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C8113 Metody v biotechnologii

PROTOKOL

Produkce rekombinantniho proteinu v bioreaktoru

Pichia pastoris
1.

Ptilozte graf(y) s prib&hem parametrl kultivace a okomentujte jednotlivé faze fermentace.

Escherichia coli
1.

Ptilozte graf(y) s prib&hem parametrl kultivace a okomentujte jednotlivé faze fermentace.

2. Pomoci excelového souboru ,.simulace exponencidlniho piikrmu* ze zadanych parametrii

(Yxis=0,357 g g, conewo =893 g1, coo=1 g I', ¢sy=700 g I', pser = 0,15 b, Vro=11)
uréete nasledujici udaje: a) rovnice exponencialniho piikrmu pro g¢gss b) rovnice
exponencialniho ptikrmu pro vpum, ¢) rovnice exponencidlniho rustu mypcw; d) doba piikrmu
potfebnd pro dosazeni cca 100 g bunck; e) koncentrace bun¢k na konci exponencialniho
prikrmu; f) maximalni dosaZena rychlost pumpy; g) konecny objem bioreaktoru; h) mnoZstvi
glukosy pfidané pumpou. Uvazujte 17 h pfikrm a 6 h produkéni fazi, ve které je rychlost

piidavku substratu 50 ml h.

Semilogaritmickym prolozenim potvrd’te exponencidlni riistovou kiivku a urcete maximalni

specifickou rychlost rustu vsadkové faze v bioreaktoru. Vysledek diskutujte.
Pro¢ nelze zcela stejné urceni specifické rychlosti riistu vyuzit i béhem piikrmové faze?
K ¢emu slouzi zastaveni ptidavku substratu v souvislosti se sledovanim odezvy signalu pH?

K jakym dal$im zméndm dochézi po vy€erpani substratu?



Purifikace rekombinantniho proteinu

1. Pomoci ziskanych dat béhem izolace a purifikace rekombinantnich proteinti doplite

nasledujici tabulky:

Kryptogein
Metoda Koncentrace proteinu Objem MnozZstvi proteinu Vytézek
[mg ml”] [ml] [mg] [%o]
Extracelularni
medium 100%
IEC
Glukosaoxidasa
Metoda Koncentrace proteinu Objem MnoZstvi proteinu Vytézek
[mg ml] [ml] [mg] [%o]
Bunéény extrakt 100 %
IMAC
SEC

2. Pftilozte a popiste chromatogramy IMAC, SEC a IEC purifikace rekombinantnich proteint.
3. Ptilozte a popiste SDS-PAGE gel a Western Blot.
4. Okomentujte vysledky exprese a purifikace rekombinantnich proteinii a moznosti dalSiho

postupu k ziskani ¢istého nativniho proteinu.
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