SEPARACE LIPIDU ZE SERA
Poznamka: organicka rozpoustédla NEPIPETOVAT pistovymi mikropipetami!!!!

Uloha 1: Rozd&leni sérovych lipidii pomoci preparativni tenkovrstvé chromatografie a
stanoveni koncentrace jednotlivvch sloZzek

Princip:

Chromatografie je jedna znejrozSifencjSich analytickych metod umoziujici U¢innou
separaci latek nutnou pro spolehlivou identifikaci a kvantifikaci slozek sledovaného vzorku.
K rozdéleni latek dochazi na zaklad¢ jejich riizné pohyblivosti v systému dvou fazi —
stacionarni (zakotvené) a mobilni (pohyblivé). Ruzné latky se li§i ve svych adsorpénich
vlastnostech, v hodnotach rozdélovacich koeficientd, ve svych rozmérech ¢i ve svych
nabojich, coz lze v8e vyuzit vchromatografii kjejich rozdéleni na vhodném
chromatografickém zafizeni. Stacionarni fazi mize byt pevna latka (papir, Si0,, Al,O3) ale 1
kapalné faze zakotvend na pevném nosici, mobilni fazi pak byva kapalina ¢i plyn. Z hlediska
provedeni uspotadani chromatografického zatizeni délime chromatografii na ploSnou a
sloupcovou, z hlediska urcujiciho mechanismu dé€leni latky mezi staciondrni a mobilni fazi
pak chromatografii adsorpcni, rozdélovaci, iontové vyménnou a dalsi.

Tenkovrstva chromatografie (TLC) je piipadem ploSné chromatografie s prevladajicim
adsorpénim mechanismem déleni analyzované smési latek. Vlastni chromatograficky
experiment se provadi na tenké vrstvé sorbentu nanesené¢ho na vhodné podloZce (sklo, kovova
folie). Vzorek se ve velmi malém mnozstvi (ul) nanasi na zacatek vrstvy (start) spole¢né se
standardy obdobn¢ jako v ptipad¢ papirové chromatografie. Po zaschnuti nanesenych vzorkt
se vrstva vlozi do vyvijeci komory s vhodnou smési rozpoustédel (mobilni faze) tak, aby
startovni linie byla nad hladinou a komora se uzavie. Vyvijeni chromatogramu probiha tak
dlouho, dokud se celo vzlinajici smési rozpoustédel nepfiblizi k okraji desky. Poté se
chromatogram vyjme, vysu$i a vhodnym zpiisobem detekce se zjisti, kam doputovaly latky
obsazené ve vzorku.

Stacionarni faze: oxid hlinity, silikagel, celuldza, iontoménice, polyamid a silikagel s -C18, -
NH; nebo -CN skupinami (tenké vrstvy mohou obsahovat fluorescenéni indikator UVjss k
usnadnéni detekce analyzovanych latek)

Mobilni_faze: cyclohexan, toluen, chloroform, dichlormethan, aceton, ethanol, methanol,
voda, amoniak, kyselina octova a jejich smési

Detek¢ni metody

a) ponofeni nebo postiik chromatogramu vhodnym ¢inidlem

b) fluorescence luminoford v UV zafeni

c) zhaseni fluorescence tenkovrstvé desky nadopované fluorescenénim indikatorem
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Roztoky a pomiicky:

sérum

chloroform

methanol

hexan

diethylether

kys. octova

detekcni cinidlo

zkumavky

stojanek na zkumavky

pipety, pistové mikropipety, pasteurovy pipety
centrifuga

chromatograficka deska

chromatograficka vana

rozprasovac

susarna

Spachtle

souprava pro stanoveni celkovych lipidii (Lachema)
H,804

Postup:

1) Extrakce lipidu ze séra a odpareni pod dusikem:

Do centrifugacni zkumavky odméite 4 ml smési chloroform - methanol (1:1) a ptidejte 0,2 ml
séra. Protiepejte, uzaviete a nechte centrifugovat na stolni centrifaze pii 3000 ot/min po dobu
5 min. Horni vrstvu (3,5 ml) opatrné odsajte pomoci pipety do jiné zkumavky. Zapnéte
odsavani v digestofti a pii 60°C nechte odpafit béhem cca 15 min pod dusikem do sucha.

2) Chromatografie a identifikace kyselinou fosfomolybdenovou:

Ptiprava mobilni faze:

160 ml hexanu, 40 ml diethyletheru, 6 ml kyseliny octové (cca 98%)

Tuto smé&s nalijte do chromatografické vany a fadn€ promichejte. Vanu uzaviete a nechte 30 -
45 min nasytit.

Ptiprava chromatografické desky:

Me¢kkou tuZkou oznacte ramecek: dolni okraj 2,5 cm, horni okraj a strany 1 cm. Vnitini
plochu rozdé€lte na 5 poli po 3,6 cm a nahote jednotlivé drahy oznacte.

Postup chromatografie:

Odpateny extrakt (z 1)) rozpustte v 75 pl smési chloroform - methanol (2:1). Tento cely
objem naneste postupné ve 3 davkach Pasteurovou pipetou na chromatografickou desku a po
kazdém naneseni nechte odpafit rozpoustédlo. Potom vlozte desku do nasycené
chromatografické vany, rychle uzaviete a nechte cca 60 min vyvijet (az ¢elo mobilni faze
doséhne 1 cm od horniho okraje desky). Desku vyjméte z vany a nechte v digestofi vysusit.
Ptiprava detekéniho Cinidla:

kyselina fosfomolybdenova 0,05 mol/l

Ze zasobniho roztoku odméite 5 ml a pridejte 5 ml ethanolu. Detekéni ¢inidlo nalijte do
rozprasovace a rovnomérné jim postiikejte pole se standardem na chromatografiké desce.
Desku vloZte na 5 - 10 min do susarny vyhiaté na 60°C.
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3) Izolace jednotlivych sloZek lipidii:

Sérové lipidy byly rozd€leny na 5 slozek sefazenych podle vzristajiciho Rg: fosfolipidy,
diacylglyceroly, mastné kyseliny, triacylglyceroly a estery cholesterolu.

Podle standardu oznacte jednotlivé slozky mékkou tuzkou tak, aby horni okraj mista
obsahujiciho oznacovanou slozku byl 0,5 cm nad skvrnou standardu a dolni okraj také 0,5 cm
pod skvrnou standardu. Oznalené slozky vySkrabejte z chromatografické desky pomoci
Spachtle a preneste do pifedem piipravenych a oznacenych zkumavek s uzavérem.

4) Extrakce lipidi z jednotlivych vrstev a stanoveni jejich koncentrace:

Ke kazd¢ slozce celkovych lipida ptfidejte do zkumavky 4 ml smési chloroform - methanol
(1:1). Uzaviené zkumavky 2 min intenzivné protiepejte, nechte 2 min stat a centrifugujte 5
min pii 3000 ot/min. Z kazdé zkumavky odpipetujte 2 ml supernatantu do Cistych zkumavek a
pfi pokojové teploté nechte asi 20 min odparovat pod dusikem (v uzaviené digestofi) do
sucha.

5) Stanoveni koncentrace jednotlivych sloZek sérovych lipidii:
Pro toto stanoveni pouzijte soupravu pro stanoveni Celkovych lipidl od firmy Lachema.

a) Stanoveni se standardem:
Do zkumavek pipetujte podle tabulky:

odparek Cinidlo 1 konc. H>SO4
vzorek | odparek -——- 1,5 ml
standard --- 0,02 ml 1,5ml
blank -—- --- 1,5 ml

Vsechny zkumavky (vzorek, blank, standard) promichejte a nechte 15 min vafit na vodni
lazni. Po ochlazeni zkumavek v proudu studené vody odméite z kazdé do novych zkumavek
0,1 ml hydrolyzatu a ptidejte 1,5 ml Cinidla 2 (fosfovanilinové ¢inidlo). Inkubujte 50 min pfi
laboratorni teploté. Poté do 10 min zméite absorbanci vzorkil (A) a standardu (Ag) proti
blanku pfi vlnové délce 530 nm.

Vypocet:
celkové lipidy (g/l) =8 * (A / Ayx)

b) Stanoveni s kalibra¢ni kiivkou:

Ze zéasobniho roztoku ¢inidla 1 o koncentraci 8 g/l se pfipravte fedénim s ethanolem fadu
roztokd o koncentraci: 0,5, 1, 2, 3, 4, 6, 8 g/l. Podle postupu a) stanovte absorbance
jednotlivych roztokl a vynese do grafu proti koncentraci.
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