhve centrifugujeme pii 12000 ot. min' a v supernatantu stanovime
titraén¢ pocet fagovych viriond ¢53 (viz 4.1 metoda dvouvrstevného agaru, indikatorovy
kmen NCTC 8511).

Vyhodnoceni a zavér

Sestavime tabulku zavislosti titru ¢53 na dobé ozatreni lyzogennich bunck S.aurerus NCTC
8511(53"). Oznagime nejvhodnéjsi dobu ozafeni lyzogena pro ziskani fagového lyzatu ¢53.

Literatura

Rosypal,S.,Horakova,D.(1968). The loss of sensitivity of Staphylococcus aureus NCTC
8511 to the polyvalent and virulent phage 812 following lysogenization with the phage 53.
Publ.Fac.Sci.Univ.J.E.Purkyn¢ 496: 313-326.

5.2 Pribézné sledovani lyze ozarenych bunék lyzogena

Princip metody

Inaktivace imunitniho represoru UV zafenim a navozeni lytick¢ého cyklu se projevuje
projasiiovanim bakterialni kultury. Rychlost tohoto procesu mizeme sledovat kontinudlné
s vyuzitim automatického zatizeni Bioscreen C.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Lyzogenni kmen Staphylococcus aureus NCTC 8511 (53+),

e Chemikalie a roztoky :
TB, pufr fosfatovy (0,05M, pH= 7,2), YE konc., MPB konc., fyziologicky roztok, 0,22%
(w/v) CaCl,

e Pristroje :
uzavfeny box s UV-vybojkou (30W), horizontalni tfepaci zafizeni se stolkem (70 kyvi.min™),
chlazena centrifuga,vzdusnici zafizeni, stopky, Bioscreen C (software BioLink,MS EXCEL)
http://www.transgalactic.com/
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Postup

Bunécnou suspenzi lyzogennich bunék ve fosfatovém pufru pfipravime podle 5.1. a ozafime
po ruznou dobu UV. Ozéfené bunky v temnu 10x ziedime ve fosfatovém pufru. Do sterilni
Erlenmayerovy banky (200 ml) odebereme 10 ml bun¢k a pfiddme 5 ml koncentrovaného YE,
5 ml koncentrovaného MPB a 35 ml fyziologického roztoku. Pfipravenou bunécnou suspenzi
pipetujeme po 300 ul do jamky sterilni inkubac¢ni desticky pfistroje Bioscreen C. Pro kazdou
dobu UV expozice pipetujeme vzorek do 5 jamek. Jako kontrolu pouZzijeme neozéaiené buiky.
Kultivaci bun€k provadime po dobu 48 h pii teploté 37°C, michani vzorkii opakujeme vzdy
po 30 minutach , méteni po 60 min, pfed méfenim naprogramujeme michani vzorka.

Vyhodnoceni a zavér

Zobrazime vybrané kfivky, vytiskneme, vytvofime tabulku pro hodnoceni v MS Excel a
vyhodnotime rychlost lyze bun¢k v zavislosti na dobé jejich ozareni UV.

Literatura

http://www.transgalactic.com/
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6 Dehydrogenazova aktivita bakterialnich bunék

Uvod

Dehydrogendzy jsou enzymy katalyzujicici pfenos vodiku v dychacim fetézci. V zivé buiice
se vyskytuji ve dvou typech, liSicich se mezi sebou koenzymem. U prvého enzymu je
koenzymem dinukleotid, jehoz slozkou je nikotinamid (NAD —nikotinamiddinukleotid nebo
NADP-nikotinamiddinukleotidfosfat), u druhého typu je to flavin (FMN —flaminmonukleotid
a FAD-flavinadenindinukleotid). U baktérii, podobn¢ jako u rostlin a zivoc¢ichl, jsou
dehydrogenazy pojmenovany podle substratu, jehoZz dehydrogenaci katalyzuji. Metody
stanoveni jednotlivych dehydrogendz jsou zalozeny na zméné molekuly akceptoru vodiku.
Akceptor vodiku mize byt pfirozeny nebo umély.

6.1 Stanoveni dehydrogenaz s vyuzitim umélého akceptoru vodiku a

elektronu

Princip metody

Umélé akceptory vodiku a elektron jsou latky, které po redukci ptechdzeji z bezbarvé
oxidované formy na barevnou nebo naopak. M¢efeni aktivity enzymu se pak provadi
kolorimetricky. Pro stanoveni dehydrogendz u baktérii je nejcastéji pouzivana metylenova
modf, tetrazoliové soli nebo fenazinmetosulfat. Metylenové modii se vyuziva predevSim pfi
orientacnich pokusech nebo pfi tzv. Thumbergové metod¢. Tato metoda je zalozena na
stanoveni rychlosti, jakou se barevnd forma odbarvuje v ptitomnosti substratu, tedy donoru
vodiku a elektroni. Aby nedochazelo ke zpétné oxidaci, musi celd reakce probihat
v anaerobnich podminkéch. Dal§i nevyhodou pouziti metylenové modii je vedle autooxidace i
jeji znacna toxicita pro bakteridlni buniku. Pfi bézné pouzivané koncentraci je béhem 5 min
usmrcena vétSina bunck v bakterialni suspenzi. VyhodnéjSim umélym akceptorem vodiku a
elektronti pro stanoveni dehydrogenazové aktivity mikroorganizmli se jevi slouceniny
tetrazolia, zvlasté pro jejich velmi nizkou toxicitu. Nejcastéji se pouziva tetrazoliumchlorid
nebo tetrazoliumbromid, ktery se redukuje na ¢erveny formazan. Vzniklé ¢ervené zbarveni se
pak stanovi kolorimetricky. Nevyhodou reakce je citlivost tetrazoliovych soli na pfimé svétlo.
Fenazinmetosulfat byl vyuzivan zejména v minulosti ke stanoveni dehydrogenaz
manometrickymi metodami. Za aerobnich podminek podléhé snadno autooxidaci.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Staphylococcus aureus NCTC 8511, Staphylococcus aureus S26, Staphylococcus aureus SA
812, Kocuria varians CCM 1046, Bacillus cereus CCM 98

e Chemikalie a roztoky:
MPB 1, pufr fosfitovy (0,067M, pH=7,2), substraty ve formé 1% (w/v) roztoku ve
fosfatovém pufru (sacharéza, laktéza, maltéza, glukodza, pyrohroznan, mlécnan, jantaran,
glycerol), 0,1% (w/v) vodny roztok trifenyltetrazoliumchlorid (TTC), 96% etanol.

e Pristroje:
termostat s provzdusiiovacim zafizenim, centrifuga, vodni lazen, fotometr.
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Postup

Pfiprava bakterialni suspenze. Ze zasobni kultury naockujeme jednu kli¢ku (cca 10*bungk) do
20 ml MPB 1 (ve 100 ml bafice) a kultivujeme pfi teploté 30°C po dobu 24 h. Do 200 ml
cerstvého MPB 1 pfeneseme asepticky 4 ml narostlého inokula a pokracujeme v kultivaci 18
h pii 30°C za intenzivniho provzduSnovani média. Narostlé bunky oddélime od média
centrifugaci. Bunky resuspendujeme ve stejném objemu fosfatového pufru a opét
centrifugujeme. Tento proces ,,promyvani bun€¢k® opakujeme alesponn dvakrat. Hustotu
bakteridlni suspenze nastavime nefelometricky na hodnotu Agyo = 85%. Hustotu bakterialni
suspenze vyjadiime susinou (viz 2.2.) v mg/ml.

Piiprava reakéni smési pro stanoveni dehydrogendzové aktivity. Reakci provadime ve
Wassermannovych zkumavkach vymytych destilovanou vodou. Pro kazdy substrat a ¢asovy
interval pfipravime 2 opakovani. Reakce probiha pfti teploté 37°C v uzaviené vodni lazni.
1.Reakcni smés pro stanoveni celkové dehydrogenazové aktivity bunék obsahuje : 0,5 ml
bakteridlni suspenze, 0,15 ml fostatového pufru, 0,25 ml substratu. Po vytemperovani reakci
odstartujeme piidavkem 0,1 ml 0,1% TTC. Reakci zastavujeme po 0 10,20,30,40 a 50 min
inkubace pfidavkem 5 ml 96% etanolu.Vytvofeny formazan vytfepeme do etanolu a bunky
odstranime centrifugaci (5000 ot.min™' po dobu 5 min). Cervend zbarveny supernatant slijeme
do ¢&istych zkumavek a mé&fime na faktorizovaném fotometru (proti 100 pg formazanu.ml™)
pti vinové délce 485 nm.

2.Reakcni smés pro stanoveni dehydrogenace endogenniho substratu obsahuje: 0,5 ml
bakteridlni suspenze, 0,4 ml fosfitového pufru. Po vytemperovani reakci odstartujeme
ptidavkem 0,1 ml 0,1% TTC. Dalsi postup je shodny s postupem uvedenym pro 1. reakcni
smés (stanoveni celkové dehydrogenazové aktivity).

Hodnoceni

Z naméfenych hodnot sestavime tabulku, do které zaznamename koncentraci vytvoreného
formazanu v pfitomnosti jednotlivych substrati vztazeného na mg suSiny zvoleného
kmene.Vytvoiime graf zéavislosti koncentrace vytvotfeného formazanu na dobé inkubace.
Graficky zpracujeme i hodnoty koncentrace vytvofeného formazanu u kmenl s pozitivni
dehydrogenaci endogenniho substratu. Vypocteme dehydrogendzové jednotky pro dany
substrat a kmen (pg formazanu.mg™ susiny.min™). SloZitou analyzou variance miiZe porovnat
dehydrogenazovou aktivitu jednotlivych kmeni v pfitomnosti riznych substratii. Mimo to lze
porovnat i tzv. relativni dehydrogenacni rychlost. Ta je vyjadirena jako % aktivity vztazené na
aktivitu gluk6zadehydrogenazy (tuto povazujeme za 100%). Hodnoty pro vypocet relativni
dehydrogenacni aktivity predstavuji mnozstvi vytvoreného formazanu v ptritomnosti daného
substratu po odectu endogenni dehydrogenace.

Literatura
Hod’ak,K.,Némec,M. (1984). Praktikum z fyziologie baktérii. Skriptum UJEP Brno.
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6.2 Stanoveni aktivity malat dehydrogenazy

Uvod
Malat dehydrogenaza (MDH, EC 1.1.1.37) katalyzuje vnitini pfeménu L-malatu a oxalacetatu
a vyzaduje pritomnost NAD jako koenzymu:

MDH

—>
L-malat + NAD® oxalacetat + NADH + H"

Byly popsany malat dehydrogendzy, které jsou NADP dependentni. Optimalni pH reakce
MDH se pohybuje kolem hodnoty 7,4. Enzym byl popsan u eukaryotickych bunék i u baktérii.
MDH je enzymem cyklu kyseliny citronové.

Mirou malatdehydrogendzové aktivity je zména optické denzity pti 340 nm za jednotku Casu.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
divoky kmen kvasinky Yarrowia lipolytica CCM 4510
e Chemikalie a roztoky:
MEB, puft fosfatovy (0,1M, pH=7,5), 15mM oxalacetat, 12 mM NADH
e Pristroje:
spektrofotometr Genesys 5, vodni lazen s tfepackou, ultrazvukovy dezintegrator Bandelin
UW 200 s nadstavcem SH213G a sondou TT13 (fidici jednotka D200)

Postup

Ptiprava kvasinek. Do 100 ml MEB media v Erlenmayerovych batkach (250 ml) ptidame 2,5
ml 24-hodinového inokula. Bunky kultivujeme 20 h za intenzivniho tfepani pti teploté +25°C.
Buniky promyjeme 0,1M fosfatovym pufrem (pH = 7,5). Sediment resuspendujeme v 15 ml
0,IM fosfatového pufru (pH=7,5) a rozbijeme ultrazvukem. Sonikaci vzorkii provadime ve
sklenéné kyveté napojené na ultratermostat a chlazené na +4°C . Dezintegrace probiha po
dobu 12 min Ccistého Casu scyklem plnéni 60% pomoci sondy TT13 ponofené 2 cm
v kapaliné. Vykon ultrazvuku nastavime asi na 80% celkového vykonu zatizeni (200W).Po
ukonceni sonikace odstranime zbytky bunéénych stén centrifugaci pii 10000g (10 min, +4°C)
V supernatantu stanovime koncentraci rozpustnych bilkovin podle Bradfordové (viz 2.1.).
Reakéni smés. Do kyvety temperované na 25°C pipetujeme 2,83 ml 0,1M fosfatového pufru
(pH =7.,5), 0,1 ml 15 mM roztoku oxalacetatu a 0,05 roztoku 12mM NADH. Reakci zahajime
pridavkem 0,02 ml vzorku. Vytvoienou smés promichame a odecteme optickou denzitu pfi
340 nm po 1,2,3 a 5 min. Vypocteme hodnoty AE/min.

Jednotka enzymu oxiduje 1 umol NADH za minutu pii 25°C a hodnoté pH= 7,5.

Vypocet. Z lineédrni ¢asti kiivky vypocteme

a)objemovou aktivitu enzymu vyjadienou v jednotkach na ml vzorku :

A A340 /min

Objemova aktivita =

6,22 mg enzymu/ml reakéni smési
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b) Specifickou aktivitu vyjadienou v jednotkach na mg bilkoviny vzorku:

objemova aktivita

Specificka aktivita =

koncentrace

Literatura

Hayashi,M.,Unemoto,T. (1967). The presence of D-malate dehydrogenase (D-Malate:NAD
Oxidoreductase) in Serratia marcescens. Biochim.Biophys.Acta ,139:16-21.
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7 Inducibilni enzymy u baktérii

7.1 Kinetika indukce p-galaktosidazy

Uvod

Metabolické procesy v bakteridlni buiice jsou fizeny regulacnimi mechanizmy, které ovliviiuji
tvorbu enzymu. Klasickym piikladem pro pozorovani regulacniho mechanizmu je tvorba [3-
galaktosidazy a laktat permeédzy. Regulacni systém byl podrobné studovan u bunék E.coli pti
vyuzivani laktézy, kterd je bunkami Stépena na glukozu a galaktéozu. NejvhodnéjSimi
induktory [-galaktosidazy jsou fosforylované [-galaktosidy, zejména galakt6zo-6-fosfat.
Regulace metabolizmu a genetickd podstata regulacnich mechanizma vyuzivani laktézy u
bunék S.aureus jsou podobné jako u bunck E.coli. Rozdily jsou patrné pouze ve stabilité 3-
galaktosidazy, ktera je u stafylokokli pomérné labilni. Rovnéz nékteré latky, které u E.coli
vystupuji jako u¢inné induktory enzymu (napf. isopropyltiogalaktosid), inhibuji produkci
indukované [-galaktosiddzy u bunék S.aureus. U stafylokokd je vSeobecné lepSim
induktorem [-galaktosidazy galakt6za ve srovnéni s laktdzou.

Princip stanoveni

Jako pfirozené substraty pro indukci -galaktosiddzy miiZze byt pouZita napt. D-laktdza nebo
D-galaktéoza. Ke stanoveni aktivity enzymu miZeme pouZzit chromogenni substrat o-
nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid (ONPG), ktery je v pribéhu enzymatické reakce St€pen na
barevny o-nitrofenolatovy anion a D-galaktézu. Uvolnény o-nitrofenol (ONP) kvantitativné
stanovime v alkalickém prostiedi pii vinové délce 420 nm.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmus :
Staphylococcus aureus SA 812

e Chemikalie a roztoky :
MPB 1; Tris.HCI pufr (0,05M, pH=7,2); 20% (w/v) vodny roztok D-galaktézy (sterilni);
roztok ONPG v Tris-HCI (0,3 g/ 100 ml); 1M Na,CO;

e Pristroje :
Termostat se vzduSnicim zafizenim, vodni lazen s tfepackou, spektrofotometr, sterilni
centrifugacni zkumavky s teflonovym povrchem, chlazena centrifuga

Postup

Pfiprava bakteridlni suspenze. Ze $ikmého agaru zasobni kultury odebereme cca 10® bungk a
naoCkujeme 20 ml MPB 1 (ve 100 ml Erlenmayerové bance) a kultivujeme 18 h pti 30°C.
Narostlé inokulum (10 ml) pfeneseme do provzdusnovaci ldhve s 1000 ml MPB 1.
Kultivujeme za intenzivni aerace po dobu 14 h pfi teploté¢ 30°C.Vytvotfenou bakterialni
suspenzi centrifugujeme pfi 6000 ot.min’ po dobu 20 min v chlazené centrifuze.
K centrifugaci pouzijeme sterilni centrifuga¢ni zkumavky o objemu 500 ml. Bunécny
sediment sterilng resuspendujeme v mensim objemu MPB 1 a hustotu bakteridlni suspenze
nastavime na Ago = 85%.
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Piiprava indukéni smési SA 812 s galaktézou a proces indukce. Pfipravime 7
Erlenmayerovych ban€k se 100 ml bunééné kultury SA812 (Asro = 85%) a sterilné piidame
D-galaktézu ze zasobniho roztoku (20%) tak, aby kultivacni médium s bunikami obsahovalo
2,5%; 2%; 1,5%; 1%; 0,5% galaktozy. Do 7. bainky nepfiddvame induktor a tento vzorek
pouzijeme k vylouceni konstitutivni produkce enzymu, tedy jako kontrolu.Vzorky a kontrolu
kultivujeme pfi teploté 30°C na tiepatce svodni lazni (150 kyvi.min' , amplituda 3).
V casovych intervalech 0;30;60;90;120;150;180 a 210 min odebirame sterilni pipetou vzorky
o objemu 7,5 ml do plastovych centrifugac¢nich zkumavek (objem 10 ml). Centrifugujeme pfi
10 000 ot.min™ po dobu 5 min v chlazené centrifuze. K bunéénému sedimentu piidame 1,5 ml
Tris-HCI pufru a hustotu suspenze upravime na fotometru pii vlnové délce 620 nm na
hodnotu 97% (ptesné!).

Enzymatickd reakce. Do reakéni zkumavky pipetujeme 0,6 ml Tris. HCl pufru , 0,1 ml
bakterialni suspenze (Agx = 97%) .Temperujeme po dobu 5 min ve vodni lazni na teplotu
37°C. Reakci odstartujeme piidavkem 0,3 ml ONPG. Po 30 min inkubace reakci zastavime
pridavkem 1 ml 1M Na,CO; (pH reakéni smési = 10,8). Bunky odstranime centrifugaci.
Supernatant, zbarveny Zlut¢ uvolnénym o-nitrofenolem, méfime pii 420 nm na
spektrofotometru faktorizovaném na koncentraci ONP = 100 umol.ml™ .

Vyhodnoceni a zavér

Sestrojit k¥ivku priibdhu indukce enzymu (zavislost pmol ONP . ml™' na dobé& inkubace) pro
kazdou koncentraci induktoru.

Literatura

Creaser,E.H. (1955). The induced (adaptive) biosynthesis of [-galaktosidase in
Staphylococcus aureus. J.gen.Microbiol., 12: 288-297.

Hengstenberg,W., Schrecker,O., Stein,R.,Weil,R.(1976). Lactose transport and metabolism
in Staphylococcus aureus.Zbl.Bact.Paras.Inf.Hygiene, 5:203-215.

Hod’ak,K., Valentova,M. (1980). Studium produkce [B-galaktosidasy u vybranych kment
Staphylococcus aureus. Folia Fac.Sci.Natl.Univ.Purk.Brunensis, XXI: 15-25.

7.2 Zmény v indukci pf-galaktosidazy v pritomnosti virulentniho

bakteriofaga

Uvod

Adsorpce bakteriofdga na bakterialni buiiku vyvolava Cetné zmény v jejim metabolizmu.Po
infekci stafylokokovych bun¢k virulentnim a polyvalentnim fagem 812 doslo k vyznamnému
poklesu dehydrogendzové a oxidacni aktivity hostitelskych bun€k S.aureus. Dalsi studia
prokazala, ze u bun€k S.aureus dochazi po pridani virulentniho stafylofaga 812 ke snizeni
indukované syntézy [(-galaktosidazy. Stupenn inhibice tohoto procesu je u bunéck citlivych
k fagu 812 do znatné miry zévisly na vkladovém poméru IR.Vysledky naznacuji, Ze
indukovana syntéza [-galaktosidazy je v pifimé zavislosti na ristu bunék.
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Princip stanoveni

Jako pfirozené substraty pro indukci B-galaktosidazy miiZze byt pouZita napt. D-laktdza nebo
D-galaktéoza. Ke stanoveni aktivity enzymu miZeme pouZzit chromogenni substrat o-
nitrofenyl-B-D-galaktopyranosid (ONPG), ktery je v pribéhu enzymatické reakce Stépen na
barevny o-nitrofenolatovy anion a D-galaktézu. Uvolnény o-nitrofenol (ONP) kvantitativné
stanovime v alkalickém prostiedi (pH >10) pii vlnové délce 420 nm.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmus :
Staphylococcus aureus SA 812 (hostitelsky kmen pro faga ¢812; produkuje inducibilné -
galaktosidazu); lyzat virulentniho stafylofaga ¢ 812 v TB (ptiprava viz 4.3.)

e Chemikalie a roztoky :
TB; Tris.HCI pufr (0,05M, pH=7.2), 20% (w/v) vodny roztok D-galaktozy (sterilni); roztok
ONPG v Tris-HCI (0,3 g/ 100 ml); 1M Na,CO;

e Pristroje :
Termostat se vzduSnicim zafizenim, vodni lazen s tfepackou, spektrofotometr, sterilni
centrifugacni zkumavky s teflonovym povrchem, chlazena centrifuga

Postup

Piiprava bundk. Ze $ikmého agaru zasobni kultury SA812 odebereme cca 10° bunk a
naoCkujeme 20 ml TB (ve 100 ml Erlenmayerové banice) a kultivujeme 18 h pii 30°C.
Narostlé inokulum (10 ml) pfeneseme do provzdusiovaci ldhve s 1000 ml TB. Kultivujeme
za intenzivni aerace po dobu 14 h pfi teplot¢ 30°C.Vytvofenou bakteridlni suspenzi
centrifugujeme pf¥i 6000 ot.min” po dobu 20 min v chlazené centrifuze. K centrifugaci
pouzijeme sterilni centrifugacni zkumavky o objemu 500 ml. Bunéény sediment sterilné
resuspendujeme v menSim objemu TB a hustotu bakteridlni suspenze nastavime na Agy =
85%. Odebereme vzorek pro stanoveni poétu bunék (CFU.ml™).

Ptiprava indukéni smési a proces indukce [3-galaktosidazy. Natfedénou bunécnou suspenzi
rozplnime po 100 ml do sterilnich Erlenmayerovych banék (objem 250 ml). K bunécéné
suspenzi ptfidame D-galaktézu ze zasobniho roztoku do konec¢né koncentrace 1% (wW/v).
Soucasné piidame Ca”" ve form& CaCl, (do koneéné koncentrace 2,2. 10°M) jako adsorpéni
kofaktor. K takto upravené bunécné suspensi SA 812 ptidame lyzat ¢ 812 o znadmém titru tak,
aby vkladovy pomér v jednotlivych baikach dosahl hodnot IR=10"; 10 2; 10. Jednu batiku
neinfikujeme a bude nam slouzit ke sledovani priibéhu ptirozené indukce (kontrola). Vzorky a
kontrolu kultivujeme pfi teploté 30°C na tfepadce s vodni 1azni (150 kyvi.min™, amplituda 3).
V casovych intervalech 0;30;60;90;120;150;180 a 210 min odebirame sterilni pipetou vzorky
o objemu 7,5 ml do plastovych centrifugac¢nich zkumavek (objem 10 ml). Centrifugujeme pfi
10 000 ot.min™" po dobu 5 min v chlazené centrifuze. K bun&énému sedimentu piidame 1,5 ml
Tris-HCI pufru a hustotu vytvofené bakterialni suspenze zmétime pii A= 620 nm. Potom
hustotu suspenze upravime na fotometru pii vinové délce 620 nm na hodnotu 97% (ptesné!).
Enzymatickd reakce. Do reakéni zkumavky pipetujeme 0,6 ml Tris. HCl pufru, 0,1 ml
bakterialni suspenze (As20 = 97%). Temperujeme po dobu 5 min ve vodni lazni na teplotu
37°C. Reakci odstartujeme ptidavkem 0,3 ml ONPG. Po 30 min inkubace reakci zastavime
piidavkem 1 ml IM Na,CO;s (pH reakéni smési = 10,8). Builkky odstranime kratkodobou
centrifugaci pi¥i 12000 ot. min"'. Supernatant, ktery je zbarveny zluté uvolnénym o-
nitrofenolem, méfime pi1 420 nm na spektrofotometru faktorizovaném na koncentraci
ONP=100 pmol.ml™ .
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Vyhodnoceni a zavér

Sestrojit kiivku pribéhu indukce enzymu (zavislost umol ONP . mI™ na dobé& inkubace) pro
kazdou hodnotu IR.
Sestrojit kiivky zavislosti ODgy¢ na dob¢ inkubace indukéni smési .

Literatura
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8 Fosfatazova aktivita

Uvod

Fosfatazy jsou hydrolytické enzymy, které Stépi estery kyseliny fosfore¢né (fosfolipidy,
fosfoproteiny apod.). Jsou hojné zastoupeny v prokaryotickych a eukaryotickych bunkach,
kde jsou soucasti regulacnich a syntetickych procest. Podle mezinarodni nomenklatury
enzymi patii fosfatdzy do treti hlavni tfidy enzymi, tedy mezi hydrolazy a do prvni podttidy,
ve které jsou hydrolazy katalyzujici $tépeni esterovych vazeb. Jsou oznaceny kodem EC 3.1.
Podle vztahu k substratu 1ze fosfatdzy rozdélit do dvou zakladnich skupin:

a) enzymy specifické pro jeden typ substratu (naptf. fosfomonoesterazy, fosfodiesterazy a
pyrofosfatazy)

b) enzymy specifické k vice substratiim (napt. adenosintrifosfatazy, hexo6zodifosfatazy)
Fosfomonoesterazy obecné katalyzuji hydrolyzu monoesterii kyseliny fosforecné podle
schématu:

0
|
R- P-0O-OH+H,0 <====>R - OH + H;PO,

|
OH

Fosfodiesterdzy obecné katalyzuji hydrolyzu esterické vazby kyseliny fosfore¢né v diesterech
podle schématu:

(0]
|
Ri-— P-0-0-R,+H,O<===>R,—-O0OH + H3;PO,4

|
OH

Fosfomonoesterazy se rozdéluji do ¢ty skupin (klasifika¢ni ¢islo EC 3.1.3.1. az EC 3.1.3.4.),
z nichz nejvyznamnéjsi jsou enzymy EC 3.1.3.1. alkalické fosfatdzy a EC 3.1.3.2. kyselé
fosfatdzy. V zévislosti na producentském organizmu vykazuji alkalické fosfatazy vysokou
aktivitu v Sirokém rozmezi hodnoty pH (pH=7,2 az 10,5). Kyselé fosfatdzy vykazuji nejvyssi
fosfatdzovou aktivitu pfi hodnoté pH okolo 5. Alkalickd fosfatdza u mikroorganizmii byva
velice ¢asto vazana na struktury buiiky, pouze mala ¢ast je sekretovana do prostiedi.
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8.1 Stanoveni fosfatazové aktivity nativnich bakterialnich bunék

Princip metody

Principem stanoveni fosfatdzové aktivity je méteni vznikajiciho produktu hydrolyzy estert.
Metoda je zalozena na skutecnosti, zZe pii této reakci enzym nerozliSuje mezi organickymi
skupinami R a katalyzuje i pfeménu syntetickych analogli. Proto lze enzymatickou reakci
provadet s nejriznéjSimi substraty. Pribéh reakce pak sledujeme spektrofotometricky.
Nejcastéji pouzivanym substratem pro laboratorni stanoveni fosfatdzové aktivity je 4-
nitrofenylfosfat (PNPP). Jednd se o chromogenni substrat, ktery se pii reakci méni na zluté
zbarveny 4-nitrofenolatovy anion.

fosfataza
O,N 00— PO +H,0 —————> O,N OH + HPO,*

PNPP PNP

Material a zafizeni
e Mikroorganizmy:
Agrobacterium tumefaciens CCM 1000
e Chemikalie a roztoky:
MPB1; MPA 1; Tris-HCI pufr (0,05M, pH=7,2); 4-nitrofenylfostat (PNPP) v koncentracich
2000; 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 ng.ml” ; 1M NaOH
e Pristroje:
Vodni lazen, termostat, chlazena centrifuga, fotometr

Postup

Ptiprava bakterialnich bunék

20 ml MPB 1 naockujeme jednou plnou bakteriologickou klickou kultury bunék
Agrobacterium tumefaciens CCM 1000 ze zasobniho Sikmého agaru (MPA). Kultivujeme
staticky 24 hodin pii 30°C. Odebereme 10 ml pfipravené¢ho inokula a sterilné prfeneseme do
200 ml MPBI v provzdusnovaci lahvi. Za intenzivniho provzdu$novani kultivujeme 24 hodin
pii 30°C. Poté kulturu centrifugujeme v chlazené centrifuze (+4°C) pi1 6000 otackach po
dobu 30 minut (pozor, bunky Spatne sedimentuji!). Bunény sediment dvakrat promyjeme
opakovanou centrifugaci v Tris-HCI pufru. Promyté buiky resuspendujeme v Tris-HCI pufru
na pozadovanou hustotu Aeo = cca 75% a stanovime susinu (viz 2.2).

Ptiprava reak¢éni smési a slepého vzorku

Do 16 zkumavek pipetujeme po 0,6 ml Tris-HCI a 1 ml bakterialni suspenze (Ag =cca 75%).
Do dalsich 8 zkumavek pipetujeme po 1,6 ml Tris. HCI pufru (slepé vzorky). VSechny
zkumavky temperujeme ve vodni ldzni pfi 37°C po dobu 5 min. Pro kazdou koncentraci
PNPP ptipravujeme 2 vzorky s bunkami a 1 slepy vzorek. Enzymatickou reakci nastartujeme
ptidavkem 0,2 ml PNPP v odpovidajici koncentraci. Inkubace vzorkl probihd ve vodni 1azni
pii 37°C po dobu 20 min. Reakci zastavime alkalizaci vzorka ptidavkem 2 ml 1 M NaOH.
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Buiiky odstranime centrifugaci (10000 ot.min™ po dobu 5 min). Zluté zbarveni supernatantu
métime pii A = 400 nm na kalibrovaném fotometru (faktorizace fotometru provedena pro
koncentraci 100 pg PNP.ml™).

Vyhodnoceni a zavér

Vypocet susiny ve vzorku.

Graf zavislosti aktivity enzymu (nmol PNP.mg"'.min™") na koncentraci PNPP (nmol.ml™).
Stanoveni hodnoty Ky.
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8.2 Stanoveni fosfatazové aktivity HEP

Priprava acetonoveého prasku (HEP) s fosfatazovou aktivitou

Princip metody

Buiikky Agrobacterium tumefaciens vykazuji vysokou fosfatdzovou aktivitou pii pH=7,2.
Rychlym vysuSenim a ¢aste¢nou perforaci buné¢k ledovym acetonem muizeme pfipravit hruby
enzymaticky preparat (HEP), ktery Ize dlouhodob¢ vyuZzivat pro studium fosfataz vazanych na
zbytky bun¢k. HEP ve formé& praSku uchovdvame v uzavienych ampulich pii +4°C.
Enzymaticka aktivita preparatu je stabilni minimalné po dobu 6 mésici.

Material a zafizeni
e Mikroorganizmy:
Agrobacterium tumefaciens CCM 1000
e Chemikalie a roztoky:
MPBI1; Tris-HCI pufr (0,05M, pH=7,2); aceton; éter; destilovana voda; 4-nitrofenylfosfat
(PNPP) v koncentracich 2000; 1000; 500, 250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 ug.ml'1
e Pristroje:
termostat, centrifuga, olejova vyvéva
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Postup

20 ml MPB1 naockujeme jednou plnou bakteriologickou klickou kultury bunéck
Agrobacterium tumefaciens CCM 1000 ze zasobniho Sikmého agaru. Kultivujeme staticky 24
h pfi 30°C. 10 ml pfipraveného inokula steriln¢ pfeneseme do 200 ml MPB 1
v provzdusiovaci lahvi. Za intenzivniho provzdusiovani kultivujeme 24 h pii 30°C. Poté
kulturu zcentrifugujeme v chlazené centrifuze (+4°C) pii 6000 ot.min™ po dobu 20 minut.
Bunéény sediment dvakrat promyjeme v Tris-HCI pufru (dodrzime stejné podminky jako pfi
pfedchozi centrifugaci). Sediment resuspendujeme v malém mnozstvi destilované vody a
prelijeme do sklenéné banky o objemu 1 litr.(Dalsi pracovni postup provadime v rukavicich
v digestori vybavené odtahem vznikajicich par!). Postupné ptilévame vychlazeny aceton (-5
°C) a stale protiepavame. Sledujeme vznik srazeniny. Objem pifidaného acetonu volime
individudlné podle kvality srdzeni bunék, obvykle se pohybuje v rozmezi 200 az 400 ml.
Srazené bunky nechame 5 az 10 minut sedimentovat. Potom pfistoupime k filtraci vysuSenych
a casteCn¢ perforovanych bunék pies dvojity filtr (typ filtraéniho papiru 2R/80g). Filtr
umistime do Biichnerovy néalevky a aceton odsajeme spomoci olejové vyveévy.Buiky
zachycené na filtratnim papiru dosuSime malym mnoZzstvim éteru (cca 30 ml).VysuSené
bunky zachycené na filtracnim papiru museji mit ¢isté bilou barvu. Pokud pozorujeme barvu
spiSe naZloutlou, zopakujeme vysuSeni éterem. Filtraéni papir s bukami vyjmeme
z Biichnerovy nalevky pinzetou a nechdme susit v digestofi pti pokojové teploté do druhého
dne. Vytvofeny prasek (hruby enzymovy preparat- HEP) seSkrabeme z filtraéniho papiru
skalpelem, homogenizujeme v tfence a uchovdvame v lednici ve sklenéné uzaviené nadobé
(pro dlouhodobéjsi experimenty nejlépe v zatavenych ampulich se sorbentem vody).

Stanoveni fosfatazové aktivity HEP pfi pH=7,2

Ptipravime reakéni smés obsahujici I ml roztoku HEP (0,1 mg.ml™) a 0,6 ml 0,05M Tris-HCI.
Temperujeme pii 37°C po dobu 5 min . Reakci nastartujeme pridanim 0,2 ml PNPP o rizné
koncentraci a inkubujeme pii 37°C po dobu 10 min (dobu inkubace miiZzeme zkratit na 5 min
nebo prodlouzit na 15 min podle rychlosti uvoliiovani PNP). Dalsi postup je uveden v bodé
8.1.

Pozn.Vzorky neni tieba pred mérenim centrifugovat!

Vyhodnoceni a zavér

Graf zavislosti aktivity HEP (nmol PNP.mg™'.min™") na koncentraci PNPP (nmol.ml™")
Stanoveni hodnoty Ky.

8.3 Stanoveni viivu teploty na fosfatazovou aktivitu bunék S. aureus
SA 812

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:

Staphylococcus aureus SA 812
e Chemikalie a roztoky:

MPB1; Tris-HCl pufr (0,05M, pH=7,2); PNPP (0,4 g ve 100 ml vody); 1M NaOH
e Pristroje:

termostat, chlazend centrifuga, vodni 1aznég, spetrofotometr
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Postup

Jednou plnou bakteriologickou klickou naockujeme 20 ml MPB 1 a nechame kultivovat
v termostatu 18 h pii 30 °C. Timto inokulem (20 ml) naockujeme 1 litr MPBI
v provzdusiiovaci 1ahvi a opét kultivujeme 18 h pii 30 °C za intenzivniho provzdusiovani.
Bakterialni kulturu zcentrifugujeme v chlazené centrifuze (6000 ot.min™, 10 min).
Supernatant odlijeme a buiiky resuspendujeme v Tris-HCI pufru. Opét zcentrifugujeme pii
dodrzeni stejnych parametrti jako pfi predchozi centrifugaci. Bunéény sediment ziedime
v Tris-HCI pufru a hustotu bun€k nastavime na Ago=75%. Stanovime suSinu bunécné
suspenze (viz 2.2.).

Reakéni smés pripravime do sklenénych zkumavek o objemu 10 ml. Pro kazdou inkubaéni
teplotu (37 °C, 45 °C, 50 °C) pouzijeme 12 zkumavek pro vzorek a 12 zkumavek pro kontrolu
mozného spontanniho §t€peni PNPP. Do vSech 12 zkumavek pro vzorek pipetujeme po 1 ml
bunééné suspenze (Ag20=75%) a 0,6 ml Tris-HCI pufru. Buiiky kratce temperujeme a ptidame
0,4 ml PNPP. Do dal$ich 12 zkumavek (kontrola) pipetujeme misto bunék stejny objem pufru
a priddme 0,4 ml PNPP pro sledovani mozného rozkladu pfi ur€ité teploté inkubace v Case.
Enzymatickou reakci ve vzorcich i spontanni §tépeni v kontrole zastavime po 0, 5, 10, 15, 20
a 30 min inkubace ptidavkem 2 ml 1M NaOH k reak¢éni smési. Pro kazdy Casovy interval
pouZijeme dvé& opakovani. Bakterialni buiiky odstranime centrifugaci (6000 ot. min™, 10 min).
Supernatant ptelijeme do sklenénych zkumavek a stanovime koncentraci uvolnéného PNP na
spektrofotometru pii A = 400 nm (faktorizace spektrofotometru pii 100 pg PNP.ml™)

Vyhodnoceni a zavér

Sestrojime kiivku zavislosti koncentrace uvolnéného PNP (ug.ml™ ) na dob& inkubace (min)
pro jednotlivé inkubaéni teploty (po odectu hodnot spontanniho rozkladu PNPP). Posoudime
vliv zvolené teploty na fosfatazovou aktivitu bun€k studovaného kmene.
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9 Oxidacni aktivita bakterialnich bunék

Uvod

Kyslikova elektroda je Siroce vyuzivana v biochemii a fyziologii bakterii k méfeni rychlosti
spotieby kysliku na oxidaci substratu. Tato metoda je velmi citlivd a rychld v porovnéani
s metodami manometrickymi. Me¢éteni spotieby kysliku probiha kontinuadlné a je
dokumentovano zaznamem.Vyhodou tohoto méfeni je skutecnost, ze spotiebu kysliku
muzeme sledovat od prvnich okamziki kontaktu bunék se substratem. M¢éfeni spotieby
kysliku probiha za ptitomnosti CO,, tedy za podminek, které jsou velice blizké podminkdm
ptirozenym. Spotieba kysliku je stanovena na zéklad¢ elektrochemické reakce, nikoliv na
vyméné plynii mezi tekutou a plynnou fazi. S vyhodou se vyuZzivd modifikované Clarkovy
elektrody Ag/AgCl , kryté polyetylenovou membranou, pricemz jako elektrolyt slouzi 0,2M
KCL

9.1 Viiv slozeni kultivacniho média na oxidacni aktivitu bakterii

Princip metody

Stanoveni oxidacni aktivity bun¢k Staphylococcus aureus s vyuzitim modifikované Clarkovy
elektrody.

Material a zafizeni

e Mikrooganizmy:
kmeny Staphylococcus aureus SA812, NCTC 8511, S26, SA66

e Chemikalie a roztoky:
MPBI,MPA 1, MPBI s glukozou (1% w/v), MPAI s glukozou (1% w/v), pufr fosfatovy
(0,02M, pH=7,2), nasyceny roztok Na,SOs 1% (w/v) roztoky cukrii ve fosfatovém pufru,
elektrolyt 0,2M KCI.

e Pristroje :
chlazena centrifuga, modifikovana Clarkova elektroda , sklenénd reakéni nadobka s dvojitou
sttnou a bocnim raminkem, ultratermostat, jednokandlovy zapisovac, elektromagneticka
michacka, zafizeni pro provzduSnovani, spektrofotometr Spekol 11, magnetickd michacka.
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Postup

Piiprava bakteridlni suspenze: Bakteridlni builky odebereme z Cerstvé zasobni kultury na
Sikmém agaru a kultivujeme v 20 ml MPB 1 nebo v MPB 1 s glukézou pii 30°C po dobu 24
h. Pfipravené inokulum vysévame po 0,2 ml na Petriho misky s MPA nebo MPA s glukézou,
rozetteme po povrchu agaru sterilni sklenénou hokejkou a kultivujeme po dobu 38 h pfi
teploté 30°C (pouzijeme asi 10-15 misek pro kazdé médium). Po kultivaci setfeme nartst
bunék hokejkou do kadinky, ptiddme 20 ml 0,2 M fosfatového pufru a 1zicku sklenénych
kulicek. Buiiky protfepeme a vytvoifime bunécnou suspenzi. Doplnime do objemu 100 ml
0,2M fosfatovym pufrem a centrifugujeme v chlazené centrifuze pii 5000 ot.min™ po dobu 15
min. Sediment bunék resuspendujeme v malém objemu fosfatového pufru a bunky se stény
centrifugani zkumavky odstranime silnou tyCinkou se zaoblenymi konci nebo dnem
zkumavky. Pfiddme pufr do objemu 100 ml a builkky opét centrifugujeme. Tento proces
Lpromyvani bunék® ve fosfaitovém pufru opakujeme nejméné dvakrat. Bunéény sediment
z posledniho promyti resuspendujeme opé€t v malém objemu 0,2M fosfatového pufru a shluky
buné¢k odstranime protfepanim se sklenénymi kulickami. Bunky ziedime ve fosfatovém pufru
tak, aby 1 ml husté suspenze obsahoval pfiblizné¢ 20 mg suSiny (na spektrofotometru pfti
vinové délce 600 nm nastavime hustotu suspenze na 99,5%). Oxidacni aktivita bunék se
podstatné neméni béhem 24 h (suspenze ulozZena pii +4°C).

M¢éteni spotieby O, bude provadéno modifikovanou Clarkovou elektrodou (chyba méteni
piipravenou elektrodou se ma pohybovat kolem 3% a je stanovena v prostiedi bez kysliku po
pridani nasyceného roztoku Na,S,0;). Polariza¢ni napéti volime 800 mV, citlivost elektrody
je 5 mV a rychlost posunu zdznamového papiru nastavime na 2 cm . min™'. Cista elektroda je
pokryta polypropylenou membranou upevnénou krouzkem. Reakéni nadobku upevnime do
stojanu tak, aby byla v kontaktu s magneticku michackou. Nadobka obsahuje 3,5 ml dokonale
provzdusnéného fosfatového pufru a je temperovana na teplotu 30°C napojenim plasté na
ultratermostat. Elektrodu ponofime do naplnéné reakéni nddobky s michadlem. K vyrovnani
koncentrace O, v pufru michame obsah nadobky po dobu 2 min. Potom ptiddme 0,05 ml
bakteridlni suspenze (bo¢nim raminkem nadobky) a po dobu 3 min sledujeme spotiebu
kysliku nutného k oxidaci endogenniho substratu. Spotiebu kysliku zaznamendvame pomoci
jednokandlového zapisovace. Po 3 minutich sledovani oxidace endogenniho substratu
pridame 0,05 ml exogenniho uhlikatého substratu a pokracujeme v méfeni po dobu dalsich 3
min. Méfeni provedeme pro buiiky kultivované na MPA a na MPA s gluk6zou. Jako exogenni
substraty doporucujeme pouzit D-glukozu, D-arabindzu, glycerol, Na-mlé¢nan a Na-acetat.

Vyhodnoceni a zavér

Nameétfené hodnoty spotieby kysliku pro oxidaci endogenniho substratu a po ptidavku
exogenniho substratu zaznamendme do tabulky. Vypocet spotieby kysliku pro oxidaci
jednotlivych substrati vyjadifime hodnotou Qgz . Za podminek naseho pokusu provedeme
vypocet podle nésledujici rovnice:

axVxpx60
Qo2 = , kde

D x t x v x suSina

a = ul O, v 1 ml fosfatovém pufru pti 30°C (v 1 litru 0,02M fosfatového pufru pii 30°C je
obsazeno 7,14 mg O,) ,

V = celkovy objem kapaliny v reakéni nddobce (v ml),

v = celkovy objem ptidané bunécné suspenze a substratu (v ml),

p = pokles obsahu kysliku v mm (odecteme ze zaznamu zapisovace)
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d = délka zaznamu na zapisovaci v mm

t = doba vyjadfend na zdznamu v mm

suSina = sucha hmotnost bakterialni suspenze v mg.ml"

Do tabulky zaznamename hodnoty Qo, pro bakteridlni buiiky kultivované na MPA a na MPA
s glukézou. Vyhodnot'te vliv glukézy v kultivaénim médiu na oxidacni aktivitu bakteridlnich
bunék.

Literatura
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9.2 Stanoveni vlivu teploty na oxidacni aktivitu kvasinek

Uvod

Kvasinka Yarrowia lipolytica je striktné aerobni a vyuziva n-alkany jako zdroj uhliku. Bylo
zjisténo, ze mize oxidovat vznikajici 1-alkenol specifickou, membranové vazanou alkohol
oxiddzou. Rovnéz velmi dobie byla popsana NAD(P) dependentni alkoholdehydrogenaza,
glycerol-3-P dehydrogenaza (NAD) a glycerol-3-P dehydrogendza (FAD). Bylo zjiSténo, Ze
posledni dvé jmenované oxidorektutazy jsou inducibilni. Na rychlosti oxidace glycerolu se
mize zna¢nou mérou podilet teplota reakéni smési, hodnota pH prostifedi a doba uchovavani
kvasinkové suspense (pii +4°C).

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy :
Yarrowia lipolytica CCM 4510

e Chemikalie a roztoky:
MEB, MEA, fosfatovy pufr (0,05 M, pH=7,2), inidlo Coomassie Brilliant Blue G250,
standardy pro stanoveni bilkovin (viz 2.1.), 1% (w/v) glycerol v destilované vodé

e Pristroje:
termostat, tiepacka s vodni lazni, chlazena centrifuga, modifikovanad Clarkova elektroda,
velkd sklenénd reakéni nadobka s dvojitou sténou a boc¢nim raminkem, ultratermostat,
jednokanalovy zapisovaé, elektromagnetickda michacka, =zafizeni pro provzdusSiovani,
spektrofotometr Spekol 11, spektrofotometr.

Postup

Piiprava inokula a bunééné suspenze. 50 ml MEB naockujeme plnou klickou bunéck
Y.lipolytica ze zasobniho Sikmého agaru MEA. Bunky kultivujeme po dobu 24 h pti 30°C. 1,5
ml pfipraveného inokula pfeneseme do 150 ml MEB a kultivujeme na tfepacce ve vodni lazni
po dobu 20 h pfti teploté 30°C. Narostlou kvasinkovou kulturu centrifugujeme pii 5000
ot.min.” po dobu 40 min (teplota +4°C). Bun&ény sediment opakované promyjeme v 0,05M
fostfatovém pufru (pH=7,2). Buné¢nou suspenzi po poslednim promyti fedime ve fosfatovém
pufru na hustotu ODg9= 90% a stanovime koncentraci bilkovin metodou Bradfordové.

Stanoveni oxidazové aktivity. Méfeni provadime modifikovanou Clarkovou elektrodou
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(nastaveni viz 9.1.).Teplotu reakéni smési ménime tak, ze nastavime ultratermostat na teplotu
30, 37, 40, 45, 47 resp 50°C. Do reakéni nddobky s 3,2 ml vytemperované¢ho fosfatového
pufru (nasyceny kyslikem) pipetujeme 20 pul bunééné suspenze. Po dobu 2 minut sledujeme
spotfebu kysliku na oxidaci endogenniho substratu. Potom piidame 10 pl vytemperovaného
1% glycerolu a zaznamename spotiebu kysliku po pfidani tohoto exogenniho substratu (2
minuty). Spotiebu kysliku korigujeme rozpustnosti kysliku v pufru za dané teploty.

Vyhodnoceni a zavér

Nameétené hodnoty spotieby kysliku na oxidaci endogenniho substratu a exogenniho substratu
zaznamename do tabulky. Oxidaéni aktivitu vyjadfime v mmol O, . mg" bilkoviny. min™.

Prikaznost vlivu teplot na oxidaéni aktivitu bunék vyhodnotime statisticky.

Literatura

Formanek,P., Horakova,D. (2000). Oxidase activity of Yarrowia lipolytica W1 cells. Scripta
Fac.Sci.Nat.Univ.Masaryk.Brun. 26: 3-11.
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10 Lipolyticka aktivita

Uvod
Lipolytické enzymy jsou definovany jako karboxylesterazy, které hydrolyzuji acylglyceroly.
Lipolytické enzymy, které hydrolyzuji acylglyceroly s uhlikatym fetézcem mastnych kyselin
krat$im nez 10 C, jsou povazovany za esterazy nebo karboxylazy (EC 3.1.1.1). Enzymy, které
hydrolyzuji acylglyceroly obsahujici fetézce mastnych kyselin s poctem uhlikti >10, jsou
oznacovany jako lipazy nebo také jako triacylglycerol acylhydrolazy (EC 3.1.1.3). Esterazy
jsou aktivni ve vodnych roztocich, zatimco ,,pravé lipazy jsou aktivnéjsi spiSe na rozhrani
voda-lipid nez ve vodni fazi (tzv. interfacial activation phenomenon).
Specifita lipolytického enzymu je kontrolovana

a) molekularnimi vlastnostmi enzymu,

b) strukturou substratu,

c) faktory ovliviiujicimi vazbu enzymu k substratu.
Lipolytické enzymy jsou déleny do tii skupin:
Prvni skupina je nespecificka. Lipolytické enzymy této skupiny uvoliluji mastné kyseliny ze
vSech tii pozic acylglycerolu a kompletné hydrolyzuji triacylglyceroly na mastné kyseliny a
glycerol.
Druha skupina lipolytickych enzymu je 1,3-specificka. Uvoliiuje mastné kyseliny z vnéjSich
pozic triacylglycerolu a dava vznik 1,2-diacylglycerolim, 2,3-diacylglycerolim a 2-
monoacylglycerolim za uvolnéni mastnych kyselin. Dlouhd inkubace triacylglycerolu s 1,3-
specifickymi lipazami vede vétSinou k uplné hydrolyze triacylglyceroli na mastné kyseliny a
glycerol.
Treti skupina zahrnuje lipolytické enzymy, které preferuji urcité mastné kyseliny. Jde
naptiklad o lipazu B izolovanou z kvasinkovité houby Geotrichum candidum. Tyto lipazy se
vSak u bakterii nevyskytuji.
VétSina bakterialnich lipaz patfi mezi extracelularni enzymy, které jsou uvoliiovany do
prosttedi béhem pozdni exponencidlni a casné stacionarni rastové faze. VétSina
mikroorganizmt miize produkovat vice nez jeden typ extracelularnich lipaz, které¢ hydrolyzuji
rizné dlouhé fetézce mastnych kyselin. Produkci lipdz ovliviiuje celd fada vnéjSich faktort,
zejména teplota, pH prostfedi, zdroje dusiku a tukii, koncentrace anorganickych soli a
dostupnost kysliku. Stanoveni lipolytické aktivity u nékterych bakterii je dilezity
diagnosticky test. Kvantitativni stanoveni aktivity lipdz je mozné provadét titrimetricky,
fotometricky nebo fluorescennimi metodami, naptf. s vyuzitim 4-metyl-umbelliferon
heptanoatu. Fotometrické stanoveni je zalozeno na uvolnéni chromogenni slozky substratu,
napf. 4-nitrofenylpalmititu, po pulsobeni enzymu. Zakladem titrimetrického prikazu
lipolytické aktivity je pfesné stanoveni mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin. Jako substrat
je obvykle pouZzivan olivovy olej nebo jiné ptirozené tuky. Dilezitym faktorem ovliviiujicim
presnost stanoveni je piiprava dokonale emulgovaného a stabilniho substratu.

10.1 Izolace a aktivita lipaz u bunék S.aureus

Princip metody

Titrani stanoveni volnych mastnych kyselin uvolnénych v procesu pusobeni ¢astecné
purifikovanych lipdz na Tween 80 .
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Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
S.aureus CCM 5771, S. aureus SA 812, S. aureus SA 66, S. aureus NCTC 8511

e Chemikalie a roztoky:
kultivaéni médium KM, MPB 1; Tris-HCI pufr (0,05M, pH=7,2); 96% etanol; ledova
kyselina octova; 0,1M NaOH; 0,05M NaOH; 0,1M HCI; Tween 80 (polyoxyetylenesorbitan
monooleat, 1% emulze v 0,05M Tris-HCI pufru, homogenizovany); smés 96% etanol : aceton
v poméru 1:1; deionizovana voda;

e Pristroje:
termostat s provzduSiiovacim zatizenim, chlazena centrifuga, pH metr s elektrodou upravenou
pro nevodné prostiedi, vodni lazen, magnetickd michacka, byreta

Postup

Izolace lipazy
Ze zéasobni kultury naotkujeme cca 10° bun&k bakterii do 20 ml MPB 1 a kultivujeme 18

hodin pfi 30 °C. Kultivaéni médium (500 ml) naockujeme 20 ml narostlého inokula a
pokracujeme v kultivaci 24 h pfi stejné teploté za intenzivniho provzdusinovani. Po skoncené
kultivaci buiiky odcentrifugujeme na chlazené centrifuze (+4 °C) pii 8000 ot..min™ po dobu
20 min. Ciry supernatant umistime na 6 hodin do chladnicky a potom provedeme izolaci
lipaz. Pfi izolaci postupujeme podle nasledujiciho schématu:

500 ml ochlazeného supernatantu (pH upraveno ledovou kys. octovou na hodnotu 4,3)

_|._

500 ml 96% etanolu (+4°C)

\2

ulozit na 24 h do +4 °C

\2

centrifugace (6000 otacek .min™', 30 min, +4°C)

sediment + 400 ml deionizované vody (pH upravit na 8,9 pomoci 0,1M NaOH)

\J

centrifugace (3000 ota¢ek .min™', 20 min, +4 °C)

supernatant- pomalu upravit pH na 4,3 pomoci 0,1M HCI
J
centrifugace 1500 otacek .min"', 20 min, +4 °C

\J

sediment rozpustit ve 40 ml 0,05M Tris-HCl pufru

Stanoveni lipolytické aktivity. Do Erlenmayerovych ban¢k (100 ml) napipetujeme 5 ml Tris-
HCI pufru, 0,4 ml vzorku a temperujeme 15 min ve vodni lazni (37 °C). Potom piiddme 5 ml
1% Tween 80 vytemperovaného na 37 °C. Enzymatickou reakci zastavime po 20 min
pridanim 20 ml smési aceton: etanol (1:1). Mnozstvi uvolnénych mastnych kyselin stanovime
titraci 0,05M NaOH. Jako kontrola slouzi Tris-HCI pufr (5,4 ml) s 5 ml 1% Tween 80.
Stanoveni volnych mastnych kyselin provedeme titraci 0,05M NaOH do hodnoty pH=12.

K méfeni hodnoty pH pouzivame elektrodu upravenou pro nevodné prostiedi (Uprava
elektrody podle Hoddk, Némec, 1985). Spotifeba 0,05M NaOH vyjadiime v pmolech (po
odectu spotieby 0,05 M NaOH pifi titraci kontroly).

Koncentraci bilkovin ve vzorku stanovime metodou dle Bradfordové (viz 2.1)
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Vyhodnoceni a zavér

Porovname aktivitu lipaz jednotlivych kmeni S.aureus na zakladé :

1) Stanoveni objemové aktivity (umol spotiebovaného NaOH : objemu vzorku v reakéni
smesi),

2) Stanoveni specifické aktivity (objemova aktivita vztazena na mg bilkoviny vzorku).
Hodnoty vyneseme do tabulky a statisticky vyhodnotime prikaznost rozdili v aktivité lipazy
u studovanych kmeni.

Literatura

Ota,Y., Yamada,K.(1967). Lipase from Candida lipolytica.Part IIl.Further studies on the
activation of the enzyme systems with bile or calcium salts. Agric.Biol.Chem.31:809-810.
Hod’ak,K., Némec,M. (1985). Praktikum z fyziologie bakterii.Skriptum UJEPBrno.

10.2 Stanoveni exolipaz s vyuzitim chromogenniho substratu

Princip metody

Fotometrické stanoveni lipolytické aktivity s vyuzitim Stépeni umélého chromogenniho
substratu.

Material a metody

e Mikroorganizmy :
Serratia marcescens CCM 303

e Chemikalie a roztoky:
Minimalni médium M9, 4-nitrofenylpalmitat, izopropanol,_pufr fosfatovy (0,05 M,
pH=8,0),deoxycholat sodny, arabska guma.

e Pristroje:
termostat s provzduSiiovacim zatizenim, chlazena centrifuga, pH metr s elektrodou pro
nevodné prostiedi, vodni lazen, magneticka michacka, byreta

Postup

Kultivace mikroorganizmti. Minimalni syntetické médium M9 naockujeme bunkami kmene
S.marcescens tak, aby vysledna hustota buné¢k dosahla hodnoty 0,5% pii 580 nm. Kultivujeme
na tfepacce ve vodni lazni pfi teplot€¢ 30°C po dobu 24 h . Bunky odstiedujeme (+4°C) 15
min pfi 5000 ot.min'. Supernatant pouZijeme pro stanoveni aktivity exolipaz.

Ptiprava chromogenniho substratu. 10 ml izopropanolu obsahujicim 30 mg 4-nitrofenyl-
palmitatu smichame s 90 ml 0,05M fosfatového pufru (pH=8,0), ktery obsahuje 207 mg
deoxycholatu sodného a 100 mg arabské gumy.

Stanoveni lipazové aktivity. 2,4 ml Cerstvého roztoku chromogenniho substratu temperujeme
na teplotu 37°C. Poté pfiddme 0,1 ml supernatantu. Inkubujeme 15 min pfi teploté 37°C.
Reakci zastavime pifidanim 2,5 ml 1M NaOH. Koncentraci uvolnéného 4-nitrofenolu
stanovime na fotometru pti vinové délce 400 nm (faktorizace proti 4-nitrofenolu). Namétené
hodnoty korigujeme kontrolou, ve které supernatant nahradime ¢erstvym kultivaénim médiem
MO.

Vyhodnoceni a zavér

Vypocet aktivity exolipazy. Jedna jednotka enzymu je definovana jako 1 nmol 4-nitrofenolu
(enzymaticky uvolnény ze substratu) ml™.min™".
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11 Enzymaticka aktivita padniho vzorku

11.1 Stanoveni proteazové aktivity

Uvod

Protedzy, detekované u mikroorganizmd, rostlin a zivoCicht, katalyzuji hydrolyzu proteinti na
peptidy a oligopeptidii na aminokyseliny. Z diivodu vysoké molekulové hmotnosti proteint se
uskute¢niuje prvni enzymaticky stupeni degradace proteinli na vnéjsi strané mikrobidlni buriky.
Slouceniny s nizkou molekulovou hmotnosti, jako napf. aminokyseliny, mohou byt
transportovany do bunék specifickymi transportnimi systémy. Zde jsou potom aminokyseliny
deaminovany. Projevem degradace proteind v ptidé je uvoliiovani amoniaku. Protedzy v pade
jsou pritomné jak v zivych a aktivnich bunkéach, tak i v mrtvych butikach nebo ve formé
volnych enzyml adsorbovanych k organickym, anorganickym nebo organominerdlnim
casticim. Nejvyssi protedzova aktivita v pudé mize byt zaznamenana pii pH =8 a teplotnim
optimu okolo 55 °C. Pii teploté bliZici se 60 °C jsou vSak enzymy jiz denaturovany. Pfi suSeni
nebo skladovani raznych vzorkid ptd na vzduchu (teplota —8 az 22 °C) dochazi k vyraznému
snizeni jejich protedzové aktivity. V pfirodé dochdzi ke zméndm protedzové aktivity pudy
v z&vislosti na ro¢nim obdobi, tedy bez vyrazné korelace se zménami mikrobidlni populace.
Proteazova aktivita se snizuje v hlubSich vrstvach ptidy a naopak vzrista po obohaceni piady
organickymi slouCeninami pfidanymi napf. ve form¢ slamy. Protedzy mizeme z pudy
extrahovat a stanovit jejich aktivitu. Pro stanoveni protedzové aktivity v pad¢ lze vyuzit rizné
substraty jako kasein, azokasein, Zelatinu, peptidy, albuminy a rizné postupy liSici se
v inkubac¢nich podminkéch vzork a v délce inkubace (2 az 16 h).

Princip metody

Metoda podle Ladd and Butler (1972) je zaloZena na stanoveni TCA-rozpustnych derivati
tyrozinu uvolnénych po inkubaci pidy s kaseindtem sodnym po dobu 2 h pfi 50 °C s vyuzitim
Folin-Ciocalteu ¢inidla. Metoda stanoveni proteazové aktivity pidniho vzorku muze byt
modifikovana zménou hodnotou pH prostiedi a teplotnich podminek reakce. Rlizné typy pud
vykazuji vyznamné rozdily v protedzové aktivité i za podminek metody podle Ladd a Butler
(1972)

Material a zarizeni

e Material:
pudni vzorky
e Chemikalie a roztoky:
Tris-HCI pufr (0,05 M, pH=8,1), 2% kaseinat sodny, 15% trichloroctova kyselina (TCA),
&inidlo alkalické, &inidlo Folin-Ciocalteu (33%), standardni roztok tyrozinu (500 pg.ml™)
e Pristroje:
spektrofotometr, vodni lazen s tfepackou, centrifuga
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Postup

Piiprava vzorku. Vlhkou pidu piesijeme pies sito (primér otvori 2 mm). 1 g takto
homogenizované piidy nasypeme do centrifugacni zkumavky se zavitem (25 ml) a ptidame 5
ml 0,05M Tris-HCI pufru (pH=8,1) a 5 ml 2% kaseinatu sodného. Zkumavky uzavieme,
obsah protfepeme a vzorek inkubujeme 2 h pii 50 °C ve vodni lazni s tfepackou. Na konci
kultivace pfidame 5 ml 15% TCA a obsah diikladné prottepeme.

Ptiprava kontroly. Navazime 1 g homogenizované pudy a piidame 5 ml 0,05 Tris-HCI pufru
(pH=8,1). Zkumavky dikladn¢ protiepeme a inkubujeme spolecné se vzorkem ptidy ve vodni
lazni s tfepackou pii teploté 55°C. Ke kontrolnimu vzorku ptfidame na konci kultivace 5 ml
2% kaseinatu sodného a ihned ptfidame 5 ml 15% TCA.

Stanoveni. Vzorek i kontrolu centrifugujeme pti 10 000 — 12 000 ot. min™' po dobu 10 min. Ze
zkumavek opatrn¢ odpipetujeme 5 ml Cirého supernatantu , ptfidame 7,5 ml alkalického
¢inidla a inkubujeme 15 min pfi pokojové teploté. Potom piidame 5 ml Folin-Ciocalteu
¢inidla, smés zfiltrujeme pies papirovy filtr do sklenéné zkumavky. Absorbanci vzorku i
kontroly zméfime nejdiive po lh pii vinové délce 700 nm (namétené hodnoty absorbance jsou
pak konstantni po dobu n¢kolika dalSich hodin).

Ptiprava kalibraéni kiivky. Do sklenénych zkumavek pipetujeme 0,1,2,3,4,5 ml standardniho
roztoku tyrozinu. Do kazdé zkumavky pfiddme 5 ml kaseinatu sodného a vSechny zkumavky
doplnime do objemu 10 ml 0,05M Tris-HCI pufrem. Piiddme 5 ml 15% roztoku TCA a
provedeme méfeni jako u vzorku a kontroly. Kalibraéni kiivku pfipravujeme pro kazdou
analyzu!!

Pozn. Supernatanty mtizeme uchovavat max. po dobu 5 h pfi teploté +4°C.Fumigace chloroformem nema vliv na
protedzovou aktivitu pidnich vzorkt.

Vyhodnoceni a zavér

Namétené hodnoty pro vzorky korigujeme hodnotami naméfenymi v kontrole. Vypocet
provedeme ze vztahu :

Cx15
proteazova aktivita = suSina (Ug tyrozinu . g'lsuéina 2 h'l)

kde suSina je sucha vaha 1 g vlhké pudy, 15 je konecny objem roztoku ptidané¢ho k pidnimu
vzorku,C je naméfena koncentrace tyrozinu (ug . ml™'supernatantu nebo filtratu).

Literatura

Alef,K.,Nannipieri,P. (1995). Protease activity. In Methods in Applied Soil Microbiolgy and
Biochemistry (Alef,K.,Nannipieri,P.Eds.), Academic Press,Harcourt Brace and Company
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11.2 Stanoveni ureazové aktivity |.

Uvod
Enzym ureaza katalyzuje hydrolyzu mocoviny na CO, a NH3 v priibéhu reakce zalozené na
tvorbé karbamatl jako intermediati.

H,NCONH,; + H,O - 2NH; + CO,

Enzym je produkovan nejen mikrobidlnimi bunkami, ale i rostlinnymi a zivociSnymi
builkami. Muze katalyzovat také hydrolyzu hydroxymocoviny, dihydroxymocoviny a
semikarbazidu. Tento enzym obsahuje nikl a jeho molekulovd hmotnost se pohybuje
v rozmezi 151 000 az 480 000 Da. Pro stanoveni uredzové aktivity piidy byla navrzena celé
fada metod. Principem téchto stanoveni je nejcastéji sledovani uvolnéného amoniaku. Jiné
metody stanovuji zbytkovou mocovinu po hydrolyze pidy. Autoifi navrzenych metod nejsou
jednotni v ndzoru na pH optimum ureazové aktivity v pud¢. Za pH optimum byva povazovana
jak hodnota pH v rozmezi 6 az 7, tak i v rozmezi 8,8 az 10. Ureaza v pudé byva vazana na
pudni organickou hmotu a ptidni mineraly. Teplotni optimum pro enzymatickou reakci se
pohybuje kolem 60 °C a ure4dza samotna je denaturovand pii 70 °C. Inkubacni teplota vzorka
pro stanoveni ureazové aktivity se rovnéz pohybuje v Sirokém teplotnim rozmezi 15° az 42 °C
(nejcastéji 30 °C). Ureaza extrahovand zpudy je rezistentni k teplotni a proteolytické
denaturaci, nebot’ Casto vytvaii vysokomolekuldrni komplexy s organickymi slozkami ptdy.
Aktivita uredzy v pud¢ je velmi stabilni a méalokdy je ovliviiovdna susenim ptidy na vzduchu,
zafenim nebo skladovanim pady pfi teploté¢ v rozmezi —60°C az + 22°C. Aktivita ureazy
v pudé vyznamné nekoreluje s obsahem plidni biomasy a muize byt riznym zplsobem
ovliviiovana tézkymi kovy, koncentraci kysliku a obsahem dusiku v riiznych typech pud.
Znacna pozornost je vénovana studiu inhibitorti uredzové aktivity, které mohou byt vyuzivany
v zeméd¢lstvi k zabranéni prabehu rychlé hydrolyzy mocoviny po hnojeni.

Princip metody
Metoda je zalozena na stanoveni amoniaku uvolnéného po inkubaci ptidnich vzorki

Material a zarizeni

e Material:
pudni vzorky

¢ Chemikalie a roztoky:
toluen, Tris-HCI pufr (0,05 M ,pH=9,0), standard NH4-N (50pug NH4-N ml'l), ¢inidla ke
stanoveni NHy-N, roztok ke stanoveni uredzy, 0,2 M mocovina, MgO vysuseny pii 600-
700°C po dobu 2 h (po vychlazeni ulozit do exikatoru se silikagelem), 0,005 M H,SO4

e Pristroje:
pH-metr, titracni zafizeni (nejlépe automatické), inkubdator, zatizeni k destilaci parou.
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Postup (provadime v digestofi s odtahem)

Ptiprava vzorku. 5 g vlhké homogenizované pidy vsypeme do odmérné baiiky o objemu 50
ml, ptidame 0,2 ml toluenu a 9 ml Tris-HCI pufru (pH=9,0). Obsah v baiice promichame a
pfiddme 1 ml mocoviny (0,2M) Intensivné protiepeme (cca 5 s). Potom bailkku uzavieme
zatkou a inkubujeme po dobu 2 h pfi teploté 37 °C. Po inkubaci ptdniho vzorku pfidame
ptiblizn€ 35 ml roztoku ke stanoveni ureazy (KCl + Ag,SO,). Intenzivné tiepeme Ss a potom
banku ponechame stat ptiblizn¢ po dobu 5 min v digestofi pii pokojové teploté. Objem vzorku
upravime na 50 ml dal$im pfidavkem roztoku pro stanoveni uredzy.

Ptiprava kontroly. Cely postup je shodny jako ve vzorku. Pouze po pfidani 35 ml roztoku pro
stanoveni uredzy pridame 1 ml 0,2 M mocoviny.

Pozn. Doporucuje se provadeét stanoveni alespon ve trech opakovanich. Reakce ma linearni
priibéh po dobu 5 h.

Stanoveni uvolnéného amoniaku. Do Erlenmayerovy banky pipetujeme 5 ml indikatoru
s kyselinou boritou. Do destila¢ni batiky (objem 100 ml) napipetujeme 20 ml vytvotfené pliidni
suspenze a pridame 0,2g MgO. Destilujeme parou, destilat jimame do Erlenmayerovy banky
s indikatorem do objemu 30 ml. Destilat titrujeme 0,005 M H,SO4 (1 ml 0,005M kyseliny
sirové odpovida 70 pg NH4-N).

Vyhodnoceni a zavér

Provedeme vypocet uvolnéného NH4-N po korekci naméfenych vysledkii kontrolou.Vypocet
provedeme podle vztahu :

C x50
Ureszova aktivita = (ng NH4-N .g"'sugina 2 h™)

susSina x 5

kde suSina je sucha vaha 1 g vlhké ptdy, 50 je celkovy objem ptiidni suspenze, 5 je hmotnost
pouzité piidy v testu, C je naméfena koncentrace NH,-N(pg NH4-N ml ' pidni suspenze ).

Literatura

Tabatabai, M.A., Bremner, J.M. (1972). Assay of urease activity in soil. Soil
Biol.Biochem.4 : 479-487.

11.3 Stanoveni ureazové aktivity Il.

Princip metody

Metoda je zaloZena na kolorimetrickém stanoveni amoniaku po inkubaci pidnich vzorkt
s mocovinou.

Material a zarizeni

e Material:
pudni vzorky
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e Chemikalie a roztoky:
mocovina (2,4 g ve 500 ml destilované vody), roztok salicylatu sodného, roztok KCI1,0,3M
NaOH, 0,1 % roztok dichloroisokyanidu sodného, boratovy pufr (pH=10), standardy NH4-N

A+ 10).

e Pristroje:
pH-metr,spektrofotometr, trepacka

Postup

Postup pro ,,nepufrovanou metodu“

5 g pudniho vzorku (homogenizovana vlhkd ptda) vysypeme do Erlenmayerovy banky o
objemu 100 ml. Pfidame 2,5 ml roztoku mocoviny. Uzavienou batiku inkubujeme po dobu 2 h
pii 37°C. Po inkubaci ptiddme 50 ml roztoku KCl a baniku umistime na 30 min. do tfepacky.
Vzniklou suspenzi filtrujeme pifes papirovy filtr a ve filtrdtu stanovime koncentraci
uvolnéného amoniaku. Kontrolni vzorek pfipravime tak, ze mocovinu pfidame tésné pired
pfidanim roztoku roztoku KCIl (tedy az na konci kultivace).

Pozn. Doporucuji se vidy tri opakovani.

Stanoveni amoniaku:1 ml ¢istého filtratu pipetujeme do Erlenmayerovy baiiky o objemu 50
ml. Pfiddme 9 ml destilované vody, 5 ml roztoku Na-salicylat/NaOH a 2 ml roztoku
dichlorokyanidu sodného. Banku ponechdme 30 min. stat pifi pokojové teploté.
Kolorimetrické stanoveni provadime piti vinové délce 690 nm.

Postup pro ,,pufrovanou metodu“

Do Erlenmayerovy bailkky o objemu 100 ml navazime 5g vlhké pidy (viz vySe), pfidame
2,5ml roztoku mocoviny a 20 ml boratového pufru. Dalsi kroky odpovidaji postupu
popsanému pro ,,nepufrovanou metodu* s tim rozdilem, Ze na konci inkubace ptfidame jen 30
ml roztoku KCI.

Kalibra¢ni kiivky
1 ml standardu NH4-N (II ) ve zkumavkéch zfedime 9 ml destilované vody a vypocteme
koncentrace (0, 1, 1,5, 2, 2,5 ug NHy-N ml *1)

Vyhodnoceni a zavér

Namétené vysledky korigujeme slepym vzorkem a vypocteme ureazovou aktivitu podle
vztahu :

pg NHe-N.ml ' x V x 10
= ureazova aktivita (ug NH4-N g™’ sugina 2 h™)

suSina x 5

kde suSina je sucha hmotnost 1g vlhké pidy, V je celkovy objem extraktu (52,5 ml), 10 je
fedici faktor a 5 je hmotnost ptidy, ktera byla pouzita k analyze.

Pozn. Uredzova aktivita piidy je vyssi pri stanoveni ,, pufrovanou metodou *“.

Literatura

Kandeler,E., Gerber,H. (1988). Short-term assay of soil urease activity using colorimetric
determination of ammonium. Biol.Fertil. Soils, 6: 68-72.
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11.4 Stanoveni celulazové aktivity |

Uvod

Celuléza je obvyklym strukturdlnim polysacharidem ve sténach rostlinnych bungk.
Mikrobidlni degradace celuldzy patii k vyznamnym piirodnim procestim, které se podileji na
likvidaci rostlinnych zbytkl. Po chemické strance je celuléza linearnim polymerem D-
glukozy s B(1-4) glukosidickymi vazbami. Molekulovd hmotnost celuldozy se podle zdroje
pohybuje mezi 50 000 a 250 000. Je zajimavé, Ze celuléza ma vysokou afinitu k vod¢, ale je
v ni zcela nerozpustnd. Enzym celuldza katalyzuje hydrolyzu celulézy na D-glukézu a je
tvofena nejméné tremi enzymy : endo-B-1,4-glukanaza (EC 3.2.1.4); exo-p-1,4-glukanaza
(EC 3.2.1.91) a B-glukosidaza (EC 3.2.1.22). Exocelulazy se vazi ke krystalické celuloze a
Stépi celulooligosacharidy od neredukovaného konce celul6zové molekuly. Endocelulazy
Stépi glukosidické vazby mezi nekrystalickymi c¢astmi celuldzy, B-glukosidaza odstépuje
glukézu z celulooligosacharidl a aryl-B-glukosidi. Citlivost celulézy k enzymatickému ataku
je dana stupném jeji krystalizace, charakterem navazanych latek a velikosti povrchu.
Degradace celulozy v pidé probihd velmi pomalu. Rychlost degradace celuldzy je ovlivnéna
zejména obsahem vody v pudé, hodnotou pH a teplotou prostfedi. VSeobecné se uvadi, ze
celuldzy vykazuji optimalni aktivitu pfi pH 5-6 a teploté¢ v rozmezi 30 — 50°C. Celulazy
v pudé jsou nejcastéji produkovany houbami. Pouze 5 druhti rodu Actinomyces mize na
celuloze rist a vyuzivat ji jako jediny zdroj uhliku. Vyznamnymi celulolytickymi
mikroorganizmy v pudé jsou rovnéz zastupci rodu Clostridium, kteti §tépi celulézu za
anaerobnich podminek.

Princip metody

Metoda je zalozena na stanoveni redukujicich cukrG po inkubaci pladniho vzorku
s karboxymetylcelulozou po dobu 24 h pfti teploté¢ 50°C. MiZe byt stanovena pouze aktivita
endonukleazy a B-glukosidazy.

Material a zarizeni

e Material:
pudni vzorky
e Chemikalie a roztoky:
Acetatovy pufr (2M, pH= 5,5 ), roztok karboxymetylcelulézy (KMC), Cinidla pro stanoveni
redukujicich cukrii [, roztok glukozomonohydratu (28 mg v 1000 ml dest.vody)
e Pristroje :
spektrofotometr, inkubator, vodni lazent do 100°C
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Postup

Ptiprava vzorki a kontroly.Vlhkou ornici a vlhkou lesni piidu oddé€lené protla¢ime ptes sito o
velikosti ok 2 mm. Do Erlenmayerovy baiiky navazime 10 g vlhké homogenizované ornice a
5 g lesni pldy. Pfiddme 15 ml acetatového pufru a 15 ml KMC. Baiku uzavieme a
inkubujeme 24 h pii teplot¢ 50°C. Po inkubaci vytvofenou pudni suspenzi filtrujeme.
Soucasné pfipravime kontrolu, ke které pfidavame 15ml KMC az po inkubaci bezprostfedné
pred filtraci. Filtrat fedime tak, ze 1 ml vzorku z orné pidy pfiddme do 20 ml destilované
vody a 1 ml vzorky z lesni plidy pfidame do 30 ml destilované vody. Vzorky rozpipetujeme
po 1 ml do zkumavek, ptidime 1 ml ¢inidla A a 1 ml ¢inidla B (pH vzorkti musi byt vyssi nez
10,5!) Uzavieme zkumavky, promichame a vafime ve vodni lazni (100°C) po dobu 15 min.
Vzorky ochladime ve vodni ldzni na 20°C (chlazeni cca 5 min.) a pfidame 5 ml ¢inidla C (pH
niz8i nez 2). Promichdme a ponechdme pii pokojové teplot¢ po dobu 60 min.Vzorky
prométime na spektrofotometru pti vinové délce 690 nm (zbarveni je trvalé po dobu pfiblizné
30 min.!!)

Kalibraéni ktivka. Do zkumavek pipetujeme 0; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 ml
glukézy (28 mg v 1000 ml dest.vody). Doplnime destilovanou vodou na 1 ml a stanovime
redukujici cukry (jako u vzorku).

Vyhodnoceni a zavér
Vypocet ekvivalentt glukozy provedeme podle vztahu :

CxVxf

= ekvivalenty glukozy (ug g”'susiny 24h™)
SW x susiny

kde C je naméfena hodnota koncentrace glukézy (mg glukozy . ml” filtratu), V je objem
suspenze (v tomto systému V=30 ml), f je fedici faktor (20 pro ornici a 40 pro lesni ptadu), sw
je hmotnost mokré ptidy (10g nebo 5 g), suSina predstavuje suchou hmotu 1 g vlhké pady.
Porovname aktivitu celuldz sledovanych vzorki.

Pozn.Metoda je doporucena hlavné pro lesni piidy. Pro ornou pudu dava relativné nizké
hodnoty. VysouSeni vzorkit na viduchu sniZuje enzymatickou aktivitu pidy.

Literatura

Schinner,F.,Von Mersi ,W. (1990). Xylanase-,CM-cellulase- and invertase activity in soil:
an improved method. Soil Biol.Biochem.22:511-515.

11.5 Stanoveni celulazové aktivity Il

Princip metody

Stanoveni redukujicich cukrti uvolnénych po inkubaci piidnich vzorkl s celulézou. Touto
metodou lze stanovit celkovou celulazu (endoglukanazu, exoglukanazu a 3-glukosidazu).

Material a zarizeni

e Material:
pudni vzorky

e Chemikalie a roztoky:
Acetatovy pufr (0,1M, pH= 5,5), mikrokrystalickd celuléza (MCC), ¢inidla pro stanoveni
redukujicich cukrii I1, roztok arzendt-molybdendt, standard glukozy.
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e Pristroje :
spektrofotometr, inkubator,vodni lazen do 100°C, centrifuga

Postup

Ptiprava vzorkt a kontroly. 1 g vlhké pidy navazime do Erlenmayerovy banky (25 ml) a
pfidame 5 ml acetatového pufru a 0,5 g MCC. Uzavieme banku a inkubujeme na tfepacce ve
vodni lazni pii teploté 40°C po dobu 16 h . Reakci zastavime tak, ze vzorek centrifugujeme
pii 2500g po dobu 10 min. Kontrolu pfipravime tak, ze MCC ptiddme aZ po inkubaci,
bezprostiedné pied centrifugaci. Reakce provadime vzdy ve dvou opakovanich. Stanovime
redukujici cukry v supernatantu: do testovaci zkumavky pipetujeme 1 ml supernatantu a
pfidame 1 ml ¢inidla . Zkumavky uzavieme a vatime (vrouci vodni lazen) po dobu 20 min. Po
ochlazeni pfiddme 1 ml roztoku arzenat-molybdenan a dobfe protfepeme. Pfiddme 3 ml
destilované vody a métime pti vinové délce 520 nm.

Kalibraéni ptimka: viz stanoveni celulazové aktivity 1.

Vyhodnoceni a zavér
Zaznamename naméfené hodnoty pro vzorky a tyto korigujeme hodnotami pro kontrolu.

Provedeme vypocet :
CxV
= ekvivalenty glukozy (ug . g 'susiny 16 h™)

suSina

kde C je naméfena koncentrace glukdzy (ng . ml”'supernatantu), V je objem suspenze pady

(v tomto experimentu V= 5,5 ml) a suSina je sucha hmotnost 1 g vlhké pudy.
Pozn.Enzymaticka reakce je linearni po dobu 16h. Inkubace pudni suspenze s azidem brani
asimilaci glukozy piidnimi mikroorganizmy.

Literatura

Hope,C.F.A., Burns,R.G. (1987). Activity, origins and location of cellulase in a silt loam
soil. Biol.Fertil.Soils 5 :164-170.
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12 Stanoveni biodegradability ropnych latek

Uvod

Na procesech biologické degradace ropnych latek se podili vice nez 70 rodt mikroorganizmi.
Bylo prokazano, ze v prostfedi, které je kontaminovdno ropnymi uhlovodiky, procentudlni
zastoupeni degradatori ropy a ropnych uhlovodiki prudce stoupd. Vysokd rychlost
biodegradce je typickd pouze pro nasycené uhlovodiky a lehké aromatické uhlovodiky.
Extrémné nizkou rychlosti jsou degradovany vysokomolekularni aromaty, asfaltické
uhlovodiky a pryskyfice. Anaerobni degradace uhlovodikii v pfirodé probihd jen velmi
pomalu. Pro uplnou mineralizaci uhlovodikti je vzdy nutny tzv.“respira¢ni stupen. Za
aerobnich podminek slouzi kyslik jednak jako terminalni akceptor elektronti, které jsou
uvoliovany béhem oxidace organického substratu, jednak jako reaktant, pfi primarnim ataku
uhlikatého substratu. Vyuzivani molekulového kysliku v mikrobialnich katabolickych
reakcich je podminéno specifickymi enzymy — oxygenazami (monooxygenazy a
dioxygenazy). Pfedpovéd degradace polutantu v aerobnim prostiedi vychazi Ccasto
z laboratorni studie biodegradability, pii niz mize byt sledovana napt. spotieba kysliku na
oxidaci kontaminujici latky nebo produkce CO; pfi Uplné mineralizaci uhlikatého substratu.
Casto je sledovan i tbytek polutantu v zavislosti na dobé& inkubace vzorku, podminkach
prostiedi (pH, teplota, pomé&r uhliku, dusiku a fosforu v prostiedi, pfitomnost aktivatora
apod.), ¢i stanoveni primarnich reakénich meziproduktd biodegradace.

12.1 Stanoveni biologické rozlozitelnosti hexadekanu s vyuZzitim

metody Oxi-Top

Princip metody

Manometrickd metoda méteni spotteby kysliku v pribéhu oxidace organického substratu
hexadekanu, ktery slouzi jako jediny zdroj uhliku.

Material a zarizeni

e Mikroorganizmy :
Yarrowia lipolytica CCM 4510, Pseudomonas putida CCM 4307, Geotrichum
candidum CCM 8170.

e Chemikalie a roztoky:
MPB 1, MEB, definované mineralni medium DMA, hexadekan (zdroj uhliku), NaOH,
pufr Tris-HCI (0,05M ,pH= 7,2) ,nitrifika¢ni inhibitor NHP600 (WTW)

e Pristroje :
zafizeni Oxi-Top® (WTW), kalibrované lahve WTW, méfici hlavy, gumova nadobka
na NaOH (odstranéni CO, z prostfedi), vodni lazen, termostat, chlazena centrifuga,
magnetickd michacka, termobox.
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Postup

Pfiprava bakterilni suspenze. Ze zasobniho §ikmého agaru pieokujeme cca 10 ® bunék (jedna
plna ockovaci klicka) do 20 ml MPB 1 (resp.MEB pro kvasinky). Kultivujeme pii 30°C po
dobu 24 h. 2 ml ptipraveného inokula o¢kujeme 250 ml MPB1 (resp.MEB) a kultivujeme 16h
pii teploté 26°C za intenzivniho tiepani (125 kyvi .min”, amplituda 6). Narostlé¢ buiiky
centrifugujeme pii 6000 ot.min” po dobu 20 min. Sediment bunék resuspendujeme ve
stejném objemu Tris-HCI a centrifugujeme. Promyvani bun¢k opakujeme nejméné trikrat.
Bunéény sediment nafedime v DMA tak, aby zdkal bunééné suspenze pii vinové délce 600
nm odpovidal 85%. Ze suspenze odebereme vzorky pro stanoveni susiny (viz.2.2).

Ptiprava vzorku. Do kalibrovanych 14hvi o objemu 500 ml pipetujeme 22,6 ml bunék v DMA
(O.D.¢o0 = 85%), ptiddme 0,1 ml sterilniho hexadekanu a né¢kolik zrnek nitrifikacniho
inhibitoru. Do ldhve umistime sterilni teflonové michadlo a lahev uzavieme gumovou
nadobkou se 3 ¢ockami NaOH a méfici hlavou. Lahev umistime na magnetickou michacku
umisténou v termoboxu. Méfeni spotfeby kysliku zahédjime ptiblizné po 2 hodindch inkubace
(temperovani vzorki a stabilizace prostfedi). Méfeni provadime dvakrat denné po dobu 5 dnd.
Pfesn¢ zaznamename hodnoty na displeji a dobu méteni.

Ptiprava kontroly: Do lahve pipetujeme 22,7 ml bun¢k v DMA. Dalsi postup jako u vzorku.

Vyhodnoceni a zavér

Namétené hodnoty usporadame do tabulky. Provedeme ptepocet pro objem 22,7 ml tak, ze
naméiené hodnoty vynasobime faktorem 100 (pfepocitavaci faktor podle metodiky vyrobce).
Hodnoty spotieby kysliku v mg O,.1" vztahneme na suSinu vlozené biomasy a vysledky
korigujeme spotiebou kysliku v kontrole. Hodnoty zaznamename do tabulky a sestrojime graf
zavislosti spotfeby kysliku na dobé inkubace. Degradac¢ni schopnost jednotlivych kment
porovname vypoétem mg O, .mg ~'susiny.den™.

Literatura

Robertz,M., Muckenheim,T., EckLS., Webb,L. (2000). Cost-effective method of
determining soil respiration in contaminated and uncontaminated soils for scientific and
routine analysis.In Remediation engineering of contaminated soils Wise,D.L. et al. (Eds.),
Marcel Dekker, Inc. New York-Basel, pp. 573- 583.

12.2 Vyuziti mikroorganizmi k degradaci kontaminovanych pudnich

vzorkl

Princip metody

Cisténi piid kontaminovanych ropou a ropnymi derivaty je v praxi urychlovéno aplikaci
mikrobidlnich preparati s vysokou degradacni aktivitou. Mikrobialni preparaty mohou byt
tvofeny jednim nebo né€kolika kmeny degradujicich mikroorganizmii. O vhodnosti aplikace
téchto preparatii do terénu se mizeme presvédCit laboratornim pokusem s vyuzitim metody
Oxi-Top.
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Material a zarizeni

e Mikroorganizmy:
Pseudomonas putida CCM 4307, Geotrichum candidum CCM 8170

e Chemikalie a roztoky:
vzorek kontaminované pidy, MPB 1, MEB, DMA (zdroj dusiku, fosforu a hot¢iku), NaOH,
Tris-HCI (0,05M, pH=7,2), nitrifika¢ni inhibitor NTH600 (WTW)

e Pristroje :
zatizeni Oxi-Top® (WTW), kalibrované lahve WTW, méfici hlavy,gumova nadobka na
NaOH (odstranéni CO; z prostiedi), vodni lazen, termostat, chlazena centrifuga, magneticka
michacka, termobox.

Postup

Ptiprava bakteridlni suspenze jako u 12.1.

Ptiprava vzorku. Pidu protlacime pies sito o priméru ok 2 mm. Do reak¢ni 1dhve navazime
10 g homogenizované pudy a ptiddme 10 ml DMA. Vzniklou suspenzi doplnime do objemu
20 ml DMA. Vzorek doplnime 2,7 ml bakteridlni suspenze (pro kazdy kmen ptipravime 2
reak¢ni ldhve) a pfiddme nékolik zrnek inhibitoru nitrifikace. Do ldhve umistime teflonové
michadlo a ldhev uzavieme gumovou nadobkou s NaOH a méfici hlavou Oxi-Top. Lahev
umistime na magnetickou michacku do termoboxu temperovaného na 26°C. Po 2 hodinach
zahédjime méfeni plidni respirace vynulovanim hodnot na displeji. Odecet hodnot provadime
po dobu 5 dnti.

Ptiprava ,.fertilizované* kontroly 1. Do reakéni ldhve navazime 10 g homogenizované pudy a
piidame 10 ml DMA (zdroj dusiku a fosforu). Vzniklou suspenzi doplnime do objemu 22,7
ml DMA. Dadle jako u vzorku. Kontrola slouzi pro sledovani ptidni respirace ,,fertilizované¢ho*
vzorku kontaminované pudy.

Piiprava kontroly 2. Pfipravime jako kontrolu 1 stim rozdilem, Ze misto DMA piidame
sterilni destilovanou vodu.

Vyhodnoceni a zavér

Nameétené hodnoty usporadame do tabulky. Provedeme pfepocet pro objem 22,7 ml tak, ze
naméiené hodnoty vynasobime faktorem 100 (ptepocitavaci faktor podle metodiky vyrobce).
Hodnoty spotieby kysliku vyjadtime v mg O,.I", zaznamename do tabulky a sestrojime graf
zavislosti spotteby kysliku (k oxidaci organického substratu ve vzorku resp. kontrole) na dobé
inkubace. Posoudime moznost vyuziti aplikovaného mikroorganizmu pro praktickou aplikaci
v odbérové lokalité.

Literatura

Robertz,M., Muckenheim,T., EckLS., Webb,L. (2000). Cost-effective method of
determining soil respiration in contaminated and uncontaminated soils for scientific and
routine analysis.In Remediation engineering of contaminated soils Wise,D.L.et al.
(Eds.),Marcel Dekker, Inc. New York-Basel, pp. 573- 583.
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13 Stanoveni akutni toxicity

Uvod

Bakterialni bioluminiscen¢ni test toxicity (BBTT), v laboratofich zndmy pod komerénim
nazvem Microtox ™ , byl jiz v 70. let vyuZivan ke stanoveni toxicity chemicky definovanych
vzorkll a pozdé¢ji také ke stanoveni toxicity vzorkl z prostiedi. Monitorovani xenobiotik v
zivotnim prostiedi je v soucasné dob¢ hlavni oblasti vyuziti BBTT, kdy se mohou v plné mife
uplatnit vyhody tohoto testu — jednoduché provedeni, rychlost odpovédi (je mozné méfit
rychlost odpovédi od zacatku kontaktu toxikantu s testovacim organizmem) a dobré
reprodukovatelnost vysledki. Siroké uplatnéni ziskava BBTT jako screeningovd metoda pfi
monitorovani podzemnich, povrchovych, odpadnich i primyslovych vod, chemickych
individui, komplexti a smési latek (dobte rozpustnych ve vod¢). Problemati¢téjsi je stanoveni
toxicity pudy. V tomto pfipadé musi byt nejprve provedena extrakce vzorku a vyluh, obvykle
vodni, je potom pouzit ke stanoveni toxicity pomoci BBTT. A pravé proces extrakce je
vyznamnym zdrojem chyb, protoZe pouzitym extrakénim postupem nemusi byt vylouZena
vSechna xenobiotika pfitomna ve vzorku. Metoda BBTT je také oznacovana jako “test akutni
toxicity”. V komerénim provedeni jsou poZivany jako testovaci organizmy Photobacterium
phosphoreum nebo Vibrio fisheri.

13.1 Stanoveni zmén akutni toxicity pudniho vyluhu v prubéhu

biodegradace

Princip metody

Principem metody BBTT je zména v luminiscenci svétélkujicich bakterii vlivem negativniho
pusobeni toxického vzorku. Mnozstvi emitovaného svétla se méfi luminometrem pied a po
pfidani testované latky a ze zmény, zpravidla poklesu, intenzity svétla se pocitd toxicky
ucinek. Ten obvykle zavisi nejen na koncentraci u¢inné latky, ale také na dobé ptlisobeni.
Proto se provadi méfeni v sérii zkumavek obsahujicich rtizna fedéni toxikantu, kterd se méfi
v Case.

Emise svételného kvanta je spojena s pfechodem excitovanych elektronti z vysSich
energetickych hladin na nizsi. U prokaryot se procesu bioluminiscence ucastni specificky
membranovy enzym - luciferdza — vyuzivajici jako koenzym flavinmononukleotid (FMN).
Substratem je alifaticky aldehyd, ktery je za ucasti kysliku a redukovaného flavinového
koenzymu (FMNH,) excitovdn a po vyzafeni svételného kvanta oxidovdn na mastnou
kyselinu. Kyslik jako akceptor vodiku elektronti z FMNHj; je redukovan na vodu.

Mg2+
FMNH; + O, + R-CHO > FMN + R-COOH + H,0 + hv.
Luciferaza
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Material a zarizeni
e Mikroorganizmy :
Photobacterium phosphoreum LX — 1, Geotrichum candidum CCM 8170

e Chemikalie a roztoky :
MEB, DMA, pufr Tris-HCI (0,05M; pH=7,2), deionizovana voda, 2% NaCl v deionizované
vodé

e Pristroje :
Luminometr m90a, magnetickd michacka, termostat, stopky, trepacka, centrifuga,
ultratermostat LAUDA

Postup

Ptiprava bakterialni suspenze. Ze zasobniho Sikmého agaru Geotrichum candidum CCM 8170
preotkujeme cca 10® bunék (jedna plna ockovaci kligka) do 20 ml MEB. Kultivujeme pfi
30°C po dobu 24 h a 2 ml pfipraveného inokula pfeo¢kujeme do 250 ml MEB a pokra¢ujeme
v kultivaci dal§ich 16h pfi teploté 26°C za intenzivniho tfepani (125 kyvii min™, amplituda 6).
Narostlé buiiky centrifugujeme pii 6000 ot.min” po dobu 20 min. Sediment bungk
resuspendujeme ve stejném objemu Tris-HCI a centrifugujeme. Promyvani bunék opakujeme
nejméng tiikrat. Bunéény sediment nafedime v DMA tak, aby zdkal buné¢né suspenze pfi
vlnové délce 600 nm odpovidal 90%.

Ptiprava vzorku. Vzorek kontaminované pudy protla¢ime ptes sito o velikosti ok 2 mm. Do
reagen¢ni ldhve odvazime 10 g homogenizované pudy a piidame DMA do celkového objemu
20 ml. Vzorek doplnime 2,7 ml promyté suspenze Geotrichum candidum CCM 8170( Agpo=
85%), do lahve umistime teflonové michadlo a lahev opatifime uzavérem s uhlikovou vlozkou
(k zamezeni vydechu nezadoucich plynil). Celkové ptipravime 6 lahvi. Tti budou slouzit ke
stanoveni puvodni toxicity vzorku a dal$i tfi se umisti na michacku do termostatu
temperovaného na 26 °C a kultivujeme po dobu 14 dni. Po této dobé stanovime toxicitu
vzorki.

Extrakce vzorku. Do reagencni lahve napipetujeme 85 ml deionizované vody a tfepeme
intenzivné 24 h pii pokojové teploté. Potom nechame stat 2 h a supernatant centrifugujeme pii
8000 ot.min'. Ke stanoveni toxicity pouZijeme supernatant, ktery ziedime podle potieby
tedici fadou (napt. 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10, 1:20) v 2% NaCl.

Resuscitace testovaciho kmene. Otevieme lyofilizovanou kulturu Photobacterium
phosphoreum LX — 1, ptiddme 0,6 ml 2% NaCl vytemperovaného na +1 °C a
homogenizujeme otd¢enim zkumavkou. Doba resuscitace je minimalné 15 min v ledové vodni
lazni (0 -2 °C).

Ptiprava pracovni suspenze bakterii pro BBTT. K 6,5 ml 2% NaCl (vytemperovaného na
+15 °C) pfidame 0,1 ml resuscitovanych bunék. Do 12 pfipravenych méficich zkumavek po
dikladném promichéni napipetujeme po 0,4 ml pracovni suspenze a zkumavky umistime do
inkubaéniho bloku luminometru a temperujeme dalSich 15 min. pfi teploté +15°C.

M¢teni bioluminiscence : Nejprve zméfime aktualni luminiscenci v prvni zkumavce a
vloZime zpét do inkubaéniho boxu, pfiddme 0,4 ml vytemperovaného 2% NaCl (slouzi jako
kontrola) nékolikandsobnym odebranim kapaliny a opétovnym vstiiknutim dukladné
promichdme. Potom zméfime intenzitu luminiscence ve druhé zkumavce a piidame 0,4 ml
vzorku fedéného 1:20 a promichdme. Postupné méfime pocate¢ni luminiscenci v ostatnich
zkumavkach a vzdy po zméfeni pridame 0,4 ml zvolenych fedéni vzorku. V temperaci
pokracujeme dalSich 5, 15 respektive 30 minut a zméfime intenzitu emitovaného svétla
postupné ve vSech zkumavkach. Kontrolni zkumavky a fedéni vzorku ptipravujeme ve dvou
opakovanich v jedné sad¢ méteni.
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Vyhodnoceni a zavér

Mirou toxicity daného vzorku je tzv. efektivni koncentrace, ktera zplisobi definovanou zménu
bioluminiscence, obvykle ubytek. K posouzeni toxicity se pouziva vétSinou hodnoty EC50 —
tj. koncentrace zplsobujici 50% ubytek bioluminiscence ve srovnani s kontrolou v daném
case [tedy EC50 (5,15,30)], pokud byl vzorek s kulturou v kontaktu 5, 15 respektive 30 minut
za takto definovanych podminek. Pfi praktickém méteni vSak nelze fedéni dosdhnout praveé
takové koncentrace, kterd zpisobi 50% ubytek bioluminiscence. Sleduje se proto toxicita
latky v fedici fad€. Pro jednotlivé vzorky se tedy zméti hodnoty luminiscence v ¢ase 0 a t —
I(0) a I(t), pro kontrolu IB(0) a IB(t). Kontrola sleduje ptirozené vyhasinani bioluminiscence a
je vyjadrena koeficientem R (t) = IB(t) / IB(0). Ke kvantitativnimu vyhodnoceni se pouZziva
hodnota I'(t,15) = [I(to) - I(ti5)] / I(tis). Logaritmus I" se vynasi proti logaritmu koncentrace a
ze ziskané zavislosti 1ze na ose x odecist log EC50. Vypocty hodnoty I' se provadi pomoci
programu MICROTOX pro MS-DOS (I.Janda, 1992). Pro hodnoceni velmi heterogennich
vzorki (puda, vzorky ze skladek apod.) se obvykle pouziva jen hodnota I' s konstatovanim,
ze vzorky vykazujici hodnotu I' vétsi nez 1, 000 jsou povazovany za akutné toxickeé.
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Priprava homogenni bakterialni suspenze

Teorie

Streptomycety jsou vlaknité ptidni bakterie vytvarejici mycelium z vicebunécnych hyf. Riist probiha
prodluzovanim hyf v termindlnich ¢astech nebo vétvenim. Jsou to aerobni bakterie a pti kultivaci
musi byt intenzivné tiepany. Diky své mycelidlni povaze rostou pii klasické kultivaci v tekutém
zivném médiu v podobé nehomogennich shluki a kulicek (Obr. 1), které znemoziuji piipravu
standardni suspenze ze streptomycetalnich hyf. Ke spravnému pribéhu a vyhodnoceni nékterych
laboratornich experimentii je nutné pouzit homogenni bakterialni suspenzi. Tu je jednoduché
pfipravit u bakterii rostoucich disperzné¢ nebo v usazeniné. U streptomycet toho dosahujeme
¢astecnym zamezenim tvorby nepravidelnych shlukli vyuzitim specidlnich kultiva¢nich technik. Ty
zahrnuji pouziti pfednostné¢ bohatych kompletnich zivnych médii, dispergantl, mechanickych
mikroorganizmil je vSak stav pocatecniho inokula, pfedevsim jeho hustota, asponl ¢aste¢né stejny
fyziologicky stav bunék, které¢ho lze dosahnout pfedkliC¢enim spor a dostatecnym rozptylenim
predklicenych spor.

DULEZITE UPOZORNENI: Streptomycety jsou velmi nachylné a citlivé na kontaminaci
jinymi druhy bakterii nebo plisni. VSechny prace se streptomycetami v prvni ¢asti dlohy
provadime v laminarnim nebo biohazard boxu s velkou opatrnosti!

Princip

Pro spravné vyhodnoceni biosorpéniho experimentu je nutné pouzit homogenni bakterialni
suspenzi. Naockovani masivnim inokulem ptedkli¢enych spor zabezpeci stejny vychozi stav
kultury. Rozptyleni spor dosahujeme obvykle mechanicky pomoci ultrzvuku. Prodluzovanim hyf
mycelia a tvorbou shlukti miize dojit k limitaci zdsobovani zivinami bunck ve starSich ¢astech
mycelia, a tim ke zvySeni fyziologické wvariability bakteridlni kultury. Kompletni médium
zabezpecuje lepsi vyzivu mycelia a poskytuje podminky pro rychlejsi rist jako definované médium.
Rychleji rostouci hyfy vykazuji mensi tendenci ke shlukovani. Koncentrovany roztok sachardzy
(34%) v médiu pusobi jako dispergant. Stocend spirala (Obr. 2) z nerezavéjici oceli napomaha
separaci hyf a vytvaieni drobnych shlukii mechanickym pusobenim pii intenzivnim tfepani (pro
blizsi predstavu, jednd se o obdobu ,,tfisténi se o prekazku).

Obr. 1: Kompaktni sluky streptomycet v tekutem mediu ~ Obr. 2: Stocena spirala v médiu
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Uloha: Piipravte homogenni buné&nou suspenzi o pfedepsanych parametrech a stanovte jeji
susinu

Postup

Pomiicky: automatické pipety, tiepacka Elpan 357, horkovzdus$na susarna MLW, Erlenmayerovy
banky s ocelovymi spirdlami, ultrazvukova sonda Bandelin

Média a roztoky:

GMM (germinaéni médium):

Casamino acids 2g

Yeast extract lg

KH,PO4 6,8 ¢g

(NH4)2S04 2g

MgSO4 0,2g

CaCl, 0,01g

Demineralizovana voda 1000 ml

pH=7,0

YEMES:

Yeast extract 4¢g

Malt extract 10g

Glukoza 4¢

Sacharoza 340 g

Demineralizovana voda 1000 ml

pH=7,2)

Tris-HCI pufr:

0,2 M HCl 20 ml HCI (35-38%) do 1180 ml demineralizované H,O
0,2 M Tris 24,2 ¢ do 1000 ml demineralizované H,O

Pufr o pH=7,2 ziskdme smichanim 44,2 ml 0,2 M HCl a 50 ml 0,2 M Tris a doplnime do 200 ml
demineralizovanou vodou.

Jeden ml ze zasobni suspenze spor v 40% glycerolu pfeneseme do sterilni Eppendorfovy zkumavky
a zcentrifugujeme pii 10 000 g po dobu 10 minut (+4°C). Supernatant slijeme a spory
resuspendujeme v 1 ml demineralizované vody. Tento krok je potiebny k odstranéni glycerolu, ktery
muize naruSovat synchronni germinaci spor. Pfeneseme 1 ml suspenze spor v demineralizované
vodé do 30 ml germina¢niho média GMM a kultivujeme 6 hodin pii 32°C na tfepacce (150 kyvt za
minutu). Nasledné médium s predklicenymi sporami sterilné pieneseme do sterilni 50 ml
centrifugaéni zkumavky a centrifugujeme pii 7000 g po dobu 10 minut (+ 4°C). Sediment
resuspendujeme v 4 ml YEMES média pomoci ultrazvuku. Spi¢ku ultrazvukové sondy
uchovavanou v 96% etanolu a nechdme volné oschnout a suchou ponofime do suspenze spor.
Parametry sonikace: doba sonikace 10 sekund, cyklus 60 procent, vykon 40 procent. Do
Erlenmayerovych ban¢k obsahujicich 80 ml YEMES média a spirdly z nerezové oceli naockujeme
po 1 ml ze suspenze sonikovanych spor a kultivujeme 48 hodin na orbitalni tfepacce pti 200 rpm a
amplitud¢ 7 pii teploté 30°C.

OD TETO CHVILE NEMUSIME PRACOVAT STERILNE

YEMES médium s narostlou biomasou pielijeme do centrifuga¢nich zkumavek a centrifugujeme po
dobu 15 min pfi 7000 g (+ 4°C), supernatant slijeme a pelet promyjeme 25 ml Tris-HCI pufrem
(0,1 M, pH 7,2). Opé¢t centrifugujeme pii stejnych parametrech. Postup opakujeme tiikrat. Promyty
pelet resuspendujeme v 25 ml Tris-HCI pufru a sonikujeme pomoci ultrazvukové sondy Bandelin.
Parametry sonikace: vykon 40 procent, doba cyklu 90 procent, doba sonikace 10 sekund. Tuto
suspenzi vlijeme do 150 ml Tris-HCL pufru (0,1 M, pH 7,2). Zméfime absorbanci suspenze pii
A=600 nm. Absorbance by se mé¢la pohybovat v rozmezi 0,9-1,1

Jako prvni stanovime bakterialni suSinu v 1 ml. Promichdme pfipravenou suspenzi hyf a do 3
pripravenych predsusenych a na analytickych vahach zvazenych véazenek odpipetujeme 4 ml



suspenze. Zopakujeme stejny postup pro Tris-HCI pufr (0,1 M, pH 7,2). Ob¢ sady vazenek suSime
v horkovzdusné susarné¢ pii 120°C po dobu 48 hod. Po vysuSeni vaZenky opét zvdzime.
Z aritmetickych primérd hodnot vypocteme hmotnost susiny bakterialni suspenze v mg/ml.



Biosorp¢ni experiment
Teorie

Mikroorganizmy se v prostiedi bézn¢ setkavaji s kovy. Nékteré jsou esencialni, pottebné pro fadné
fungovani enzymatickych déji, jiné esencidlni nejsou, tudiz pro bunku z biologického hlediska jsou
nepotiebné. Obé& skupiny kovl v nadbyteénych koncentracich vsak miizou ptlisobit na buiku
toxicky, predev§im kompetitivni vazbou na funkéni skupiny biomolekul, coz vede k poSkozovani
struktur molekul enzymt a nukleovych kyselin.

Bakterie si v prubéhu casu vyvinuly nékolik raznych mechanizml pro udrZzeni homeostazy nebo
rezistence. Podle zplsobu mechanizmu je délime na: aktivni efflux z builky, bariéra v propustnosti
pro kov, kompartmentalizaci, enzymaticka ,,proména“ na méné toxickou formu, vyvazovani a
imobilizace intracelularni a extracelularni, redukce citlivosti cilovych struktur. Jako rezistentni nebo
tolerantni kmeny oznacujeme kmeny mikroorganizmti schopnych ptezivat dané¢ koncentrace kovt.
Adsorpce kovll z vodniho roztoku na komponenty bakteridlnich bun¢k je jednou z nejbéznéjsich
interakci mezi ionty kovii a bakteridlnimi buitkami. Afinitu kovl k mikrobidlni biomase urcuje
chemické sloZzeni povrchovych struktur mikroorganizmu. Na povrchu bunék se nachdzeji molekuly,
které¢ obsahuji funkcni skupiny schopné reagovat s kovy fyzikdlné-chemickymi interakcemi. Jde
predevs§im o karboxylové, hydroxylové, aminové a fosforylové skupiny. Biosorpce je pasivni
proces nezavisly na metabolizmu mikroorganizmu. Kovy jsou schopné se vazat t€Z na mrtvou
biomasu. Pokud jde o proces zdvisly na energii vzniklé metabolizmem mikroorganizmu, tak
hovotime o bioakumulaci. V pribehu biosorpce se mohou uplatnit nasledujici dil¢i procesy:

1. Fyzikalni adsorpce — vazba za G€asti van der Waalsovych sil a elektrostatickych interakci

2. Inotova vyména — vyména iontil ve slou¢eninach bunécné stény za komplementarni ionty kovii

3. Komplexace — tvorba koordina¢nich vazeb mezi kationy kovu a nékterymi funkénimi skupinami
komponent bunécné stény (predevsim karboxy- a aminoskupiny)

K posuzovani uc¢innosti a kvantifikaci biosorpce je pouzivano zjiSténi rovnovazného stavu procesu
sorpce. Systém dosahne rovnovahy v moment¢, kdy mnozstvi navazané¢ho kovu uz dale neroste s
casem. K matematickému popisu rovnovahy jsou nejCastéji pouzity dva modely adsorpcnich
izoterem - Langmuirtiv a Freundlichiiv. Oba modely plati pro jednoduchy systém s jednim typem
sorbentu a biosorpci v jedné vrstve.

Langmuiriv model predpoklada, ze stechiometricky pomér vazebnych mist a vazanych individui
je 1:1 a vazebnd mista maji stejnou afinitu k iontim.

Je popsan rovnici:
_ { bCr j
q ={gma 145G
kde q je mnozstvi vazané¢ho kovu
Qmax j€ N€jVysSi mnozstvi navazaného kovu
Ct je rovnovazna koncentrace kovu v roztoku
b je Langmuirova konstanta

Freundlichtiv model vychazi z predpokladu, ze mista s vyssi afinitou jsou obsazovana ionty jako
prvni a je uréen vztahem

q = kC el/n

k a n jsou empiricky stanovené konstanty, & se vztahem k maximalni vazebné kapacit¢ a n k afinité
vazby. Vys$§i hodnoty k a n a nizs$i hodnoty b ukazuji na vyssi afinitu biomasy ke kovim.

Pouziti mikroorganizmi k bioremediacim kontaminovanych mist nebo odpadi mutze byt
alternativni strategii proti chemickym metodam dekontaminace. Pro tento zplsob vyuZiti se hledaji
kmeny s vysokou biosorp¢ni nebo bioakumula¢ni kapacitou, nebo jinym mechanizmem rezistence.



Princip

Po ptidani zndmého mnozstvi tézkého kovu k bakteridlni homogenni suspenzi dochdzi k vazbé na
povrch bunék. Rychlost vazby a mnozstvi vazané¢ho kovu zavisi na celé fad¢ faktort napft. struktura
a komponenty bunécné stény, mnozstvi biomasy, koncentrace kovi, fyzikalné-chemické vlastnosti
prostiedi (pH, teplota apod.). Biosorp¢ni kapacita je mnozstvi kovu navazaného jednotku biomasy.
Tu vypocteme z hodnot ziskanych pfi stanoveni mnozstvi nenavazaného kovu a bakterialni susSiny.
Rovnovahy reakce se dosahne v momenté, kdy mnozstvi navazaného kovu jiz dale neroste s Casem.
Experiment je navrZzen pro tfi t¢Zké kovy: kadmium (neesencialni kov), zinek a méd’ (esencialni
kovy). Pii pouziti streptomycet pro biosorp¢ni experiment je interakce té¢zkych kovi s bunéénymi
povrchy vizualné identifikovatelnda zménou vzhledu suspenze. Po ptfidani pozitivn€ nabitych iontl
tézkych kovl dochazi k jejich vazbé na negativné nabité bunécné povrchy a hyfy v suspenzi
precipituji do velkych shluki. Tento jev je viditelny na obrazcich 1 a 2. Pfi pouZiti médi je navic
viditelné lehce namodralé zbarveni biomasy hyf mycelia opét demostrujici vazbu médi na bunééné
povrchy. Ke stanoveni pribéhu biosorpce budeme v Casovych intervalech odebirat vzorky, u
kterych oddélime filtraci biomasu od supernatantu, ve kterém stanovime zbyly kov. Z rozdilu mezi
pocatecni koncentraci a koncentraci ve vzorku zjistime mnoZstvi navdzaného kovu na biomasu.
Pouzity zptsob oddéleni biomasy od supernatantu je dostate¢né rychly, aby bylo mozné sledovat
Casovy pribéh biosorpce, kterd je u Zivych streptomycet velmi rychla. Zvolend doba trvani je
obecné pro biosorp¢ni experimenty kratka, pro tento typ biomasy se vSak ukézala byt naprosto
dostacujici.

Uloha: Stanovte ¢asovy priibéh biosorpce, biosorpéni kapacitu a zhodnot'te biosorpéni schopnosti
vybranych kmeni streptomycet vypoctem konstant adsorpcnich izoterm.

Obr. 1: Vychozi bunécéna suspenze Obr. 2: Bunécna suspenze po piidavku kovu

Postup

Pomiicky: automatické pipety, stfikackové filtry (polyethersulfonovd membrana), stiikacky,
odsavaci aparatura Visiprep, vyvéva, ttepacka Elpan 357, ultrazvukova sonda Bandelin

Chemikailie a roztoky: Zasobni roztoky t&7kych kovil (v deionizované vodg): Cu" 0,3 M (pouzita
stil CuCl, . 2H,0), Zn" 0,3 M (pouzita stil ZnCly), Cd" 0,3 M (pouzita sil CdCl,.2,5 H,0); 0,05M
Tris-HCl pufr (pH 7,2)



Pfiprava na méfeni

Pfed samotnym provadénim praci se dikladné seznamte s pracovnim postupem a jeho ¢asovymi
posloupnostmi. Do pfipravenych Erlenmayerovych ban¢k rozpipetujeme alikvoty z pfipravené
bunééné suspenze podle nasledujici tabulky, celkem tedy budeme mit 6 Erlenmayeovych banék se
suspenzi.

Tab. 1: Objemové poméry komponent reakéni smési

Finalni koncentrace kovu Objem bakt. suspenze Objem roztoku kovu
0,3 mM 24,975 ml 0,025 ml
3mM 24,75 ml 0,25 ml

Cely biosorp¢ni experiment provedeme z kapacitnich a ergonomickych divodu postupné. Nejdiiv
pro niz8§i koncentraci 0,3 mM kovu a teprve po ukoneni této ¢asti pro 3 mM koncentraci.
Pracujeme ve skupinach po 3 studentech. Kazdy ¢len provadi prace tykajici se jednoho kovu a jedné
koncentrace, tj. provede celkem pét odbérii vzorkli z 1 Erlenmayerovy barky.

Pro jimani filtratu poslouzi Wassermanovy zkumavky, které nejprve popiSeme znackou kmene,
kovu, jeho koncentrace a poradovym cislem odbéru. Pfipravime aparaturu k pokusu. Do nastavce
uvnitt tlakové nadoby vlozime popsané Wassermanovy zkumavky. Viko nadoby uzavieme a dbame
na to, aby hadicky ze spojek ve viku nadoby vedli do zkumavek. Do spojek na viku aparatury
nainstalujeme filtry a stfikacky podle Obr. 4. Protoze prvni dva odbéry nasleduji t€sné po sobé, je
proto nutné do aparatury nainstalovat zkumavky, filtry a stfikacky pro oba prvni odbéry. Pfipojime
vyvévu pomoci hadice k ventilu ve spodni ¢asti ¢elni strany aparatury. Ujistime se, Ze vyvéva je
zapojena do elektrické sité. Spolecné s vedoucim cviceni jest€¢ jednou provedeme kontrolu
aparatury a dostupnosti potfebnych laboratornich pomicek a pokud je vSechno pfipravené
piikro¢ime k vlastnimu pokusu. Tento krok kontroly je dilezity, na odstranovani problémi béhem
experimentu neni ¢as a ptripadné prodlevy by zkreslily vysledky. Nasadime si latexové rukavice a
béhem prace dbame na to, abychom nepotiisnili pracovni plochy roztoky kovi.

Obr. 4: Zkumavka s filtrem

Obr. 3: Filtracni aparatura Visiprep




Méfieni

Do suspenze bakterii napipetujeme odpovidajici mnozstvi zasobniho roztoku kovu, promichame a
umistnime na tfepaCku nastavenou na 170 kyvii za minutu. V stanoveném casovém intervalu
pomoci automatické pipety odebereme ze suspenze 2 ml a ihned je vypustime do stiikacky.
Zapneme vyvévu. Po odsati celého objemu pootoCenim pojistného ventilu zruSime podtlak
v nddobé filtraéni aparatury a vypneme vyvévu. Zkumavky se vzorky odlozime do néstavce a
vyménime zkumavky, filtry a $pi¢ky na pipetach ze nové a cely postup opakujeme v nasledujicim
casovém intervalu. Vzorky budeme odebirat v intervalech 30 sekund, 75 sekund, 5, 10 a 60 minut
od pridavku roztoku kovu k bunééné suspenzi. Po 60 minutach je dokoncen biosorp¢ni experiment
pro dany kmen pii niz8i koncentraci kovu. Vystifiddme skupiny a vySe popsany postup zopakujeme
pro vyssi koncentraci kovu.

Hodnoceni

Pomoci dat z nasledujici tlohy vypocitejte a srovnejte sorpéni kapacitu kmenli pro pouzité kovy
(mnozstvi kovu navdzaného na gram suSiny), pokuste se vypocitat adsorpéni izotermy. Sestavte
tabulku a grafy casového prubéhu biosorpce, porovnejte mnozstvi vazanych kovi podle jejich
vychozi koncentrace.



Voltametrické stanoveni tézZkych kovii

Teorie

Pro stanoveni obsahu tézkych kovli ve vzorcich se pouziva Siroké spektrum analytickych metod, od
spektralnich (napf. optickd emisni spektrometrie, atomova absorpéni spektrometrie) nebo
hmotnostnich technik (hmotnostni spektrometrie), az po elektrochemické metody. Elektrochemické
metody maji uzky vztah k ¢eské véde. Za objev polarografie dostal védec J. Heyrovsky Nobelovu
cenu. Elektrochemické metody jsou zalozeny na sledovani zmén elektrického proudu v zévislosti na
hodnoté elektrodového potencidlu, ke kterym dochazi v pfitomnosti sledované latky. V pritomnosti
depolarizatoru, tedy latky, kterda podléhd vlivem vlozeného potencidlu elektrochemickym
proménam, zacne pii urcité hodnoté systémem protékat elektricky proud, ktery je registrovan
elektrodami.

Elektrochemickd stripping analyza zahrnuje metody, které pfi stanoveni vyuZzivaji prekoncentraci
analytu ze vzorku na elektrodé¢ pied jeho samotnym stanovenim. Toto nahromadéni analytu
zroztoku na elektrodé ma za nésledek dosazeni vyssi citlivosti ve srovnani s konven¢nimi
technikami. Dal$imi vyhodami jsou rychlost analyzy a linearni odezvy v Sirokému koncentra¢nimu
rozsahu. Druhym krokem je samotné méteni, pfi kterém dochazi ke katodickému nebo anodickému
rozpousténi nahromadéného analytu. Voltametrické stripping techniky se déli na katodické a
anodické. Pti této praci budeme pouzivat anodickou modifikaci s nazvem diferencidlni pulzni
anodicka stripping voltametrie. Diferen¢ni pulzni voltametrie je modifikaci se zahrnutim
prekoncentraéniho kroku a sledovani vrezimu diferencni pulzni voltametrie. V pribéhu
prekoncentracniho kroku se vlivem vlozeného potencialu hromadi a redukuji kovy ptitomné
v analytu na elektrod¢ a tvoii se rtuti slitiny-amalgamy. Tento d¢j 1ze vyjadfit rovnici

Me"" + xHg + ne” = Me(Hg)x

V prubéhu anodického scanu stripping kroku se potencial elektrody méni pulzy o konstantni
velikosti a probiha zpétna oxidace a rozpousténi iontd kovu zpét do roztoku podle rovnice

Me(Hg), —ne’ > Me"" + xHg
Vysledek méteni je zaznamenan jako voltamogram — graf zavislosti proudu na vlozeném potencialu

Obr. 1: Vzorovy voltamogram vzorku se tfemi kovy
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Princip

Ke stanoveni obsahu tézkych kovli ve vzorcich pouzijeme jednu z modifikaci voltametrickych
metod, a to diferen¢né pulzni anodickou stripping voltametrii pomoci piistroje EcoTribo
Polarograph (Obr. 2) Ptistroj bude pracovat v mddu ttielektrodového zapojeni, které poskytuje lepsi
vysledky diky eliminaci ruSivych vlivii. Jako pracovni elektroda slouzi visici rtutova kapka
(HMDE), jako referentni nasycend argentochloridova elektroda a jako tfeti pomocnou pouzijeme
platinovou elektrodu. Probihajici elektrochemické procesy pii méfeni jsou komplexni s mnozstvim
reakci, které jsou ovlivilovdny mnohymi parametry. Proto se k eliminaci chyb pouzivd méfeni
vzorku v nadbytku indiferentniho pracovniho elektrolytu, ktery zajist'uje konstantni prostiedi .

Po zahajeni méfeni v pribéhu prekoncentra¢niho kroku se studovany analyt akumuluje na povrchu
nebo na pracovni elektrodé. Aplikaci dostate¢né negativniho konstantniho potencidlu dochazi
k redukci a vyluovani iontl sledovaného kovu na elektrod¢é a tvorbé amalgdmu (slitiny kovu a
rtuti). Tento krok se nazyva depozice a probiha za neustdlého michani. Mechanické michani spolu
s elektrickymi silami zabezpecuji ptivod analyzovaného kovu k elektrod¢.

Nasledné probiha tzv. anodicky scan, kdy dochézi k cilenym zméndm potencialu pracovni elektrody
v kladném sméru tj. od zapornéjSiho potencidlu ke kladném. Sleduje se chovani latky na/v
elektrodé, v tomto piipadé dochazi k oxidaci a elektrolytickému rozpousténi kovu z elektrody zpét
do roztoku. Tyto elektrochemické zmény jsou doprovézeny zménami proudu. Zmény intenzity
proudu jsou imérné mnozstvi kovu v analytu a jsou zaznamenany v podob¢ proudovych pikt ve
voltamogramu. Z vysky (nebo plochy) pikl Ize zjistit mnozstvi kovu v méfeném objemu vzorku a
stanovit jeho koncentraci. K vyhodnoceni se pouziva dvou metod - metoda kalibra¢ni piimky (se
standardizaci na podminky méfeni, tj. vzorky kalibra¢ni pfimky musi byt méfeny za stejnych
podminek jako neznamé vzorky) a metoda standardniho ptfidavku. Pii metod¢ standardniho
pridavku se ke vzorku pfiddva zndmé mnozstvi kovu a podle zmény odezvy v proudovych picich se
vypocita mnozstvi analytu.

Uloha: Zmétte hodnoty proudovych pikli a z dat zjistéte koncentrace jednotlivych kovi ve
vzorcich, statisticky vyhodnot te ziskana data z jednotlivych méfeni.

Obr. 2: Analyzator EcoTribo polarograf
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Postup

Pomiicky: EcoTribo UMUE polarograf, automatické pipety

Chemikalie a roztoky:

Zasobni roztoky t&zkych kovi (v deionizované vodg): Cu" 0,3 M (pouzita sil CuCl, . 2H,0), Zn"
0,3 M (pouzita stil ZnCl,), Cd" 0,3 M (pouzita stil CdCL,.2,5 H,0);

Acetatovy pufr 0,1M o pH 4,8

Kys. octova 0,2 M 11,55 ml ledové kys. octové doplnime do 1000 ml demineralizovanou vodou
Octan sodny 0,2 M 27,2 g CH;COONa v 1000 ml

Acetatovy pufr 0,1 M o pH 4,8 ziskame smichanim 20 ml 0,2 M kys. octové a 30 ml 0,2 M octanu
sodného a doplnime na 100 ml demineralizovanou vodou

Piiprava méreni

Pracovni a platinova elektroda jsou jiz zapojené v hlavé pfistroje, proto jen skontrolujeme spravnost
zapojeni: pracovni elektroda — bocni kabel zditka WORK, horni zdvojeny kabel zditka SENSOR;
platinova elektroda - zditka AUX. Referentni argentochloridovou elektrodu opatrné vyjmeme
z uchovavaciho roztoku, jemné oplachneme demineralizovanou vodou, nainstalujeme do drzéku a
zapojime do zditky REF na hlavé pfistroje. Zapneme pocita¢ k némuz je pfipojen pfistroj. Pro
obsluhu pfistroje EcoTribo Polarograf slouzi software PolarPro verze 4.0 béZzici pod opera¢nim
systémem Windows 95. Software spustime pomoci ikony Polar. Po spusténi vytvoiime novy soubor,
zadame datum a inicidly operatora. Dale se zaddvaji vlastnosti vzorku, které slouzi k vypoctu
koncentrace pii hodnoceni vzorku. Pro pevny vzorek se vypliuje celkové mnozstvi kapaliny v
elektrolytické nadobce (méfeny objem), mnozstvi vzorku pievedené po nafedéni do nadobky
(alikvotni objem), koeficient fedéni (1 je vzorek nefedény, 2 je zfedéni 1:1, atd.), objem, v némz je
latka rozpousténa (piivodni objem) a navazka. U kapalného vzorku se plivodni objem a navazka
nevypliiuji, resp. jsou ignorovany pii vypoctu. Kliknutim na ikonu Pl nastavime parametry méfeni
predpokladany potencidl piku kovu. My pouzijeme potencidly niz§i o 400 mV, protoze méfeni
provedena s timto nastavenim vykazuji vyssi citlivost. Pfehled pouzitych potenciali pro pouzivané
elektrolytické prostiedi je v nasledujici tabulce.

Tab. 1: Potencidly métenych kovil

Kov Potencial proudového piku Pocatecni potencial Kone¢ny potencial (mV)
(mV) (mV)

Meéd’ Cu +15 -400 +200

Kadmium Cd |-580 -900 +400

Zinek Zn -1000 -1400 +800

Pozn. Potencidly proudovych pikli se mizou ménit v zavislosti na pouzitém zakladnim elektrolytu

Tab. 2: Parametry méteni

Rychlost scanu 40 mV/s
doba bubléni 600 s
pocet méteni 3
potencial akumulace 0 mV
doba akumulace 30s
klidova doba 15s
vyska pulsu 50 mV

Sitka pulsu 80 ms




Méreni

Do méfici nadobky napipetujeme 6 ml roztoku zdkladniho elektrolytu. Zdkladni elektrolyt je
acetatovy pufr o pH 4,6. Umistime méfici kyvetu do drzéku a probubldvame dusikem z pfipojené
bomby po dobu 5 minut. Po probublani jako prvni naméfime blank. Méfeni podle nastavenych
parametri spustime kliknutim na ikonu ‘*! Po spusténi mé&feni zachovavame klid, vyvarujeme se
hlavn¢ otfesti pracovniho stolu s polarografem. Namétfené kiivky ulozime pomoci tlacitka “Ulozit*
pod nazvem blank.

Poté pridame pomoci automatické pipety 0,1 ml vzorku a probublame 2 minuty dusikem. Po
skonCeni méfeni uloZime kiivky pomoci tlacitka “Ulozit“. Nyni ke vzorku pfiddme pomoci
automatické pipety tzv. standardni ptidavek. Standardnim piidavkem je 0,1 ml roztoku kovu o
koncentraci 3 mM. Spustime méfeni a uloZime kiivky. Postup zopakujeme jesté jednou.

Me¢fteni ukonéime podle nasledujicich pokyni. Poklepeme na tlacitko se symbolem kladivka. Tim
odklepneme zbylou rtutovou kapku z elektrody do méteného roztoku. Obsah kyvety vylijeme do
ptfipravené nadoby na odpad. Pracujeme opatrné, nyni vzorky kromé mérenych tézkych kovi
obsahuji i rtut’ a za Zadnych okolnosti nesmi byt vylité do umyvadla! Kyvetu nésledn¢ dikladné
vyplachneme demineralizovanou vodou. Pod elektrody ve stojanu umistnime pfipravenou nadobku
a taktéz oplachneme demineralizovanou vodou z pfipravené stficky a jemné osusime buni¢inou.
Tim jsme pfipraveni na dal$i méteni.

Hodnoceni

Pokud mame zméfeny vSechny vzorky, uzavieme panel méfeni a otevieme v horni listé
z kontextové nabidky panel Hodnoceni. Do dialogového okna zaddme ndzev latky, pfibliznou
hodnotu potencidlu ocekavanych proudovych pikli, metodu hodnoceni (standardni pridavek nebo
kalibra¢ni piimka) a stiskneme OK. V novém dialogu vyplnime podle obrazku parametry u kiivek —
zda jde o kiivky blanku, vzorku, nebo ptidavki. Zaddme mnozstvi kovu v jednom standardnim
ptidavku a objem tohoto pfidavku. Po vyplnéni vSech polozek klikneme na Autopeak. Program pak
pro kazdou kiivku automaticky vyhodnoti proudovd maxima (v pA) v okoli nami zadané¢ho
potencidlu a jejich polohu (v mV). Vypocte také koncentraci koncentraci analytu ve vzorku. Pro
jednotliva méfeni spocitejte také zakladni statistické tidaje. VSe uved’te v tabulkach a grafech. Data
pouzijte v dalSich vypoctech pro biosorpcni experiment.



Produkce a stanoveni metalothioneinu

Uvod
Metalothionein (MT) byl poprvé izolovan v roce 1957 jako hlavni protein vazajici kadmium
v extraktu kiry ledvin koné. MT jsou intraceluldrni proteiny s nizkou molekulovou hmotnosti
(6-7 kDa), které obsahuji znacné mnozstvi cysteinovych zbytkli a maji vysokou afinitu ke
kovovym iontim. Pfitomnost metalothioneini v genomech eukaryotickych organizmi je
dobfe dokumentovana (vcetné lidského genomi, ktery obsahuje nejméné 16 genl pro
metalothioneiny), naopak zpravy o jejich pfitomnost v genomech prokaryot jsou kusé
(n€kolik druht sinic, nékteré pseudomonady, nové M. tuberculosis).
Metalothioneiny, které bunky produkuji, se podileji na udrzovani homeostazy bakterialni

buiiky. Pfedevs§im zabezpecuji:

* detoxikaci nadbytku kovovych iontt jako je zinku, méd’, kadmium aj.

* Jsou zasobarna piebytecnych kovovych iontl, kterd mize byt mobilizovana

v podminkach s limitujici koncentraci danych prvk.

* hraji roli také v ochrané bunky pfed oxidativnim stresem.
Na rozdil od savciho metalothioneinu, MT bakterii, napf. sinic, obsahuje ve své
aminokyselinové sekvenci kromé cysteinu také histidin. Histidinové zbytky maji, stejn¢ jako
cysteinové zbytky, vysokou afinitu k pfechodnym koviim, takze se podili na jejich koordinaci
oba tyto aminokyselinové zbytky. Pozice aminokyselin vazajicich kov je v molekule
konzervativni. Rozdily mezi prokaryotickymi a eukaryotickymi MT jsou nejen
v aminokyselinovém sloZeni a primarni struktufe, ale také v terciarni struktute.
Eukaryotické MT se sklddaji ze dvou domén, které jsou spojeny kratkym linedrnim usekem.
Molekula prokaryotického MT je tvoiena 1 doménou s jednoduchou ,kapsou“, ve které
dochazi k vazbé iontl kovl (4 atomy kovu na jednu molekulu MT; fialovou barvou jsou
naznaceny ionty zinku). Exprese MT je indukovana subletalni koncentraci tézkych kov.

Obr. 1: Struktura prokaryotického metalothioneinu




Stanoveni MT je zalozeno na prikazu piitomnosti —SH skupin. Vlastni stanoveni je mozné
provést jednoduchymi nepiimymi metodami (vysyceni —SH skupin Hg nebo Cd a jejich
zpétnou titraci, pripadné spektrofotometricky pomoci 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoové kyseliny-
DTNB) nebo slozit¢jSimi, ale piesnéjsSimi metodami (SDS-PAGE, HPLC, kapilarni
elektroforéza, hmotnosti spektrometrie , imunologické techniky, elektrochemické metody).

Princip

Bunky mohou MT pro analyzu produkovat v dostatecném mnozstvi pouze tehdy, kdyz
aktivné rostou. Syntéza MT je indukovana ptitomnosti tézkého kovu, vyssi koncentrace vSak
zastavuji riist nebo usmrcuji buniky. Proto je potfebné zjistit ptred vlastni syntézou MT
minimalni inhibi¢ni koncentraci (MIC) kovu pro konkrétni kmen mikroorganizmu. Minimalni
inhibi¢ni koncentrace (MIC) je koncentrace dané latky, kterd zabrani rhstu bakteridlnich
bunék. Po jejim zjiSténi se k indukci MT v kultufe pouzije koncentrace kovu, kterd je nizsi
jako MIC.

Pii izolaci MT z bun¢k se vyuziva jeho termostability. Metoda pro stanoveni koncentrace
metalothioneinu je zaloZzena na reakci Ellmanova c¢inidla (5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova
kyselina, DTNB) s cysteinovymi (nebo histidinovymi) zbytky aminokyselin v jeho struktuie
(dochézi k zdméné iontd kovlh za DTNB a vznikd vazba TNB-thiol). Vzhledem k hojnému
zastoupeni téchto aminokyselinovych zbytkl pravé ve struktufe metalothioneinu, dochazi ke
zméné zbarveni a tim 1 absorbance, kterd je méfena pii 412 nm. Vyhodou této metody je jeji
rychlost — reakce mezi ¢inidlem a aminokyselinovymi zbytky probéhne za dobu kratsi nez
5 minut.

Obr. 2: Schéma reakceEllmanova ¢inidla s —SH skupinami
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Postup

Pomiicky:Vortex - Heidolph REAX kontrol; centrifuga Hettich UNIVERSAL 30 RF, Hettich
EBA 21, tfepacka sElpan 357; termobox Liebherr aqualytic; automatické pipety;
spektrofotometr SPEKOL 11; UV/VIS spektrofotometr;

Mikroorganizmy: Streptomyces sp. ON3

Chemikalie, média a roztoky:

GMM:

Casamino acids 2g
Yeast extract lg
KH,PO, 6,8 ¢g
(NH4)2S04 2g
MgSO4 0,2g
CaCl, 0,01g
Demineralizovana voda 1000 ml

pH=7,0



SM médium:

Yeast extract 0,5¢g
Casamino acids 05¢g
L-asparagin 0,5¢g
Glukéza 10g
H,O 1000 ml

Pro ptipravu SMS média ptidame 340 g sacharozy.

Zasobni roztoky tézkych kovii (v deionizované vodg): Cu" 0,3 M (pouzita stil CuCl, . 2H,0),
Zn" 0,3 M (pouzita siil ZnCly), Cd" 0,3 M (pouzita stil CdCL,.2,5 H,0); 0,05M Tris-HCI pufr
o pH 7,2, Bug Buster Protein Extraction Reagent (Novagen); Lysozym (Sigma); Elmannovo
¢inidlo pro stanoveni metalothioneinu — 0,003M DTNB - 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoova
kyselina; Metallothionein I from rabbid liver (SIGMA)

Stanoveni minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC) pomoci BIOSCREEN C

Minimalni inhibi¢ni koncentraci stanovime pro 3 kovy: méd’, zinek a kadmium. Nejdiive
pfipravime inokulum z ptedklicenych spor. Jeden ml ze zasobni suspenze spor v 40%
glycerolu pfeneseme do sterilni Eppendorfovy zkumavky a zcentrifugujeme pii 10 000x g po
dobu 10 minut (pfi +4°C). Supernatant slijeme a spory resuspendujeme v 1 ml
demineralizované vody. Suspenze spor v demineralizované vod€ pieneseme do 30 ml
germina¢niho média GMM a kultivujeme 6 hodin pii1 32°C na tfepacce (150 rpm). Nasledné
médium s predkliCenymi sporami steriln¢ preneseme do sterilni 50 ml centrifugaéni
zkumavky a centrifugujeme pii 7000x g po dobu 10 minut. Sediment resuspendujeme v 3,5
ml SM média pomoci ultrazvuku.

Sterilni inkubacni desticka pfistroje obsahuje 100 jamek (Obr. 2). Do kazdé jamky za pouziti
automatické pipety steriln€ napipetujeme 270 pL. SM média s odpovidajici koncentraci kovu.
Kazda koncentrace bude napipetovana 3x. Do vSech jamek pak ptidame 30 pl inokula.
Pouzité koncentrace kovii v médiu: 0,05 mM; 0,1 mM; 0,2 mM; 0,3 mM; 0,4 mM; 0,6 mM;;
0,9 mM; 1,5 mM; 3mM (Pozn. jedna se o koncentraci, ne o mnozstvi, tj. roztok kovu je 3
milimoléarni, a ne 3 milimoly kovu). Kazdou koncentraci kovu v médiu si nejdiive ptfipravime
do ¢istych sterilnich zkumavek a teprve z nich tuto smés steriln¢ pipetujeme do desticky. Je
nutné peclivé koncentrace propocitat, protoZe pridanim inokula pfimo do jamky
kultivaéni deSticky dojde k dalSimu ziedéni koncentrace kovu v médiu! Proto je ziejmé,
ze koncentrace kovu v médiu ve zkumavkach musi byt vyssi jako vySe uvedend. Tuto findlni
koncentraci dosahneme az piimo v jamce pfidanim piedpsaného objemu inokula!

Jako negativni kontrola slouzi nezaockované médium, jako pozitivni kontrola zaockované
médium bez pFitomnosti kovii. Méfeni zakalu pii vinové délce A =600 nm probiha kazdé 2
hodiny podle nastaveni parametr na Bioscreen C.

Extrakce termostabilnich bilkovin u bakterialniho kmene Streptomyces sp. ON3

Jeden ml ze zéasobni suspenze spor v 40% glycerolu pteneseme do sterilni Eppendorfovy
zkumavky a zcentrifugujeme pti 10 000 g po dobu 10 minut p¥i +10°C. Supernatant slijeme a
spory resuspendujeme v 1 ml demineralizované¢ vody. Inokulujeme 1 ml suspenze spor
v demineralizované vodé do 30 ml germina¢niho média GMM a kultivujeme 6 hodin pii 32°C
na tfepacce (150 rpm). Nasledn¢ médium s piedkli¢enymi sporami sterilné preneseme do
sterilni 50 ml centrifugacni zkumavky acentrifugujeme pii 7000 po dobu 10 minut. Sediment
resuspendujeme v 4 ml SMS médiapomoci ultrazvuku. Parametry sonikace: délka sonikace 10
sekund, pracovni cyklus 60 %, vykon 40 %. Do Erlenmayerovych ban¢k obsahujicich 80 ml
SMS média s koncentraci zinku 0,1 mM a spiraly z nerezové oceli naockujeme po 1 ml ze



suspenze sonikovanych spor a kultivujeme 48 hodin na orbitalni tfepacce pti 200 rpm a
amplitudé 5. SMS médium s narostlou biomasou ptelijeme do centrifugacnich zkumavek a
centrifugujeme po dobu 15 min pii 7000x g, supernatant slijeme, apelet promyjeme 25 ml
Tris-HCI pufrem (0,1m, pH=7,2). Op¢t centrifugujeme pii stejnych parametrech. Cely postup
opakujeme tiikrat. Promyty pelet pouzijeme pro extrakci termostabilnich na cystein bohatych
proteindi.

Nejdiive zvazime sediment bun¢k — stanoveni hmotnosti mokré hmoty. K sedimentu se
pfidd Bug Buster Protein Extraction Reagent (Novagen) tak, aby pfipadlo 5 ml na 1 g
sedimentu. K rozbiti bunécnych stén hyf dojde pisobenim lysozymu, ktery se ptida k reakcni
smési do vysledné koncentrace 5 mg/ml. Nakonec se piidad dithiotreitol do vysledné
koncentrace 0,5 mM. Smés obou komponent a bakteridlniho sedimentu inkubujeme na
ttepacce po dobu 40 minut pii pokojové teplote. Po inkubaci smés centrifugujeme po dobu 30
minut pti 14 000 ot./min a + 4°C.

Supernatant odpipetujeme do cistych Eppendrofovych zkumavek (1,5 ml). Tyto zkumavky
inkubujeme 20 minut pii 100°C v termobloku a potom rychle ochladime v ledové lazni po
dobu cca 60 minut. Opétovné centrifugujeme 90 minut pii 14 000 ot./min a +4°C. Supernatant
obsahujici termostabilni bilkoviny pieneseme do popsanych ¢istych zkumavek. Supernatant
1ze pouzit okamZité k stanoveni koncentrace nebo uchovat pfi teploté nejméné -20°C.

Stanoveni koncentrace metalothioneinu

Do plastovych zkumavek se napipetuje 100 pl supernatantu vytemperované¢ho na laboratorni
teplotu a 5 ul ¢inidla DTNB. Po dobu 5 minut se necha probihat reakce Ellmanova ¢inidla se
sulthydrylovymi skupinami cysteinu nebo histidinu. Po ukonceni reakce v mikrokyveté
zméifime absorbanci pii 412 nm. Méfeni provedeme na spektrofotometru UV/VIS Lambda 11.
Jako blank pouzijeme 100 pl Tris-HCI pufru (0,05M, pH 7,2) + 5 ul DTNB.

Hodnoceni

Pro stanoveni koncentrace metalothioneinu se sestroji standardni kiivka ziskana méfenim
absorbance koncentra¢ni fady pfipravené fedénim MT z kréli¢ich jater v Tris-HCl pufru
(0,005M, pH 7,2) v rozsahu 1 — 25 pg/ml. Vypocet koncentrace metalothioneinu ve vzorku se
provede z rovnice regresni pifimky. Vypocteme mnozstvi produkovaného MT v ptitomnosti
jednotlivych tézkych kovii se vztahne na 1g mokré hmoty daného vzorku. MnoZstvi
vyprodukovaného MT v pfitomnosti jednotlivych kovl v kultivaénim prostiedi porovnadme
s obsahem MT v kontrole kultivované bez kov.

Obr. 3: Priklad kalibra¢ni ptimky
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Pokroclé techniky stanoveni metalothioneinu

V této uloze si ukdzeme pouziti pokrocilych technik k ptecisténi proteini ze smési a jejich
detekci. Z praktického hlediska je tiloha roz¢lenéna do tii samostatnych uloh.

Uloha: Precistéte izolovany metalothionein, stanovte jeho p¥itomnost, molekulovou
hmotnost, mnozstvi a ¢istotu ve vzorku

PreciSténi metalothioneinu pomoci chelatacni afinitni
chromatografie (IMAC)

Teorie

Chelatacni afinitni chromatografie je jednou z metod zalozenych na specifické interakci mezi
biomolekulou a ligandem (karboxymetylaspartat, tris(karboxymetyl) etylendiamin, N-(2-
pyridylmetyl)glycin). V pfipad¢, ze je ligand imobilizovan na vhodné stacionarni fazi a
provadime chromatografii, hovotfime o chromatografii afinitni. A pravé jednou z poslednich
zavedenych chromatografickych technik je chelata¢ni afinitni chromatografie, zalozena na
vzajemné interakci mezi biopolymerem v roztoku a kovovymi ionty vdzanymi na pevné fazi,
obvykle hydrofilnim polymeru. Vychazi se z Gzkého vztahu chovani proteind pii IMAC a
mnozstvi imidazolovych a thiolovych skupin na povrchu interagujiciho proteinu. Tato
interakce vynikne po potlaceni elektrostatické a hydrofobni interakce, které¢ také mohou mit
vliv na chovani proteinu pii IMAC. Vliv elektrostatické interakce se d4 odstranit pouzitim
vysoké iontové sily v médiu (obvykle se pouziva NaCl v koncentraci od 0.5 do 1 mol/l).
Proteiny se v koloné na pevnou fazi vazi pomoci koordinacni vazby, kterd je reverzibilni.
Nejvetsi vyuziti nasla IMAC, hlavné v pocatcich svého vyvoje, pfi purifikaci proteinti krevni
plazmy. Velice dileZitou aplikaci IMAC se v poslednich letech stava jednokrokova purifikace
rekombinantnich proteinii obsahujicich navic takzvanou histidinovou kotvu, ktera
zprosttedkuje vazbu proteinu na kolonu. Interakce chelataéniho nosi¢e se separovanym
proteinem je pak natolik silna, ze mizeme podminky separace nastavit tak, aby v idedlnim
ptipad¢ interagoval pouze ndmi separovany protein. Imobilizovanym kovovym iontem byva
v tomto ptipadé vétsinou Ni*" nebo Cu*".

Princip

Kolona obsahuje polymer, ktery véze dvoumocné ionty. Ty doddme do kolony pii jeji
ptipravé promytim kolony roztokem téchto iontd. Po aplikaci vzorku do takto pfipravené
kolony probéhne interakce mezi kovem a proteinem. Vznikaji koordinacni vazby mezi
akceptorem elektronti — kovem a donorem elektronii — aminokyselinovym zbytkem s vysokou
elektronovou hustotou (His, Cys, Trp) orientovaném na povrchu proteinu. Tim dojde
k zadrzeni proteini bohatych na tyto aminokyseliny v koloné a jejich odseparovani z roztoku,
ktery kolonou protece prosty téchto proteint. K eluci proteint z kolony vyuzijeme pisobeni
kyseliny etylendiamintetraaminooctové (EDTA), ktera je silnym chelata¢nim cinidlem (vaze
kovy) a proto rusi koordina¢ni vazby mezi molekulami proteint a ionty kovll v nosici kolony.
Proteiny jsou tedy vytésiiovany z vazeb a precisténé eluovany do roztoku.



Postup

Pomiicky: Injekeni stiikacky a jehly,

Chemikalie: Tris-HCI pufr pH 7,4, krali¢i metalothionein, 0,1M CuSO4, EDTA 0,5 M
MT bude precistén pomoci chelataéniho nosi¢e HiTrap Chelating HP (Amersham
Biosciences, UK).

Obr. 1: Kolona s nosi¢em HiTrap Chelating HP

Piiprava kolonky
a/ kolonka se promyje 5 ml deionizované vody (vymyti etanolu, ktery je pouzit pfi
uchovavani kolonky)
b/ kolonku promyjeme 5 ml 0,1M CuSO4 v deionizované vodé (nebo NiSOy)
¢/ znovu promyjeme 5 ml deionizované vody
Purifikace
a/ provedeme ekvlibraci kolonky promytim 5 ml 50mM Tris-HCI pufrem pH 7,4 +
NaCl (ve vysledné koncentraci 0,15M) — ekvilibraéni pufr
b/ naneseme 1 ml vzorku
¢/ promyjeme 10 ml ekvilibra¢niho pufru
d/ eluce — celkem 5 ml EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4 — eluéni pufr
1/1ml 0,01 mM EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4
2/ 1 ml 0,05 mM EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4
3/1ml 0,1 mM EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4
4/ 1 ml 0,5 mM EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4
5/ 1 ml 1 mM EDTA v 50mM Tris-HCI pufru pH 7,4
Vzorky po 0,5 ml jimame do Cistych zkumavek.

Reekvilibrace

a/ kolonku promyjeme 5 ml 50 mM Tris-HCI pufrem pH 7,4 + EDTA (ve vysledné
koncentraci 0,05 mM)

b/ promyti 5 ml deionizované vody

¢/ promyti 5 ml 20% etanolem

d/ uchovavani pfi teploté +5-10°C

Hodnoceni

V jednotlivych frakcich stanovime obsah MT (podle vySe uvedené metody). Pro stanoveni
koncentrace metalothioneinu se sestroji standardni kiivka ziskand méfenim absorbance
koncentra¢ni fady pfipravené¢ fedénim metalothioneinu z krali¢ich jater v Tris-HCl pufru
(0,005M, pH 7,2) v rozsahu 1 — 25 pg/ml. Vypocet koncentrace metalothioneinu ve vzorku se
provede z rovnice regresni pimky. Cistotu ziskaného preparatu ovéfime SDS PAGE a HPLC.



Elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v prostredi dodecyl
sulfatu sodného — SDS-PAGE

Teorie

Zkratka SDS-PAGE oznacuje elektroforézu v polyakrylamidovém gelu v prostiedi
dodecylsulfatu sodného. Je to separacni technika pouzivand k rozd€leni smési proteini na
jednotlivé frakce. Pohyb nabitych molekul v matrici je vyvolan pisobenim elektrického pole.
Podstatou separace je rozdilna pohyblivost proteint na zakladé elektroforetické mobility. Ta
je podminéna délkou polypeptidového fetézce, molekulovou hmotnosti, stupném rozbaleni
(denaturaci) proteinu, posttranslacnimi modifikacemi a dal§imi faktory. Gel piisobi jako sito a
matrice, ve které jsou pohybujici se slozky ukotveny. Proteiny o stejné velikosti doputuji v
matrici na stejné misto a po vizualizaci vytvoii tzv. band nebo-li prouzek. K vizualizaci
neviditelnych molekul proteind v matrici se pouziva barveni rliznymi technikami napf.
Coomasie blue, barveni stiibrem nebo barveni fluorescen¢nimi barvivy. Podminkou je, aby
barviva byla schopna vazby na proteiny. Molekuly proteinu nachdzejici se po prob&éhnuti
elektroforézy ve stejném prouzku jsou stejné velikosti. Pokud jsou prouzky ve vzajemné jiné
poloze, tak v nich obsazené proteiny jsou nestejné velikosti (jedna se tedy o rizné proteiny).
Molekulovou hmotnost proteini v prouzku uréujeme pomoci polohy tzv. markert, tedy
proteini o znamé molekulové hmotnosti, které jsou podrobeny elektroforéze ve stejném gelu
(a za stejnych podminek) jako vzorek.

Tato metoda nachdzi Siroké uplatnéni vitadé veédnich disciplin, napf. mikrobiologie,
molekularni biologie, imunologie, forenzni védy...

Princip

Molekuly proteini maji amfoterni charakter, jejich naboj je tedy zavisly na pH. Migraci v
elektrickém poli v gelu ovlivitluje krom¢ ndboje také prostorovy tvar molekul proteint.
Dodecylsulfat sodny je detergent, ktery se vaze na molekuly proteint (v poméru 1,4 g SDS na
1 g bilkoviny), denaturuje je a poskytuje jim uniformni néboj. Ke zruseni sekundérni, terciarni
a kvarterni struktury dopomaha také ptidavek merkaptoethanolu, ktery redukuje disulfidické
mustky. Po plsobeni SDS jsou proteiny nabity negativné a tudiz se v elektrickém poli
pohybuji k anod¢ (tedy elektrod¢ s kladnym nabojem). Déleni probihd pouze na zakladé
velikosti molekuly. Polyakrylamidovy gel ptsobi jako prostorové sito, jeho pory jsou rtizného
pruméru, délky a tvaru. VEt§i molekuly proteinti jsou v tomto situ brzdény, naopak mensi
molekuly putuji rychleji, protoze diky mensi velikosti snadnéji prochazeji pory gelu. Ve
vysledku se tak proteiny rozd¢li, skupina proteinii o stejné velikosti doputuje ve shluku do
stejné vzdalenosti. Elektroforézu je nutné zastavit v urCitém case. Kdybychom nechali
elektrické napéti pusobit delsi dobu, tak vSechny proteiny doputuji az k anodé.

Po skonceni elektroforézy je nutné vizualizovat proteiny v gelu pomoci metody barveni
Coomassie blue. Coomassie blue je barvivo, které pronikd matrici a vaze se na molekuly
proteintl. Po obarveni jsou oblasti gelu s proteiny zbarveny modfe. Proteiny v konkrétnim
prouzku maji stejnou elektroforetickou mobilitu (tudiz by mély byt stejné molekulové
hmotnosti). Metalothioneiny jsou proteiny o malé molekulové hmotnosti (do 10 kDa), proto
by odpovidajici prouzky mély objevovat v ¢ele gelu.



Obr.1: SDS-PAGE: princip
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Chemikalie a roztoky:
Roztoky pro SDS-PAGE

1) NaPBS pufr

Na,HPOy . 12 HyO (Lachema) ........cccoeeevieeeiieeiieeieeeeeee 1,45 ¢g
NaH,;PO, . 2H,0 (Lachema) ......... cocveeeiveeeiieeieeeieeeeeee 0,15¢g

NaCI (LACh-NET) ...oeeeiiiiciieeeiie e 4g
Deionizovand voda (ddH20) ...cccvvveeiien i 500 ml

pH roztoku upravit na hodnotu 7,3

skladovat pfi teploté +4°C

2) Pufr na zpracovani vzorku

Tris (Biotech, Serva) ......occovveiiiieiiieeiieeeeee e 1,5¢

AAH2O s 50 ml
rozpustit, upravit pH na hodnotu 6,8

Merkaptoetanol (Merk) ........ccoecvieiiiiiiieniiiiiiieeeeeeeee, 10 ml
Glycerol (Sigma - Aldrich) .......cccoevviieiiiiiiiieeee e, 25,2 g (20 ml)
SDS (METK) ..evieniieiiieiieeieeee ettt e 4 g.......rozpoustet pii 37°C
ddH;0...covv doplnit na 100 ml

skladovat pfi teploté +4°C

3) 0,1% zasobni roztok bromfenolové modii (BFM)

BFM (Sigma — Aldrich) ......ccoooveviiiiiiiieiieieceeeeeeee, 0,1g
AAH20 e 100 ml
skladovat pti teploté +4°C

4) Roztok akrylamidu

Akrylamid (Sigma - Aldrich) .......ccocovviiiiiiiiiiiieeee 292 ¢
N,N’-metylenbisakrylamid (Sigma — Aldrich) .................. 0,8¢g
AdH20...coiiie 50 ml

doplnit na objem 100 ml
skladovat pfi teploté +4°C



5) Pufr pro separacni gel

Tris (Biotech, Serva) .......cccooieviiiiiiiniiiieeeeee e 18,15 ¢
AAH2O .. 50 ml
rozpustit a upravit pH na hodnotu 8,8 pomoci HCI
ddH;0..couvieeeee, doplnit na 100 ml

skladovat pfi teploté +4°C
6) Pufr pro stacking/koncentracni gel

Tris (Biotech, Serva) .......cccoovieiiieiieiiieieecceee e 6g
AAH2O .o 50 ml
rozpustit a upravit pH na hodnotu 6,8 pomoci HCI
ddH,0............. doplnit na 100 ml

skladovat pfi +4°C

7) 10% roztok dodecyl sulfatu sodného (SDS)

SDS (METK) ..ttt 25¢g
AAH2O ..o 25 ml

rozpustit pii teploté 37°C
uchovat pii laboratorni teploté
8) Pufr do zasobniki (Tank/ELFO pufr)

Tris (Biotech, Serva) ......cccoceeviiieiiiieeeceeeeeee e 225¢g
Glycin (Biotech, S€Tva) ......ccccecveeeiieieieeeiieeeie e 10,8 g
SDS (MEIK) ..t 0,75 g
AAH20 ... 750 ml

pH upravit na hodnotu 8,3 — 8,6; ptipravit vzdy Cerstvy

9) Ziedény pufr pro separacni gel s 0,1% SDS

Pufr pro separacni gel (€. 5)..ceevvrerviieeniiieiieeiee e 2,5 ml
10% 10ZtoK SDS (€. 7)uveiieiiieeiie e 0,1 ml
AAH2O ..o 7,5 ml

ptipravit vzdy Cerstvy
10) 10% roztok persiranu amonn¢ho
Persiran amonny (Fluka, Chemika) ..........cccoocuvevieniiennennnn. 0,1g

pH upravit na hodnotu 5 — 6, ptipravit vzdy Cerstvy
11) Pufr pro zpracovani vzorku obsahujici BFM

PULT (€. 2)iieeeeeeeee e 2,5ml
0,1% 10Ztok BFM.....cooiiiiiiiiieeeee e 0,1 ml
AAH2O e 2,5ml

skladovat pfi teploté +4°C
12) Fixacni roztok

uchovat pii laboratorni teplote, pouzit maximalné 2x
13) Barvici roztok

Coomassie Blue G-250 (Fluka, Chemika)..........c.cccccvveeunennns 02¢g
Metanol (Penta) ........ccceevveeeeiiieiiieeeeeee e 200 ml
Kyselina octova (Penta) .........ccccceveeciiieeciieciie e 40 ml
AAH2O .o 160 ml

uchovat pfi laboratorni teplote, pouzit maximalné 2x, pfed kazdym pouzitim piefiltrujeme
14) Odbarvovaci roztok
Metanol (Penta) .......ccccveeevieeiiieeiieeeeee e 250 ml



uchovat pfi laboratorni teploté, pouzit maximalné 2x

15) Inhibitor proteaz AEBSF

5 mg inhibitoru AEBSF (Sigma - Aldrich) se rozpusti ve 200 ml deionizované vody
upravit pH pod hodnotu 7, uchovavat v lednici pii 2 — 8°C

Separacni gel

AAH20 ..o 13,4 ml
Pufr pro separacni gel........coceeevieiiieeiieniecieeeece e 10 ml
Roztok akrylamidu..........cocoeviiiiiiniiiiiee 16 ml
TO% SDS...eeeee e 0,8 ml
TEMED (METK) ..oeeeviiieiieeeee ettt 20 ul
Roztok persiranu amonného ....................cooeiiininn, 140 pl

- povrch gelu se prelije nasycenym isobutanolem (Penta)
Stacking (koncentracni) gel

AAH20 oo 11,3 ml
Pufr pro stacking gel ........cccoovieviieiieniiiieeeee e 5ml
Roztok akrylamidu ...........ccecovieeiiieeiiieciieeee e 3,4 ml
TO% SDS .o 0,2 ml
TEMED (METK) ...cvieiieiieiieieeietee et 25 ul
Roztok persiranu amonného ............cceceevieriienienieeneennee. 100 pl

Elektroforéza se provadi na zafizeni Biometra. Prvnim krokem elektroforézy je vzdy
priprava skel. Ta se nejprve musi zbavit piipadnych necistot (omyti detergentem,
deionizovanou vodou a ethanolem), vlozi se tésnéni a piichyti svorkami. Mezi skla se vlozi
hieben a odméii 1,5 cm od konce zoubki a od tohoto mista se odméfi 11 cm.

Druhym bodem postupu je ptiprava separacniho gelu. Tento se pfipravi smichanim vSech
komponent a nalitim takového objemu, aby vyska hladiny byla cca 3 mm nad horni znacku;
povrch gelu se prelije 2 ml isobutanolu a necha se 50 minut (maximaln¢ 1 hod) polymerovat.
Po uplynuti doby polymerace se isobutanol slije a povrch gelu se tfikrat oplachneme
deionizovanou vodou. Nasleduje pteliti 2 ml zfedéného pufru pro separacni gel s 0,1% SDS.
Cela sestava se piekryje PE folii (zdbrana odpafovani) a nechd se polymerovat pies noc.
Nasledujici den se ptipravi stacking (koncentracni) gel smichanim danych komponent.
Jesté pred piipravou koncentra¢niho gelu je nutné povrch separa¢niho gelu omyt pufrem pro
stacking (koncentra¢ni) gel a osusit filtracnim papirem. Nasledn¢ se separacni gel prevrstvi
roztokem koncentra¢niho gelu, vlozime “hiebinek* a sestava se nechd 65 minut polymerovat
na vyvazené ploSe pfi laboratorni teplot¢.

Dale :

- tenkou tuzkou na sklo ozna¢ime Stérbiny na gelu (pro rychlejsi orientaci oznac¢ime
kazdou patou jamku Cislem)

- opatrné vyjmeme hieben a jamky vyplachneme 2x pufrem do zasobniku (tank pufr)

- do dolniho zasobniku nalejeme tank pufr

- odstranime tésnéni ze stfedu skel, vysusime zbylou kapalinu a opatrné ponotime dolni
cast skel do pufru spodniho zasobniku tak, aby se do prostoru mezi skly nedostaly
bublinky



- skla upevnime k aparatuie pomoci svorek tak, aby vyfiznuté sklo smétovalo k vané a
naplnime $térbinu v gelu do poloviny tank pufrem
- do jednotlivych jamek pipetuyjeme 20 pl vzorku, markeru nebo blanku
mikrodavkovacem Hamilton (pipetovani podle schematu: 1. a 18. jamka pufr pro
zpracovani vzorku s BFM (tzv. ,blank®); 2. jamka molekulovy marker
(SigmaMarker); do ostatnich analyzovany vzorek (pfipravi se smichdnim 35 pl
vzorku a 10 pl bromfenolové modii)
- Stérbiny doplnime tank pufrem a naplnime jim i horni zasobnik a prostor mezi skly a
vanou
- pfipoji se elektrody, zdroj se nastavi na 15 mA a ¢as 450 minut
- elektroforézu ukoncime v momentée, kdy trasovaci barvivo (jamka 1. a 18.) dosdhne
spodni znacky — 11 cm)
- po celou dobu elektroforézy musi byt aparatura napojena na vodni lazen o teplote
20 °C.
Poslednimi kroky SDS-PAGE je fixace, barveni a odbarvovani gelu. Opatrné se oddéli skla,
odstrani se horni koncentracni gel a zbyly separacni gel se zvlh¢i starSim odbarvovacim
pufrem. Poté se gel pfenese do plastové nadoby s fixaénim roztokem. V tomto roztoku se gel
promyva na tiepacce 10 minut. Po uplynuti této doby se gel oplachne starSim odbarvovacim
roztokem a piidd se roztok barvici. Nadoba sgelem se piekryje PE folii a jemné
se na tfepacce promyva pres noc. Druhy den se barvici roztok slije, gel se opét oplachne
star§im odbarvovacim roztokem a nasledné se piidd cerstvy odbarvovaci roztok a necha
se pusobit 10 minut. Tento krok se opakuje jest¢ dvakrat vzdy snovym odbarvovacim
roztokem. Podle intenzity zbarveni vzorkl se mize ¢as odbarvovani prodlouZit ¢i zkratit.
Nakonec gel sejmeme skenerem a jako soubor .tif je uloZzen v pocitaci.

Obr. 2: Schéma zatizeni pro elektroforézu
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Obr. 3: Ptiklad elektroforegramu vzorku s obsahem MT

—_—
Standard Cu Co Hi Zn &d K+
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Porovname pocet prouzkii v jednotlivych bézich a podle markeru stanovime orienta¢né
molekulovou hmotnost bilkoviny v kazdém ze vzorkd.



High Performance Liquid Chromatography, HPLC

Teorie

Separacni metody jsou vétSinou zalozeny na rozdilné distribuci délenych latek mezi dvé rlizné
nemisitelné faze. Chromatografie je separacni (dé€lici) a souCasné i analytickd metoda,
umoziuje prokazat ptitomnost slozek analytu, rozdélovat je, identifikovat a kvantifikovat.
Chromatografické techniky je mozné rozdélit podle n€kolika hledisek:

1) povaha mobilni faze: plynova (GC), kapalinova (LC)

2) zpisob provedeni : kolonova (sloupcova), plosna (planarni)

3) princip separace : rozdélovaci, adsorpcni, iontové vyménna, gelova, afinitni

4) pracovni zptiisob: elu¢ni (analyticka ch.), frontalni, vytésiovaci

5) cel: analyticka, preparativni (preparacni)

HPLC znamena vysokoucinné kapalinova chromatografie (n€kteti ji oznacuji také jako high-
priced liquid chromatography, bohuzel pravdive). Jako mobilni fize je pouzivana kapalina,
usporfadanim je to kolonovd chromatografie. Podle pouzitych fazi rozliSujeme na
chromatografii s normalnimi fdzemi (stacionarni faze je polarni a mobilni faze nepolarni),
nebo chromatografii s obracenymi (reverznimi) fizemi (RP-HPLC, staciondrni faze je
nepolarni a mobilni. fdze polarni). V soucasnosti je tak vyuzivand RP-HPLC, Ze casto se tato
varianta oznacuje jako HPLC. Jak napovida zkratka, tato metoda pracuje s vysokymi
pracovnimi tlaky v systému, kterymi je kapalina (mobilni faze) “tlatena* ptes sorbent (pevna
faze). To umoznuje pouzit stacionarni fazi s vétSim povrchem, na kterém dochazi k
interakcim pevna faze-mobilni faze, ¢imz se dosahuje dokonalejsi a rychlejsi déleni latek.
Obecn¢ ma kazdy typ HPLC jiny typ interakci, mechanizmus rozdélovani latek ze smési na
kolon¢. Retence latky na kolon€ zdvisi na jejich chemické struktuie, slozeni a geometrii
stacionarni faze, a také na slozeni prosttedi.

Hlavni procesy podilejici se na rozdélovani mohou byt fyzikalné-chemicka adsorbce,
absorbce slozek vzorku z mobilni faze, iontova vyména probihajici na povrchu pevné faze,
separace slozek na zékladé efektivni velikosti molekul vzorku v pérovité strukture pevné faze.
Po rozd€leni jsou latky detekovany na detektorech. Pouziti typu detektoru zavisi na druhu
analytu a analyzy. Obecn¢ dalsi kritéria, které se u detektori berou do tivahy jsou: selektivita,
citlivost, detek¢ni limit, stabilita signalu, opakovatelnost vysledkii, linearni rozsah. Typy
nejCastéji pouzivanych detektord jsou UV/VIS absorbéni detektor, refraktometricky,
fluorescen¢ni, vodivostni a v souCasné dobé se prudce rozviji pouziti hmotnostniho
spektrometru jako detektoru. Chromatografie nachazi Siroké vyuziti v chemii, medicing,
analyzach 1éCiv, potravin, vzorki z zivotniho prostiedi atd.

Princip

Chromatograficky systém zahrnuje tfi komponenty: mobilni fazi, vzorek a stacionarni fazi.
Separace (dé€leni) probihd v kolong, kterd obsahuje stacionarni (nepohyblivou) fazi = sorbent
a mobilni (pohyblivou) fazi = eluent. Rozdilné analyty (d€lené latky) maji rozdilnou afinitu ke
stacionarni fazi, a tak podléhaji rizné distribuci (rozdélovani) mezi mobilni a stacionarni fazi
(Obr. 1). Tyto rozdilné interakce maji za nasledek, Ze analyty jsou rozdiln¢ zadrzovany a
zpozd’'ovany (retardovany). Pevné faze v koloné mohou byt riznych typi a podle toho se
vyznacuje interakcemi, které se podileji na rozdélovani smési. K pfecisténi a izolaci
metalothioneinu pouZzijeme hydrofobni stacionarni fazi tvofenou poréznim silikagelem



s navazanymi alkylovymi skupinami C;sHs7. Jedna se tedy o HPLC s reverni fazi. Pfi pouziti
této stacionarni fize maji méné poldrni molekuly del$i retencni Cas, zatimco polarné;jsi
molekuly jsou eluovany rychleji. Detekce je zabezpecena UV/VIS detektorem. Mnozstvi
absorbovaného svétla zdvisi na mnozstvi konkrétni slouceniny, ktera v cCase prochazi
paprskem. Vysledek je zaznamenan v podobé pika v chromatogramu. Kazdy pik predstavuje
slouceninu ze smési. Za dodrZeni stejnych podminek je retencni ¢as pro danou slouceninu
stejny. Tento fakt Ize vyuzit k identifikaci slouceniny. Kvantifikace latky se provadi integraci
plochy piku. Analyzy jsou provddény na kapalinovém chromatografu, jeho komponenty a
typické uspotadani je na Obr. 2.

Obr. 1: Schéma procesu na kolon¢ Obr. 2: Schéma usporadani kapalinového
chromatografu
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Postup

Pomiicky: kapalinovy chromatograf Agilent 1100 (Obr. 3) vybaveny autosamplerem (Obr. 4)
a ovladany PC, vialky k autosampleru, automatické pipety
Chemikalie: Kyselina trifluoroctova, acetonitril

Obr. 3: Kapalinovy chromatograf Agilent 1100




Obr. 4: Autosampler v akci

Nejdiive nastavime parametry metody.
Podminky:
Kolona - Agilent Poroshell 300SB C18
Metoda — C:\CHEM32\\METHODS\IZOKRAT.M
Prttok - Iml/min.
Mobilni faze: A —0,1% TFA (kys. trifluoroctova) v demi H,O,
B —0,75% TFA v acetonitrilu
Izokraticky (25%B, 75%A)
VInova délka A=200nm
Teplota kolony +30°C
Objem vzorku — 10 pl
Doba trvani — 15 min.

br 5: rostfdi ovladaciho software Chemstation
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Vialku, do které jsme nepipetovali 100 pl vzorku, vlozime do autosampleru a znackneme
tlacitko start. Po skoncené analyze se na monitoru objevi zdvére¢ny protokol obsahujici:
podminky experimentu, grafické znazornéni pribéhu déleni s jednotlivymi piky a jejich
retenénim Casem, vypoctenou plochu piki a % plochy pfipadajici na kazdy pik.
Chromatogram lze pievést do 3 D spekter.

Obr. 6: Priklad zaznamu prib&hu analyzy Obr. 7: 3D spektra v jednotlivych picich
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Hodnoceni
Porovname pocet pikl a retencni Casy zjisténé v jednotlivych vzorcich.
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14 Méreni schopnosti kvasinek flokulovat

Uvod

Kvasinky patfi celosvétové k  primyslové nejvyuzivanéjSim mikroorganizmim
(potravinafstvi, farmacie, rizné oblasti védy, techniky i mediciny, modelové organizmy, atd.).
Buiika kvasinek je eukaryotniho typu, ma ovSem silnou a pevnou bunécnou sténu tvorenou
pfevazné glukany, glykozylovanymi proteiny (manany) a chitinem.

Flokulace je reverzibilni schopnost kvasinek tvofit vétsi celky, shlukovat se a nasledné se
rychle usazovat nebo stoupat na povrch média. Je ovlivnéna celou fadou faktord (kmen
kvasinek, médium, typ kultivace, ¢as, pH, atd.). Objevuje se spontann€¢ na konci kvaSeni,
usnadiiuje odstrafiovani bunék z fermentacniho média a tedy i vyrazné zlehcuje ziskévani
produktu, namisto pouziti filtrace. Pro pramyslové aplikace (pivovarnictvi, vinafstvi,
produkce bioetanolu a zpracovani odpadnich vod) je flokulace vitanou vlastnosti kvasinek.
Komponenty flokulace jsou bunécéné stény kvasinek, tedy o-mannany, proteiny (Flop =
zymolektiny) a vépenaté ionty. Mechanizmus flokulace popisuje lektinova teorie z roku 1982,
podle které ,.&ni“ povrchovy protein (zymolektin) zbuiiky a v piitomnosti Ca’" vaZe
cukernaté zbytky na povrchu sousedni buiiky. Tyto znalosti se vyuzivaji pii méfeni schopnosti
kvasinek shlukovat se (promyvani bunék ¢i pfidani vapenatych iont). Pfidani cukru do
roztoku muze zablokovat lektiny pro vazbu na sousedni buiiky a tedy i pro flokulaci. Je
znama 1 koflokulace mezi kvasinkami a bakteriemi.

14.1 Flokulac¢ni test — modifikovany Helmiv sedimentacni test

Princip metody

Principem metody je porovnani rychlosti sedimentace bunck v pfitomnosti a nepfitomnosti
dvojmocnych iontl. Proto jedna cast narostlych bunék je promyta EDTA (kyselina
ethylendiamintetraoctova, Chelaton 2 - "sekvestruje", vyvaze ionty). Druha ¢ast kultury je
naopak promyta roztokem obsahujicim Ca®". Rozdil v rychlosti sedimentace se stanovi
nefelometricky — stanoveni procenta flokulace.

Material a zafizeni

e Mikroorganizmy:
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pastorianus

e Chemikalie a roztoky:
YPD médium (2% pepton, 2% D-glukoéza, 1% kvasni¢ny extrakt; pH 6,34)
EDTA 50 mM, pH 7,0
promyvaci roztok — CaSQO4 0,51 g/l
sedimentacni roztok - CaSO4 0,51 g/l; octan sodny 6,8 g/1; kyselina octova

4,05 g/l; etanol 4% (v/v); pH 4,5

e Pristroje:
centrifuga, pH metr, vortex
spektrofotometr Spekol 20

Postup

Flokulac¢ni test je provadén s buiikami, které byly kultivovany po dobu 48, 72 nebo 96 hodin
pti 30°C za danych kultiva¢nich podminek (staticky nebo pii tfepani 120kyvli) metodou dle
Lawrence a Smart (2007).



Buiiky narostlé v 20 ml média centrifugujeme pii pokojové teploté (5000 rpm, 10 min).
Supernatant odlijeme do sklenéné kadinky a zmétime pH. Sediment bun¢k resuspendujeme v
destilované vodé a nafedime na koncentraci bunék 10%/ml (odpovida piiblizng hodnot&
absorbance 1,700+0,050 na pfistroji Spekol 20 pii 620 nm). Ze suspenze odebereme 400 pl
do dvou zkumavek oznacenych A a B.

Suspenzi ve zkumavce A promyjeme 1 ml destilované vody a centrifugujeme (5000 rpm,
5 min). Sediment resuspendujeme v 1 ml 50 mM EDTA (pH 7,0), dikladn¢ promichame a
poté pieneseme 1 ml suspenze do 9 ml destilované vody. Po promichani pieneseme
1 ml suspenze do 2 ml destilované vody a ithned zméfime absorbanci pii 600 nm (A).
Suspenzi ve zkumavce B promyjeme 1 ml promyvaciho roztoku a centrifugujeme (5000 rpm,
5 min). Sediment resuspendujeme v 1 ml sedimenta¢niho roztoku, fadné promichame a
pfeneseme 1 ml suspenze do zkumavky. Takto se vzorek ponechéd 20 min stat v klidu. Po této
dobé odebereme svrchnich 100 pl a preneseme do 900 pl destilované vody. Ke vzorku
pfidame 2 ml destilované vody a ihned zméfime absorbanci pfi 600 nm (B).

Miru flokulace vypocteme podle vzorce:

A-B

%F = x100

kde A =absorbance vzorku ze zkumavky A; B = absorbance vzorku ze zkumavky B.

Vyhodnoceni a zavér

Z naméfenych hodnot vypocteme % flokulace pro jednotlivé kmeny v daném typu kultivace a
vytvoiime tabulku (hodnoty od vSech skupin ve cviceni). Sestrojime graf, kde je osa x — kmen
kvasinek; osa y - % flokulace; vedlejsi osa y — pH a statisticky porovname ziskané vysledky
(zavislost flokulace na podminkach kultivace a rozdil mezi studovanymi kmeny).
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