III-2第十次實驗課程－材料之膽固醇定量
(05/08、05/11、05/12)

實驗原理
    利用酵素反應法使材料中的cholesterol ester經cholesterol esterase及cholesterol oxidase反應後變成4-cholesten-3-one及H2O2，而所生成之H2O2會與4-amino-antipyrine藉由peroxidase的作用生成red quinone，可於500nm下測其生成量。其反應式如下: 
cholesterol esterase

cholesterol ester＋H2O -------------------> cholesterol＋fatty acid

cholesterol oxidase

cholesterol＋O2 ------------------------>4 quinone＋4 H2O-cholesten-3-one＋H2O2

peroxidase

H2O2＋phenol＋4-amino-antipyrine ------>red
實驗藥品
Calibrator (standard) 200mg/dl
Working reagents:   

	PIPES buffer pH6.9
	40 mmol/l

	Mg2+
	2 mmol/l

	Phenol
	24 mmol/l

	Peroxidase
	  > 100 U/l  

	Cholesterol esterase
	 > 250 U/l   

	Cholesterol oxidase
	> 200 U/l   

	4-amino-antipyrine(4-AA)
	0.05 mmol/l


實驗步驟
1. 將working reagent取l ml作為空白組（A）。
2. 將working reagent取l ml、calibrator取l0 ml作為standard組（B）。
3. 將working reagent取l ml、樣品取取l0 ml作為待測組（C）。
4. 將A、B及C於水浴37℃下5分鐘，再分別於500 nm下測量其吸光值。
5. 所得之個別吸光值帶入公式計算後，可得知樣品之膽固醇含量（mg/dl）
OD of unknown

Conc. of unknown＝-------------------- × Conc. standard
OD of standard

分光光度計之使用
Hitachi U-2100 Spectrophotometer 使用方法
－吸光度測定方法

1) 打開右前方之電源開關。
2) 打開左後側之 UV Lamp 或 VIS Lamp 開關。
3) 輸入波長：按「WAVE-LENGTH」按鍵，例如「280」按「ENTER」鍵
4) 選擇 MODE：按「MODE」鍵，「ABS」鍵
5) 放入 Blank，按「100% T  0 ABS」鍵，歸零。
6) 放入樣品，讀取吸光值。
－使用注意事項

1) 測定 UV 範圍請用石英測光管。
2) 測定之吸光值若超過 2，請將溶液稀釋後再測。
3) 光度計上請勿放置任何物品，尤其是溶液。請勿在光度計上操作實驗。
4) 放入測光管前，請將測光管外壁擦拭乾淨，不可有任何液體殘留。
5) 使用後測光管必須立即以蒸餾水沖洗乾淨，拭乾後置回原位。
6) 使用後請將光度計內部、表面及周圍清理乾淨。
7) 兩次使用間隔時間若不超過 1 h，請維持開機狀態，不必關燈泡及電源。
8) 使用完畢務必關掉燈泡及電源開關。
