C4. Sterol Analizi
1. flke

Internal standart olarak kolesterol eklenen yag, etanollii potasyum hidroksitle sabunlastirlir,
sabunlasmayan madde dietil eterle ekstrakte edilir. Steroller sabunlasmayan maddeden ince
tabaka kromatografiyle ayrilip, trimetilsilil esterlerine doniistiiriiliip, gaz kromatografide
analiz edilir.

2. Kimyasallar

Internal standart (kolesterol) — 2N etanollii KOH (130 g KOH 200 mL’lik destile suda
coziliir, soguduktan sonra etanolle 1L’ye tamamlanir) — Dietil eter — Etanol — Sodyum
siilfat anhidrat — 0.2 N etanolli KOH (13g KOH 20 mL’lik destile suda ¢oziiliir, etanolle
1L’ye tamamlanir) — Hekzan — Aseton — Kloroform — 2,7-dichlorofluoresceinin
%0.2’lik etanollii ¢ozeltisi —  Piridin — BSTFA (bistrimethylsilyl trifluor
acetamide+%]1trimethyl chlorosilane) — Referans ¢ozelti; B-sitosteroliin kloroformdaki %

5’lik ¢ozeltisi
3. Geregler

500 mI’lik cam balon — Geri sogutucu — Isitict — Ayirma hunisi — Erlen (250 mL) —
Turnusol kagidi — Cam balon (250 mL) — Mikrosiringa —  Spatil — UV lamba —
Niige erleni — Filtre — Whatson filtre kagidi — 50 mL’lik rotary balonu — Filtre
kagidi — Vial — Vakum pompast —  Ince tabaka plakalar1 (2020 c¢cm) (0.25 mm silika
jelle kaplanmig plakalar, 0.2 N etanollu KOH c¢ozeltisine daldirilip 10 sn bekletilir, ¢eker
ocakta 2 saat bekletildikten sonra, 100°C’lik etiivde 1 saat kurutulur)

4. fslem
1. asama: Sabunlasmayan maddenin ayrilmasi

Vakum pompasina bagli niice erlenine filtre takilir, yag 6rnegi (icindeki nemi uzaklastirmak
amaciyla) susuz sodyum siilfattan gegirilir.

Fitre edilmis yaklasik 5 g 6rnek, 500 mL’lik balona alinir.

!

50 mL etanolliit KOH ilave edilir

4.5-5 mg kolesterol ilave edilir

!

Geri sogutucuya takilarak sabunlasma gerceklesinceye kadar (¢6zelti berraklasir) beklenir

Sabunlasma 20 dk daha stirdiirtiliir

!

Geri sogutucuya 50 mL su verilerek, balon sogutucudan ¢ikarilir.

!

Balon 30 °C’ye sogutulur.

l
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Balonun igerigi 500 mL’lik ayirma hunisine alinir

Balon birkag defa destile suyla ¢alkalanir, su ayirma hunisine ilave edilir

!

Ayirma hunisine 80 mL dietil eter eklenir, hafif¢e calkalanir, ayirma beklenir

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

l

Alt faz tiglincii bir ayirma hunisine alinir, 60-70 mL dietil eter eklenir, tekrar ¢alkalanir,
ayirma beklenir

!

Alt faz uzaklastirilir, tist faz olarak ayrilan sabunlasmayan maddeler tek bir ayirma hunisinde
toplanir

Sabunlagsmayan madde destile suyla notr reaksiyon verene kadar yikanir

!

Yikama suyu uzaklastiginda sabunlasmayan madde bir erlene alinir, ayirma hunisi birkag kere
eterle ¢alkalanir ve erlene eklenir

Erlene sodyum siilfat eklenir

!

Sodyum siilfat bir filtre kagidiyla filtre edilir, sabunlasmayan madde daras1 alinmig 250
mL’lik balona alinir

!

Ornekteki dietil eter rotary evoporatorde ugurulur, rnek azottan gegirilir.

l

Ornek 100 °C’ deki etiivde 15 dk kurutulur

Ornek desikatore alinarak sogutulur

2.asama: Sterol Fraksiyonunun Ayrilmasi

Desikatore alinan balondaki sabunlagsmayan madde miktari tespit edilir

!

Sabunlagmayan maddenin kloroformda % 5’lik ¢6zeltisi hazirlanir

Elde edilen ¢ozelti mikrosiringa ile ince tabaka plakasina olabildigince ince siiriiliir

l

Stirme yapilan ¢6zeltinin (¢izginin) soluna, ayni hizada referans sterol ¢6zeltisi (B-sitosterol)
damlatilir

!

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

(Cozelti, plakanin tist kisminin 1 cm yakinina geldigi zaman plaka tanktan ¢ikarilir
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Plaka ¢eker ocakta bir siire bekletilir

!

Plakaya 2,7-dichlorofluorescein ¢ozeltisi spreylenir

!

UV lamba altinda, referans ¢ozeltisiyle ayn1 hizada bulunan bant isaretlenir

!

Isaretlenen bolgedeki silika jel kaziarak iizerinde filtre bulunan, vakum pompasina bagl
niige erlenine alinir

!

Silika jel vakum altinda 6nce 10 mL kloroform, sonra 30 mL dietil eterle yikanir

!

Elde edilen ¢ozelti 50 mL’lik rotary balonuna alinir

Cozelti 4-5 mL kalana kadar rotary’de buharlastirilir

!

(Cozelti, darast alinmis viale alinir

(Cozelti azottan gecirilir

!

Birka¢ damla aseton eklenerek, tekrar azottan gegirilir

!
Vial, etiivde 105 °C’de 10 dk bekletilir

l

Desikatore alinarak sogutulur

3.asama: Trimetilsililleme

Vialdeki sterol miktar1 hesaplanir

Her mg sterol i¢in 50 ul BSTFA/piridin karisimi (1:1 oraninda hazirlanmis) eklenir

!

Steroller ¢ozilinlinceye kadar ¢alkalanir

15 dk beklenir
)

Birkag dk santrifiij edilir

Cozelti kromatografik analize verilir
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