Deter minacion de fosfolipidos (Botcher, et al. 1961. Anal. Chim. Acta 24, 203-204).
M étodo de Fiske.

Reactivos:

1. Fosforo inorganico como standar 0.4mM (normamente KH,PO, con PM de 136.1)

2. HCIO, 60%

3. Reactivo de Moalibdato: 2.2 g (NH4)eM0;044-4H,0 + 14.3ml H,SO, conc., por litro de disolucion.
Afiadir e sulfdrico sobre el aguay no a revés).

4. Acido ascorbico (vit C) 10%.

5. Preparar los tubos como a continuacién se describe para hacer larecta de calibrado:

Tubo Pi 0.4 mM (ul) nmoles Pi H0 (ul)
1 0 0 0

2 50 20 350

3 100 40 300

4 150 60 250

5 200 80 200

6 250 100 150

7 400 160 0

Secar |os tubos en estufa hasta que no quede liquido.

Afiadir 0.4 ml de HCIO, 60% y caentar a 180-190 °C durante 30 min.

Esto se puede hacer en tubos de ensayo de 13x100 tapados con canicas o bien en tubos mas largos.

Si lo hacemos con canicas, cuidar que a quitarlas cuando aln estén en el bafio de arena, no caiga la gota
condensada. Luego dejar enfriar.

Afiadir 4ml de Reactivo de Molibdato

Afiadir 500 pl de Acido ascorbico (vit C) 10% a mismo tiempo que se agitan los tubos enérgicamente

Incubar los tubos en agua hirviendo durante 10 minutos.

Enfriar lostubosy leer absorbanciaa 812 nm

100 , Pm.fosfolipido
1000 mglip./ ml
El volumen a afiadir en los tubos problema se calcula con la siguiente ecuacion:

Vol (4l =

Para cdcular la concentracion del lipido en mg/ml:

nmoles* Pm
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