Postup C. 8: Izolacia antibiotika a jeho detekcia pomocou TLC metddy

- Po skonceni fermentacie streptomycét bude potrebné izolovat a detegovat pritomné
antibiotikum

Metdda A: z tekutej Zivnej pody

- Ztekutej Zivnej pody odoberieme 1 ml Zivného média a vloZime do eppendorfovej skimavky
- Vzorku scentrifugujeme

- Supernatant o objeme 500 ul oddelime a prenesieme do druhej eppendorfky

- Ksupernatantu priddme 100 ul extrakéného ¢inidla (chloroform:metanol:acetén:1%amoniak)
- Vzorku vortexujeme aby antibiotikum preslo do extrakéného ¢inidla

- Nasledne vzorku centrifugujeme

Metdda B: z petriho misky

- Z petriho misky odoberieme korkovrtom 2 vyseky a prenesieme ich do eppendorfovej
skimavky

- Priddme extrakéné Cinidlo v obejeme 100 ul a s pomocou pripravenej Spicky rozdrvime agar
aj s mikroorganizmamy

- Porozdrveni eSte vortexujeme vzorku

- Nasledne vzorku centrifugujeme

Pokracovanie pre vSetkych rovnakym postupom:

- Pripravime si uz vopred upravenu hlinikovu féliu s nanesenym EDTA na povrchu, EDTA sa
pouziva v pripade latok, ktoré dokazu na seba viazat kovy, aby sa nase ATB nenaviazalo na
hlinikovu féliu, je potrebné naniest tenku vrstvu EDTA na povrch hlinikovej félie

- Asi 1,5 cm od zaciatku stripu si ceruzkou urobime ciaru

- Nau nanesieme 2 ul so vzniknutého supernatantu v bodoch

- Je potrebné aj poutzitie kontroly, v nasom pripade sa bude jednat o Cisty tetracyklin,
rozpusteny v rovnakych rozpustadlach (extrakéné Cinidlo)

- Vzorky umiestnime vedla seba na strip v primeranych rozostupoch do stipcov

- Strip po ususeni vzorky umiestnime do mobilnej fazy (rovnaké extrakéné cinidlo) vo vyvyjacej
komore (v naSom pripade uzatvaratelné flase) s objemom cinidla 5 ml vertikalne

- Mobilna faza bude postupovat smerom hore a v bode jej zastavenia si urobime ciaru

- Nechame ususit a vizualizujeme pod UV lampou

Nasledujuci schéma je vizualizacia postupu:

A., priprava TLC platne (stripu)

B., ceruzou si vyznadit liniu nanasania vzoriek

C., Nanesené a ususené vzorky + Standard (kontrola) Cisté ATB

D., TLC platna vloZend v chromatografickej komore v mobilnou fazou v objeme 5 ml

E., Vzlinanim mobilnej fazy do platne sa vzorka separuje, skoncit asi 1 cm od vrchnej hrany TLC
platne

F., po skonéeni vzlinania vybrat TLC platriu z komory a koniec mobilnej fazy oznacit ¢iarou a
nechat ju ususit

G., vizualizovat pod UV lampou pri 366 nm a oznacit ¢iarou presny stred metabolitu

H., odmerat vzdialenost A a B a dosadit do vzorca Rf = B/A
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