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Uloha 1 - Hydrolytické s$tépeni tuk@ pankreatickou
lipasou
Reagencie:

1. Prevarené kravské mléko ochlazené na 37 °C (prevaienim se inaktivuji vSechny enzymy
vV mléce)

2. NaOH 0,02 mo/l

3. Extrakt pankreatické lipasy ptipraveny z drazé Pancreolan forte (30 drazé Pancreolanu
forte se po odstranéni polevy rozpusti v 600 ml smési glycerol-voda v poméru 1:1 a

prefiltruje)
4. Roztok fenolftaleinu v ethanolu @ 29/l
5. Deoxycholat sodny @ 100 g/l

Pracovni postup:

a) Do Erlenmeyerovy banky odpipetujeme 30 ml ptrevafeného mléka a pridame 3,5 ml
extraktu lipasy. Smés promichdme.

b) Ptipravime 5 zkumavek, které ozna¢ime 1, 2, 3, 3D a 4 a jednu titra¢ni baniku, do kterych
pipetujeme po 5 ml smési. (Zbytek v Erlenmeyerové bance vylijeme). Do zkumavky
oznacené 3D ptfiddme 1 ml deoxycholatu sodného.

c) Zkumavky vlozime do termobloku temperovaného na 37 °C a poznamename si ¢as.

d) Vzorek v titra¢ni bance, ktery slouzi jako slepa zkouska, titrujeme po pridani indikatoru
(fenolftaleinu) NaOH 0,02 mol/l do prvniho rizového zbarveni (srovndvame s bilym
zabarvenim ptivodniho vzorku mléka). Zaznamename spotiebu NaOH.

e) Za 20 minut po vlozeni zkumavek do termobloku odebereme zkumavku 1, obsah
ptelijeme do titracni banky a opét titrujeme stejné jako v bod€ d). Za dalSich 20 minut
(tedy ve 40. minuté) titrujeme obsah ve zkumavce 2. V 60. minuté provedeme dvé
titrace — budeme titrovat obsah ve zkumavce 3 a 3D. V 80. minut¢ titrujeme obsah ve
zkumavce 4.



Uloha 2 - Prikaz nenasycenych vazeb v mastnych
kyselinach

Reagencie:

1. Kyselina palmitova (pevna substance)

2. Kyselina olejova

3. Rostlinny olej

4. KMnOg4 @ @

5. Ethanol @

Pracovni postup:

0,05 mol/l

Pfipravime a oznac¢ime 3 zkumavky. Pipetujeme do nich ptislusné roztoky podle tabulky:

Odmé&ite: Zkuma\_/ka 1 Zkuma\_/ka 2 Zkumavka 3 | Zkumavka 4

Kyselina Kyselina o . 9
o, S Rostlinny olej | Slepa zkouska

palmitova olejova

Kyselina .

palmitova Spetka - B B

Kyselina olejova ~ ml — 0,5 - -

Rostlinny olej ml - - 0,5 -

Ethanol ml 0,5 0,5 0,5 0,5

Obsah zkumavek promichame.
KMnO4 kapky 1-2 1-2 1-2 1-2

Obsah zkumavek promichame.

Vyhodnotime zbarveni reak¢énich smési v jednotlivych zkumavkach.




Uloha 3 - Stanoveni malondialdehydu

Reagencie:

1. Cinidlo s kyselinou thiobarbiturovou (kyselina 2-thiobarbiturova 29 mmol/l v 2,19 mol/l

kyselin€ octove) @

2. Rostlinny olej Cerstvy

3. Rostlinny olej s proslou expiraci

4. Kyselina palmitova

Pracovni postup:

Podle tabulky pfipravime do 4 zkumavek reakéni smés:

o Zkumavka 1 Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4

Odméite: Rostlinny Rostlinny olej Kyselina . «
. , 9 Lo o Slepa zkouska
olej Cerstvy | S proslou expiraci palmitova

Cisténa voda ml 20 20 20 20
Rostlinny olej Cerstvy 5 kapek _ _ _
Rostlinny olej
s proslou expiraci - 5 kapek - -
Kyselina palmitova _ _ $petka _
Cinidlo s kyselinou ml
thiobarbiturovou 1,0 1,0 1,0 1,0

Zkumavky vlozime do vodni lazné (kadinka s vodou) a zahfivame 20 — 30 minut.

Vyhodnotime zbarveni reakénich smési v jednotlivych zkumavkéach.




Uloha 4 - Stanoveni koncentrace celkového a HDL-
cholesterolu v séru

Reagencie:

K analyze je pouzita komer¢ni souprava Bio-La-Test Cholesterol a HDL-Cholesterol — srazeci
roztok firmy Erba-Lachema, s.r.o.

1. Cinidlo [PIPES-pufr 50 mmol/I (pH 6,9), fenol 24 mmol/l, cholan sodny 0,5 mmol/l; 4-
aminoantipyrin 0,5 mmol/l; cholesterolesterasa > 3,3 ukat/l; cholesteroloxidasa > 4,1
pkat/l; peroxidasa > 16,5 pkat/l ] (koncentrace odpovidaji hodnotam v reakéni smési)

Cinidlo neni klasifikované jako nebezpeéné, obsahuje vsak méné nez 0,1 % azidu sodného, jenz je
klasifikovan jako velmi toxicky a nebezpecny pro Zivotni prostiedi.

2. Srazeci roztok (kyselina fosfowolframova 0,56 mmol/l; chlorid hote¢naty 30,0 mmol/1)

3. Standardni roztok cholesterolu 7 mmol/l

4. Sérum pro celkovy cholesterol — nezndmy vzorek (infek¢ni material)

5. Sérum pro HDL-cholesterol — neznamy vzorek (infekéni material)

Pracovni postup:

Ptiprava vzorku na stanoveni HDL-cholesterolu:

K 0,10 ml séra pfiddme 0,20 ml sraZeciho roztoku, promichdme a nechame stat 10 minut pfi
laboratorni teploté. Pak centrifugujeme 10 minut na malych stolnich centrifugach. Supernatant
musi byt ¢iry.

Ptipravime a ozna¢ime 4 zkumavky. Pipetujeme do nich pfislusné roztoky podle tabulky:

Odmetit v ml Zkgé?f:@ ! Zkumavka 2 Zkumavka 3 Zkumavka 4

vy HDL-cholesterol Standard Slepy vzorek
cholesterol

Cinidlo 1.0 1,0 1,0 1,0

Sérum 0’01 _ — —

Supernatant _ 0.10 _ _

Standard _ _ 0,01 _

Cisténa voda B B B 0,01

Promichame a inkubujeme 5 minut pii 37 °C. Do 20 minut po skon¢eni inkubace zméfime
absorbance vzorku séra (zkumavka 1), supernatantu (zkumavka 2) a standardu (zkumavka 3)

proti slepému vzorku v 1 cm kyveté pii vinové délce 500 nm.



http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=2734989
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=2151
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/summary/summary.cgi?cid=2151
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC3/1/1/13.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/1/3/6.html
http://www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/EC1/11/1/7.html

Uloha 5 - Stanoveni koncentrace triacylglycerolli v séru

Reagencie:

K analyze je pouzita komeréni souprava Bio-La-Test Triacylglyceroly liquid 250 S firmy Erba-
Lachema, s.r.o.

1. Cinidlo [ Goodtv pufr (pH 7.2) 49,5 mmol/l; 4-chlorofenol 3.96 mmol/I; adenosin-5-
trifosfat (ATP) 1.98 mmol/l; 4-aminoantipyrin 0.495 mmol/l; Mg?* 14.85 mmol/l;
glycerol-3-fosfat-oxidasa > 8.2 pkat/l; glycerolkinasa > 6.6 pkat/l; peroxidasa 32.7
ukat/l; lipoproteinova lipasa 32.7 pkat/l]

2. Standardni roztok triacylglycerola 3 mmol/I

3. Sérum — neznamy vzorek (infek¢éni material)

Pracovni postup:

Podle tabulky ptipravime do zkumavek 1 — 3 reak¢ni smési:

Odmekit v ml- Zkumavka 1 | Zkumavka 2 Zkumavka 3
' Vzorek séra Standard Slepy vzorek
Cinidlo 1,0 1,0 1,0
Sérum 0,01 - —
Standard - 0,01 -
Cisténa voda - = 0,01
Promichame a inkubujeme 20 minut pfi laboratorni teploté. Do 60 minut po
skonceni inkubace zmétime absorbance vzorku séra a standardu proti slepému
vzorku pi1 540 nm v 1 cm kyveté.




Uloha 6 - Odvozené parametry lipidového metabolismu

a) Vypocet koncentrace LDL-cholesterolu

Vypocet:

triacylglyceroly (mmol/l)

LDL cholesterol = celkovy cholesterol — HDL cholesterol —

(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) 2,2

b) Vypoéet non-HDL cholesterolu
Vypocet:
Non-HDL-cholesterol = celkovy cholesterol — HDL-cholesterol

(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l)



