PROTEIN

4 )

Proteinler her organizmada bulunan 6nemli bir makromolekdl
sinifidir.
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4 )
Proteinler, 20 farkl tip L--amino asitten meydana gelen
polimerlerdir.
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4 )

Ortalama % 50-55 karbon, % 6—7 hidrojen, % 20-23 oksijen, %
12-19 azot ve %0.2-3.0 klikurt iceren organik bilesiklerdir.
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PROTEIN

FPolipeptit zinciri




Gida maddest Protemn % || Gidamaddest | Protem % | Gida maddesi | Protein %
Dondurma 45 | Ekmek 9.1 | Domates L]
Yogurt (tam yagh) 35 | Imik [14 | Karnabahar
Beyaz peynir [54 | Biskivi 6.6 | Ispanak

Siit (vagli-inek) 33 | Makarna 125 | Mantar
Dana eti 19.1 | Tarhana 122 | Bezelye
Koyun et 165 | Ceviz 148 | Hawug
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Pilic ett 234 | Findik 126 | Misi
Alabalik 183 | Nohut 20,5 | Portakal
Palamut 240 | Kuru fasiilye 223 | Incir
Sucuk 214 | Mercimek 247 | Kiraz
Pastirma 295 | Barbunya 229 | Uzim
Salam 23.8 | Soya fasiilyest 34.1 | Elma
Yumurta 121 | Tahmn helvasi 13.5
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PROTEIN

* Gidalarda toplam organik azotun buyuk kismi
proteinlerden bir kismi ise protein olmayan
bilesiklerden gelir.

Protein olmayan fakat yapisinda azot bulunan bilesikler;
e Nukleik asitler,

e Azotlu karbohidratlar,

e Alkoloidler,

e Azotlu lipitler,

e Porfirinler,

e Azotlu pigmentlerdir.




Neden protein tayini yapiyoruz?

-

Gida maddesinin mevcut kalite standartlarina uygunlugunun
belirlenmesi

\_

Gida maddesinin beslenme degerinin belirlenmesi (Gidalarin
beslenme degeri toplam ham protein miktarinin haricinde

\diéer bazi kalite indeksleri ile de belirlenmektedir.

AN

-

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

.
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Neden protein tayini yapiyoruz?
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N
Bir gida maddesinin genel bilesiminin tespit edilmesi

J

<
Gida icerisindeki protein cesitleri veya bunlarin yapisal
Ozelliklerinin belirlenmesi

J

<
Herhangi bir isleme tekniginin proteinler tzerindeki etkisinin
belirlenmesi

J

<
Proteinlerin bazi teknolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

J

\
Satisa sunulacak gida maddesinin fiyatini belirlemek amaciyla

J




Neden protein tayini yapiyoruz?

Proteinlerin bazi fonksiyonel 6zelliklerinin
belirlenmesi

emulsiyon stabilitesi
emulsiyon kapasitesi
su ve yag baglama kapasitesi

kopuk olusturma, jel kuvveti, cozunurluk vb.
kalite 6zellikleri ile de proteinler hakkinda bilgi
edinilebilir.




* Gida icerisinde azot ihtiva eden bilesikler,
genellikle ‘protein’ olarak bilinir ve geleneksel
olarak tayin islemleri de gida icindeki mevcut
azot miktarinin tayinine dayanir.

* Genellikle azot miktari ile belirlenen protein
orani ‘ham protein’ olarak adlandirilir.



Protein tayininde kullanilacak

yontemin seciminde;

% Isletmede bulunan enstriimanlar,
*»*Protein tayini yapilacak érnek miktari, sayisi
% Ornegin homoijenligi,

¢ Sonuclarin bildirilme siresi,

¢ Sonucun duyarlilik derecesi gibi faktorler etkilidir.




Protein Tayin Yontemleri




Proteinlerin Bazi Bilesiklerle Verdigi

Reaksiyonlarin Dikkate Alindigi Metotlar




1. Kantitatif Yontemler

* Kantitatif olarak proteinlerin renk
reaksiyonlariyla belirlenen yontemlerdir.



Millon testi

e Fenol iceren aminoasitlerle millon reaktifi
kirmizi renk ousturur.

_[ Ninhidrin reaksiyonu J

e Aminoasitler ninhidrin ile reaksiyona girerek
kiremit kirmizisi ile mor arasinda degisen renkli
kompleksler olustururlar.

Diasetil reaksiyonu J

e Arginin aminoasiti icin karakteristik bir
reaksiyondur.diasetil uygulama sonrasi yesil
fluoresansli koyu pembe renk olusturur.




4[ Ksantoprotein reaksiyonu }

e Konsantre nitrik asit ile 1sitma sonucu fenil
halkasiyla sari renk olusumu goézlenir.

( )

Kursun sulfur reaksiyonu

\ J

e Proteinin alkali ¢c6zeltisi kursun asetat cozeltisi ile
kaynatilirsa kikurtli amino asitler siyah kursun sulfur
cokeltisi veya esmer bir renk verir.




2. Kolorimetrik Esaslara Dayall

Yontemler




2. Kolorimetrik Esaslara Dayali

Yontemler

Peptit baglari veya amino asit kalintilarinin
uygun bir kimyasal kromofor gruplari ile
reaksiyonuna dayanir.




2. Kolorimetrik Esaslara Dayali
Yontemler

4 )

Kolorimetrik analizler hem cabuk sonuc alinan hem de
mikro dizeyde uygulanabilen analizlerdir.

\_ /
4 )
Kolorimetrik ydntemle yalnizca gidadaki proteinler degil
peptitler ve amino asitler de saptanabilir.

\_ /

;
Kolorimetrik Yontemle Protein Tayininin Esasi; peptit baglari

veya amino asit kalintilarinin uygun bir kimyasal kromofor
gruplari ile reaksiyonuna dayanir.

J




BiUre yontemi

e Proteinlerdeki peptit baglarinin alkali ortamda bakir
iyonlari ile reaksiyonu sonucu olusan mor rengin
kolorimetrik olarak 6lcimune dayanir.

Folin Ciocalteau yontemi

e Folin ¢ozeltisi ile gidadaki protein reaksiyonu ile
olusan mavi rengin olusumuna dayanan bir yontemdir.

Boya baglama yontemleri

e Proteinlerin renkli organik boyalarla bilesik olusturma
Ozelliginden yararlanilarak spektrofotmetrik olarak
Olcimuine dayanmaktadir.




Boya baglama yontemlerinde;

e Biure ve FCL yontemlerinde oldugu gibi
proteinlerin boya maddeleri ile reaksiyonu
sonucu olusan boya-protein kompleksinin
rengi dlctlmez.

e Aksine kullanilan boyanin bir kismi proteinlere
baglandigindan boya maddesinin
konsantrasyonu azalir.



Boya baglama yontemlerinde;

* Baglanamayan, serbest boyanin
konsantrasyonu belli bir dalga boyunda
spektrofotometre veya kolorimetrede olculir.

* Hazirlanmis tablolarla karsilastirilarak protein
miktari bulunur.



3. Titrasyona Dayali Yontemler

4 )
Genellikle peynircilikte, tank sutinun

protein miktarinin tayininde kullantilir.
\_

J
4 )
Protein titrasyonu yuksek olan sttin

kullanilmasi peynir randimanini yukseltir.
\_ /




3. Titrasyona Dayali Yontemler

Aminoasitler nétral veya hafif alkali cozeltilerde
formaldehitle muamele edilirlerse serbest amino
\gruplarlyla birlesir.

-

Boylece aminoasitin mono ya da dimetiol turevleri ya da
schiff bazi olusur. Bu da ortamda sadece karboksil
Qgruplarmm kalmasini saglar.

(

Aminoasitlerdeki karboksil gruplarinin bu reaksiyon
sonrasinda yapilan titrasyonla belirlenmesine dayanir.

\_ J
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4. Direkt Destilasyon Yontemi

4 )
Daha cok hububat ve trinlerinde kullanilir ve hizli

sonuc alinir.

\_ J
4 )
Gidadaki amino asitler sodyum hidroksit ile
kaynatilarak serbest hale gecen amonyak damitilir

g J
4 )

Saptanan amonyak miktarindan protein miktari

hesaplanir.
N\ J




Baska yontemler?

e Kizil 6tesi, UV, refraktometre, tirbidimetre,
elektron spektroskopisi gibi enstrimanlarla
protein tayini yapilabilmektedir.

* Bu enstriumanlarin pahali olmasi tek
dezavantajlaridir.




5. Gida Maddesindeki Toplam

Organik Azotun Tayin Edilmesine
Dayali Yontemler




Yapilan calismalar, gida icinde bulunan toplam azotun
%99’unun proteinlerden kaynaklandigini ortaya
koymustur.

Proteinlerin yaklasik %16’sinin N, geri kalan boliminin
ise C,H ve O atomlarindan olusmaktadir.



Bu metotlar, gida maddesindeki azotun biyuk
bir cogunlugunun proteinlerde bulundugu
noktasindan hareket edilerek, toplam azot
miktarinin hesaplanmasi esasina dayanir.




4 N

Bu ydntemle yapilan protein tayininde, 6nce gidanin
icerisindeki N miktari bulunur ve bu deger bir faktor
(100/16=6.25) ile carpilarak protein miktari hesaplanir.

o

/

Ancak, gida maddelerinin N orani degisebildigi gibi gida
icerisinde bulunan diger bazi azotlu maddelerin orani
da farkli olabilir.
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/
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Her bir gida maddesi icin belirli katsayilar belirlenmistir.

Katsayi
-et, yumurta, fasulye, balik vb gidalar 6,25
-Siit ve mamulleri 6,38
-Arpa, cavdar, yulaf 5,83
-Bugday, un vh. 5,70
-Jelatin 5,30

-Kabuklu yemisler 5,30



Bazi gidalar icin belirlenen bu oranlarin farkh olmasinin en

onemli nedenleri sunlardir:

-

1.Gida icindeki azotun tamami protein kaynakli olmayabilir.

\_
-
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-

\_
-
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<
2.Protein tabiatinda olmayan azotlu bilesiklerin oranlari
farkl olabilir.

J

<
3.Bir gidada degisik yapidaki proteinlerin oranlari farklidir.

J

<
4.Her proteinin aminoasit oranlari, dolayisiyla azot
miktarlari farkhdir.

J




Toplam organik azotun tayin edilmesine

dayali yontemler iki gruba ayrilir:

**Gida maddesi icindeki, dogal formda bulunan
azotun elemental azot haline cevrilmesine
dayali yontemler,

**Gida maddesi icindeki, dogal formda bulunan
azotun amonyum tuzlari haline cevrilmesine
dayali ydontemler.



Kjeldahl Yontemi

* Protein tayininde en ¢cok kullanilan yontem
Danimarkali kimyaci Johan Kjeldahl’'in
gelistirdigi Kjeldahl yontemidir.

* Kjeldahl yontemi ¢ asamada gerceklestirilir.



Danimarkali kimyaci Kjeldahl’'in 1883’te
kurdugu protein tayin duzenegi
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YAKMA:
Katalizor
Organik madde + H,SO, > C0,+H,0 +NH; + S0,
Is1

NH, + S0, » (NH,),S0,

DAMITMA:
(NHy),504+2NaOH = Na,50,+2NH,OH

NH,OH » H,O + NH;

NH; + H;B0O; —————p NH;H;BO;
TITRASYON:
NH,H,BO; + HCI » NH,CIl+ H;BO;




YAKMA ISLEMI (yas oksidasyon)

* Ornek icindeki organik maddelerin oksidasyonu
ve azotun amonyum sulfat haline
donusturulmesi islemidir.

Organik Madde + H,SO4m CO2 +H20 + NH4+S02

2 NHa+ + H,SO4 (NH4)2S0



YAKMA iSLEMI

* Yakma reaksiyonun kolaylikla olusabilmesi icin
Cu, Hg, Fe, S, Se veya K tuzlari kullanilir.

* Katalizorler yakma islemi sirasinda arzu edilen
kimyasal reaksiyonlari hizlandirir.

e Katalizorler ayrica H2S04’Gn kaynama noktasini
yukseltirler dolayisiyla ylksek sicakliklara ulasilir
ve kisa surede reaksiyon gerceklestirilir.



YAKMA iSLEMI

* Yakma islemine acik mavi-yesil veya sarimsi
vesil renk olusuncaya kadar devam edilir.



Iitesi
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Yakma Unitesi




Damitma(Distilasyon)

 Amonyum sulfatin, su ve NaOH ile
ayristirilarak once NH40OH ve daha sonra NH3
haline donusturulerek zayif bir asitle tutulmasi

2- DAMITMA:
NHA)2504 + N0 o~ Na2504 + INH4OH
NH4OH ey 110+ NH3

NH3+H3BO3 ~ ——u9  NH4HIBOS



Distilasyon Duzenegi




EFLAS




Kjeldahl Metodu

* Kjeldahl yakma Unitesinde yanma islemi ile tim organik
maddeler uzaklastirildiktan sonra 6rnek mavimsi yesil bir
renk alir ve hicg siyahlik kalmaz.

* Balon atesten indirilir ve sogutulur.

« Uzerine 400 mL saf su ve 80-100mL doymus NaOH ilave
edilerek distilasyon islemi gerceklestirilir.

* Amonyak gazi ucar ve destilasyon duzeneginde
yogunlasarak bir zayif asit (borik asit) Uzerinde tutulur.



TITRASYON
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TITRASYON

* Amonyak ¢dzeltisinde notrlesmeden sonra arta

kalan asit veya asit Uzerinde tutunan bazin 0.1 N HCI

ile titre edilerek toplam azot miktarinin tayin
edilmesi

L TTRASTON
Ui 1 Y



Hesaplama

Hesaplama

Yo azot=_(Vy-Vy)' N 0014 - 100

M
"o protem =" N- F

"y = Titrasyonda harcanan H,SO, ¢ozeltisi veya HCI ¢ozeltist nuktart (mL)
"o = Kor deneme titrasyonunda harcanan H,SO;4 ¢ozeltisi veya HCI ¢ozeltist muktar

N = Titrasyonda kullanilan H,SO4 ¢dzeltisi veya HCI ¢dzeltisinin normalitesi (0.1 N)
0,014 = Azotun muli ekivalen agirhi&
m : Alinan gida dregi nuktan(g veya mL)



Kjeldahl Metodu

[

Kjeldahl metodunda bulunan %N miktari, 6rnegin azot/protein
faktoru ile carpilarak % ham protein miktari bulunur.

\_
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% ham protein miktari= % azot miktari X Faktor

o

J
™~




Kjeldahl yonteminin avantajlari

* 1.Guvenilir bir metottur, dogru vgs#
sonuclar verir.

e 2.Cok fazla protein iceren gialarda kolorimetrik
metotlarla protein tayini cok zordur veya
vapilamaz, bu durumlarda kjeldahl metodu
kullanilr.



Kjeldahl ydonteminin
dezavantajlari

Numunedeki protein orani az ise hassasiyet
duser.

Konsantre asit ve baz kullanimi oldugu icin
dikkatli olunmalidir.

Cevre kirliligi olusturma problemi vardir.
Islemleri uzun zaman alr.






Bu metodun temel prensibi,

a. Gida maddesi bir firin icinde yakilarak gida
icindeki tim azot formlarinin azot oksit gazlarina
donlstlrulmesi

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

c. Termal iletkenlik yontemleri ile bu azotun
miktarinin belirlenmesi esasina dayanmaktadir.




Protein/nitrojen analiz cihazl
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ISLEM:

***Protein/Nitrojen analiz cihazi acildiktan sonra
1 saat beklenir ve kor (bos) yakma yapilarak 2-
3 saat daha beklenir.

¢ Cihazin standartlara ulasip ulasmadigi kontrol
edilerek analiz islemine baslanir.



ISLEM:

N/

% Olcimu yapilacak numuneler 0.20-0.25 g
arasli tartilir, print butonu ile agirligin cihaza
kaydedilmesi saglanir ve kapsul kapatilir.

**Hazir haldeki numune cihaza verilir.



Hesaplama

e Her bir numunenin analiz suresi 4 dakikadir.

e Analiz bitiminde cihaz sonuclari “%nitrojen”
olarak verir.

* Cihazin verdigi deger, 6rnegin durumuna gore,
daha dnce bahsedilmis olan faktorlerle
carpilarak “% Ham Protein” orani hesaplanir.




Dumas yonteminin kjeldahl yontemine

kivasla avantailari

e 1.Agir kimyasal maddelerle calismaya ihtiyac
duyulmamasi

e 2.Sivi, kati veya vyari kati haldeki hertlrli gida
maddesinde kolaylikla uygulanabilmesi

e 3.Cok kisa bir stre icinde sonuc alinabilmesi



JdDumas metodunda kullanilan 6rnek miktarinin az
olmasi(200-300mg). Bu nedenle ornek hazirlama
isleminde cok dikkatli olunmasi gerekmektedir.

(J Dumas metodunun gida icindeki proteinlerin
disindaki diger tim N formlarina da duyarli
olmasi

JFazla yagli gidalarda yakma gticliiklerinin olmasi
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