TOTAL LiPIT ve KOLESTEROL MIKTAR TAYINLERI

Lipitler; benzen, aseton, eter, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilen, ancak suda
¢oziinemeyen heterojen yapili biyomolekiillerdir. Organizmanin énemli yap:r maddelerinden biri
olan lipitler C, H ve O atomlarindan olusmuslardir. Bazi lipitlerde P, N ve S atomlar1 da

bulunmaktadir.

Lipitlerin biyolojik 6nemi:

(1) Enerji eldesinde kullanilirlar.

(2) Yagda ¢oziinen vitaminlerin (A,D,E,K) barsaklarda emilmesini kolaylastirirlar.
(3) Hiicre zarmin yapisina katilirlar.

(4) Is1 kaybini 6nlerler.

(5) I¢ organlar gevreleyerek, onlar1 basing ve darbe gibi dis etkenlerden korurlar.

1. Lipoproteinler

Lipitler kismen polar olan fosfolipitler harig, hidrofobik karakterli bilesikler oldugundan,
sulu fazda (kan plazmasi) c¢Oziinebilmeleri, proteinlerle birleserek hidrofilik lipoprotein
komplekslerini olusturmalar: ile saglanmistir. Lipoproteinler, fosfolipitler, kolesterol, kolesterol
esterleri ve trigliseritlerin cesitli kombinasyonlar1 ile apoproteinler (apolipoproteinler) olarak

adlandirilan spesifik tasiyici protein molekiillerinin bir araya gelmesinden olusmaktadirlar.

Lipoproteinler kiiresel sekillidirler. Merkezde nétral lipitler olarak bilinen trigliseritlerin
ve kolesterol esterlerinin hidrofobik lifleri, dis yiizde ise proteinlerin, fosfolipitlerin ve kolesteroliin
hidrofilik kisimlar1 yer alir. Bu yapidaki bilesenler ¢ok sik ve hizli degistigi icin lipoproteinlerin
yapist sitatik olmaktan ¢ok dinamiktir. Lipoprotein molekiiliiniin ¢ekirdeginde bulunan lipitler
apoproteine hidrojen baglar1 ve van der Waals baglar1 gibi kovalent olmayan baglarla baglanirlar.
Bu sayede serum ve doku lipoproteinleri arasinda lipit aligverisi miimkiin olmaktadir

(www.istanbulsaglik.gov.tr).

Lipitler proteinlerden daha hafiftirler. Bu sebeple lipoproteinlerde lipit/protein orani artarsa
yogunluk azalmaktadir. Lipoproteinler yogunluk farklarina gore silomikronlar (SM), ¢ok diistik
yogunluklu lipoproteinler (VLDL), orta yogunluklu lipoproteinler (IDL), diisiik yogunluklu
lipoproteinler (LDL) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL) olmak tizere 5 smif altinda


http://www.istanbulsaglik.gov.tr/

incelenmektedir. Her biri yapisindaki lipit/protein bilesimleri ve biiytikliikleri agisindan farklilik

gostermektedir.

2. Kolesterol

Kolesterol, hayvanlarin viicut dokularindaki hiicre zarlarinda bulunan ve kan plazmasinda
tasman bir sterol, yani bir steroid ve alkol birlesimidir. Beyin, sinirler, kalp, barsaklar, kaslar,

karaciger basta olmak iizere tiim viicutta yaygin olarak bulunur.
Kolesterolun islevleri;

(1) Hiicre zarlariin yapimi ve bakimi icin gereklidir. Kolesterol igeren hiicre zarlar1 daha
genis sicaklik araliginda akigkanliklarini korurlar.

(2) D vitamini ve yaglarin sindirimine yarayan safra asitleri sentezinde kullanilir.

(3) Yagda ¢oziinen vitaminlerin (A,D, E ve K vitaminleri gibi) metabolizmasinda gorev alir.

(4) Aldosteron, testosteron, Ostrojen ve progesteron gibi steroid hormonlarinin ve kortizolun
sentezlerinde yer alir.

(5) Hiicre sinyal iletiminde gorev alir.

3. Deneysel Calismalar
Deney 1. Modifiye Fosfovanilin Metodu ile Kanda Total Lipit Tayini

Deneyin prensibi: Serumun derisik stilfiirik asit ile 1sitilip, iizerine fosfovanilin ¢ozeltisi ilave
edilmesi sonucu serum lipitlerinin miktari1 ile orantili olarak giil kirmizisi rengi olusturmasi esasina

dayanmaktadir.
Deneyin yapilisi:

(1) Ug tane deney tiipii alinir ve agagidaki tabloya gore ilaveler yapilir.

Cozeltiler (uL) Kor Standart Ornek
Distile su 20 - -
Std. Kolesterol - 20 -
Serum - - 20
dH2S04 200 200 200
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Agz1 kapatilan tiipler kaynar su banyosunda 10 dk bekletilir.

Tiipler 5 dk akar su altinda sogutulur.

Fosfovanilin (mL) 10 10 10

Tiipler 37°C su banyosunda 15 dk bekletilir.

540 nm’de absorbans degerleri dl¢iiliir.

(2) Elde edilen sonuglarin asagidaki formiilde yerine yazilmasi ile serumda bulunan % mg total

miktar1 hesaplanir.
% mg total lipit = (Ornek OD / Standart OD) x 800
Cozeltiler
Vanilin ¢ozeltisi: 0.6 g vanilinin 100 mL distile suda su banyosunda 1sitilmasi ile hazirlanr.

Fosfovanilin ¢6zeltisi: 25 mL vanilin ¢6zeltisi, 5 mL distile su ve 60 mL ortofosforik asitin

karistirilmasi ile hazirlanir.
Standart kolesterol: 0.08 g kolesterol 10 mL etil alkolde su banyosunda hafifce 1sitilarak ¢oziiliir.

Deney 2. Lipit Ekstraksiyonu ve Kolesterol Tayini

Deneyin prensibi: Yumurta sarisy, siit, tereyagi ve cevizden ekstrakte edilen lipitlerdeki kolesterol

miktarmin Liebermann yontemi ile belirlenmesidir.

Deneyin yapilisi:

I. asama:

a) Yumurta saris;, siit ve tereyagindan lipit ekstraksiyonu

(1) Ug tane deney tiipii alnir ve her birine ilgili 6rneklerden 0.8 g ilave edilir.

(2) 8 mL kloroform/ metanol (2:1) (v/v) karigsimi eklenir ve vorteks ile kuvvetle karistirilirlar.
(3) 15 dakika 4000 rpm’de santrifiijlenir.

(4) Srv1 kisimlarin her biri yeni deney tiiplerine almar.

(5) Deney tiiptinlerindeki kloroform/ metanol ekstraktina ¢ozelti hacminin yaklasik 1/5’i kadar
%0.02’lik CaClz ¢ozeltisi ilave edilir.



(6) Tiip vortekslenir ve fazlarin ayrilmasi i¢in beklendikten sonra iist faz pastor pipeti yardimiyla

dikkatle uzaklastirilir.
(7) Alt faza ¢ozelti ile ayn1 hacimde kloroform/ metanol/ su (2:50:50) eklenir.

(8) Tiipler vortekslenir ve fazlarin ayrilmasi igin beklendikten sonra tiist faz pastor pipeti

yardimiyla dikkatle uzaklastirilir.
(9) Alt fazin hacmi tayin edilir ve deneyin ikinci asamasina gegilir.
b) Cevizden lipit ekstraksiyonu

(1) 0.8 g ceviz kiigiik kii¢iik dogranip 4 mL kloroform / metanol (2:1) (v/v) karisimi igeren havana

konulur ve iyi bir sekilde 6giitme islemi yapilir.

(2) Havanin igerigi bir test tiipline aktarilir. Havandaki kalintilar 4 mL daha kloroform / metanol

(2:1) (v/v) karisimui ile alinip, deney tiiptine aktarilir.

(3) Tiipiin agz1 kapatilir ve 50°C sicakliktaki su banyosunda 10 dk beklenir.

(3) 15 dakika 4000 rpm’de santrifiijlenir.

(4) Srv1 kisim yeni deney tiipiine alimnir.

(5) Deney tiiptindeki ¢ozeltiye hacminin 1/5i kadar %0,02’lik CaClz ¢ozeltisi ilave edilir.

(6) Tiip vortekslenir ve fazlarin ayrilmasi i¢in beklendikten sonra {ist faz pastor pipeti yardimiyla

dikkatle uzaklastirilir.
(7) Alt faza ¢ozelti ile ayn1 hacimde kloroform/ metanol/ su (2:50:50) eklenir.

(8) Tiip vortekslenir ve fazlarin ayrilmasi i¢in beklendikten sonra iist faz pastor pipeti yardimiyla

dikkatle uzaklagtirilir.
(9) Alt fazin hacmi tayin edilir ve deneyin ikinci asamasina gegilir.

II. asama: l.asamada elde edilen Ornek c¢ozeltilerindeki kolesterol miktarini belirlemek igin

asagidaki tabloya gore ilaveler yapildiktan sonra 550 nm’de absorbans olgtimii yapilir.

Cozeltiler (mL) 1 2 3 4 5
Kloroform/metanol 0.5 - - - -
(2/1)




2.5 mM Kolesterol - 0.5 - - -
standard:

5 mM Kolesterol - - 0.5 - -
standard:

10 mM Kolesterol - - - 0.5 -
standard:

Ornek - - - - 0.5

Liebermann 5 5 5 5 5
reaktifi

Tiiplerin agz1 kapatilir ve 35°C sicakliktaki etiivde 10 dk bekletilir.

550 nm’de absorbans 6lg¢iiliir.

Cozeltiler

Liebermann reaktifi: Buz banyosu icindeki bir beherdeki 60 mL asetik anhidrit iizerine stirekli
karigtirilarak yavas yavas 10 mL derisik siilfiirik asit ilave edilir. Daha sonra 30 mL asetik asit ve

0.6 g susuz sodyum siilfat eklenir. Reaktif 1-2 hafta saklanabilir.
%0.02 CaCl2: 0.02 g CaCl2/ 100 mL su
10 mM kolesterol standardz: 0.191 g kolesterol 50 mL kloroform / metanol (1:1)

5 mM kolesterol standardi: 10 mM kolesterol standardindan 10 mL alinir tizerine 10 mL kloroform

/ metanol (1:1) ilave edilir.

2.5 mM kolesterol standardi: 5 mM kolesterol standardindan 10 mL alinir tizerine 10 mL

kloroform / metanol (1:1) ilave edilir.
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