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LIPIDY

Uloha 9:

Izoldcia fosfatidylcholinu a fosfatidyletanolaminu zo #ltka

Princip:

Vajecné Zltko obsahuje mnozstvo lipidov (fosfatidylcholin, fosfatidyletano-
lamin), steroidy (cholesterol) a karotenoidy. Fosfatidylcholin je bezfarebna, na
vzduchu hnednuca krystalicka latka, ktora je sucastou biomembrdan a okrem
vajecného Zltka sa hojne nachddza aj v mozgovom a nervovom tkanive. Fosfati-
dylcholin a fosfatidyletanolamin je mozné extrahovat etanolom.
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Reagencie:

1. vaje¢ny zltok

2. etanol

3. éter (dietyléter)

4. aceton (dimetylketon)

5. 10 % etanolovy roztok chloridu kademnatého

Material:

sklenena tycinka, centrifugacné skimavky, centrifiiga, filtracny lievik, filtracny
papier, odparovacia miska, vari¢, miska s vodou, kadicka s objemom 100 ml,
odmerny valec s objemom 25 ml, pinzeta

Postup:

Odmernym valcom zmeriame objem vajeéného Zltka (hodnotu zapiseme do
zoSita) a rozmieSame ho s 10 ml etanolu, ktory priddvame po kvapkéach. Potom
pridame 15 ml éteru a rozmieSame. Zrazeninu bielkovin odstredime v centrifa-
ge (10 minat pri 3000 ot/min, 1000 g). Supernatant prelejeme do odparovace;j
misky a odparime na vodnom kupeli do sirupovitej konzistencie. Po ochladeni
na laboratornu teplotu k nemu pridime 10 ml acetonu, rozmieSame a nechame
ustat’. Zlto sfarbenti kvapalinu zlejeme, znova pridime 10 ml acetonu a tento
postup opakujeme dovtedy, az je aceton bezfarebny. Potom zrazeninu rozpus-
time v 10 ml etanolu. Do tohto roztoku priddme 5 — 10 ml etanolového roztoku
chloridu kademnatého do vytvorenia novej zrazeniny, ktor tvoria kademnaté
soli fosfatidylcholinu (lecitinu) a fosfatidyletanolaminu (kefalinu). Nésledne
pridime 5 — 10 ml éteru. Cast’ zrazeniny sa rozpusti v dosledku réznych roz-
pustnosti kademnatej soli lecitinu a kademnatej soli kefalinu v éteri: kademna-
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ta sol’ kefalinu sa v éteri rozpust'a a kademnata sol’ lecitinu zostava neroz-
pustend. Zrazeninu (lecitin) prefiltrujeme, vysusime a odvazime. Filtrat (kefa-
lin) odparime, odparok vysusime a odvazime.

Vyhodno- Hmotnost’ lecitinu vydelime objemom Zltka, ¢im ziskame jeho koncentraciu
tenie: v zltku (v mg/ml). Rovnako vypocitame aj koncentraciu kefalinu.
Zaver: Uvedieme koncentracie lecitinu a kefalinu vo vaje¢nom zltku (v mg/ml).
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