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Oz
Amac: Bu calismada, et ve et tirtinlerinde hidroksiprolin tayini i¢in mikrodalga kapali yakma sistemiyle protein
hidrolizi arastirilmis ve sonuglar standart hidroliz yontemiyle karsilagtirilmistir.

Materyal ve Yontem: Bu amagla, 36 adet et tirtinti 6rnegi (sucuk, salam, kofte, doner, hamburger) 6 M HCl ile
mikrodalga kapali yakma sisteminde basing kontrollii veya sicaklik kontrollii olarak iki farkli programda
hidroliz edilmis, elde edilen hidrolizatlar NMKL-AOAC (Anonim 1990) metodunda oldugu gibi
spektrofotometrik olarak analiz edilmistir.

Bulgular ve Sonug: Ol¢iim sonuglari, standart hidroliz sonuglari ile istatistiki olarak karsilastirilmistir. Et ve et
iriinlerinde hidroksiprolin tayini i¢in mikrodalga (basing kontrollii veya sicaklik kontrollii) ile protein hidroliz
islemi standart hidrolize gore ¢ok daha kisa siirede (yaklasik 30 dk.) tamamlanmuis, istatistiki test sonuglarina
gore, mikrodalga hidroliz yontemi sonuglari, standart hidroliz yontemi sonuglan ile yiiksek korelasyon
gostermis (' =0,99) ve %99,9 giiven araliginda sonugla arasinda 6nemli bir fark bulunmamustir.

Anahtar Kelimeler: Hidroksiprolin, Mikrodalga, Hidroliz, Salam

Abstract

Objective: In this study, protein hydrolysis by microwave digestion system for determination of
hydroxyproline was investigated and results were compared with standard hydrolysis.

Materials and Methods: For this purpose 36 meat samples in different types (sucuk, salami, doner, meatball,
hamburger) were hydrolysed with 6 M HCI by Microwave at two different programmes as temperature
controlled or pressure controlled and obtained hydrolyzates were analysed as in NMKL-AOAC (Anonim 1990),
spectrophometrically.

Results and Conlusion: Results of measurements were compared with results of standart method, statistically.
Protein hydrolysis for determination of hydroxyproline in meat and meat products was completed in a very
shorter time (about 30 min.) by microwave (temperature controlled or pressure controlled) and according to the
results of statistical tests, the results of microwave hydrolyse has shown high correlation (1*=0,99) with the
results of standart hydrolyse and it was found no significant difference between the results of microwave
hydrolysisand standard hydrolyse at 99,9% confidence level.

Key Words: Hydroxyproline, Microwave, Hydrolysis, Salami
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1.Giris

Et ve et trtnlerinin protein kalitesi, bag doku
proteinlerinin miktartyla iligkilidir (Zarkadas ve ark.
1988). Diistik et kalitesi (hem besinsel hem de
tekstiirel agidan) hem sindirebilirliginin diistik olmas1
hem de esansiyel aminoasitleri igermemesi nedeniyle
bag dokusu miktarinin yiiksek oldugu bir et bilesimini
ifade eder (Laakkonen ve ark. 1970). Hidroksprolin
tayini, et ve et trlinlerinde bag doku miktariin
belirlenmesinde kullanilan analizdir. Hidroksiprolin
aminoasiti bag dokunun yapisini olusturan kolajen
proteinine 6zgii ve kasin fibriller protein yapisinda
bulunmayan bir aminoasittir (Young ve Pellet 1984).
Et ve et trtinlerinde hidroksiprolin miktarinin
belirlenmesinde standart NMKL-AOAC (Anonim
1990) spektrofotometrik metodu en yaygin kullanilan
metotdur. Metot prosediiriinde protein hidrolizi 7 N
sulfturik asit ile 105°C’de 16 saatte
gercgeklestirilmektedir. Bu hidroliz islemi hem uzun
stirmekte hem de sonrasinda numunelerin siiziilmesi
ve seyreltilmesi islemleri yogun is gilici
gerektirmektedir. Hidroksiprolin aminoasidinin
geleneksel hidroliz yontemi ise 6 M HCl ile 24 saat
olarak bilinmektedir (Moore ve ark. 1958).

Mikrodalga ile protein hidrolizi ilk defa Chen ve ark.
(1987) tarafindan ticari mikrodalga ile
gerceklestirilmistir. Sonrasinda Gilmann ve
Woodward (1989), 6rnek miktar1 diisiik oldugu
durumlar i¢in gaz fazi mikrodalga hidroliz yontemini
Onermislerdir. Et ve et iiriinlerinde hidroksiprolin
tayininde Mikrodalga hidroliz yontemi, ilk defa
Isvigre Et Enstitiisi'nde (Swedish Meat Research
Institute, Kavlinge, Sweden) Kolar ve Berg (1990), 30
farkli et 6rnegini, 2 gr numune ve 15 mL 6M HCl
kullanarak basing kontrollii ve basing kontrolsiiz
olarak 2 farkli yontemle mikrodalga ile hidroliz
ederek, standart metot (Anonim 1990) ile
karsilastirmig, mikrodalga ile protein hidrolizi ile
standart metot kadar dogru ve kesin sonuglar elde
edildigini belirtmislerdir. Marconi ve ark. (1995),
peynir ve bugday orneklerini mikrodalga ile basing
kontrollii olarak 100 psi basingla hidroliz ederek
aminoasit bilesimlerini analiz etmisler, mikrodalga
kullanilarak hidroliz ile tutarli ve tekrar edilebilir
sonuglar elde edildigini, 6zellikle kromatografik
calismalarda kontaminasyon ve operator hatalarinin
minimize edildigini belirtmislerdir. Messia ve ark.
(2008), et bazli gida iiriinlerinde 4-hidroksiprolin
miktarmin tespiti i¢in basing ve sicaklik kontrolli
olarak 100-130 psi basing altinda 100-155°C’de
gerceklestirdikleri mikrodalga hidroliz yontemiyle
geleneksel hidroliz (etiiv’de 110°C’de 24 saat)
yontemini karsilastirarak iki hidroliz yontemi
arasinda istatistiki olarak 6nemli derecede fark
olmadigini belirtmislerdir.

Mikrodalga kapali yakma sistemi, mikrodalga
isinlarmin salinimiyla elektriksel alan ve manyetik
alanin etkisiyle olusan elektromanyetik radyasyonun

enerjisiyle molekiillerin 1sinmasini saglayan bir
teknolojidir (Engelhart 1990). Mikrodalga kapali
yakma sisteminde kullanilan elektromanyetik giig,
glicin uygulandig1 siire, giicin dagilim yaptigi
numunenin cinsi ve miktari, numunenin hidrolizi i¢in
kullanilan asit miktar1 gibi faktorler hidroliz islemi
tizerine 6nemli derecede etkilidir.

Bu calismada et ve et {irtinlerinde hidroksiprolinin
spektrofotometrik tayini i¢in gergeklestirilen protein
hidrolizi agamas1 mikrodalga kapali yakma sistemi ile
basig kontrollii veya sicaklik kontrollii olarak iki
farklt yontemle gercgeklestirilerek, elde edilen
hidrolizatlar spektrofotometrede okunarak, standart
metot (Anonim 1990) 6l¢iim sonuglar: ile
karsilastirilmigtir.

2. Materyal ve Yontem
2.1.Materyal

5 farkli et iirtinii 6rnegi (sucuk, salam, doner,
hamburger ve kofte) ve 1 adet referans malzeme
(FAPAS TETO18-RM) 3 paralelli ve farkl:
zamanlarda 2 tekerriir olarak analiz edilmis, 6x3x2=
36 adet 6rnek mikrodalga ile basing kontrollii veya
sicaklik kontrollii olarak iki fakli programda, ayni
zamanda standart NMKL-AOAC (Anonim 1990)
metoduna gore 3 farkli sekilde hidroliz edilmistir.

2.2.Yontem
2.2.1.Standart Hidroliz

Standart hidroliz islemi, NMKL-AOAC (Anonim
1990) metoduna goére yapilmistir. 4 gr et 6rnegi 7 N
H,SO, ile etlivde 105°C’de 16 saat hidroliz edilmistir.
Elde edilen hidrolizatlar sicakken Whatman No:1
filtre kagidindan 500 mL’lik balon jojelere
stiztimiistiir. Cizgisine kadar su ile tamamlanarak elde
edilen filtratlar, +4°C’de saklanmustir.

2.2.2.Mikrodalgaile Hidroliz

Mikrodalga hidroliz islemi, MarsXpress Mikrodalga
(CEM, 2011) cihazinda gerceklestirilmistir.

2.2.2.1. Basin¢ Kontrollii Mikrodalga Program

Kolar ve Berg (1990) metoduna goére bazi
modifikasyonlar yapilarak gergeklestirilmistir. 0,4 gr
et ornegi 50 mL kapasiteli Teflon PFA mikrodalga
vessellere tartildiktan sonra tizerine 8 mL 6 M HCI
ilave edilerek kapaklari sikica kapatilmistir. Ornekler
mikrodalga kapali yakma sisteminde basing kontrollii
program ile 100 psi basing altinda Cizelge 1.’de yer
alan programa gore iki asamali olarak hidroliz
edilmistir. Hidroliz islemi tamamlandiktan sonra
vesseller el degme sicakligina sogutulmus ve
hidrolizatlar sicak halde Whatman No:1 filtre
kagidindan 50 mL’lik balonlara stiziilerek ¢izgisine su
ile tamamlanmustir. Elde edilen hidrolizatlar +4 °C’de
saklanmustir.
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Cizelge 1. Basing kontrollii mikrodalga hidroliz

programi
l.asama | 2.asama
Power (%, 800 W) 100 80
Hidroliz siiresi (dk.) 10 10
Basin¢ (max,psi) 90 100

2.2.2.2.S1caklik Kontrollii Mikrodalga Programi

Messia ve ark. (2008)’in metoduna goére bazi
modifikasyonlar yapilarak gerceklestirilmistir. 0,4 gr
et ornegi Xpress tip 110 mL kapasiteli vessellere
tartilmis ve tizerine 8 mL 6 M HCI ilave edilerek
agizlar sikica kapatildiktan sonra mikrodalga kapali
yakma sisteminde sicaklik kontrollii program
secilerek Cizelge 2’de belirtilen programa gore her
hidrolizde 12 adet vessel kullanilarak iki asamali
program ile hidroliz edilmistir. Hidrolizde
kullanilacak 6rnek sayisi 12’den az oldugu zaman
diger vesseller ayni miktarda asit ile doldurularak
vessel sayisi 12’ye tamamlanmis, hidroliz islemi
tamamlandiktan sonra vesseller el degme sicakligina
kadar sogutulmus, hidrolizatlar sicak halde Whatman
No:1 filtre kagidindan 50 mL’1ik balonlara stiziilerek
cizgisine su ile tamamlanmistir. Elde edilen
hidrolizatlar +4°C’de saklanmustir.

Cizelge 2. Sicaklik kontrollii mikrodalga hidroliz

programi
l.asama 2.asama
Power (%, 800 W) 100 80
Ciks siiresi (dk.) 05 05
Kalma siiresi (dk.) 20 10
Sicaklik (max,°C) 100 155

2.2.3.Spektrofotometrede Okuma islemi

Elde edilen hidrolizatlara, NMKL-AOAC (Anonim
1990) metodunun G. boélimiinden itibaren ayni
islemler uygulanmis igerigindeki hidroksiprolin
miktarina gore 100 mL’lik balonlara 05-20 mL
almarak seyreltilen Ornekler, bagka bir tiipe 2mL
alinarak tizerine Kloramin-T Oksidayon soliisyonu
ilave edildi. Standartlar (0,6, 1,2, 1,8, 2,4 pg/mL
hidroksiprolin) da ayn sekilde 2 mL bir tiipe alinarak
1 mL oksidasyon solusyonu ilave edilmistir.
Standartlar ve oOrnekler karanlik bir yerde 20 dk.
bekletilerek tizerlerine 1 mL DMAB renk solusyonu
ilave edilmis 15 dk. 60°C’de su banyosunda
bekletilmistir. Renk doniistimii saglanan standartlar
ve Ornekler spektrofotometrede 560+2 nm’de 4
noktali kalibrasyon egrisiyle okuma yapilmistir.

Mikrodalga ile hidroliz edilen 6rnekler i¢in sonug
hesaplama:

Hidroksprolin g/100 g = Qkunan deger x 0.25

Numune mik(gr)xS*(mL)

NMKL-AOAC metodu’na gore hesaplama:
Okuma degeri x 2,5

Hidroksiprolin g/100 g =
Numune mik(gr)xS*(mL)

*S: Seyreltme isleminde 100 mL’lik balona alinan hidrolizat
hacmi (mL).

2.2.4.istatistiki Analiz

Mikrodalga ile basing kontrollii veya sicak kontrollii
olarak hidrolize edilen O6rneklerin
spektrofotometre’de elde edilen 6l¢iim sonuglari ile
Standart hidroliz ile spektrofotometrede elde edilen
Olctim sonuglart student-t test (bagimsiz iki 6rnek)
testine tabi tutulmustur (Microsoft Office Excel
2013). Ayn1 zamanda regresyon analizi yapilarak iki
hidroliz yontemi arasindaki korelasyon gosterilmistir.

3.Tartisma ve Sonug¢

Salam numunesinin basing kontrollii mikrodalga ile
hidroliz (P-MD)’ine ait basing-zaman grafigi ve
sicaklik kontrollii mikrodalga ile hidroliz (T-MD)’ine
ait sicaklik-zaman grafigi Sekil 1.’de verilmistir.
Basing kontrollii mikrodalga ile hidroliz ile hidroliz
asamasinin ilk 10 dakikasinda basing 100 psi’a
ulagmakta, bu asamadan sonra Cizelge 1.’deki gibi
uygulanan giiciin ylizdesi distirtilerek basincin sabit
kalmas1 saglanmistir. Bu asamadan sonra basingta
hafif inis ¢ikislar gézlemlenmistir. Sicaklik kontrollii
mikrodalga hidoliz programinda ise ilk 5 dakikada
sicaklik 100°C’ye ulagmig, daha sonra 20 dakika
boyunca 100°C’de sabit tutulmustur. Programin
ikinci asamasinda uygulanan giiciin ytlizdesi
dustrtlerek sicaklik kontroli daha yiiksek bir
sicakliga getirilerek bu sicaklikta 10 dakika daha
mikrodalga uygulanmustir.

Sicaklik kontrollii mikrodalga hidroliz programinin,
basing kontrollii mikrodalga hidroliz programina gore
20 dk. daha uzun strdiigii goriilmektedir. Sicaklik
kontrollii hidroliz programinda basing faktoriiniin
dusiik seviyelerde kalmasi ve hidrolizi sinirlayan tek
faktoriin sicaklik olusu hidrolizin daha uzun
stirmesine neden olmaktadir. Sicaklik kontrollii
mikrodalga hidroliz programinda kullanilan vessel
tiplerinin ve hacimsel biiytikliiklerinin farkli olmasi
da hidroliz siiresini etkileyen diger faktorlerdir.
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Messia ve ark. (2008)’1n et bazli triinlerde
hidroksiprolin degerinin belirlenmesi amaciyla
yapmis olduklar1 ¢alismada basing ve sicaklik
kontrollii olarak gergeklestirdikleri hidroliz islemi
icin iki asamali programda toplam 6 dk.’nin yeterli
geldigini gostermislerdir. Marconi ve ark. (1995)
farkli gida 6rneklerinde aminoasit analizi amaciyla
100 psi basing altinda iki asamali olarak toplam 20
dk.’da hidroliz iglemini gerceklestirmislerdir. Kolar
ve Berg (1990), 2 gr et 6rneginde 15 mL 6 M HCl ile 3
asamali hidroliz programiyla basing kontrollii veya
kontrolsiiz olarak toplam 30 dk.’da hidroliz islemini
tamamladiklarini gostermislerdir. Calismamizda elde

edilen hidroliz stirelerinin bahsedilen kaynaklardan
farkli olmasinda; alinan 6rnek ve asit miktarlarinin,
kullanilan mikrodalga cihazlarinin, cihaz
etkinliginin, hidroliz programlarinin ve vessel
tiplerinin farkli olmas1 gibi nedenler etkili olmaktadir.

6 farkli ¢esit et tirtintinden (salam, sucuk, doner, kofte,
hamburger, FAPAS TETO018 RM) 36 adet 6rnegin
basing kontrollii mikrodalga ile hidroliz (P-MD),
sicaklik kontrollii mikrodalga ile hidroliz (T-MD) ve
standart metot NMKL-AOAC (Anonim 1990) ile elde
edilen hidroksiprolin (g/100 gr) degerleri ve bu
degerlerin istatiksel olarak karsilastirmalar1 Cizelge
3.’de verilmistir.

Cizelge 3. Basing Kontrollii Mikrodalga hidroliz (PMD), Sicaklik Kontrolliit Mikrodalga hidroliz (TMD) ve
Standart Hidroliz (SH) ile elde edilen hidroksiprolin (g/100 g) degerlerine ait istatiksel test sonuglar

Hidroksiprolin (g/100 gr) t-test™

n PMD T™MD SH | PMD-SH | TMD-SH
Salam 6 0,157+0,005 0,152+0,005 0,156+0,005 0,76 0,24
Sucuk 6 0,256+0,004 0,256+0,004 0,257+0,004 0,44 0,38
Doner 6 0,042+0,002 0,042+0,002 0,038+0,002 0,01 0,02
Kofte 6 0,139+0,004 0,142+0,003 0,141+0,002 0,28 0,44
Hamburger 6 0,239+0,005 0,239+0,005 0,237+0,003 0,44 0,54
FAPAS
TETO18RM 6 0,692+0,008 0,693+0,008 0,692+0,007 0,94 0,91
Korelasyon
Katsayis1 36 0,999 0,998
(SH ile)
Regresyon
Denklemi 36 Y=0,997x+0,001 Y=0,998x+0,0007
“(SH ile)

*: x = NMKL-AOAC(SH), y= Mikrodalga hidroliz
** =t kritik (iki uglu ) degeri 2,57 dir. Elde edilen t degerleri t-kritik’den kiigiik oldugundan, sonuglar arasindaki fark istatistiki a¢idan

onemsizdir.
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Her iki mikrodalga hidroliz yontemiyle de (Basing
kontrollii mikrodalga hidroliz yontemi ve sicaklik
kontrollii mikrodalga hidroliz y6ntemi) standart
hidroliz ile yakin sonuglar elde edilmistir. Her bir ¢esit
et Uriinii i¢in elde edilen ortalamalar ve standart
sapmalar1 yakinlik gostermektedir. Mikrodalga ile
hidroliz yontemleri ve standart metot arasinda yapilan
t-test sonucuna gore sonuglar arasindaki fark
istatistiki a¢idan 6nemsiz bulunmustur (p>0,05).
Korelasyon katsayilari 1’e yakindir.

Sonu¢ olarak; mikrodalga hidroliz yontemiyle
(basing kontrollii veya sicaklik kontrolli) NMKL-
AOAC standart hidroliz metodu (Anonim 1990)
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