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Steroller steroid alkoller olarak da tarif edilirler.

Sabunlasmayan alkollerdir.

Steroller, steroid iskeletine bagl olarak 8-10 karbonlu bir yan zincir ve bir alkol grubu iceren
bilesiklerdir.

Hem hayvansal kati yaglarda hem de bitkisel sivi yaglarda bulunmaktadirlar. Ancak aralannda
onemli biyolojik farklar vardir.

Hayvansal sterollere drnek kolesterol, bitkisel sterollere drnek sitosterol ve stigma sterol verilebilir.

Sterol tayini zeytinyaginin safigini belirenmesinde ve tagsisin saptanmasinda en onemli
yontemdir. Zeytinyagina baska bitkisel yaglann karsip kansmadiginin belirenmesi icin toplam
sterol miktan ve sterol kompozisyonu belirenmelidir. Zeytinyagina cok dusUk oranlarda bitkisel
yag ve prina yag katilsa bile sterol analiziyle bu durum tespit edilebilmektedir.



O Internal standart olarak kolesterol eklenen yagd, etanolld potasyum hidroksitle
sabunlastinlir, sabunlasmayan madde dietil eterle ekstrakte edilir. Steroller
sabunlasmayan maddeden ince tabaka kromatografiyle ayrilip, trimetilsilil
esterlerine dénustUrOlUp, gaz kromatografide analiz edilir.



O Internal standart (kolesterol), 2N etanollid KOH (130 g KOH 200 mL'lik destile suda
¢OzU0lUr, soguduktan sonra etanolle 1L'ye tamamlanir), Dietil eter, Etanol, Sodyum
sUlfat anhidrat, 0.2 N etanollt KOH (13g KOH 20 ml’lik destile suda ¢oz0lUr,
etanolle 1L'ye tamamlanir), Hekzan, Aseton, Kloroform, 2,7-dichlorofluoresceinin
%0.2'lik etanollU cOzeltisi, Piridin, BSTFA (bistrimethyilsilyl trifluor
acetamide+%]1trimethyl chlorosilane), Referans cozelti; B-sitosterolUn
kloroformdaki % 5'lik cozeltisi



O 500 ml'lik cam balon, Geri sogutucu, Isitici, Ayirma hunisi, Erlen (250 mL), Turnusol
kagidi, Cam balon (250 mL), Mikrosinnga, Spatul, UV lamba, Nuce erleni, Filtre,
Whatson filtre kagidi, 50 mL'lik rotary balonu, Filire kagidi, Vial, Vakum pompasi,
Ince tabaka plakalan (2020 cm) (0.25 mm silika jelle kaplanmis plakalar, 0.2 N
etanollu KOH cozeltisine daldinlip 10 sn  bekletilir, ceker ocakta 2 saat
bekletildikten sonra, 100°C’lik etUvde 1 saat kurutulur)



Vakum pompasina bagli nU¢e erlenine filtre takilir, yag ornegdi (icindeki nemi
uzaklastirmak amaciyla) susuz sodyum sulfattan gecirilir

l
Fitre edilmis yaklasik 5 g drnek, 500 mL'’lik balona alinir

l

50 mL etanollu KOH ilave edilir

!

4.5-5 mg kolesterol ilave edilir

!

Selg sogutucuya takilarak sabunlasma gergeklesinceye kadar (¢ozelfi berraklasir)
eklenir



Balon 30 °C’ye sogutulur.

l
Balonun icerigi 500 mL'lik ayirma hunisine alinir
l
Balon birka¢ defa destile suyla calkalanir, su ayirma hunisine ilave edilir
l
Ayirma hunisine 80 mL diefil eter eklenir, hafifce calkalanir, ayirma beklenir
l

Alt faz ikinci bir ayirma hunisine alinir, 60-70 mL dietil eter eklenir, tekrar calkalanir, ayirma
beklenir



Yikama suyu uzaklastiginda sabunlasmayan madde bir erlene alinir, ayirma hunisi birkac kere eterle calkalanir ve
erlene eklenir

!

Erlene sodyum sUlfat eklenir

!

Sodyum suUlfat bir filtre kagidiyla filtre edilir, sabunlasmayan madde darasi alinmis 250 mL'lik balona alinir

!

Ornekteki dietil eter rotary evoporatérde ucurulur, drnek azottan gecirilir.

!

Ornek 100 °C’ deki etUvde 15 dk kurutulur ve drnek desikatére alinarak sogutulur



Desikatdére alin@nh balondaki sabunlasmayan madde miktan tespit edilir

!

Sabunlasmayan maddenin kloroformda % 5'lik ¢ozeltisi hazirlanir

!

Elde edilen cozelti mikrosinnga ile ince tabaka plakasina olabildigince ince surulUr

!

SUrme yapilan ¢ozeltinin (¢izginin) soluna, ayni hizada referans sterol ¢cozeltisi (B-sitosterol) damlatilir

!

Plaka develope tankina alinir (Develope ¢cdzeltisi 65:35 oranindaki 100 mL'lik hekzan/dietil eter
karnisimindan olusur; plaka tanka alinmadan en az yarim saat dnce, ¢cozelti filtre kagidiyla birlikte tanka
konulmalidir)



Cozelti, plakanin Ust kisminin 1 cm yakinina geldigi zaman plaka tanktan cikarilir

l

Plaka ceker ocakta bir sure bekletilir

l

Plakaya 2,7-dichlorofluorescein cozeltisi spreylenir

l

UV lamba altinda, referans ¢cozeltisiyle ayni hizada bulunan bant isaretlenir

l

Isaretlenen bolgedeki silika jel kazinarak Uzerinde filtre bulunan, vakum pompasina bagl nice
erlenine alinir



l

Cozelti 4-5 mL kalana kadar rotary’'de buharlastirilir

l

Cozelti, darasi alinmis viale alinir

l

Cozelti azottan gecirilir

l

Birkac damla aseton eklenerek, tekrar azottan gecirilir

!
Vial, etUvde 105 °C'de 10 dk bekletilir

l

Desikatore alinarak sogutulur



Vialdeki sterol miktar hesaplanir

l

Her mg sterol icin 50 pl BSTFA/piridin kansimi (1:1 oraninda hazirlanmis) eklenir

l

Steroller c6zUnUnceye kadar calkalanir ve 15 dk beklenir

!

Birkac dk santrifUj edilir ve cozelti kromatografik analize verilir



O Sabunlasmayan madde, yagda ¢ozUnmuUs halde olup sabunlasmadan sonra
suda cozunmeyen fakat tayinde kullanllan ¢ozUcude cdzunen maddelerin
toplamidir. Bunlar arasinda steroller gibi lipid yapisindaki bilesikler, alkoller

hidrokarbonlar ile yagda bulunabilen 105°C’'de ucucu olmayan mineral yaglar ve
yabancl organik maddeler yer alr.



Deneyin prensibi, 1T g yagin sabunlasmast icin gerekli KOH'in mg olarak agirigr olan
sabunlasma sayisini tespit etmektir. Belirli bir miktar yag numunesi, belirli miktarda ve ayarli bir
alkoll KOH ile kaynatilarak sabunlastinlir. Sabunlasma sonunda KOH in fazlasi, yine ayarli bir
asit ¢cozeltisi ile titre edilerek, sabunlasmada kullanilan KOH miktar belirlenir.



Gerecler

Hassas laboratuvar terazisi, Geri sogutucu
islem

Yaklasik 2 g érek 0.001 g duyarliikla balona tartilir. Uzerine bir pipetle tam 25 mL 0.5 N etanollu KOH
cOzeltisi ilave edilir. Geri sogutucu duUzenine baglanir ve zaman zaman karnstinimak surefi ile
yavasca kaynatilir. 1 saat geri sogutucuda kaynatilir (sabunlasmasi gi¢ olan bazi yaglar icin bu
sure uzatilabilir). Balon gern sogutucu dUzeneginden alinip sicak haldeki sabun ¢ozeltisine, 4-5
damla fenol ftalein ilave edilerek 0.5 N HCI ile fenol ftaleinin kirmizi rengi tamamen kaybolana
kadar titre edilir. 25 mL etanollU KOH ile bir de tanik deney yapilir



5. Hesaplama ve degerlendirme

Sabunlasma Sayisi = (V- V) X Nx 86.1 /' m

V, = Tanik deneyde harcanan HCI miktari, mL
V = Ornek icin harcanan HCI miktar, mL
m = Ornek miktari, g

N = HCl'in normalitesi



O Zeytin yaginda yaplilan sabunlasma sayisi analizi srasinda 0,5 N HCI ile yapilan titrasyon
isleminde sahit icin 21 mL HCI| harcanirken, ornek ile yapilan titrasyon isleminde 7,4 mL HCI

harcanmistir. Baslangicta tartilan drnek 2,0065 g olduguna goére sabunlasma sayisini
hesaplayiniz ve sonucu ilgili feblige gdre yorumlayiniz.



