Protein Tayini (Makro Kjeldahl Yontemi)

Genel ilke

Protein tayininde, belirli miktarda 6rnek konsantre siilfiirik asitle katalizor esliginde ve yiiksek
sicaklikta reaksiyona sokularak, organik kokenli azot indirgenir ve amonyum siilfat halinde
baglanir.

Azotlu bilesenler + H2SOs —— (NH4)2SO04 + CO2 + H20 + SO2

Eklenen yogun sodyum hidroksit ¢ozeltisiyle amonyum tuzlarindan serbest birakilan amonyak,
buhar destilasyonu ile icerisinde asit ¢dzeltisi bulunan destilasyon kabinda toplanir.
(NH4)2SO4 + 2NaOH —»  2NH3 + Na2S04 + 2H:20

NHs3 + HsBOs —* NHsH2BOs3

Destilatin titre edilmesiyle asit tarafindan tutulan azot miktar1 hesaplanir ve elde edilen deger
6,25 katsayisi ile ¢arpilarak % protein miktar1 bulunur.

NH4H2BOs + HCI —» H3BOs + NH4Cl

Gerekli Malzemeler

Ekipman
Makro Kjeldahl cihazi

Kjeldahl balonu (750 mL lik)
Erlenmayer (250 mL lik)
Olgii silindiri (100 mL lik)
Biiret (50 mL lik)

Azot igcermeyen filtre kagidi
Cinko tas1

Kimyasal Maddeler

Derisik siilfiirik asit

Sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi, %50°1ik

Borik asit (HsBO3) ¢ozeltisi, %3,5’1ik

Ayarl1 0,1 N HCI ¢ozeltisi

Katalizor karigimi (1 kisim bakar siilfat (CuSO4.5H20), 10 kisim potasyum siilfat (K2SO4))
Indikator karisimi

Cozeltilerin hazirlamisi
NaOH (%50) : 50 g NaOH hassas bir sekilde tartilir ve bir miktar destile su igerisinde

coziindiirtildiikten sonra 50 mL’lik balon jojeye aktarilarak ¢izgisine tamamlanir.



Borik asit (%3,5) : 3,5 g borik asit hassas bir sekilde tartilir ve bir miktar destile su igerisinde

cozlindiiriildiikten sonra 100 mL’lik balon jojeye aktarilarak ¢izgisine tamamlanir.

0,1 N HCI: Yogunlugu 1,19 g/cm? olan %37°lik HCI’den 8,29 mL alinir ve 1000 mL’lik balon
jojeye aktarilarak yavasga ¢izgisine tamamlanir. Cozeltinin normalitesinin kesin olarak
bilinmesi gerekir. Bu amacgla normalitesi kesin olarak bilinen NaOH ¢ozeltisi kullanilabilir.
Normalitesi belirlenecek HCI’den 10 ml bir erlene aktarilir ve NaOH ile titre edilir. Asagidaki
formiil kullanilarak HCI’nin normalitesi hesaplanir.

N Hcl X V Hel = N NaoH X 'V NaOH

Bir diger yontemde ise ayarlama islemi primer standart olan NaoCOs ile yapilir. NaoCOz deney
oncesi 110 °C da 2 saat kurutulur ve desikatorde oda sicakligina sogutulur. 0.100-0,1500 g aras1
Na2COshassas olarak tartilir ve virgiilden sonra 4 haneli olacak sekilde kaydedilir. 50 ml destile
suda ¢oziiliir. Uzerine indikator olarak 3-4 damla bromkresol yesili damlatilir ve HCl ile titre
edilir. Titrasyon ¢6zeltinin mavi renginin yesile dondiigii ilk ana kadar devam ettirilir. Cozelti
1-2 dakika kaynatilir rengin yine mavi olmasi gerekir. Cozelti soguduktan sonra tekrar
cozeltinin rengi yesil olana kadar titrasyona devam edilir. Harcanan HCI asit miktar1 kaydedilir.
Kaynama iglemi yapildiginda rengin maviye donmeyisi baslangigtaki asidin fazla kagtigini
gosterir ve deney tekrar edilir. HCI'nin normalitesi asagidaki formiille hesaplanir.

N= (M x 1000 / 53,0) / Vtitrant
M : Tartilan NaCOz3’1n agirligi (g)
Viitrant  : DOniim noktasina kadar harcanan HCI miktar1 (ml)
N : HCI ¢ozeltisinin kesin normalitesi
53 : NaCOs ’1n esdeger agirligi= ( Molekiil agirligi / Tesir degerligi ) = (106,0 / 2) =53

Indikator karisimi: %95°1ik etil alkolde hazirlanmis %0.1°lik bir kisim metil kirmizist ve

%95’lik etil alkolde hazirlanmis %0.1°lik bes kistm brom krezol yesili ile hazirlanir.
Analizin yapihisi

1. Yakma asamasi: 1-2 g et ornegi, azot icermeyen filtre kagidina tartilir ve filtre kagidi

katlanarak Kjeldahl balonuna aktarilir. Uzerine bir spatiil katalizor karisimi ve 25 mL konsantre



H2S0s ilave edilir. Balon Kjeldahl yakma diizenegine yerlestirilir ve sicaklik kademeli olarak

artirilarak igerik tamamen berrak yesil renkte olana kadar yakilir.

2. Destilasyon asamasi: Oda sicakligina sogutulan balon igerigine yaklagik 100 mL destile su
yavasca ilave edilir ve sogutulur. Balon igerisine %50’lik NaOH ¢ozeltisinden 80 mL ve birkag
cinko tasi ilave edilir. Balon c¢alkalanmadan Kjeldahl destilasyon {initesine yerlestirilir.
Destilasyon iinitesinin ¢ikig ucuna, igerisinde 3-4 damla indikator karisimi eklenmis 100 mL
%3,5’luk borik asit ¢ozeltisi bulunan erlenmayer yerlestirilir. Kjeldahl balonu dikkatlice
karistirilir ve NaOH c¢ozeltisi ortama dagilarak ortami kuvvetli bir sekilde bazik hale getirir.
Renk degisimi ile (koyu kahve-siyah) bu durum gozlenebilir. Eger renk degismemis ise ortamin
yeterince baziklesmedigi anlasilir ve bir miktar daha NaOH ilave edilir. Isitict ¢alistirilir.
Kaynama ile beraber destilasyon baslar ve islem erlenmayerde yaklagik 150 mL destilat
toplanincaya kadar devam ettirilir. Bu noktada erlenmayerdeki ¢dzeltinin renginin pembeden

yesile dondiigii gozlenebilir.

3. Titrasyon asamasi: Destilat, 0.1 N HCI ¢ozeltisi ile pembe renge titre edilir.

Hesaplama

Protein miktar1 % olarak agagidaki formiille hesaplanir.

% Azot (N) = VasitX Nasitx 1.4
M
% Protein = % N x 6,25

Vasit © Titrasyonda harcanan HCI miktar1 (mL)
Nasit : Titrasyonda kullanilan HCI’in normalitesi
M : Ornek miktar1 (g)

6.25 : Azotun proteine doniistiiriilme faktorii



