D4a. Et ve Et Uriinlerinde Renk Olciimii ve Kiir Pigment
(Nitrozomyoglobin) Miktar1 Analizi

1. Genel Bilgi

Et ve et {irtinlerinde renk 6l¢timii Hunter renk sistemini temel alan Minolta cihazi kullanilarak
yapilabilir. Bu amagla, diizgiin bir kesit yiizeyi olacak sekilde hazirlanan et 6rneklerinin en az
farkli 3 noktasindan 6l¢iim yapilir. Elde edilen L * degeri agiklik-koyuluk, a* degeri kirmizilik
ve b* degeri ise sariligin gostergesidir. Ette kiirleme prosesinin tam olarak anlasilabilmesi i¢in
de, et pigmentlerinin ve kiirleme sirasinda olusan reaksiyonlarin bilinmesi gerekmektedir. En
genel ifade ile, nitrosomyoglobin kiirlenmis et iirtinlerinin renk pigmenti olup, nitrik oksit ile
myoglobinin birlesmesi sonucu olusur.

2. ilke

Nitrosomyoglobinin  aseton-su  karsiminda ¢oziindiiriilmesi ve renk yogunlugunu
spektrofotometrik olarak 6l¢tilmesidir.

3. Kimyasal

Aseton

4. Gerecler

Kahverenkli cam sise — Erlenmayer, 100 mL — Filtre kdg1di — Huni — Spektrofotometre

5. lIslem

10 g et 6rnegi tartilarak kahverenkli cam siseye aktarilir. Uzerine 40 mL aseton ve 3 mL saf
su ilave edilerek 5 dakika siire ile hizla ¢alkalanir ve sonrasinda siiziiliir. Siiziintii 540 nm’de
kore kars1 (40 mL aseton ve 3 mL saf su i¢eren) okunur.

6. Hesaplama ve degerlendirme

Elde edilen absorbans degerleri 290 katsayisi ile ¢arpilarak nitorosomyoglobin miktart ppm
cinsinden hesaplanir.

Kaynak

Vural H. ve Oztan A. 1996. Et ve et iiriinleri kalite kontrol laboratuvari uygulama kilavuzu.
Hacettepe Univ. Miih. Fak. Yayinlari No: 36. Ankara.
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D4b. Et Uriinlerinde Kalint1 Nitrit Analizi

1. Genel Bilgi

Et tirtinlerinde kalic1 et renginin olusturulabilmesi i¢in kiirleme prosesinde nitrit ve nitratlarin
sodyum ve potasyum tuzlar1 kullanilir. Nitrat tirline ilave edildikten sonra nitrat indirgeyen
bakteriler tarafindan nitrite indirgenir. Nitrit ise enzimatik ve kimyasal yolla parcalanarak et

irtinlerinde arzu edilen rengin olugmasini saglar (Sekil 1).

Potasyum nitrat (KNO3;) — mikroorganizmalar tarafindan indirgenme — nitrit (KNO,)

KNO, + H' — HNO, + K'
2HN02 <—>N203 + Hzo
N203 — NO + NOz

NO + miyoglobin — NO-miyoglobin
Sekil 1. Kiirlenmis et tirlinlerinde nitratin indirgenme mekanizmasi (Honikel 2008)

Nitrit insanlar tarafindan tiikketilmesine izin verilen tek toksik madde oldugu icin kullanimi
kat1 kurallara baglanmistir ve yasal diizenlemeler getirilmistir. Yasal diizenlemeler kalinti
nitrit kavramini ortaya c¢ikarmistir. Kalinti nitrit iiriine fazla miktarda ilave edilen nitritin,
enzimatik olarak parcalanmadan tiriinde kalan miktar1 olarak tanimlanir.

2. ilke

Numune sicak su ile ekstrakte edilir, proteinler ¢oktiiriiliir ve siiziilir. Ornekteki nitrit,
stizlintiiye ilave edilen siilfanilamid ve N-1 naftiletilendiamin dihidrokloriir ile kirmizi renk
olusturur ve bu rengin yogunlugu 538 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iiliir.

3. Kimyasallar

Aywra¢ I Bir miktar suda 106 g potasyum ferrosiyaniir trihidrat (K4Fe(CN)¢3H,O)
cozlndiirilir ve su ile 1 L'ye tamamlanir.

Aywrag II: Bir miktar suda 220 g ¢inko asetat dihidrat (Zn(CH3COO),2H,0) 30 mL glasiyel
asetik asitle ¢oztindiiriiliir ve su ile 1 L'ye tamamlanur.

Doymusg boraks ¢ozeltisi: Disodyum tetraborat dekahidrat (Na;B4O710H,0)'tan 50 g tartilir ve
1 L 1lik su igerisinde ¢oziindiiriiliir, oda sicakligina sogutulur.

Sodyum nitrit standart c¢ozeltileri

Stok I: Sodyum nitrit (NaNO;)'ten 1 g tartilarak 100 mL'lik 6l¢ti balonuna aktarilir. Yeteri
kadar su ile ¢oziindiiriiliir ve ¢izgisine tamamlanir.

Stok 2: Stok 1 ¢ozeltisinden 5 mL alinir ve 1 L'lik 6l¢ti balonuna aktarilir, su ile ¢izgisine
tamamlanir.

Stok 2 ¢ozeltisinden pipetle alman 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL ve 20 mL'lik kisimlar 100
mL'lik 6l¢ti balonlarina aktarilir ve su ile ¢izgilerine tamamlanir. Bu standart ¢ozeltiler mL'de
srastyla 0,5 pg, 1 ng, 2,5 pg, 5,0 pg ve 10,0 pg sodyum nitrit igerir. Standart ¢ozeltiler ve
bunlarin hazirlanmasinda kullanilan stok sodyum nitrit ¢ozeltisi (0,05 g/l) kullanilacaklar
glinde taze olarak hazirlanmalidir.
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Renk olusumu i¢in gerekli kimyasallar

Cozelti I: Sulfanilamid (NH,CsH4SO,NH,)'den 2 g tartilir ve 800 mL suda su banyosunda
isitilarak ¢oziiliir, sogutulur. Gerekiyorsa siiziiliir, tizerine 100 mL hidroklorik asit (HCIL,
dxo=1,19) ilave edilir ve su ile 1 L'ye tamamlanur.

Cozelti II. N-1-naftiletilendiamin dihidrokloriir (C;0H;NHCH,CH,NH,2HCl)'den 0,25 g
tartilir ve 250 mL'lik 6l¢li balonuna aktarilir. Su ile ¢oziindiiriilerek ¢izgisine tamamlanir.
Cozelti agz1 sikica kapatilabilen koyu renkli bir sisede saklanir. Bu ¢ozelti buzdolabinda en
cok bir hafta depolanabilir.

Cozelti III: Derisik hidroklorik asit (HCI, dy=1,19)'ten 445 mL alinir ve su ile 1 L'ye
tamamlanir.

4. Gerecler

Kiyma makinesi veya robot — Analitik terazi — Olcii balonlari, 100 mL, 200 mL ve 1000
mL'lik — Spektrofotometre — Pipetler — Kaynar su banyosu — Kaba filtre kagidr (nitrit
icermeyen) — Erlen, 300 mL'lik

5. islem
5.1. Ornek hazirlama

Yaklasik 200 g ornek homojen hale getirilir ve bekletilmeden analize alinir. Hazirlanan
ornekten 0,001 g duyarhlikta 10 g tartilir ve 300 mL'lik erlene aktarilir.

5.2. Proteinlerin uzaklastirilmasi

e Erlene alinan 6rnek iizerine sirasiyla 5 mL doymus boraks ¢6zeltisi ve 100 mL sicak su
(sicakligi en az 70 °C) katilir.

e Erlen kaynar su banyosu tizerinde belirli araliklarla ¢alkalanarak 15 dakika 1sitilir.

e Erlen ve igerigi kendi halinde birakilarak oda sicakligina sogutulur ve tizerine sirasiyla 2
mL Ayirag I ve 2 mL Aywrag II katilir. Her ayira¢ katilmasindan sonra ¢ozelti iyice
karistirilir.

e Erlen ve igerigi 200 mL'lik 6l¢ti balonuna aktarilir. Su ile ¢izgisine tamamlanir. Oda
sicakliginda 30 dakika bekletilir. Ol¢ii balonunun iist kisminda kalan sivi faz1 dikkatle
filtre kagidindan siizerek berrak bir ¢6zelti elde edilir.

5.3. Spektrofotometrik dl¢iim

e Siziintiden 10 mL pipetle alinir (25 mL'den ¢ok olmamalidir) ve 100 mL'lik 6l¢i
balonuna aktarilir. Yaklasik 60 mL hacim elde etmek tizere su katilir.

e Uzerine sirastyla 10 mL Cozelti 1 ve yaklasik 6 mL Cozelti 11l katilir ve karistirilir.
Karisim karanlik bir yerde ve oda sicakliginda 5 dakika kendi halinde bekletilir.

e 2 mL c¢ozelti II katilir, karistirilir ve karanlikta, oda sicakliginda 3-10 dakika bekletilir.
Sonra su ile ¢izgisine seyreltilir.

e (ozeltinin optik yogunlugu, 1 cm optik yollu spektro kiiveti kullanilarak 538 nm'ye ayarh
spektrofotometrede ol¢iiliir.

Not: Deney orneginden elde edilen ¢ozeltinin absorbansi, en yiiksek konsantrasyona sahip
standart ¢6zeltinin absorbansindan yiiksek ise, pipetle alinan siiziintii hacmi azaltilarak islem
tekrar edilmelidir.
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5.4 Standart kurvenin hazirlanmasi

e Alt1 adet 100 mL'lik 6l¢ti balonuna pipetle 10'ar mL su ve bes ayr1 standart sodyum nitrit
cozeltisinden (mL'de 0 pg, 0,5 pg, 1 pg, 2,5 pg, Sug ve 10 pg nitrit igeren) 10'ar mL
konur.

e Olcii balonlarma yaklasik 60 mL su ilave edilir ve renk 6l¢iimii asamasindaki 1, 2 ve 3
nolu islemler sirasiyla uygulanir. Bu standart ¢ozeltiler mL'de sirasiyla 0 pg, 0,05 pg, 0,1
ug, 0,25 ng, 0,5 ug ve 1 ug nitrit igerir.

e Okuma degerleri ve konsantrasyonlar grafige aktarilarak standart kurve ¢izilir.

6. Hesaplama ve Degerlendirme

Numunedeki nitrit miktar1 (B), kilogramda mg sodyum nitrit olarak asagidaki formiille
hesaplanir.

B=[(¢x20000/(mx V)]

B: Numunedeki nitrit miktar1 (mg/kg)

m: Deney numunesi miktar1 (g)

V: Spektrofotometrik 6l¢tim icin alinan 6rnek siiziintii hacmi (mL)

c: Deney numunesinden hazirlanan ¢ozeltinin absorbans degerini karsilayan ve kalibrasyon
egrisinden bulunan sodyum nitrit miktar1 (ug/mL olarak)
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