Kjeldahl Yéntemi ile Ham Protein Tayini

Her gidada farkli oranda protein bulunur. Gidalarin besin degerinin ve kalitesinin saptanmasinda
protein miktarinin belirlenmesi gerekir. Gidalarda ¢ok cesitli amacglarla protein analizleri yapiimaktadir.

e Gida maddesinin mevcut kalite standartlarina uygunlunun belirlenmesi
o Gida maddesinin besleme degerinin belirlenmesi
e Bir gida maddesinin genel bilesiminin tespit edilmesi

e Herhangi bir isleme tekniginin proteinler izerindeki etkisini belirlenmesi

Dondurma %4.5 | Ekmek %9.1 Domates %1.1 | Dana eti %19.1 Kuru faslilye %22.3 Ceviz incir %1.2 Sucuk %21.4
%14.8
Beyaz peynir irmik %11.4 Bezelye %6.3 Koyun eti %16.5 | Mercimek %24.7 Findik Kiraz %1.3 Pastirma %29.5
%15.4 12.6
Yogurt (tam Biskuvi %6.6 Havug Pili¢ eti %23.4 Nohut Misir Uziim %0.6 Salam %23.8
yagh) %3.5 %1.1 %20,5 %10.0
Sut (yagh-inek) Makarna %12.5 Karnabahar Alabalik %18.3 Barbunya %22.9 Mantar | Elma %0.2 Yumurta %12.1
%3.3 %2.7 2.7
Tarhana %12.2 Ispanak %3.3 Palamut %24.0 Soya fasiilyesi %34.1 Portakal %1.0 | Tahin helvasi %13.5

Rutin analizlerde proteinler ve amino asitler ayri ayri degil toplam ham protein olarak tayin
edilmektedir.

Gidalarda toplam organik azotun biiyik kismi proteinlerden bir kismi ise protein olmayan bilesiklerden
gelir. Protein olmayan fakat yapisinda azot bulunan bilesikler; nikleik asitler, azotlu karbohidratlar,
alkoloidler, azotlu lipitler, porfirinler, azotlu pigmentlerdir.

Protein tayininde bircok metot bulunmakla birlikte en ¢ok kullanilan ve referans metot olarak kabul
edilen yontem Danimarkal kimyaci Johan Kjeldahl'in gelistirdigi Kjeldahl yoéntemidir. Kjeldahl
yénteminin temel amaci gidalardaki serbest azotun (N) amonyum iyonuna (NH*) cevrilmesidir. Bu
yontemde esas olarak analiz edilen 6rnekteki azot miktari belirlenmekte ve azot miktarindan protein
miktari saptanmaktadir.

Kjeldahl yontemi ile protein halinde bulunmayan amin, amid ve amonyum gibi azot iceren tim
bilesikler de protein gibi belirlendiginden bu yonteme Ham Protein Tayini denilmektedir.

Kjeldahl yonteminin prensibi: Azot iceren 6rnegin H,SO, ile yakilarak igcindeki tim azotun (NH4),SO4’ a
donustirilmesi, ¢ozeltinin baziklestiriimesi ve acgiga ¢ikan NHs'in damitilip belli standart bir asit
¢Ozeltisi icinde toplandiktan sonra notrlesen asit miktarinin titrasyonla saptanmasidir.

Bunun i¢in 6rnek 6nce derisik sulfurik asit ile yiksek sicaklikta yakilir. Karbonlu (C) maddeler okside
olarak karbondioksite (CO2), hidrojenler suya, hidrojene bagh azot amonyum siilfat ((NH4)2504) haline
dondsir. Elde edilen ¢ozelti agirlikga % 40’hk sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ile distile edilir. Serbest
hale gecen amonyak (NHs) bir asit ¢ozeltisi icinde tutulur. Amonyagin asit ¢cozeltisi icerisinde notrledigi
asit miktari titrasyon ile belirlenerek azot miktari tespit edilir.

Kjeldahl yontemi li¢c asamada yapilir. 1-YAS YAKMA, ornekteki organik maddelerin yakilmasi ve
azotun (NH;),SO, seklinde elde edilmesi. 2-DAMITMA, elde edilen (NH4)>SO4 ten NaOH kullanilarak
azotun NH3 formunda serbest birakilmasi ve serbest kalan NH3’ tin damitilarak ayarli bir asit ¢ozeltisi
icinde tutulmasi. 3-TITRASYON NH3 tarafindan nétrlestirilen asit ¢dzeltisinin titre edilmesi ve toplam
azotun hesaplanmasi.




Yakma:
Katalizor
Organik madde + H,SO, ——» CO; + H,0 + NHs" + SO,
Isi
NHs* + 504_2 _ (NH4)2$O4

Yakma isleminde proteinleri olusturan amino asitlerin amino gruplarinda (NH2) bulunan azot,
amonyum iyonuna (NHs*) dénistirilir ve silfurik asitten gelen silfat kdkiine (SO42) baglanarak

amonyum silfat ((NH4).SO4) haline getirilir. Yakma asamasinda asitin kaynama noktasini ylikseltmek,
reaksiyonu hizlandirmak icin potasyum siilfat ve katalizorler kullanilir.

% 98’lik yogunlugu d=1.84 g/cm3 olan H2S04
K2S04 + CuS04 Kjeldahl tableti

Parcalanmis, 6gutilmis ornek homojenize edilir, 6rnekten 1 g kadar tartilir ve Kjehdahl balonuna
konur. Uzerine tablet ve 25 mL derisik H,SO4 eklenir. Kjehdahl balonu yakma setine yerlestirilir. Baska
bir Kjehdahl balonuna tablet ve 25 mL derisik H2SO4 konularak kér deneme hazirlanir. Sicaklik
kademeli artacak sekilde ayarlanarak yakma islemi baslatilir. Ornek 350-420°C’de siyah nokta
kalmayincaya kadar yakilir. Orneklerin rengi acik yesil veya sarimsi yesil oldugunda yakma islemine son
verilir. Tupler oda sicakligina kadar sogutulur.

Damitma:

(NH4),SO4 + 2NaOH — »  NaySO0,4 + 2NH,0H
NH4sOH —— H,0 + NH;

NH; + H3BO; ——» NH4H,BO;

Kjehdahl protein tayin yonteminin damitma(destilasyon) asamasinda yakma sirasinda olusan
amonyum silfat (NH4)2S04, % 40’lik sodyum hidroksit ile reaksiyona girerek sodyum siilfat ve
amonyum hidroksit olusur. Amonyum hidroksitte par¢alanarak amonyak ve su olusur. NaOH yakma
karisiminin pH’in1 yikseltir. Bu da (NH4)2SO4 ‘taki NH4 + iyonlarinin NH3 gazina ddnlsmesini
kolaylastirir ve NH3 serbest hale getirilir. Gaz haline gelmis amonyak geri sogutucu yardimi ile belli
miktar ayarli borik asit icinde tutulur.

% 40’lik NaOH ¢ozeltisi
% 4'lUk Borik asit ¢ozeltisi
indikator ¢ozeltisi; metil kirmizisi + bromkresol yesili

Kjehdahl balonlarina 100 ml % 40’lik NaOH ilave edilir, erlene 50 mL borik asit ¢ozeltisi ve 10 damla
indikator ¢ozeltisi konur, erlen destilasyon cihazina yerlestirilir, islem baslatilir, yaklagik 100-150 mL
destilat elde edilinceye kadar destilasyona devam edilir, bu asamada baslangicta menekse-mor
renginde olan erlendeki borik asit ¢ozeltisi yesil renge donlsdr.

Titrasyon:
NH4HzBO3 +HC| —88™ NH4C| + H3803

Borik asit ¢ozeltisinde tutulan ve amonyak miktarinin belirlenmesi igin titrasyon islemi yapilir. Titrasyon
sonunda zayif bir baz olan amonyak, konsantrasyonu belli bir asit ile nétralize edilir. Amonyum borat
hidroklorik asitle reaksiyona girdiginde amonyum kloriir ve tekrar borik asite dénistiiglinden erlendeki



yesil renk damitmanin baslangicindaki menekse-mor renge doénlisir, harcanan asit miktarindan
formiille toplam azot hesaplanir.

0.1 N HCl ¢ozeltisi

Blrete 0.1 N HCI doldurulur ve iginde amonyagin tutuldugu borik asit ¢ozeltisi biiretteki asit ¢dzeltisi
ile baslangictaki menekse-mor renk olusuncaya kadar titre edilir.

Azot Miktarinin Hesaplanmasi

($1-S0) x N x F x mes
0

x 100

%Azot=

S1: Titrasyonda harcanan HCI ¢ozeltisi miktari (mL)

SO: Koér deneme titrasyonunda harcanan HCl ¢ozeltisi miktari (mL)
N: Titrasyonda kullanilan HCI ¢6zeltisinin normalitesi (0.1 N)

Mes: Azotun mili esdeger agirhg (0,014)

O: Ornek miktari (g veya mL)

F: 0.1 N HCl ¢ozeltisinin faktori

Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Proteinler C, H, O, N, S, P dan meydana gelmistir. Protein molekili icerisindeki azotun miktari
ortalama % 16 (100/16, 6.25) ise de bu oran degisik gida maddelerinde farklidir.

Bu sebeple titrasyonda elde edilen N miktarindan belli bir katsayr kullanilarak protein miktari
hesaplanir.

%Protein = %Azot xF

F: Protein ¢evirme faktori
Et, yumurta, faslilye, bezelye ve misirda 6.25, Bugday, makarna ve unda 5.70, Arpa, ¢avdar, yulaf ve

darida 5.83, Siit ve Urinlerinde 6.38, Kabuklu yemislerde 5.30



Yakma:
Katalizor

Organik madde + H,SO4

| C02+ H20+ NH4++SOZ
SI

NH4+ + 504'2 _— (NH4)2504

Damitma:

(NH4)2SO4 + 2NaOH —_— Na,SO4 + 2NH40OH

NH,OH —— H,0O + NHs

NHs + H3BOs _— NHzH,BO3

Titrasyon:

NHsH>BO3 + HCI _— NH4C| + H3BO3



