
PROTEİN

Proteinler her organizmada bulunan önemli bir makromolekül
sınıfıdır.

Proteinler, 20 farklı tip L--amino asitten meydana gelen 
polimerlerdir.

Ortalama % 50–55 karbon, % 6–7 hidrojen, % 20–23 oksijen, % 
12–19 azot ve %0.2–3.0 kükürt içeren organik bileşiklerdir.



PROTEİN





PROTEİN

• Gıdalarda toplam organik azotun büyük kısmı 
proteinlerden bir kısmı ise protein olmayan 
bileşiklerden gelir.

Protein olmayan fakat yapısında azot bulunan bileşikler;

• Nükleik asitler,

• Azotlu karbohidratlar,

• Alkoloidler,

• Azotlu lipitler,

• Porfirinler,

• Azotlu pigmentlerdir.



Neden protein tayini yapıyoruz?

Gıda maddesinin mevcut kalite standartlarına uygunluğunun 
belirlenmesi

Gıda maddesinin beslenme değerinin belirlenmesi (Gıdaların 
beslenme değeri toplam ham protein miktarının haricinde 
diğer bazı kalite indeksleri ile de belirlenmektedir.

PER (Protein Efficiency Ratio), BV (Biological Value) ve EAO 
(Esansiyel Amino Asit Oranı) gibi. 



Bir gıda maddesinin genel bileşiminin tespit edilmesi

Gıda içerisindeki protein çeşitleri veya bunların yapısal 
özelliklerinin belirlenmesi

Herhangi bir işleme tekniğinin proteinler üzerindeki etkisinin 
belirlenmesi

Proteinlerin bazı teknolojik özelliklerinin belirlenmesi

Satışa sunulacak gıda maddesinin fiyatını belirlemek amacıyla

Neden protein tayini yapıyoruz?



• Proteinlerin bazı fonksiyonel özelliklerinin 
belirlenmesi 

• emülsiyon stabilitesi

• emülsiyon kapasitesi

• su ve yağ bağlama kapasitesi

• köpük oluşturma, jel kuvveti, çözünürlük vb. 
kalite özellikleri ile de proteinler hakkında bilgi 
edinilebilir.

Neden protein tayini yapıyoruz?



• Gıda içerisinde azot ihtiva eden bileşikler, 
genellikle ‘protein’ olarak bilinir ve geleneksel 
olarak tayin işlemleri de gıda içindeki mevcut 
azot miktarının tayinine dayanır.

• Genellikle azot miktarı ile belirlenen protein 
oranı ‘ham protein’ olarak adlandırılır.



Protein tayininde kullanılacak 
yöntemin seçiminde;

 İşletmede bulunan enstrümanlar,

Protein tayini yapılacak örnek miktarı, sayısı

 Örneğin homojenliği,

 Sonuçların bildirilme süresi,

 Sonucun duyarlılık derecesi gibi faktörler etkilidir.



Protein Tayin Yöntemleri



Proteinlerin Bazı Bileşiklerle Verdiği 
Reaksiyonların Dikkate Alındığı Metotlar



1. Kantitatif Yöntemler

• Kantitatif olarak proteinlerin renk 
reaksiyonlarıyla belirlenen yöntemlerdir.



• Fenol içeren aminoasitlerle millon reaktifi 
kırmızı renk ouşturur.

Millon testi

• Aminoasitler ninhidrin ile reaksiyona girerek 
kiremit kırmızısı ile mor arasında değişen renkli 
kompleksler oluştururlar.

Ninhidrin reaksiyonu

• Arginin aminoasiti için karakteristik bir 
reaksiyondur.diasetil uygulama sonrası yeşil 
fluoresanslı koyu pembe renk oluşturur.

Diasetil reaksiyonu



• Konsantre nitrik asit ile ısıtma sonucu fenil
halkasıyla sarı renk oluşumu gözlenir.

Ksantoprotein reaksiyonu

• Proteinin alkali çözeltisi kurşun asetat çözeltisi ile
kaynatılırsa kükürtlü amino asitler siyah kurşun sülfür 
çökeltisi veya esmer bir renk verir.

Kurşun sülfür reaksiyonu



2. Kolorimetrik Esaslara Dayalı 
Yöntemler



Peptit bağları veya amino asit kalıntılarının 
uygun bir kimyasal kromofor grupları ile 
reaksiyonuna dayanır.

2. Kolorimetrik Esaslara Dayalı 
Yöntemler



2. Kolorimetrik Esaslara Dayalı 
Yöntemler

Kolorimetrik analizler hem  çabuk sonuç alınan hem de 
mikro düzeyde uygulanabilen analizlerdir. 

Kolorimetrik yöntemle yalnızca gıdadaki proteinler değil 
peptitler ve amino asitler de saptanabilir.

Kolorimetrik Yöntemle Protein Tayininin Esası; peptit bağları 
veya amino asit kalıntılarının uygun bir kimyasal kromofor
grupları ile reaksiyonuna dayanır.



• Proteinlerdeki peptit bağlarının alkali ortamda bakır 
iyonları ile reaksiyonu sonucu oluşan mor rengin 
kolorimetrik olarak ölçümüne dayanır.

Biüre yöntemi

• Folin çözeltisi ile gıdadaki protein reaksiyonu ile 
oluşan mavi rengin oluşumuna dayanan bir yöntemdir.

Folin Ciocalteau yöntemi

• Proteinlerin renkli organik boyalarla bileşik oluşturma 
özelliğinden yararlanılarak spektrofotmetrik olarak 
ölçümüne dayanmaktadır.

Boya bağlama yöntemleri



Boya bağlama yöntemlerinde;

• Biüre ve FCL yöntemlerinde olduğu gibi 
proteinlerin boya maddeleri ile reaksiyonu 
sonucu oluşan boya-protein kompleksinin 
rengi ölçülmez.

• Aksine kullanılan boyanın bir kısmı proteinlere 
bağlandığından boya maddesinin 
konsantrasyonu azalır.



• Bağlanamayan, serbest boyanın 
konsantrasyonu belli bir dalga boyunda 
spektrofotometre veya kolorimetrede ölçülür.

• Hazırlanmış tablolarla karşılaştırılarak protein 
miktarı bulunur.

Boya bağlama yöntemlerinde;



3.  Titrasyona Dayalı Yöntemler

Genellikle peynircilikte, tank sütünün 
protein miktarının tayininde kullanılır. 

Protein titrasyonu yüksek olan sütün 
kullanılması peynir randımanını yükseltir.



Aminoasitler nötral veya hafif alkali çözeltilerde 
formaldehitle muamele edilirlerse serbest amino 
gruplarıyla birleşir. 

Böylece aminoasitin mono ya da dimetiol türevleri ya da 
schiff bazı oluşur. Bu da ortamda sadece karboksil 
gruplarının kalmasını sağlar. 

Aminoasitlerdeki karboksil gruplarının bu reaksiyon 
sonrasında yapılan titrasyonla belirlenmesine dayanır.

3.  Titrasyona Dayalı Yöntemler



4. Direkt Destilasyon Yöntemi

Daha çok hububat ve ürünlerinde kullanılır ve hızlı 
sonuç alınır. 

Gıdadaki amino asitler sodyum hidroksit ile 
kaynatılarak serbest hale geçen amonyak damıtılır 

Saptanan amonyak miktarından protein miktarı 
hesaplanır.



Başka yöntemler?

• Kızıl ötesi, UV, refraktometre, türbidimetre, 
elektron spektroskopisi gibi enstrümanlarla 
protein tayini yapılabilmektedir. 

• Bu enstrümanların pahalı olması tek 
dezavantajlarıdır.



5. Gıda Maddesindeki Toplam 
Organik Azotun Tayin Edilmesine 

Dayalı Yöntemler



Yapılan çalışmalar, gıda içinde bulunan toplam azotun 
%99’unun proteinlerden kaynaklandığını ortaya 
koymuştur.

Proteinlerin yaklaşık %16’sının N, geri kalan bölümünün 
ise C,H ve O atomlarından oluşmaktadır.



• Bu metotlar, gıda maddesindeki azotun büyük 
bir çoğunluğunun proteinlerde bulunduğu 
noktasından hareket edilerek, toplam azot 
miktarının hesaplanması esasına dayanır.



Bu yöntemle yapılan protein tayininde, önce gıdanın 
içerisindeki N miktarı bulunur ve bu değer bir faktör 
(100/16=6.25) ile çarpılarak protein miktarı hesaplanır.

Ancak, gıda maddelerinin N oranı değişebildiği gibi gıda 
içerisinde bulunan diğer bazı azotlu maddelerin oranı 
da farklı olabilir.





Bazı gıdalar için belirlenen bu oranların farklı olmasının en 
önemli nedenleri şunlardır:

1.Gıda içindeki azotun tamamı protein kaynaklı olmayabilir.

2.Protein tabiatında olmayan azotlu bileşiklerin oranları 
farklı olabilir.

3.Bir gıdada değişik yapıdaki proteinlerin oranları farklıdır.

4.Her proteinin aminoasit oranları, dolayısıyla azot 
miktarları farklıdır.



Toplam organik azotun tayin edilmesine 
dayalı yöntemler iki gruba ayrılır:

Gıda maddesi içindeki, doğal formda bulunan 
azotun elemental azot haline çevrilmesine 
dayalı yöntemler,

Gıda maddesi içindeki, doğal formda bulunan 
azotun amonyum tuzları haline çevrilmesine 
dayalı yöntemler.



Kjeldahl Yöntemi

• Protein tayininde en çok kullanılan yöntem 
Danimarkalı kimyacı Johan Kjeldahl’ın
geliştirdiği Kjeldahl yöntemidir. 

• Kjeldahl yöntemi üç aşamada gerçekleştirilir.



Danimarkalı kimyacı Kjeldahl’ın 1883’te 
kurduğu protein tayin düzeneği





YAKMA İŞLEMİ (yaş oksidasyon)

• Örnek içindeki organik maddelerin oksidasyonu
ve azotun amonyum sülfat haline 
dönüştürülmesi işlemidir.

Organik Madde + H₂SO4     CO2 +H2O + NH4+SO2

2 NH4+ + H₂SO4 (NH4)2SO



• Yakma  reaksiyonun kolaylıkla oluşabilmesi için 
Cu, Hg, Fe, S, Se veya K tuzları kullanılır.

• Katalizörler yakma işlemi sırasında arzu edilen 
kimyasal reaksiyonları hızlandırır.

• Katalizörler ayrıca H2SO4’ün kaynama noktasını 
yükseltirler dolayısıyla yüksek sıcaklıklara ulaşılır 
ve kısa sürede reaksiyon gerçekleştirilir.

YAKMA İŞLEMİ



• Yakma işlemine açık mavi-yeşil veya sarımsı 
yeşil renk oluşuncaya kadar devam edilir.

YAKMA İŞLEMİ



Yakma Ünitesi



Yakma Ünitesi



Damıtma(Distilasyon)

• Amonyum sülfatın, su ve NaOH ile 
ayrıştırılarak önce NH4OH  ve daha sonra NH3 

haline dönüştürülerek zayıf bir asitle tutulması



Distilasyon Düzeneği





Kjeldahl Metodu

• Kjeldahl yakma ünitesinde yanma işlemi ile tüm organik 
maddeler uzaklaştırıldıktan sonra örnek mavimsi yeşil bir 
renk alır ve hiç siyahlık kalmaz.

• Balon ateşten indirilir ve soğutulur.

• Üzerine 400 mL saf su ve 80-100mL doymuş NaOH ilave 
edilerek distilasyon işlemi gerçekleştirilir.

• Amonyak gazı uçar ve destilasyon düzeneğinde 
yoğunlaşarak bir zayıf asit (borik asit) üzerinde tutulur.



TİTRASYON



TİTRASYON

• Amonyak çözeltisinde nötrleşmeden sonra arta 
kalan asit veya asit üzerinde tutunan bazın 0.1 N HCl
ile titre edilerek toplam azot miktarının tayin 
edilmesi 



Hesaplama 



Kjeldahl metodunda bulunan %N miktarı, örneğin azot/protein 
faktörü ile çarpılarak % ham protein miktarı bulunur.

% ham protein miktarı= % azot miktarı X Faktör

Kjeldahl Metodu



Kjeldahl yönteminin avantajları

• 1.Güvenilir bir metottur, doğru ve hassas 
sonuçlar verir.

• 2.Çok fazla protein içeren gıdalarda kolorimetrik
metotlarla protein tayini çok zordur veya 
yapılamaz, bu durumlarda kjeldahl metodu 
kullanılır.



Kjeldahl yönteminin 
dezavantajları

• Numunedeki protein oranı az ise hassasiyet 
düşer.

• Konsantre asit ve baz kullanımı olduğu için 
dikkatli olunmalıdır.

• Çevre kirliliği oluşturma problemi vardır.

• İşlemleri uzun zaman alır.



DUMAS YÖNTEMİ



Bu metodun temel prensibi,

a. Gıda maddesi bir fırın içinde yakılarak gıda 
içindeki tüm azot formlarının azot oksit gazlarına 
dönüştürülmesi

b. Daha sonra bu gazlar, elemental azota (N2) 
indirgenmekte

c. Termal iletkenlik yöntemleri ile bu azotun 
miktarının belirlenmesi esasına dayanmaktadır.



Protein/nitrojen analiz cihazı



İŞLEM:

Protein/Nitrojen analiz cihazı açıldıktan sonra 
1 saat beklenir ve kör (boş) yakma yapılarak 2-
3 saat daha beklenir.

 Cihazın standartlara ulaşıp ulaşmadığı kontrol 
edilerek analiz işlemine başlanır.



 Ölçümü yapılacak numuneler 0.20-0.25 g 
arası tartılır, print butonu ile ağırlığın cihaza 
kaydedilmesi sağlanır ve kapsül kapatılır.

Hazır haldeki numune cihaza verilir.

İŞLEM:



Hesaplama

• Her bir numunenin analiz süresi 4 dakikadır.

• Analiz bitiminde cihaz sonuçları “%nitrojen” 
olarak verir. 

• Cihazın verdiği değer, örneğin durumuna göre, 
daha önce bahsedilmiş olan faktörlerle 
çarpılarak “% Ham Protein” oranı hesaplanır.



Dumas yönteminin kjeldahl yöntemine 
kıyasla avantajları

• 1.Ağır kimyasal maddelerle çalışmaya ihtiyaç 
duyulmaması

• 2.Sıvı, katı veya yarı katı haldeki hertürlü gıda 
maddesinde kolaylıkla uygulanabilmesi

• 3.Çok kısa bir süre içinde sonuç alınabilmesi



Dumas metodunun dezavantajları 

Dumas metodunda kullanılan örnek miktarının az 
olması(200-300mg). Bu nedenle örnek hazırlama 
işleminde çok dikkatli olunması gerekmektedir.

 Dumas metodunun gıda içindeki proteinlerin 
dışındaki diğer tüm N formlarına da duyarlı 
olması

Fazla yağlı gıdalarda yakma güçlüklerinin olması
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