Stanovení fosfolipidových mastných kyselin (PLFA) v biofilmových nárostech 

Extrakce lipidů

1. K 20-30 g sedimentu v kádince přidat extrakční směs a chloroform: methanol : voda v poměru 2 : 1 : 0,8 (75 ml methanolu, 37,5 ml chloroformu 30 ml 0.05 M fosfátového pufru - pH = 7.4)

2. Sonikovat vzorek 2 minuty na ultrazvukovém homogenizátoru (duty 50%, power 90%)

3. Odseparovat sediment centrifugací (30 min., 2000 ot./min.)

4. K supernatantu přidat chloroform (37,5 ml) a redestilovanou vodu (37,5 ml)

5. V dělicí nálevce nechat stát vzorky přes noc, dokud není vodní  (vrchní) fáze čirá.

6. Odpustit dolní (organickou) fázi přes fritu se sintrem do skleněné baňky a odpařit rozpouštědla z organické frakce na vakuové odparce (max. teplota 37 oC)

7. Vysušené celkové lipidy rozpustit přídavkem 3x2 ml chloroformu a rozpouštědlo poté odstranit proudem dusíku

Izolace fosfolipidů silikagelovou chromatografií

8. Vzorek rozpustit v 1 ml chloroformu a přidat na silikagelové kolonky (Bond Elute-SI, 500 mg, 3 ml), pročištěné směsí methanolu a chloroformu (1:4, v/v)

9. Do kolonky přidat postupně rozpouštědla vzrůstající polarity - 5 ml chloroformu, pro oddělení neutrálních lipidů, dále 5 ml acetonu pro oddělení glykolipidů a nakonec 5 ml methanolu, kterými jsou do připravené nádobky vymyty fosfolipidy (polární lipidy)

10. Nádobku s methanolem a fosfolipidy vysušit v proudu dusíku 

Transesterifikace mastných kyselin methanolýzou

11. Vzorek rozpustit v 1 ml směsi toluen : methanolu (1:1) a v 1 ml KOH rozpuštěného v methanolu, inkubovat alespoň 15 minut při teplotě nižší než 37 °C. 

12. Poté vzorky neutralizovat 0,2 ml 1M kyseliny octové a 2 ml destilované vody; protřepáním oddělit fáze, vrchní fáze je organická a obsahuje methylestery mastných kyselin, spodní je vodní fáze. 
13.  Do vodní fáze přidat 2 ml směsi hexan : chloroform (4:1) a provést reextrakci. Vzorky    odpařit na 1 ml a použít k  nástřiku na kolonu pro separaci methylesterů na plynovém chromatografu

