D3a. Et ve Et Uriinlerinde Bag Doku Miktar1 (Hidroksiprolin-HP) Analizi
1. Genel Bilgi

Ette veya et tirlintinde bulunan proteinin degeri, bilesimine giren aminoasitlerin miktarina ve
cesidine baglidir. Fakat protein miktari, protein kalitesinin belirlenmesi icin yeterli degildir.
Bag doku (konnektif doku) viicudun ¢esitli kisimlarin1 birbirine baglayan, viicudu kitle
halinde tutan dokudur. Et ve et {iriinleri i¢erisinde bulunan bag doku kaynakli protein oraninin
belirlenmesi, et teknolojisinde kalite ve teknolojik acilardan onemlidir. Ayrica bag doku
proteinleri viicut tarafindan sindirilemedigi i¢in biyoyararliliklar: diigiiktiir ve tirlintin besinsel
kalitesinin belirlenmesi bakimindan da 6nem tasir.

Kollagen, bag dokuyu olusturan temel yapi maddesidir. Bu proteini olusturan aminoasitler
icerisinde hidroksiprolin sadece bag dokuya 6zgii bir aminoasittir. Kollagen proteininde
hidroksiprolin orani sabittir ve oram1 %12,5°dir. Bu sayede bir ette veya et iirlinlinde
hidroksiprolin miktar1 belirlenerek ham proteindeki kollagen bag doku miktar1 belirlenebilir
ve etin protein kalitesi degerlendirilebilir.

2. ilke

Ornekte bulunan aminoasitlerin SnCl, ve H,SOy esliginde 110 °C'de 16 saat hidrolize edilerek
stvi faza gecirilmesi, daha sonra (pH 8'de) alkali bakir siilfatli ortamda hidroksiprolin
aminoasidinin H,O, ile oksitlenmesi, oksitlenme {iriiniiniin p-dimetilaminobenzaldehit ile sulu
stilfirik asitli ortamda verdigi pembe rengin optik yogunlugunun 6l¢iilmesidir.

3. Kimyasallar

Saf kalay-II-kloriir (SnCl,) — 6 N Siilfuirik asit ¢ozeltisi (H,SO4) — 3 N Siilfiirik asit
cozeltisi (H,SO4) — 0,05 M Bakir siilfat ¢ozeltisi (CuSO4.5H,0) %6’lik Hidroperoksit
cozeltisi (H,O,) — 3,5 N Sodyum hidroksit ¢ozeltisi (NaOH) — %33’liik Sodyum hidroksit
¢ozeltisi (NaOH) — Doymus Sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (NaHCOj3) —Izopropil alkolde
hazirlanmis %35°lik p-dimetilaminobenzaldehit ¢ézeltisi —Izopropil alkol

4. Geregler

Spektrofotometre—Kurutma dolab1 (Etiiv) —Termostatli su banyosu —FErlenmayer, 250
mL—OIciilii balonlari, 25, 100 ve 250 mL’lik—Pipetler —Kaba filtre kagid

5. islem

e Kiyma c¢ekilerek homojen hale getirilen 6rnekten 250 mL’lik erlenmayer igerisine 10 g
tartilir. Uzerine 1,8 gram SnCl, ve 35 mL 6 N H,SOy ilave edilir.

e Erlenin agzi, saat camiyla kapatilarak 110 °C'de kurutma dolabinda 16 saat hidroliz edilir.

e (Oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra, %33'liik NaOH ve doymus NaHCOj;
cozeltileri kullanilarak pH 8,0'e ayarlanir.

e Hidrolizat, 250 mL’lik bir 6l¢ii balonuna aktarilir ve saf su ile ¢izgisine tamamlanir. En az
30 dakika, en ¢ok 3 giin 4°C sicaklikta bekletilir.

e Icerik, bir erlen igerisine kaba filtre kagidindan filtre edilir.

e Busiiziintiiden 1/10 veya 1/20’lik seyreltmeler yapilir. Siiztintiiden 10 mL alinarak destile
su ile 100 mL’ye seyreltilir.
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Her seyreltiden 2,5 mL alinarak ayr1 ayr1 25 mL'lik 6l¢ii balonlarina pipetlenir. Ayrica
sahit deney i¢in 2,5 mL destile su, 25 mL'lik 6l¢ii balonlarina pipetlenir. Bu asamadan
sonra asagidaki islemler sirasiyla uygulanir.

Ornek ve destile su iceren olgiilii balonlara 2,5 mL0,05 M CuSOy ¢ozeltisi eklenerek
karistirilir.

Uzerine 2,5 mL 3,5 N NaOH ¢6zeltisi ilave edilerek karistirilir.

Uzerine 2,5 mL %6'lik H,0, ¢ozeltisi ilave edilerek karistirilir (kopiirmeyi ve tasmayi
onlemek i¢in H,O, ¢6zeltisi yavasea ilave edilmelidir).

Kopiirme bitince balonlarin kapaklar1 sikica kapatilarak, 75°C deki su banyosunda 10
dakika bekletilir (kapaklar ara sira agilarak birikmis gaz ¢ikarilmalidir). Su banyosundan
cikarilarak musluk suyu altinda sogutulur.

Uzerine 10 mL 3 N H,SOy ilave edilir ve renk berraklasincaya kadar karistirilir.

Uzerine 5 mL %5°lik para-dimetilaminobenzaldehit ¢ozeltisi ilave edilir, iyice karistirilir
ve balonlar 75 °C'deki su banyosunda 20 dakika bekletilir. Siire sonunda musluk suyu
altinda sogutulur. Eksilmeler varsa n-propil alkolle 25 mL’ye tamamlanir ve karistirilir.
(Cozeltilerin  absorbanslari, 560 nm dalga boyunda sahide kars1 sifirlanan
spektrofotometrede okunur. Ornekteki hidroksiprolin miktar, standart kurveden
hesaplanir.

5.1. Standart kurvenin hazirlanmasi

6.

Onceden 100 °C'de 2 saat kurutulan saf hidroksiprolinden 25 mg duyarl bir sekilde
tartilarak 100 mL’lik 6l¢ii balonuna aktarilir ve destile su ile ¢izgisine tamamlanir (Bu
cozelti, mL'sinde 0,25 mg hidroksiprolin icermektedir).

Hacmi 100 mL olan 8 adet 6l¢iilii balona sirasiyla yukaridaki ¢ozeltiden 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8
ve 10 mL pipetlenir. Her biri destile su ile 100 mL’ye tamamlanir (Bu ¢ozeltiler 100
mL'de sirasiyla 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25; 1,50; 2,00 ve 2,50 mg hidroksiprolin
icermektedirler).

Hacmi 25 mL olan 8 adet olciilii balona yukaridaki seyreltilerden sirasiyla 2,5 mL
pipetlenir. Madde 8, 9, 10, 11, 12, 13 ve 14 sirastyla uygulanir. Elde edilen absorbanslar
ve ¢ozeltilerin konsantrasyonlari kullanilarak standart kurve hazirlanir.

Hesaplama ve degerlendirme

Ornek miktar1 10 g, seyreltme orani 1/10 ise;

1. HP (mg/100 g) = [250 x (Standart kurveden bulunan HP miktar1 (mg/ml)]
2. % HP (g/100 g) = [(HP, mg/100 g) / 1000]

3. Ham proteindeki HP %'si = [(% HP x 100) / % Ham protein]

4. Ham proteindeki kollagen bag doku %'si = (Ham proteindeki HP %'si x 8)
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D3b. Et ve Et Uriinlerinde Su Tutma Kapasitesi Analizi
1. Genel Bilgi

Su ette en ¢ok bulunan bilesendir. Ette bulunan su etin gevreklik, kuruluk, renk, tat ve koku
ozelliklerini etkilemektedir. Su tutma kapasitesi ise et uygulanan kesme, kiyma, presleme
veya 1s1l islem gibi uygulamalar siiresince et tarafindan tutulabilen su miktaridir. Kas
dokunun su tutma kapasitesi ne kadar az ise saklama siiresince ylizeyden o kadar fazla su
buharlasir ve agirlik kaybi fazla olur.

2. Yontemin ilkesi

Analizin ilkesi az miktardaki et 6rneginin belirli kosullarda santrifiijlenmesi ve ilk agirliga
gore % oranin belirlenmesidir.

3. Gerecler
Santrifiij — Santrifiij tiipti — Pamuk — Hassas terazi
4. islem

Etler kiip seklinde 10 x 10 x 10 mm boyutlarinda kesilir ve 4°C de 15 dk 1000 rcf’de santrifiij
edilir (Hashizawa et al., 2013).

5. Hesaplama ve degerlendirme

Su tutma kapasitesi (STK) yapidan ayrilan su miktar1 {izerinden belirlenir ve asagidaki sekilde
hesaplanir:

STK (%) =m2/m1 x 100

ml= etin ilk agirlig

m2= etin santrifiij sonras1 agirlig
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