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OZET

Bir hayvansal bag dokusu iirlinii olan jelatin, gida ve ilag sanayiinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Jelatinin hammaddesi, domuz ve sigir gibi hayvanlarin derisi ve kemiklerini igine alan kesimhnane
yan trilinleridir. Diinya jelatin iiretiminde ham maddenin % 46’sin1 domuz derisi, % 28’ni si8ir
derisi olustururken, Avrupada hammaddenin %69 nu domuz ve %10’nu s18ir derisi ve %19’u ise
hayvan kemiklerinden temin edilmektedir. Ulkemizde, jelatin iiretimi oldukga yeni olup, iiretilen
jelatin ihtiyacin ancak c¢ok kii¢iik bir boliimiinii karsilamaktadir. Bu nedenle ithal olarak iilkemize
hala yilda 1500-2000 ton jelatin girmektedir. Bu durum pek ¢ok gida iiriiniinde yaygin kullanim1
olan jelatinin orijini ile ilgili sorunlarin yasanmasina neden olmakta ve dolaysiyla katki maddesi
olarak kullanilan jelatinin orijinini belirlemeyi zorunlu hale getirmektedir. Ancak bugiin jelatinin
orijininin hassas bir sekilde tespitine yonelik herhangi bir yontem bulunmamaktadir. Bu nedenle
tilkemize ithal edilen jelatinin orijininin, kontrolinii yapma imkani olmadigi gibi ¢esitli gida
tirtinlerinde kullanilan jelatinin hangi hayvan tiiriine ait oldugu da tespit edilememektedir. Bu durum
ireticileri zor durumda biraktig1r gibi, tiiketicilerde de jelatin igeren lriinlere karsi endise ve
giivensizlik olusturmaktadir. Dolayisiyla bu amaca yonelik hassas ve giivenilir analitik metotlarin
gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu amagla bu proje kapsaminda ¢esitli gida {iriinlerinde
jelatinin orijininin tespiti amaciyla yeni bir proteomik yaklasim olan nanoUPLC-ESI-qTOF-MS®
teknigine dayali bir yontem gelistirilmistir. Iki asamada gergeklestirilen metodun, ilk asamasinda
gida 6rneklerinden jelatin ekstraksiyonu yapilmis, ikinci asamada ise ekstrakte edilen jelatin, triptik
peptidlere ayristirilmis ve nanoUPLC-ESI-GTOF-MSF  ile analiz edilmistir. Sonugta proje
kapsaminda gelistirilen yontem ile gidalarda bulunan domuz veya sigir orijinli jelatinin %0.1
seviyesine kadar tayin edilebilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Sézciikler; Jelatin, orijin, tiir tayini, nanoUPLC-MS-qTOF-MSF, gida katki maddesi,



ABSTRACT

Gelatin is primarily an animal connective tissue product and has a wide range of applications in the
food and pharmaceutical industries. Raw materials for gelatin production come from slaughterhouse
by-products of various food animal species, including hide splits and bones of cattle and pig.
Gelatin has not been produced in Turkey and being imported from the following countries;
Germany, ltaly, France, Kore, Japan, Canada, USA, Brazil, India, China and Pakistan. But, some
religious beliefs do not accept the use of porcine gelatin in human consumption. In other respects
the outbreak of BSE in the United Kingdom in 1986 and its extension to other countries have led
the regulatory authorities to make restrictions to the use of bovine gelatin for human consumption,
cosmetic and pharmaceutical products. Therefore, it became necessary to develop an analytical
method to control the species origin of the gelatin. To support such edible gelatin documentation,
sensitive and reliable analytical methods for determining the species origin of gelatin are important.
At present such quality control measures do not exist for gelatin analysis. For this reason,
nanoUPLC-ESI-gTOF-MSF workflow technique of novel proteomic approachs was used for
analysis of gelatin from foods. The technique was performed in two steps . In the first step, gelatin
was extracted from products before the MS-sample preparation. In the second step, tryptic gelatin
peptides were seperated and analyzed with nanoUPLC-MS-qTOF-MS® workflow tecnhique. The
Analysis results reveal that the method colud be an effective to differentiate porcine and bovine
gelatin from the food products.

Keywords: Gelatin, species identification, origin, food additive, nanoPLC-MS-qTOF-MSF
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1.GIRIS

Jelatin s1g1ir ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularindan ekstrakte edilen kollojenin kismi hidrolizi
ile tretilen bir proteindir. Kollajen molekiillerinin en ¢arpict 6zelligi, amino asit dizisinin
tekrarlayan tripeptit olmasidir. Bu tekrarlayan tripeptit, Glisin—X-Y seklinde gosterilebilir ve
burada X ve Y genellikle prolin ve 4-hidroksi prolindir. Jelatinin bu yapis1 ona yumusak, elastiklik
ve sicakliga bagli tersinir olarak jel olusturma gibi essiz 6zellikler kazandirir. Memeli hayvanlardan
elde edilen jelatinin yapisindaki amino asitlerin yaklasik %21°1 prolin ve hidroksiprolin icerirken
daha diisiik jellesme kapasitesine sahip soguk su baliklarina ait jelatinlerde bu oran %17°dir (Ward,

1958; Veis, 1964).

Jelatinin primer yapisi ile ilgili diger bir 6nemli konu yiiksek miktarlarda bazik (lisin %2.5, arginin
%S5) ve asidik (glutamik asit %7.2, aspartik asit %4.7) amino asit icermesidir. Bu nedenle yapisinda
%80 oraninda non-polar amino asit bulunan jelatinin alfa zinciri boyunca ona emulsifer ozellikler

kazandiran non-polar bélgeler mevcuttur (Cole, 2001).

Jelatinin bu farkli molekiil yapisi, ona ortam sicakligi veya iyon yiikiindeki degismeler gibi
denatiirantlardan neredeyse hic etkilenmeme gibi 6zellikler yaninda pek ¢ok fonkisyonel 6zellik
kazandirir. Ornegin; Kkatilastirma ve /veya su baglama: Kollojen denatiire oldugu zaman alfa
zinzirindeki heliksel bolgeler kismi olarak sekil degistirir ve tipik “jelatin jel” olarak tanimlanan ii¢
boyutlu su tutma aglarini olusturur. Mitkemmel bir elastikiyet ve yumusakliga sahip bu jel, sicakliga
bagl olarak tersinir bir 6zellik gosterir. Diger taraftan jelin katilagmasi zamana bagimhidir ve tam
jel kuvvetinin olusumu yaklagik 16 saat siirebilir. Bu jelin olusumu ve erimesinin yavas oldugu
anlamina gelir ve jelatinin bu Ozelliginden dondurma gibi {irinlerin stabilize edilmesinde

yararlanilir (Baziwane and He, 2003).

Kopiirme: pek ¢ok protein gibi jelatin de kopiik olusturma ve su igerisinde emulsifikasyon 6zelligi
gosterir. Jelatinin koplik olusturma o6zelligi film olusturma o6zelligi ile kombine edilerek
marshmallow tiretimi gerceklestirilir (Cole, 2001). Emulsifier: protein zincirinin non-polar kismi
nedeniyle jelatin yag i¢cinde su emiilsiyonu olusturma yetenegine sahiptir ve bu 6zelliginden dolay1
stit irlinlerinde termal denatiirasyon nedeniyle emiilsifier ozelliklerini kaybeden dogal siit

proteinlerinin yerini alir (Kobayashi, 1996).

Kristalizasyona kars1 koloidal koruma: jelatin kristalizasyonu kolloid olusturarak 6nleme 6zelligine
sahiptir. Bu etki sayesinde buz sekeri ve dondurma tiretiminde buz kristallerinin ¢ok kiigiik olmas1
saglandig1 gibi laktozun yavas kristalizasyonu nedeniyle taneli bir yap1 olusumu da engellenir (Cole,
2001).



Jealtinin sayilan bu fonksiyonel 6zelliklerinden ¢ok amagl bir gida katki maddesi olarak genis
Olclide faydalanilmaktadir. Tablo 1.’de jelatinin fonksiyonel o6zellikleri ve bu o6zelliklerinden

faydalanmak amaciyla katkilandig1 gida maddeleri 6zet halinde verilmistir.

Yukarida sayilan fonksiyonel Ozelliklerinin disinda jelatin beslenme acisindan da Onem arz
etmektedir. Ornegin insan viicudu tarafindan kolaylikla ve tamamen sindirilebilir bir protein olan
jelatin viicudumuz i¢in gidalarla alinmasi gereken 20 adet temel amino asitten dokuzunu igerir.
Diger taraftan jelatinin gidalarla alinan diger proteinlerle kombinasyonu bunlarin toplam biyolojik

degerini arttirmaktadir (Baziwane and He, 2003).

Jelatinin saglik ag¢isindan onemi Ozellikle osteoartritis denilen eklem rahatsizliklarindaki olumlu
etkisiden ileri gelmektedir. Bu rahatsizlik kemikler arasindaki kikirdak dokusunun bozulmasi
sonucu ortaya ¢ikmakta ve Ozellikle omuz, kal¢a ve diz eklemlerinde agrilara neden olmaktadir.
Kikirdak dokusunun yeniden olusturulmas: igin kollajen gerekli bir maddedir. insan viicudu
tarafindan kollajenin olusturulmasi i¢in temel iki amino asit olan glisin ve prolince zengin bir
kaynak olan jelatinin, kemik ve eklem sagliginin korunmasindaki olumlu etkisi klinik ¢alismalarla
kamtlanmistir. (Adam, 1991). Ulkemizde ise yilda 5000 ton civarinda jelatin kullamlmakta ve
bunun da neredeyse tamamu ithal edilmektedir. ithalatin yapildig: iilkelere arasinda ise, Almanya,
Italya, Fransa,Kolombia, Kore, Japonya, Kanada, ABD, Brezilya, Hindistan, Cin, Pakistan' in da
icinde bulundugu pek cok {iilke yer almaktadir. Diinya jelatin {iretimi 2006 yil1 itibari ile yaklagik
315.000 ton olup, iretimde kullanilan ham maddelerin % 46’s1, Avrupa jelatin iiretiminde ise
hammaddenin %69’nu domuz derisinden temin edilmektedir (Sekil 1). Tiirkiye’de 2008 yilinda
Usak’ta Tiirkjel adinda bir jelatin fabrikasi kurulmus ancak heniiz daha iiretime baslayamamastir.
Ulkemizde basarili bir tesebbiis olarak Balikesir Génen de kurulan Seljel firmasinin 2010 yilinda
sigir derisinden jelatin iiretimine basladigi ve yaklasik 2000 ton/yil kapasite ile calistigl
anlasilmaktadir (Yetim, 2011).
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Sekil 1. 2006 yili Diinya ve Avrupa jelatin tretiminde hammade dagilmi (http://www.gelatine.org/en
[gelatine/overview/127.htm).
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Diger hayvansal kokenli iiriinlerde oldugu gibi; inan¢ ve kiiltiirel degerler yoniinden tiiketiciler
tarafindan tercih edilmeyen, sagliga zararli veya yasal olmayan hayvansal kaynakli katkilamalardan
tilkketicileri korumak, gida iiriinlerinde kullanilan jelatinin orjinini tespit etmeyi zorunlu hale
getirmistir. Ornegin miisliiman ve yahudi toplumlarinda gesitli gida iiriinlerinde domuz orjinli, deli
dana hastaligmin (BSE) bulundugu {ilkelerde ise sigir orjinli hammadde kullanilma ihtimali
tiikketicilerde endise olusturmustur. Oyleki 1989 da ABD’nin Gida ve ilag Idaresi (FDA) Deli Dana
Hastalig1r goriilen iilkelerden sigir ithalatini yasaklamis, ancak, 1994’te FDA’nin bir karar ile
eczacilik kalitesindeki jelatinin tiretiminde kullanilan kemik ve dokularin ithaline izin verilmistir.
Nitekim yenilebilir jelatinin kalite ve gilivenligini temin etmek amaciyla Avrupa Birliginin
1999/724/EC nolu direktifinde insan tiiketimine uygun hayvanlardan elde edilen hammaddeden
tiretildiginin belgelenmesini de igine alan jelatin tiretimindeki temel kurallar tanimlanmaktadir
(Anonymous, 2005). Dogal bir protein olmasi ve sahip oldugu emsalsiz teknolojik dzellikler, jelatin
tiretim ve tliketiminin Oniimiizdeki yillarda da artacagini gostermektedir. Ancak o6zel tercih ve
hassasiyetleri olan tiiketiciler igin jelatinin orijininin belirlenmesi ve mutlaka sertifikali olmasi

biiyiik 6nem tagimaktadir.

2. GENEL BILGILER

Kollajen, insan ve hayvan organizmalarinda en ¢ok bulunan proteinlerinden biridir ve toplam
proteinlere orani yaklasik % 60’dir. Globiiler proteinlerin aksine, dogrusal fiber benzeri bir yapiya
sahip olan kollajen molekiillerinin en belirgin 6zelligi, iic polipeptid alt biriminden olusan
biikliimlenmis kangal seklindeki ti¢lii sarmal yapilaridir. Kollajen proteinin yapi taslari sayilan ve
polipeptid alt birimlerden olusan a-zincirler, bir ortak eksen etrafinda dénerek 3000 A° uzunlugunda
ve 15 A° capinda kat1 bir cubuk benzeri molekiiller olustururular. Bu zincirler, mikro fibrilleri,
mikro fibriller makro fibrilleri ve daha sonra da makro fibriller bir araya gelerek kollajen fiberlerini
meydana getirirler (Sekil 1). Kollajen tek bir ¢esit protein degildir, bugiine kadar, 27 farkl tipte
kollajen tespit edilmistir. Bunlardan en yaygini olan Tip I kollajendir ve daha ¢ok deri, kemik ve
tendon gibi bag dokularinda bulunur. Tip II kollajen, 6zellikle kikirdak dokuda bulunmaktadir. Tip
III kollajen ise yasa bagl olarak biiyiik degisiklik gosteren bir proteindir. Diger kollajen tipleri ise
¢ok kiiciik miktarlarda bulunur ve genellikle organdan organa farklilik gosterirler (Schrieber and
Gareis, 2007; Aberle et. al., 2001; Yetim, 2011).

Diger proteinler gibi, kollajen de primer, sekonder ve tersiyer yapilara sahiptir. Kollajen proteinin
yap1 tasi olarak bilinen tropokollajen birimleri 3 farkli primer polipeptit zincirinin bir araya

gelmesiyle olusmustur. Ornegin, jelatin {iretiminde kullanilan Tip I kollajende, 1014 adet



aminoasidin bir araya gelmesiyle meydana gelmis 3 polipeptit yer almaktadir ve herbir polipeptit
zincirinin molekiil agirlig yaklasik olarak 100 000 g/mol’diir. Polipeptit zincirlerindeki glisin (Gly),
tek basina aminoasit kompozisyonunun %33’iinii, prolin ve hidroksiprolin ise %22’sini meydana
getirmektedir. Bu nedenle alfa (a) zincir olarak da adlandirilan bu yap1, Gly-X-Y diziliminin 334
kere tekrarlanmasi ile meydana gelmistir, burada X ve Y cogu kez prolin ve hidroxiprolin olmakla
birlikte baska herhangi bir amino asit de olabilir. Ancak sadece N- ve C- terminal u¢larinda bu genel
yapiya uymayan ve 15-26 adet aminoasitten meydana gelmis kisa zincirler de bulunmaktadir. Glisin,
prolin ve hidroksiprolin ile diger amino asitler arasinda olusan H baglari, kollajen molekiillerinin
kendine has saglamlikta bir yap: kazanmasmi saglamaktadirlar. Iste bu aminoasitler, polipeptid
zincirinin rotasyonunu sinirlayarak tiglii sarmal yapiin kararli hale gelmesini saglarlar. Tip I
kollajendeki ikisi birbirine 6zdes ii¢ a-zincirden olugan sarmal yapi, tropokollajen olarak adlandirilir
ve kollajen proteinin yapitagini olusturmaktadir. Hayvanin yasina ve bulundugu dokuya bagl olarak
bu a-zincirler ve tropokollajen molekiilleri arasinda (molekiil i¢i ve molekiiller arasi) lisin ve
hidroksilisin ¢apraz baglari olusmakta, bu olusumlar hep beraber kollajen fibrili adi verilen
dayanikli yapryr meydana getirmektedir. Kollajen, bu saglam ve kararli yapisini, fibriller arasindaki
bu capraz baglara bor¢ludur ki; bu ¢apraz bag yapilari da kovalent baglar seklindedir. Birgok
kollajen fibrili yine bu ¢apraz baglar sayesinde bir araya gelerek, deri, kemik, tendon gibi dokularin

temel yapisini olusturmaktadir (Schrieber&Gareis, 2007; Yetim 2011).
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Sekil 2. Kollajen proteinin molekiiler organizasyonu (Yetim 2011)

2.1. Jelatin

Jelatin, sigir ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularindan ekstrakte edilen kollajenin kontrollii
sartlarda kismi hidrolizi ile iiretilen bir proteindir. Bu islemle molekiiller arasindaki H baglar1 ve
diger ¢apraz baglar zayifladig1 gibi bazi amino asitler arasindaki kovalent baglar da kopar ve daha
kiiciik molekiillii yapilar ortaya ¢ikar (Boran, 2011; Yetim, 2011). Boylece, ortalama 300-350 kDa
olan kollojen molekiiliiniin agirligi, jelatinde 10-65 kDa’a kadar diigmektedir. Jelatinin protein

icerigi %85-92 arasinda degisir ve jelatini olusturan diger maddeler ise mineral tuzlar ve kurutma
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islemi sonrasinda bile mevcudiyetini siirdiiren sudur. Jelatin, kollajen gibi siradan bir molekiiliin
nasil ¢cok fonksiyonlu bir yapiya doniisebilecegine dair gosterilebilecek en giizel 6rneklerden biridir.
Jelatinin kalitesi, iiretimde kullanilan hammaddenin kalitesi ve iiretim teknigi ile yakindan ilgilidir.
Amino asit i¢erigi bakimindan, A tipi jelatin ile kollajen hemen hemen birbirinin aynidir. B tipi
jelatinde ise glutamin ve asparajin amino asitlerinin neredeyse tamami glutamik asit ve aspartik
asite donlismiistiir. Yine kollajen ve dolayisiyla jelatin igerisinde, triptofan hi¢ yoktur ve metiyonin,
sistin ve tirosin amino asitlerinin orani ise yok denecek kadar azdir. Jelatin, bu yonii ile iyi bir
besleyici 6zellige sahip degildir ancak su tutucu, kivam artirici, jellestirici, yapistirici, tagiyict gibi
ozellikleri nedeniyle bir ¢ok alanda tercih edilen bir hidrokolloiddir (Ockerman and Hansen, 1988;
Yetim, 2011).

2.2. Jelatin iiretim asamalar1 ve meydana gelen degisimler

Jelatin tiretiminde, hayvansal dokular, asit ya da alkali ¢ozeltilerle muamele edildigi i¢in, kollajenin
yapisindaki H baglart ve capraz baglar kismen yikima ugramakta ve molekiiller de
pargalanabilmektedir. Diger bir anlatimla, uzun amino asit zincirleri pargalanarak daha kisalasirken
aralarindaki baglar da zayiflamakta ve su molekiilleri kolayca fibrillerin arasina girebilmektedir
(Sekil 2). Boylece, 1lik suda bile ¢oziinebilen yeni bir yapt meydana gelmekte, ortaya ¢ikan bu
¢Ozliniir yapiya da jelatin ad1 verilmektedir. Enzimler de bazen bu kimyasal maddelerle birlikte veya
bu maddelere alternatif olarak kullanilabilmektedirler. Ancak burada yalnizca bazi 6zel enzimler
kullanilmaktadir; ¢iinkii proteini hidrolize edebilen bir¢cok enzim, kollajeni par¢alayamamaktadir.
Sadece spesifitesi ¢ok yiiksek kollajenaz enzimleri, dogal kollajeni parcalayabilir. Bu sekilde
kimyasal veya biyokimyasal denatiirasyon (hidroliz) metotlar1 kullanilarak kollajenin muamele
edilmesi islemine, jelatin endiistrisinde ‘“kondisyonlama” adi verilmektedir (Schrieber&Gareis,
2007; Yetim, 2011). Bu yontemle elde edilen iiriinlere de jelatin hidrolizatlari denilmektedir ve gida

endiistrisinin bir ¢ok alaninda bu tiir iiriinlerden de faydalanilmaktadir (Sekil 2).
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Sekil 3. Kollajen ve jelatinin sematik gériniimii (4).
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2.2.1.0n muamele (asit veya alkali uygulama)

Deri, kemik gibi kollajence zengin hammaddeler, asit veya baz ile muamele (Sekil 3) edildiginde,
kollajenin yapisinda bulunan kovalent olmayan baglar pargalanir ve proteinler hidrolize olur. Bu da
kollajen molekiiliiniin yeterli diizeyde su alarak sismesine ve boylelikle ¢oziiniirliigiiniin artmasina
yol agmaktadir (Stainsby, 2011; Gomez Guillen et. al., 2011). Asitle 6n muamele islemi, daha ¢ok
kemiklerden firetilecek jelatinlerde kullanilir ve bu iriine Tip A jelatin denir. Asitle jelatin
tiretiminde, yikanarak temizlenen ve yaglarindan ayrilan ham madde, bir mineral asit (pH~ 1.5-3.0)
¢ozeltisine (H2SO4, HCI vb) daldirilarak 10 ila 72 saat (genel de bu siire 24-48 saat civarinda)
arasinda bekletilir. Bu bekletme siiresi, islem géren hammaddenin kalinligmna ve boyutuna bagl
olarak degisir (Haug and Draget, 2009). Bu siire i¢erisinde ham materyal, baslangigtaki hacminin 2-
3 kat kadar siser (Ledward, 2000) ve kollajen proteini ¢6ziiniir. Daha sonra, asit ¢ozeltisi ortamdan
uzaklastirilir ve ekstraksiyon i¢in arzu edilen pH seviyesine (4-5) kadar bir alkali ile ndtralizasyon
yapilir (Haug and Draget, 2009). Boylece, secilen isoelektrik nokta sayesinde kollajen yapisinda
olmayan diger safsizliklar ve ¢oziiniir hale gelmis tuzlar su ile kolayca yikanarak kollajenden ayrilir

(Ockerman and Hansen, 1988, Yetim, 2011).
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Sekil 4. Kollajende bulunan a-zincirler ve ¢apraz baglar.

Alkali ile 6n muamele islemi sonucunda ise, Tip B tiiriinde jelatin elde edilir ve ticari olarak tiretilen
jelatinin biiyiik bir bolimii bu yolla tretilmektedir. Bu islemde farkli tipte alkali ajanlari
kullanilabilir, ancak kiregle hazirlanan kalsiyum hidroksit [Ca(OH),, pH 12.0] ¢ozeltisi kullanilan
en yaygin alkali ¢dzeltisidir. Onceden yikanmis, bag doku harici dokulardan (et, yag, kan, kil vb)
temizlenmis hammadde, doku agirliginin yaklasik % 10 oraninda kire¢ ile hazirlanan Ca(OH),
¢ozeltisi ile dolu tekne veya figilara konularak uzun bir siire bekletilir. Bu islem sirasinda sicaklik
24°C’nin altinda tutulur ve belirli araliklarla hammadde uygun bir alet yardimiyla karigtirilir. Bu

bekletme stiresi, Ca(OH),; konsantrasyonu, sicaklik ve islem goéren hammaddenin
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ozelligine/boyutlarina baglh olarak degisebilir. Dolayisiyla, en az 10 giin ve en fazla 6 ay olmakla
birlikte bu siire, genellikle 2-3 aydir. Alkali ¢ozelti icerisinde bekletme esnasinda kollajen fibrilleri
siger, aralarindaki ¢apraz baglar zayiflar ve molekiillerde kismi bir depolimerizasyon (pargalanma)
meydana gelir. Yine kollajen harici diger protein vb safsizliklar ise suda daha ¢6ziiniir hale gelir ve
yikama suyu ile kolaylikla uzaklastirilabilirler (Ockerman and Hansen, 1988). Bu siire sonunda,
ham madde tekneden c¢ikarilir; musluk suyu altinda yikanarak tlizerindeki kire¢ kalintilar1 ve diger
safsizliklar uzaklastirilir. Daha sonra alkalik hammadde, seyreltik bir asit ¢ozeltisi (6rnegin HCI) ile
ekstraksiyon igin gerekli asitlik (pH 6-7,5) seviyesine ulasana kadar nétralize edilir (Haug and
Draget, 2009). Alkali ile muamele islemi sonucunda, iyonlasmamis durumdaki glutamin ve
asparajin rezidiileri, asidik formlarina doniisiir; bu reaksiyondan amonyak agiga ¢ikar ve elde edilen
jelatin asidik 6zellikte olur (Tablo 1). Boylelikle B tipi jelatinin izoelektrik noktas1 4.8-5.5 arasinda
iken A tipi jelatininki 8.5-9.4 arasindadir. izoelektrik nokta, proteinlerin yiik olarak nétral (+ ve —

yiiklerin esit) oldugu pH’dir.

2.2.2. Ekstraksiyon islemi

Yukarida anlatildigr gibi asit veya alkali ile 6n isleme tabi tutulmus hammadde, ekstraksiyon
kazanlarina konulur ve iizeri sicak su ile ortiiliir. Sicak su ile muamele islemi, ard arda birkag
asamada (genelde 5-10 kez) uygulanir; ancak her asamada su sicakligi bir 6nceki asamadakinden
daha yiiksek tutulur. Yani baslangigtaki su sicakligi 55°C iken, en son asama kazanindaki su
sicakligr yaklagik 100°C’dir (Haug and Draget, 2009). Her bir asamadaki ekstraksiyon siiresi ise 4
ile 8 saat arasinda degismektedir (Ledward, 2000). Her bir ekstraksiyon asamasindan sonra, jelatin
daha ileri derecede pargalanir ve rengi daha koyu olur. Bu asamada, elde edilen jeatinin kalitesi,
sicaklik ile ters orantilidir, bu nedenle her sicaklik asamasinda elde edilen partinin kalitesi ayridir.
Sicaklik artirilmaz ise de ekstraksiyon olmaz veya verim diiser. Ekstraksiyon sonrasi jelatinin kiil

igeri8i, % 2-3 arasinda degismektedir, ancak arzu edilirse kiil i¢erigi, ion-degistiricilerle azaltilabilir.
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Sekil 5. Kollajen molekiiliinde bulunan indirgenebilir “aldimine ve keto-imine” ¢apraz baglarimin olugumu.

Glisin aminoasidinin miktar1 diger tim aminoasit reziidilerinin neredeyse 1/3’, prolin ve OH-
prolinin miktar1 ise 1/5’1 kadardir (Tablo 1). Yine ekstraksiyon islemi sonucunda, stilfiir i¢eren
aminoasitlerin miktar1 ise yok denecek kadar azdir ve zincirler arasindaki ¢apraz baglarda bile bu
aminoasitler bulunmamaktadir(Ledward, 2000). A tipi jelatinlerde isoelektrik nokta 9,0 civarinda,
molekiil agirligr ise 70-90 kDa araligindadir. Bu yontemle iireti len jelatinde protein hidrolizasyonu
daha diisiik orandadir ve iriiniin jel kuvveti daha ytiksektir. Alkali uygulamasi ile elde edilen B tipi
jelatinlerin izoelektrik noktasi 4.8-5.5, molekiil agirlig1 ise 10 ile 65 kDa arasinda degismektedir
(Ockerman and Hansen, 1988).



2.2.3. Filtreleme (siizme)

Siv1 ekstrakt gesitli 6zellikteki slizgeglerden gegirilirek igerisindeki ¢okeltiler, topaklanma iirtinleri
ve diger safsizliklar ayrildigi gibi bu yolla molekiil agirligina ve rengine gore bir siniflandirma da
yapilabilir. Eger arzu edilirse, kaliteyi daha da artirmak i¢in, konsantre jelatin soliisyonu da

stiziilebilir ve tekrar agartilabilir (Ledward, 2000; Yetim, 2011).

2.2.4. Evaporasyon (kurutma) islemi

Yukarida bahsedilen islemler sonucu elde edilen siv1 jelatin ekstrakti, evaporasyon islemi ile suyu
ucurularak, belirli bir viskoziteye ulasincaya kadar konsantre edilir. Nem miktari, yiliksek kalitedeki
(yiiksek molekiil agirligina sahip) jelatinlerde % 20-25 civarinda, diisiik kaliteli (diisiik molekiil
agirh@ma sahip) jelatinlerde ise % 40 civarindadir (Haug and Draget, 2009). Ciinkii suyun
mevcudiyetinde termal hidrolizasyon her zaman miimkiindiir. Koyulagsmis jelatine tamamen
kurumadan 6nce gerekli hallerde bazi kimyasal koruyucular da ilave edilebilmektedir (Ockerman
and Hansen, 1988; Yetim, 2011).

2.2.5. Sterilizasyon

Kurutulmamis viskoz yapidaki jelatin hala bozulabilir bir formdadir. Jelatinde sterilizasyon, hem
dolayli hem de dogrudan olmak iizere iki asamada yapilir. Dolayli olarak yapilan sterilizasyon
isleminde plakali 1s1 degistiriciler kullanilmakta; dogrudan yapilan sterilizasyon isleminde ise
dogrudan buhar sterilizasyonu teknigi kullanilmaktadir (Haug and Draget, 2009). Sterilizasyon
islemini takiben, sogutma islemi uygulanarak konsantre jelatin soliisyonu, tamamen jel haline
getirilir. Toz jelatin {iretimi igin, jelatin jelleri serit seklinde ekstriide edilir ve kurutulur (Haug and
Draget, 2009; Yetim, 2011).
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Sekil 6. “Iki degerlikli” aldimine ve keto-imine ¢apraz baglarindan olusmus “ii¢ degerlikli”mature ¢apraz baglar.



Tablo 1. Kollajen ve farkli jelatin tiiplerinin amino asit kompozisyonlar1 (oransal olarak 1000 de x )

Amino asit Tip I kollajen Tip A Jelatin [a] | Tip B jelatin [b]
Kompozisyonu (s181r)

Alanin 114 112 117
Arjinin 51 49 48
Asparajin 16 16 -
Aspartik asit 29 29 46
Glutamin 48 48 -
Glutamik asit 25 25 72
Glisin 332 330 335
Histidin 4 4 4
4-Hidroskiprolin 104 91 93
¢- Hidroksilisin 5 6 4
Izol6sin 11 10 11
Losin 24 24 24
Lisin 28 27 28
Metiyonin 6 4 4
Fenilalanin 13 14 14
Prolin 115 132 124
Serin 35 35 33
Treonin 17 18 18
Tirozin 4 3 1
Valin 22 26 22

[a] Tip A jelatin: asitle muamele edilmis domuz derisi jelatinin ; [b] Tip B jelatin: alkali ile muamele edilmis kemik jelatini

2.2.6. Kurutma

Cesitli yontemlerle koyulastirilmis ve jel haline getirilmis jelatin, ekstruderler veya firinlarda daha
da ileri derecede kurutularak, yaprak, graniil veya toz haline getirilir. Kurutma islemi, filtrelenmis,
nemi giderilmis ve mikrobiyal agidan temiz kuru hava kullanilarak gercgeklestirilir. Kurutmada
kullanilacak havanin baslangi¢ sicakligi 30 °C’dir. Hava sicakligi, jelatin seritlerinin kuruluk
derecesine gore ayarlanir. Bu islem i¢in kurutulmus jelatin seritleri ezilir ve ogiitiilerek her birinin
capt, 0,1 ile 10 mm arasinda degisen graniil taneleri haline getirilir. Ticari olarak tretilip piyasaya

sliriilen jelatinlerin nem igerigi, % 8 ile 12 arasindadir (Haug and Draget, 2009; Yetim, 2011).

2.3.2. Jelatinin Endiistriyel Kullanimi

Cok yonlii bir hidrokolloid olan jelatin; farkli endiistrilerde yaygin bir kullanim alanina sahiptir.
Jelatinlerin kullanildiklar1 alanlar ve tretilen iriinlerde gosterdikleri fonksiyonlar ile bu irtinlere
katilim amagclar1 sagida ¢ok kisa olarak verilmistir (Schrieber, 2007; Haug and Draget, 2009;
Ledward, 2000; Yetim, 2011).

2.3.2.1. Fotograf endiistrisi
Fotografcilikta kullanilan modern giimiis bromiir materyalleri, jelatin iceren emiilsiyonlardan

uretilir. Bu emiilsiyonlarda jelatin, film tabakasia destek materyali gorevi goriir. Yaklasik yiizyil
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once, fotografcilik endiistrisinde kullanilmaya bagslayan jelatin, son zamanlarda da X 1511

filmlerinin iiretimi i¢in talep edilmektedir (Yetim, 2011).

2.3.2.2. Kozmetik endiistrisi

Insanoglunun giizel ve kirismamus bir deriye sahip olma arzusu, kozmetik endiistrisinde kollajen ve
jelatin kullaniminda bir ¢igir agmustir. Sigir, domuz ve balik kokenli kollajen ve jelatinler, sa¢ ve
deri bakim iiriinlerinde kullanilan ve &nemli fonksiyonlar icra eden iiriinlerdir. Ornegin, jelatin
hidrolizatlari, subaglama kapasitesini artirmak, trans-epidermal su kaybini azaltmak ve deriyi

iyilestirmek amaciyla deri bakim setlerine ilave edilmektedir (Yetim, 2011).

2.3.2.3. Gida endiistrisi

Jelatinin, sahip oldugu essiz fonksiyonel 6zellikleri nedeniyle ¢ok amagl bir gida katki maddesi
olarak en yaygin kullanildig1 alanlardan birisi gida endiistrisidir. Tablo 2’de jelatinin kullanildig:
baslica gida gruplar1 ve bu gidalarda icra ettigi fonksiyonlar kisaca 6zetlenmistir. Yine jelatin
hidrolizatlari, gidalara eklenme yaninda bira, sarap ve meyve sularinin berraklastirilmasinda
kullanilir. Sekerleme endiistrisinde jelatin, 1s1l tersinir jel olusturma &zelligi, kopiik olusturma ve
stabilizasyonu, baglama, emiilsifikasyon ve kontrollii seker kristalizasyonu gibi fonksiyonlari icra
ettigi igin ozellikle bu alanda ¢ok fazla kullanilmaktadir (Schrieber and Gareis, 2007; Haug and
Draget, 2009; Yetim, 2011).

Tablo 2 Gida triinlerine katilan jelatin ve icra ettigi fonsiyonlar (Schrieber and Gareis, 2007; Haug and Draget, 2009;
Yetim, 2011)

Katildig gida grubu Katihm orani (%) | Bashca fonksiyon Alt fonksiyon

Tatlilar 1,5-3,0 Jel olusumu Tekstiir, Saydamlik,
Berraklik

Kopiikli siitlii tatlilar 0,3-3,0 Koptik olusumu Tekstiir, Stabilizasyon

Jelli siitlii tatlilar 1,0-2,0 Jel olusumu Tekstiir, Kremsilik

Meyveli sakizlar 6,0-10,0 Jel olusumu Tekstiir, Elastikiyet,
Saydamlik, Berraklik

Lokumlar 1,0-3,0 Kopiik olusumu Kopiik stabilizasyonu, jel
olusumu

Kos helvasi 1,5-3,0 Kopiik olusumu Kopiik stabilizasyonu, jel
olusumu

Pastiller 1,0-2,0 Baglama ajani Tekstiir, Erime 6zelligi,
Dagilmay1 6nleme

Karameller 0,5-2,5 Emiilsifikasyon, Cignenebilirlik

Stabilizasyonu

Yogurt 0,2-1,0 Sineresis kontroli Tekstiir, Kremsilik

Et ve Sosisler 0,5-2,0 Emiilsiyon stabilizasyonu | Su ve sizint1 suyu baglama

Et suyu ve konserve etler 0,5-2,0 Baglama ajam Tekstiir, Dilimlenebilirlik

Siiriilebilir sandvig triinleri (etsiz) 0,3-15 Emiilsiyon stabilizasyonu | Tekstiir, Kremsilik
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2.3.2.4. Tip ve eczacilik endiistrisi

Jelatin, acil veya tip da kullanilan serumlarda (plazma ikamesi olarak), kapsiillerde, vitamin
kaplama materyallerinde, pastillerde, tabletlerde, damlalarin {iretiminde, macun kaplamalarinda,
stinger iiretiminde ve yeni gelistirilen asilarin formiilasyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir

(Yetim, 2011).

2.3.2.5. Beslenme ve saghk endiistrisi

Jelatin, kolesterol, seker ve yag icermeyen bir protein kaynagidir. Kollajenin aksine sindirimi
kolaydir ve insan metabolizmasinda tamamen yikima ugratilir. Uzmanlara gore jelatin, iskelet ve
omurilik sistemi ile 6zellikle kemiklerin, kikirdaklarin, tendon ve ligamentler lizerinde rejeneratif
etkide bulunmaktadir. Yine, jelatinin, saglar1 kuvvetlendirdigi, bag ve destek dokularin1 da
giiclendirerek deriyi sikilagtirdigi, saclara parlak bir goriiniim ve tirnaklara dayaniklilik kazandirdigi

ileri siiriilmektedir (Yetim, 2011).

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Jelatinin Hazirlanmasi

Projede Helal Sertifikali Sigir jelatini ve Tip A domuz derisinden elde edilen, domuz jelatini
(Sigma, G2500) kullanilmistir. Toz haldeki jelatin 6rnekleri yar1 hacimde distile suda seyreltilmis,
iriinlere katilmadan once 1siticili manyetik karigtiricida seffaflagincaya kadar isitilarak suda

¢Ozilmiistiir.

3.2. Model Gida 6rneklerinin hazirlanmasi ve jelatin izolasyonu

3.2.1. Krem Peynir

Krem peynir yapiminda 1 litre ¢ig siit ve 5 ml ticari peynir mayasi kullanilmistir. Cig siit 37 °C
sicakliga gelene kadar isitilmis ve sonra enzim ilave edilerek 37 °C’ de yaklasik 2-3 saat
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonrasinda piht1 kesilerek bez torbadan siiziilmiistiir.
Elde edilen pihtiya %1, %0.5, %0.3 ve %0.1 oraninda jelatin ilavesi yapilarak krem peynirler

hazirlanmustir.

3.2.2. Dondurma

Dondurma {iretiminde; siit (75g/100g), siikroz (15g/100g), krema (7g/100g), emiilgator (0.5g/
1009), salep (stabilizator) (0.5¢9/100g) karisimi kullanilmistir. Karisimlara %1, %0.5, %0.3 ve %0.1
oraninda jelatin (s1gir veya domuz) ilave edilmistir. Emiilgatér ve jelatin hari¢ diger bilesenler

kanigtirilip, 85 °C’ de 15 dakika sabit hizda karistirilarak pastorize edilmistir. Pastorizasyondan
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sonra dondurma miksi hizlica 50 °C’ye sogutulmus ve 3 dakika homojenize edildi. Olgunlagma i¢in
dondurma miksi, 4 °C’de 24 saat muhafaza edilmistir. Emiilgatér ve jelatin karisimindan olusan
soliisyon karigima eklenerek 815 rpm de, 4 °C, 5 dakika doviilmiistiir. Daha sonra sogutucuda

sogutularak ve analize hazir olarak -20 °C’de bekletilmistir.

3.2.3. Yogurt

Yogurt iretimi yapilirken, siit Uriinii isleme tesislerindeki sicaklik zaman parametreleri
uygulanmistir. Cig inek siitii 90 °C’de 15 saniye 1sitildiktan sonra hizli bir bicimde 65 °C’ye kadar
sogutulmustur. Ardindan %1, %0.5, %0.3 ve %0.1 seviyelerinde jelatin (her iiriine ayr1 ayr1 domuz
ve sigir jelatini) ilave edildikten sonra, manyetik karistiricida homojenize edilmistir. Sicaklik 45
°C’ye distiiginde ise i¢inde Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus and Streptococcus
thermophilus bulunan ticari yogurt kiiltiiriinden %2 oraninda eklenmistir. Kiiltlirin homojen bir
sekilde iirliniin her tarafina dagilmasi i¢in ise manyetik karistirict kullanilmistir. Yogut 6rnekleri pH
4.5’e diisiinceye kadar 43 °C’de inkiibe edilmis ardindan asit olusumunu engellemek i¢in 3 °C’de

depolanmustir.

3.2.4. Sosis
Gokalp ve ark. (1999)’e gore hazirlanan sosis formiilasyonlarina, %1, %0.5, %0.3, %0.1 oranlarinda

jelatin ilave edilmistir.

3.2.5. Konserve Et
50 gram parga et bir siseye tartildiktan sonra iizerine 20 ml su icerisinde ¢6ziindiiriilen %1, %0.5,
%0.3, %0.1 oranlarindaki jelatinli su ilave edilmistir. Konservelere 121 °C’ de 15 dakika otoklav

islemi uygulanmustir.

3.2.6. Puding

Piyasadan temin edilen ve igerisinde jelatin igcermeyen pudinge [%60 seker, %18 misir nisastasi,
%12 kakao, %9.5 siit tozu, % 0.5 kivam arttiric1 ( karragenan)] gerekli oranlarda ( %1, 0.5, 0.3 ve
0.1 oranlarinda) jelatin ilave edilmis ve 125 gr toz karigim i¢in 650 ml siit eklenir. Daha sonra iyice
karistirtlarak jelatinin ¢dziinmesi ve puding karigiminin siitiin i¢inde dagilarak kivamini almasi

saglanmistir. Karigim kaynadiktan sonra sogumaya birakilmaistir.
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3.2.7. Kek

Kek yapiminda kullanilan malzemeler ve miktarlar1 Tablo 3’ de verilmistir. Yumurta, seker ve sivi
yag iyice karistirildiktan sonra un, kabartma tozu ve su igerisinde ¢oziindiiriilen jelatin ( %1, 0.5, 0.3
ve 0.1 oranlarinda) ilave edilmis ve iyice karistirllmistir. Hazirlanan kek karisimi kaliplara alinarak

210 °C sicakliktaki firinda 30 dakika pisirilmistir. Kekler sogutulduktan sonra blenderda toz haline

getirilerek jelatin izolasyonu i¢in hazirlanmistir.

Tablo 3. Kek yapiminda kullanilan malzemeler ve miktarlart

Malzemeler %1 seviyesi icin | %0.5 seviyesi icin | %0.3 seviyesi icin | %0.1 seviyesi icin
Un 259 259 25¢ 25¢
Yumurta 259 259 25¢ 25¢

Seker 259 259 25¢ 25¢

Sivi yag 8 ml 8.5 ml 8.7 ml 8.9 ml
Kabartma tozu 1lg 1lg 1g 1lg

Su 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml
jelatin 1lg 05¢g 0.3g 0.1g

3.2.8. Jelatinli sekerleme

Jelatinli sekerleme yapiminda 100 ml saf su, 40 gram seker ve 15 gram jelatin kullanilmigtir. Tim
malzemeler karigtirilmis ve 100-150 °C sicaklikta yaklasik 1 saat isitildiktan sonra -20 “C’ de bir
gece bekletilmistir. Jelatinli sekerlemede kullanilan jelatin orami sabit olup %15 olarak

belirlenmistir.

3.2.9. Toz Corba
Jelatin igermeyen hazir toz gorba karisimina %1, 0.5, 0.3 ve 0.1 oranlarinda jelatin ilave edilmis ve

tyice karistirtlmistir.

3.3. Uretilen model gida iiriinlerinden jelatin izolasyonu

Uriinlerden jelatin izolasyonu i¢in, A.O.A.C metodu (Anonymous, 2000) kullanilmistir. 20 g (kat:
gidalar i¢in) veya 20 ml (sivi gidalar i¢in) 6rnek ile 20 ml civali Hg(NOs), civali nitrik asit
sollisyonu karigtirilmistir. Bu karisim ¢alkalandiktan sonra, lizerine 40 ml distile su eklenmis ve
tekrar calkalmistir. Karisim, 5 dakika bekletildikten sonra filtre edilmistir. Ardindan 20ml’si test
tiipline aktarilarak tizerine 20ml %4’liik pikrik asit ¢ozeltisi (sigma) eklenmistir. Ardindan test tiipii
4000 rpm’de 15 dakika santrifiijlenmis (Niive, NF400/R, Tiirkiye) ve siipernatant atilmigtir. Olusan
cokelti disitle su ile yikandiktan sonra bir spatiil ile toplanmis ve yikandiktan sonra 50 °C sicaklikta
bir gece kurutulmustur. Analiz edilmek iizere iiriinlere ilave edilen jelatinlerin geri kazanim oranlari

verilmistir (Tablo 4.).
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Tablo 4. Uriinlere ilave edilen jelatinin geri kazanim orani

Uriin Gruplan Uriinler % Geri kazamim
%15 | %l %0.5 %0.3 %0.1
SUT URUNLERI | Krem peynir - 95 98.7 1008 |-
Yogurt - 71.1 112.7 | 115.3 52.5
Dondurma - 455 24.4 11.1 -
ET URUNLERI Sosis - 646 |89.8 102.1 | 995
Konserve et - 103.7 | - 100.6 109.3
DIGER Puding - 59.2 92.4 85.5 -
URUNLER Kek - 546 |- - -
Jelatinli 55.1 - - - -
sekerleme
Toz gorba - 91.1 99.1 114.6 110

3.4. Ekstrakte edilen jelatinlerinden UPLC-MS-gTOF- MS analizi i¢in 6rnek hazirlama

Ekstrakte edilen jelatin 6rnekleri, Tiibitak Marmara arastirma merkezi, Genetik Mithendisligi ve
Biyoteknoloji Enstitiisinde nanoACQUITY UPLC-MS-qTOF-MS sistemi ile analiz edilmistir.
Analiz edilmeden 6nce 2 mg saf jelatin (domuz ve sigir tiirlerine ait) ve ayni miktarda {iriinlerden
izole edilmis olan jelatinler 1ml 50mM NH4HCOj3 ile karistirilmis ve ultrasonic homojenizatorde
homojenize (10sn aktif, 10sn pasif, 3 dongii) edilmistir. Karisim ¢6ziillmemis partikiilleri
uzaklagtirmak i¢in 15.000 rpm’de santrifiijlenmis ve homojenat 0.22um siringa filtreden
gecirilmistir. Daha sonra 10 pL filtre edilmis homojenata 40 pL. 50mM NH4HCO; ve disiilfit
baglarin1 kirmak i¢in SmM DTT eklenmis ve 60°C’de 15 dk inkiibe edilmistir. Daha sonra sistein
yan zincirlerini indirgemek icin 10mM IAA (iyodoasetamid) eklenmis ve karanlikta oda
sicakliginda 30 dk bekletilmistir. Jelatinin proteolitik parcalanmasi ise 50 pL 50mM NH4HCO3;
iginde ¢oziilmiis %0.4’likk Rapigest ve S0mM NH4HCOj iginde ¢oziilmiis 1 pg proteomik grade
tripsin (50 pL, 20ng/ul) eklenerek 37°C’de 16 saatte gergeklestirilmistir. Kullanilan aside
dayaniksiz deterjanlarin ortamdan uzaklastirilmasi i¢in, 3 uL TFA ve 2 pL. ACN (Asetonitril)
eklenmis, ve karisim 60°C’de ve 600 rpm sabit hizda 2 saat galkalanmistir. Rapigest deterjani
ortamdan uzaklastirilirken, son konsantrasyonu 50 fmol/puL olacak sekilde Triptic parcalanmig
ADH (Alkol dehidrojenaz) internal standardi eklenmistir. Toplam karisima uygun miktarda 50mM
NHsHCO; tamponu eklenerek 200 pL hacime tamamlanmigtir. Deterjanlar ortamdan
uzaklastirildiktan sonra karisim 15.000 rpm’de 15 dk santrifiijlenmis, sivi analiz ig¢in LC vialine

aktarilmis ve -86°C’de muhafaza edilmistir.

3.5. Hazirlanan 6rneklerin LC-ESI-qTOF-MS ile analizi

Teknik hatalar1 elimine etmek icin her 6rnek i¢in 3 tekerriir yapilmistir. Toplamda 200ng triptic
peptid karigimi iceren 2 pL drnek nanoUPLC-ESI-qTOF-MSE (nanoUPLC: nanoACQUITY ultra
pressure liquid chromatography, SYNAPT HDMS: high definition mass spectrometer with nano
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lockspray ion source) sistemine yiiklenmistir. Enjeksiyondan once kolonlar %97 mobil faz A
(%0.1°lik formik asit-suda) ve mobil faz B (%0.1°1lik formik asit-asetonitrilde) ile sartlandirilmis ve
kolon sicaklig1 35°C’ye ayarlanmistir.  ilk &nce peptidler akis hiz1 5 pL /dk olan, nanoACQUITY
UPLC Symmerty C18 Trap kolonunda (5 pum partikiil biiyiikliigiinde) 5dk hapsedilmistir. Daha
sonra gradient eliisyonu (300nl/dk akis hizi, %5 ten % 40 asetonitril linear gradientinde, yaklasik 90
dk) yapilarak peptidler trap kolonundan, bir analitik kolona (nanoACQUITY UPLC BEH C18
kolonu, 1.7 um partikiil biyiikliigiinde) aktarilmistir. Daha sonra ayristirilan triptik peptidlerin
dizisinin ve miktarmin saptanmasi i¢in, cihazin MS ve MS/MS fonksiyonlar1 kullanilarak, 1.5-2 sn
den fazla 6V diisiik enerji ve 15-40V araliginda yiiksek enerji ¢arpismasi uygulanmis ve peptidlerin
kiitle/yiik oranlar1 ve iyon kapasiteleri elde edilmistir. Kapiller voltaj ve iyon kaynaginin sicaklig
ise, 3.2 kV ve 80°C’ye ayarlanmistir. Peptid sinyal verileri ise 50-1600 m/z degerleri arasinda
toplanmistir. Bu projede Label-free proteomik metodu basari ile uygulanmis ve Sekil.7’de projede
yapilan proteomik analizin akis semasi verilmistir. Benzer hidrofobisiteye sahip peptid sekanslari
hem sigir hemde domuz jelatinden elde edilen peptidlerde bulunabileceginden peptidlerin
benzerliklerinin bulunmasi igin ilk once kromatografik olarak ayrilmig, sonrada MS analizine

alinmustir.

Ters Faz Ayrimi ESI-qTOF-MS analizi
Jelatin MS

disuk enerji
‘ _ — =7 < Uﬁl_
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Intensity
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Jelatin Tirlerinin Tanimlanmasi

Sekil 7. LC-ESI-qTOF proteomik analizleri i¢in deneysel akis semasi; Jelatin ekstraksiyonundan sonra triptik peptidler
DTT rediikdiyonu ve IAA metilasyonu ile modifiye edildikten sonra.Disiilfit baglarini elimine etmek igin sistein yan
zincirleri alkile edilmistir. Triptik peptidler ters faz kromatografi ile ayristirildiktan sonra SYNAPT HDMS sisteminde
sirastyla diisiik ve yiiksek enerji ¢arpigma metodlar1 kullanilarak, jelatin peptidlerinin amino acid dizisini ve miktarimn
belirlemek i¢in peptid ve isaretgi yiikleri toplanmugtir.
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3.6. LC-ESI-qTOF-MS analizi ile elde edilen peptidlerin tanimlanmasi

Analiz sonucunda elde edilen ham peptid dizileri Protein Lynx Global Server v2.4 (Waters corp.,
Milford, MA) ile islenmis ve IDENTITY" algoritmast ile tiire spesifik triptik peptidlerin bulundugu
Ozel jealtin veri tabanindan taranmistir. Internal standard olarak Maya alkol dehidrojenaz peptid
dizisi (Uniprot accession #P00330) FASTA dosyasi olarak veritabanina eklenmistir. Tanimlama
icin, veritabanin yalanct pozitiflik orani (FPR) %4 olarak ayarlanmistir. Peptid se¢imi ve

tanimlanmasi igin, her peptid i¢in 3 fragment, her protein i¢in 7 fragment referans olarak alimistir.

3.7. PCR temelli yontemlerle jelatinin orjinin belirlenme olanaginin arastirilmasi
Bu amagcla hem saf jelatinden (domuz ve sigir) hem de {iiriinden izole edilmis jelatin 6rnekleri
kullanilmistir. Oncelikle 6rneklerden manuel yéntemle DNA izolasyonu yapilmustir. Izole edilen

jelatin DNA’lar1 real-time PCR analizinde kullanilmistir.

3.7.1. Manuel yontem ile Jelatinden DNA izolasyonu

1. 0.3-0.5 g jelatin 6rnegi 2ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine tartilmistir.

2. Tupte bulunan 6rnegin tizerine 600 uL lysis buffer(100mM Tris-HCI, 50mM EDTA, 0.8M NaCl,
%1 PVP, pH:8) eklenmistir.

3. Tiipler, 65°C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

4. Tiipler soguyuncaya kadar bekletilmis, ardindan 40 pL proteinaz K eklenmis, ve 56°C’de en az 6
saat inkiibe edilmistir.

5. Daha sonra tiipler, 75 °C’de 15 dk inkiibe edilmistir.

6. Ornekler oda sicakligina kadar sogutulmus, ardindan 13.000 rpm’de 15dk santrifiijlenmistir.
Santrifiij sonucunda olusan {ist faz yeni bir tiipe aktarilmstir.

7. Orneklerin iizerine 750 pL NH4OAc eklenmis ve -20°C’de en az 1 saat bekletilmistir.

8. Tekrar ornekler 13.000 rpm’de 15dk santrifiijlenmis ve santrifiij sonucunda olusan {ist faz yeni
bir tiipe aktarilmistir.

9. Daha sonra tiiplere 500 pL fenol-kloroform-izoamilalkol(25:24:1) karisimi eklenmis ve 30 dk
boyunca homojenize edilmistir.

10. Tekrar 6rnekler 13.000 rpm’de 15dk santrifiijlenmis ve santrifiij sonucunda olusan iist faz yeni
bir tiipe aktarilmistir.

11. Tiiplere tilip icerisinde bulunan hacmin 2/3’li kadar 2-propanol eklenmis ve -20°C’de en az 1
saat bekletilmistir.

12. Tekrar 6rnekler 13.000 rpm’de 15dk santrifiijlenmis ve santrifiij sonucunda olusan iist faz yeni

bir tiipe aktarilmistir.
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13. Daha sonra tiiplere 1000 pL soguk %70’lik etanol eklenmis, hafif vortekslendikten sonra,
13.000 rpm’de 15dk santrifiijlenmis ve {ist faz uzaklastirilmistir.

14. Tiipler kurumaya birakilmigtir.

15. Tiipler kuruduktan sonra TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA, pH:8) ile sulandirilmis ve

nanodropta DNA konsantrasyonu olgiilmiistiir.

3.7.2. Jelatin orneklerinden izole edilen DNA’lar ile Real-Time PCR analizi

Hem standard jelatinler ve hem de iiriinlerden izole edilen jelatinlerin DNA’lar1 kullanilarak SBYR
Green yontemi ile LightCycler Nano (Roche, Almanya) Real-Time PCR cihazi kullanilarak, PCR
reaksiyonu kurulmustur. Bu amagla, kullanilan tiiplerin son hacmi 25 pL olacak sekilde, 12.5 pL
Fast Start Essential DNA Green Master (Roche, Almanya), 0.8 uM ileri primer, 0.8uM geri primer,
2 ul DNA ve son hacme kadar PCR grade su kullanilmistir. Her iki tiir i¢in uygulanan termal dongii
protokolii ; 95°C’de 10dakika ilk denatiirasyon basamagi, daha sonra 35 dongii 94 °C’de 15 saniye,
55 °C’de 20 saniye ve 72 °C’de 30 saniye denatiirasyon, yapisma ve uzama basamagi olarak

ayarlanmistir.

4. BULGULAR

4.1. Proteomik analiz sonuclarimin degerlendirlmesi

Proje kapsaminda kullanilan nanoUPLC-ESI-g-TOF-MSF sistemi, jelatinin giivenilir ve
tekrarlanabilir kromatografik analizini mimkiin kilmistir. Sekil 8’de sigir ve domuz tirptik
peptidlerine ait toplam ion kromatogramlari goriilmektedir. 3 tekerriirlii yapilan analizler,
kromatogramlarda miikemmel tekrarlanabilirlik gostermistir. Her analiz i¢in yaklasik 200 ng triptik
parcalanmis protein kolona yiiklenmis ve jelatin peptidlerinin tanimlanmasin1i miimkiin kilmigtir
(Tablo 5 ve 6). Iyon kromatogramlarindan gériilebildigi gibi, eliisyon profillerinde birgok benzer
peptid profilinin yaninda olduk¢a farkli profiller de goriillmektedir. Kromatografik ayrim 2 saat
stirmiistic ve kromatografide kullanilan %35-40 gradient eliisyonu peptidlerin ayriminda etkili
olmustur. Karisimda az miktarda bulunan peptidlerin bol miktarda bulunan peptidler tarafindan

maskelenmeden tanimlanmasi miimkiin olmustur.
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Sekil 8. 50-1600 m/z {izerinde elde edilen sigir ve domuz standard jelatinlerine ait toplam iyon kromatogramlari. Jelatin
peptidleri, nano kolonda(75 pm i.d. x 250 mm genislikte) 90 dk’da %5-40 ACN gradient eliisyonunda ayrilmis. Eliisyon

kromatogramlarindaki genis farkliliklar, ¢esitli hirdofobisitede olan 6zel peptidlerin bulunmasina katki saglamistir.

Kromatografik ayrimdan sonra peptidler, MS kaynagina piko boyutta bir igne ile inflize edilmistir.

Identity® yaklasiminda ise sirasiyla degisik tarama modlart uygulanmistir. Burada ilk once

peptidlerin bilgileri diigiik ¢arpigsma enerjisi ile toplanirken, peptid dizilerinin bilgileri ise, ¢arpisma
enerjisi daha yiiksege dogru cikartilarak toplanmistir. Bu yolla, her peptid i¢in daha fazla fragment
iyonu ve her protein i¢in daha fazla peptid tanimlanmasi bdylece protein tanimlanmasi icin yiiksek

giinenilirlik saglamistir. Sekil 9.’da degisik m/z degerlerinde, triptik pargcalanmig standart domuz ve

s1g1r jelatinine peptidler gortilmektedir.
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Tablo 5. Sadece Sigir jelatinine spesifik olarak bulunan peptidler. m/z degerleri tablodaki gesitli peptidlerin jelatinin
tanimlanmas:  i¢in kullanilabilecegini gostermektedir. m/z degerleri, tek yiikli iyonlagsma durumunda elde edilmistir.
Bazi peptidlerde prolin hidroksilasyonu, methiyonin oksidasyonu, asparajin ve glutamin deamidasyonu gozlenmistir.

Peptid Dizisi m/z
(F)PGSPGNIGPAGK(E) 1083.5428
(K)SGETGASGPPGFVGEK(G) 1484.6940
(G)PVGLPGIDGR(G) 996.5473
(L)PGVAGAPGLPGPR(G) 1193.6273
(G)VMGPAGSRGATGPAGVR(G) 1556.7961
(Q)GPVGPVGK(G) 710.4196
()PGEFGLPGPAGAR(G) 1257.6222
(R) AGVMGPAGSR(G) 918.4462
(DPGPVGAAGATGAR(G) 1097.5698
(R) AGVMGPAGSRGATGPAGVR(G) 1684.8549
(K)EGPVGLPGIDGR(G) 1182.6113
(R)DGQPGHKGYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK(G) 2981.3438
(K)YGAAGLPGVAGAPGLPGPR(G) 1562.8285
(R)DGSPGAKGETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK(G) 2781.4500
(KYGAPGADGPAGA(P) 822.3741
(R)IGAPGAIGAPGPAGANGDR(G) 1522.7244
(KYGAPGADGPAGAPGT(P) 1109.4858

(R)GENGPVGPTGPVGAAGPSGPNGPPGPAGSRTGPPGPSGISGPPGPPG | 4344.1390
PAGK(S)

(KYGAPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR(Q) 2076.6606
(R)GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKGPAGER(G) 2432.1323
(K)YGEAGPSGPAGPTGAR(P) 1281.6182
(R)GFPGSPGNIGPAGK E) 1288.1248
(K)GEPGPAGAVGPAGAVGPR(G) 1532.7816
(R)GFPGSPGNIGPAGKEGPVGLPGIDGR(G) 2451.2263
(K)GEQGPAGPPGFQGLPGPAGTAGEAGK(G) 2323.0837
(R)GIPGPVGAAGATGAR(G) 1267.6753
(K)GETGPAGPAGPIGPVGAR(G) 1560.8129
(R)GPPGESGAAGPTGPIGSR(G) 1580.7664
(K)GIPGEFGLPGPAGAR(G) 1427.7277
(R)GPPGSAGSPGK(G) 911.4581

(K)GSTGEIGPAGPPGPPGLR(A) 1640.8315
(R)GPSGDPGKGAPGPDGNNGAQGPPGLQGVQGGK(G) 2825.3562
(K)GYPGNAGPVGAAGAPGPQGPVGPVGK(G) 2262.1150
(R)IGQPGAVGPAGIR(-) 1192.6792
(R) TGPPGPSGISGPPGPPGPAGK(S) 1829.9028
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Sekil 9. LC-ESI-qTOF analizi sonucunda elde edilen m/z oranmna gore tanimlanan peptitlerin spektrumu. Sekil 3.’te
gosterilen (gradient boyunca eliie olan tiim peptidler) tiim peptidlere ait olan piklerin m/z degerleri.

Tablo 6. Sadece domuz jelatinine spesifik olarak bulunan peptidler. m/z degerleri tablodaki gesitli peptidlerin jelatinin

tanimlanmasi

icin kullanilabilecegini gdstermektedir. m/z degerleri, tek yiiklii iyonlagma durumunda elde edilmistir.

Bazi peptidlerde prolin hidroksilasyonu, methiyonin oksidasyonu, asparajin ve glutamin deamidasyonu gozlenmistir.

Peptid Dizisi m/z

( )PGPPGPAGAR(G) 892.4635
(R) AGVMGPPGSR(G) 952.4593
(A)PGPQGAVGPAGK(G) 1051.5531
(R) AGVMGPPGSRGPTGPAGVR(G) 1744.8836
(A)PGPVGPAGPR(T) 912.4974
(R)DGNPGSDGPPGRDGQAGHK(G) 1866.7961
(E)FGLPGPAGPR(G) 984.5261
(R)\GAPGAVGAPGPAGANGDR(G) 1491.7299
(F)PGSPGNVGPAGK(E) 1070.0192
(R)\GENGPVGPTGPVGAAGPAGPNGPPGPAGSR(I) 2566.7200
(G)ESGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK(G) 2082.0250
(R)\GEPGAAGPQGPPGPSGEEGKGPNGEVGSAGPPGPPGLR(A) 3373.6042
(G)PAGLPGIDGR(G) 968.5160
(R)YGEPGPTGVQGPPGPAGEEGK(G) 1849.8562
(G)PPGPAGAR(G) 722.3944
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Tablo 6. Devam

Peptid Dizisi m/z

(R)\GEPGPTGVQGPPGPAGEEGKGPAGER(G) 2433.1277
(G)PPGSR(G) 529.2729
(R)\GEPGVLGAPGTAGPSGPSGLPGER(G) 2149.0520
(G)PPGSRGPTGPAGVR(G) 1321.6971
(R)YGFPGSPGNVGPAGK(E) 1274.1091
(R)GHNGLQGLPGLAGHHGDQGAPG(P) 2053.9511
(DPGEFGLPGPAGPR(G) 1291.6353
(R)IGHNGLQGLPGLAGHHGDQGAPGPVGPAGPR(T) 2803.3695
(DPGPAGAAGATGAR(G) 1069.5385
(R)GIPGPAGAAGATGAR(G) 1239.6440
(K)EGPAGLPGIDGR(G) 1146.5826
(K)EGPAGLPGIDGRGPTGDPGK(G) 1871.9170
(R)YGPPGESGAAGPAGPIGSR(G) 1550.7557
(K)GEPGPAGSVGPAGAVGPR(G) 1548.7765
(R)YGPPGSAGAPGK(G) 895.4632
(KYGEPGPAGSVGPAGAVGPRGHNGLQGLPGLAGHHGDQGAPGPVGPAGPR(T) | 4324.1465
(R)IGPTGPAGVR(G) 811.4421
(K)GESGPAGPPGAPGA(P) 1119.5065
(R)\GPTGPAGVRGFPGSPGNVGPAGK(E) 2066.0414
(K)GESGPAGPPGAPGAPGAPG(P) 1514.6870
(R)IGPPGPSGISGPPGPPGPAGK(T) 1841.9392
(K)GESGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK(G) 2131.0490
(R)YQGPSGPSGERDGAPGPK(G) 1610.7405
(K)YGETGPAGPAGPVGPVGAR(G) 1546.7972
(R)TGQPGAVGPAGIR(-) 1188.6408
(K)GETGPAGPAGPVGPVGARGPPGSAGAPGK(G) 2455.2324
(S)PGNVGPAGK(E) 813.4101
(KYGETGPSGPAGPTGAR(P) 1311.6288
(VIMGPPGSR(G) 733.3297
(K)GIPGEFGLPGPAGPR(G) 1461.7409
(K)TGETGASGPPGFAGEK(G) 1478.6758
(KYGSPGADGPAGA(P) 838.3690
(L)PGLAGHHGDQGAPGPVGPAGPR(T) 2017.9951
(KYGSPGADGPAGAPGT(P) 1109.4858
(L)PGPAGPR(G) 667.3522
(K)YGSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR(Q) 2084.3300
(M)GPPGSRGPTGPAGVR(G) 1378.7186
(K)YGYPGNPGPAGAAGAPGPQGAVGPAGK(G) 2197.0709
(P)GSPGNVGPAGK(E) 956.4796

Tablo 5 ve 6’da standart jelatin orneklerinden analiz edilen domuz ve sigir tiirlerine spesifik olan
peptidler goriilmektedir. Analiz sonucunda tanimlanan peptidler yaklasik %30 civarindadir. Benzer
peptid dizileri ise listeden ¢ikarailmistir. Identity® yaklasimiyla analiz edilen jelatin peptid dizileri,
literatiirdeki ve protein veritabanlaridaki sekanlarla %90°nin {lizerinde bir benzerlik gostermektedir.

IdentityE yaklagiminda kullanilan yazilim ve yazilimin iyon hesaplayici informatik araglari, onddrt
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farkli fizikokimyasal 6zelligi dikkate almis, hesaplanmig sekans benzerligini arttirarak daha iyi bir

tanimlamaya olanak saglamistir.
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Sekil 10. Domuz ve sigir jelatininden izole edilmis ¢esitli 6rnek peptidlerin  MS/MS  spektrumu. (A)
GETGPAGPAGPVGPVGAR dizilimine sahip olan ve iyi bir sekans eslesmesi gosteren domuz jellatinine spesifik
peptidin MS/MS spektrumu. (B) iki prolin hidrosilasyonu ile modifiye edilmis domuz peptidinin MS/MS spektrumu. (C)
IGQPGAVGPAGIR dizisine sahip sigir jelatine spesifik olarak tanimlanmig olan bir peptidin MS/MS spektrumu.

Sekil 10’da tanimlanmis olan {i¢ peptidin fragment iyon bilgileri goriilmektedir. Sekil 10A’da
GETGPAGPAGPVGPVGAR dizilimine sahip domuza spesifik bir peptidin MS/MS spektrumu
goriilmektedir. Bu peptid ¢ift yiiklii iyon olarak tanimlanmistir. Onciil kiitle hatasi 1.3362 ppm
(0.0021 Da) ve iiriin iyon kiitle hatasi 12.1878 ppm olarak tespit edilmistir. Peptid dizisi ise 31-b ve
—y iyonlar1 temel alinarak hesaplanmis ve neredeyse bu boyutta bir peptidin tamami glivenilir bir
bicimde tanimlanmistir. Hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzimlerin kollajenin post translasyonel
modifikasyonlar geg¢irmesine sebep oldugu daha once (Kagan, 2000) rapor edilmistir. Prolin
hidroksilasyonunun, kollajenin stabilite, antijenite ve mekaniksel 6zellikleri iizerinde dnemli rol
oynadig1 bilinmektedir( Arbogast, Gunson&Kefalides, 1976; Mizuno, Hayashi,&Bachinger, 2003;
Vitagliano, Berisio, Mazzerella, & Zagari, 2001). Kollajen amioasitlerinin yaklasik olarak %18’
prolinden olusmaktadir, bu durum ise, peptid dizi dogrulamasi i¢in prolinin hidroksilasyon

bolgelerinin analizinin 6nemini ortaya koymaktadir (Zhang et. al., 2009). Diger bir taraftan, jelatin
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peptidlerinin amino asit dizileri igerisinde ¢ok sayida prolin bulunur ve prolin yan zincirleri
hidroksilasyon gegcirirler, bu ise, MS/MS spektrumlarinin islenmesini daha kompleks bir hale getirir.
Eger dikkatli bir sekilde incelenmezse prolin yan zinciri, 16sin yan zinciri varsayilabilir. Prolin yan
zincir hidroksilasyonuna oOrnek ise, sekil 10B’de gosterilen GFP*GSP*GNVGPAGK aminoasit
dizisine sahip, iki hidroksilasyon gecirmis, domuza spesifik jelatin peptididir. Peptidin modifiye
edilmemis mono izotopik kiitlesi 1240 m/z’dir, ancak iki prolin hidroksilasyonu ile 32 Da daha
eklemistir. Hidroksile domuz peptidi 1274 m/z degerinde tanimlanmistir. Ayrica peptidde prolin
hidroksilasyonun yani sira asparajin deamidasyonu tanimlanmistir, bu da tespit edilen m/z degerine
1 Da eklemistir. Gortildigi gibi, ¢esitli post-translasyonel modifikasyonlar peptid dizilerinin
tespitini zorlastirmaktadir, bu nedenle sekil 10C’de goruldigi gibi, modifiye olmamis peptidleri
secmek daha giivenilir bulunmustur. Hi¢ bir post translasyonel modifikasyon ge¢cirmemis ve
yiiksek dogrulukla tanimlanmis olan, sigir jelatinine spesifik IGQPGAVGPAGIR peptidi buna en
giizel ornektir. Onciil kiitle hatas1 0.4051 ppm iken, iiriin kiitle hatas1 ise, 19.8187 ppm olarak tespit
edilmistir. Calisma sonuglari, domuz ve sigir jelatinine spesifik peptidlerin iyonlagtirildigini ve
tespit edildigini gostermektedir. Bu ¢alismada kullanilan metod, glii quadrupol bulunan MS
cihazlarinda kullanilan metodlarin modifiye edilerek (benzer diziye sahip peptidler filtre edilerek,
sadece spesifik peptidlerin analizi yapilarak) gelistirilmesi i¢in bir potansiyel olusturmustur. Bu
metodun sigir ve domuz tiirlerine ait birgok tiire spesifik peptidi belirleyerek, jelatinin orjinin

belirlenmesini sagladigi anlagilmstir.

Gida orneklerinden ekstrakte edilen jelatinlerin analizinde ise aymi yontemler kullanilmis, g
tekerriirlii analiz yapilmig, ancak diger standart jelatinlere oranla daha az peptidin tanimlandigi
tespit edilmistir. Buna ragmen, domuz ve sigir jelatinine spesifik peptidler tanimlanabilmistir.
Ornegin, Domuz jelatini eklenmis tiim Srneklerde 34-b ve —y iyonlariyla, domuza spesifik olan
GPPGESGAAGPAGPIGSR peptidi yiiksek dogrulukla tanimlanmistir. Onciil kiitle hatas1 0.29 ppm
iken, iiriin kiitle hatasi ise 20.8 ppm olarak tespit edilmistir. Sonucta nanoUPLC-ESI-GTOF-MS®
tekniginin, yalnizca standartlar i¢in degil analiz edilen ekstrakte edilmis jelatinler i¢in de jelatin
orjinini belirlenmesi igin gilivenilir ve hizli bir yontem oldugu anlasilmistir. Analiz edilen gida
orneklerine degisik oranlarda ilave edilen %0.1 seviyesine kadar jelatinin orijininin tespit

edilebilecegi ortaya konulmustur.

Yontemin jelatin karisimlaridaki peptidleri ayirt etme giiciinii tespit etmek i¢in 90:10, 50:50, 10:90
oranlarinda sigir/domuz jelatini karigimlar1 hazirlanmis ve ti¢ tekerriirlii analizi yapilmistir. Her iki

jelatin kaynaginda yiiksek benzerlik olmasina ragmen spesifik peptidler, nano akiskan kromatografi
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ile ayirt edilebilmis ve Identity® yontemi kullamilarak tanimlana bilmislerdir. Hatta Sigir jelatinin 9
kat daha fazla oldugu karisimlarda bile domuz peptidlerini tanimlamak miimkiin olmustur. Domuz
ve Sigir tlrlerine ait jelatinlerin orijinin kesin tespiti igin, spesifik internal kalibrant
kullanilmaksizin uygulanan MSF yontemi, kullanish ve giivenilirdir. Bu metod hem tek bir protein
kaynagmin hem de protein karisimlarinin analizinde ¢ok kullanishdir (Silva, Gorenstein, Li,
Vissers, & Geromanos, 2006). Ancak metod dogasi geregi jelatin karisimlarinin analizi i¢in uygun
degildir, ¢iinkii jelatinin yapisinda en yogun bir sekilde bulunan ii¢ peptid, her iki jelatin tiiriinde de
yilksek seviyede yapisal benzerlikler gostermektedirler. Patentli ¢alismalar ve uniprot
veritabanindan alinan verilere goére domuz ve sigir tip 1 kollajenlerindeki peptid dizi farkliliginin
%3 civarinda oldugu anlasilmigtir (Bell, Neff, Polarek, & Seeley, 2001). Literatiirde belirtildigi
lizere, yapilan sekans benzerligi calismalarinda 120 muhtemel peptidin disinda 30 farkli peptid
dizisi tespit edilmistir (Zhang et. Al., 2009).

4.2 Real Time PCR analiz sonug¢larini degerlendirilmesi
Sigir ve domuz tiirlerine ait saf ve izole jelatinlere ait DNA’lar Light Cycler Nano Real-Time PCR

cihazinda analiz edilmis ve cihaz yazilimindan alinan veriler degerlendirilmistir.

Intensity (RFU)

05 @/'7*7“ 2

Cycle

Sekil 11. Real-Time PCR cihazina ait yazilimdan alinan, amplifiye edilmis saf domuz jelatinlerine DNA’larin ait
logaritmik PCR egrileri, 1: Domuz tiiriine ait pozitif kontrol, 2: 100ng saf domuz jelatinine ait DNA
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Sekil 12. Real-Time PCR cihazina ait yazilmdan alinan, amplifiye edilmis saf sigir jelatine ait DNA’larin logaritmik
PCR egrileri, 1:Sigir tiirline ait pozitif kontrol, 2: 100ng saf sigir jelatinine ait DNA

Tablo 7. SBYR Green Reat Time PCR analizi sonucunda alinan saf ve izole domuz jelatinlerine ait Ortalama Cq
degerleri

Ornek No Cq Ornek No Cq
Si1g1r poz. Kont. (100ng) 10.965+0.010 | Domuz poz. Kont. (100ng) 11.359+0.005
Sigir saf jelatin 18.411+0.005 | Domuz saf jelatin 21.979+0.007
Gidalardan izole sigir jelatini >35.00 Gidalardan  izole = domuz | >35.00

(Ort. deger) jelatini (Ort.deger )

Saf ve izole domuz ve sigir jelatinlerine ait Ortalama Cq degerleri incelendiginde; saf jelatinin
orijinini hem sigir ve hem de domuz tiirlerinde orijninin tespitinin miimkiin oldugu ancak gida
orneklerinden izole edilen jelatinlerde tiir tespitinin miimkiin olmadig1 ve bunun igin daha ileri

caligmalara ihtiya¢ oldugu ortaya konulmustur.
5. TARTISMA VE SONUC

Artan tiiketici bilinci gida {irlinleri icerisinde ¢ok farkli amaglarla olduk¢a genis bir kullanimi

bulunan jelatinin kaynag: ile olarak endiseleri artirmistir. Bu nedenle gida iirtinlerinde kullanilan
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jelatinin ait oldugu hayvan tiiriiniin belirlenmesine yonelik hassas ve giivenilir metotlar gelistirmek

gerekli olmustur.

Bu amagla tamamlanan bu projede, 6ncelikle proteomik temelli, yeni bir teknik olan nanoUPLC-
ESI-qTOF-MSF teknigi kullamlmistir. UPLC-ESI-qTOF-MSE tabanl bir belirleme teknigi ile
domuz ve sigir jelatinlerine spesifik marker peptidleri birbirinden ayirt etmek miimkiin olmustur.
Bu yontem kullanilarak jelatin karigimlarinda ve gida iiriinlerinde kullanilan sigir ve domuz
tirlerine ait jelatininin tespiti basarili bir sekilde gerceklestirilmistir. Gida {irlinlerine farkli
seviyelerde katilan sigir ve domuz jelatinlerinin %0.1 seviyesine kadar tespit edilebilecegi ortaya
konulmustur. Ancak soz konusu yontemle, jelatin karisimlarinda veya gida iirtinlerinde kullanilan
jelatinin yiizde oranlarmin kantitatif olarak belirlemek igin daha ileri arastirmalara ihtiyag

duyulmaktadir.

Diger taraftan projede ayrica real-time PCR teknigi de gidalardaki jelatinin orijinini tespit etmek
i¢in kullanilmistir. Bu amagcla, gida iirtinlerden ve saf standart jelatin 6rneklerinden DNA ekstrakte
edilerek, PCR denemeleri yapilmis, yapilan denemeler sonucunda saf standart jelatin 6rneklerinden
real-time PCR cihazinda pozitif sonug¢ alinirken, triinlerde yapilan analizlerde basarili sonug
alinamamistir. Bunu sebebinin jelatinin triinden ekstraksiyonu sirasinda kullanilan Kkuvvetli
asitlerden (nitrik asit, pikrik asit) dolayt DNA’nin yapisinin bozulmasindan kaynaklandigi
anlagilmistir. Bununla birlikte saf jelatin 6rneklerinden yapilan real-time PCR analizlerinde, sigir
jelatininden izole edilen DNA’larin, domuz jelatininden izole edilen DNA’lara gére daha basarili
sonug¢ verdigi, bununda jelatin 6rneklerinden izole edilen DNA’larin icerigindeki hedef bdlgenin
kopya sayisi ile iligkili oldugu anlasilmistir. Bu baglamda gidalardan asidik yontemle ektrakte edilen
jelatinin PCR ile analizinin saglikli ve tekrarlanabilir sonuclar vermedigi anlagilmistir. Bunun icin

daha farkli ekstraksiyon yontemlerinin denenmesine ihtiya¢ oldugu ortaya konulmustur.
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