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OZET

Bu c¢alismada, yumusak sekerlemelerde kullanilan jelatin orijinin proteom
analizi ile belirlenmesi amaglanmistir. Jelatin hammaddesi olarak diinyada en fazla
kullanilan domuz ve sigir jelatin drnekleri analize alinmustir. Orneklerdeki protein
sindirimi tripsin enzimi ile gerceklestirilmistir. Elektrosprey iyonizasyon teknigi
kullanilarak Sivi kromatografisi-Ugus Zamanli Kiitle Spektrometresi (LC-Q TOF) ile
domuz ve sigir jelatinlerine ait MSMS datalar1 elde edilmistir. Elde edilen MSMS
datalar1 internet ortaminda agik erisimi bulunan veri tabanina yiiklenmistir. Sonug
olarak; domuz jelatini i¢in 6, Sigir jelatini igin 7 adet ayirt edici niteligi tasiyan
peptidlerin aminoasit dizilimlerine ulasilmistir. Elde edilen dizilimlerden domuz ve sigir
jelatini icin ayirt edici (marker) nitelik tasiyan peptidlerin alikonma zamanlarina (RT)
ve m/z (Tolerans +20 ppm) degerlerine ulasilmigtir. Enzimatik sindirim igin
optimizasyon ¢aligmas1 yapilmais, etiivde farkli bekleme siirelerinde ayirt edici iyonlara
ait pik alanlar1 karsilagtirilarak protein sindiriminin en iyi oldugu bekleme siiresi
belirlenmistir. Tespit limitini belirlemek amaci ile sig1r jelatini igerisine farkli oranlarda
domuz jelatini ilave edilerek analizler gergeklestirilmistir. Son olarak Tiirkiye ve
Avrupa’daki marketlerden orijinal ambalajlarinda 5 farkli markadan toplam 50 adet
yumusak sekerleme oOrneklerinde analizler gerceklestirilmis ve bu ornekler icerisinde

bulunan jelatin orijini, aminoasit sekans analizi ile belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: aminoasit sekansi, domuz jelatini, LC Q-TOF, sigir jelatini,

yumusak seker



ABSTRACT

In this study, it was aimed to determine the origin of gelatin used in soft candies
by proteomic analysis. Porcine and bovine gelatin samples, which are mostly used in the
world, were analyzed as the gelatin raw material. The protein digestion in the samples
was performed with trypsin enzyme. MSMS data of porcine and bovine gelatin were
obtained by Liquid Chromatography-Flight Time Mass Spectrometry (LC-Q TOF)
using electrospray ionisation technique. The obtained MSMS data were uploaded to an
open access database on the internet. As a result, amino acid sequences of peptides
carrying 6 marker proteins for porcine gelatin and 7 marker proteins for bovine gelatin
were obtained. The retention times (RT) and m/z (Tolerance = 20 ppm) of the peptide
having marker characteristics for porcine and bovine gelatin were obtained from the
obtained sequences. Optimization studies for enzymatic digestion were performed and
the peak periods of the protein digestion were determined by comparing the peak areas
of the marker ions at different retention times of the sample. To determine the detection
limit, porcine gelatine was added at different ratios into bovine gelatin and analyzes
were carried out. Finally, 50 soft candy samples were analyzed from 5 different brands
in their original packaging from Turkey and European markets and the gelatin content

in these samples was determined by amino acid sequence analysis.

Keywords; aminoacid secans, porcine gelatin, LC-Q TOF, bovine gelatin, soft candies
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1.GIRiS

Jelatin, ¢ok fonksiyonlu bir hidrokolloid olup; bu nedenle gida, eczacilik,
kozmetik, tip ve fotograf {iriinlerinde yaygin bir kullanim alanina sahiptir. Diinyada en
yaygin olarak sekerlemeler ve ilag kapsiillerinde kullanilmaktadir. Jelatinin dogrulama
ve koken degerlendirmesi; sadece gida, kozmetik ve ilag endistrisindeki ticari
dolandiriciliklarin 6nlenmesine yardimci olmamakta, ayni zamanda insan saglhigi i¢in
zararli olabilecek besi hayvanlarinda goriilebilen hastaliklardan kaynaklanan giivenlik
risklerini onlemeye de yardimci olmaktadir. Bu nedenle, jelatin tiirlerinin dogru bir
sekilde tespit edilmesi bu sektorler i¢in birincil olarak 6nem tagimaktadir.

S1g1r ve domuz jelatinlerini ayirt etmek i¢in ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu
caligmalarda, her iki jelatinin birbirinden ayrilmasi; spektroskopik, kimyasal, sivi
kromatografisi ve immiinokimyasal teknikler de dahil olmak {izere analitik yontemler
kullanilarak gergeklestirilmektedir (Nhari,vd., 2012; Doi, vd., 2009).

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda proteinlerin yapilarinin aydinlatilmasi igin
proteinlerin kendi aralarindaki etkilesimleri farkli tekniklerle agiklanmaya ¢alisilmistir.
Makromolekiillerin kompleks yapida ve biiyiikk boyutlarda olmalar1 bu g¢aligmalari
zorlagtirmaktadir. Bu nedenle proteinlerin  yapilarmin  ve  fonksiyonlarinin
aydmlatilmasinda, proteinlere gére daha az kompleks olan peptitlerin yap1 analizleri
onem kazanmigstir. Elektrosprey ile kiitle spektrometresinin birlesimden dogan ESI-MS
teknigi kullanilarak sekans belirlemeye hizli ve dogru bir sekilde imkan taniyan bu
yontem, proteomigin gelismesine yardimei olmustur. Kiitle spektrometrisi yontemi bu
acidan 6nde gelen ¢alisma alanlarindan biridir.

Sigir ve domuz jelatinleri benzer yapilara ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir
ve bu nedenle de gelencksel spektroskopi yontemiyle ayirt edilmeleri giigtiir.
Immiinokimyasal yontem, kolajeni tanimlamak icin kullanilmaktadir, ancak bu yéntem
kolajen  antijenitesinin  belirlenmesinde  6nemli bir rol oynayan prolin
hidroksilasyonunun derecesinden etkilenebilmektedir (Sawhney, vd.,2005; Venien,vd.,
2005).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yontemi, DNA analizinde kullanilmaktadir.

Bu yontem kolajen tanimlanmasinda yaygin olarak uygulanmasina ragmen, isleme



esnasinda jelatindeki DNA'min biiylik bir yikima ugramasindan dolay1 jelatin
tanimlanmasi i¢in uygun degildir (Tasanen, vd.,1998; Kausckke, vd., 1999).

Gergek zamanli PCR, kii¢iik miktarlardaki hedef DNA'y1 tespit edecek kadar
hassastir ve spesifiktir. Bu nedenle, jelatin karigimlari, jelatin igeren gida {riinleri ve
kapsiil kabuklarinda sigir ve domuz DNA'sinin tespit edilmesi konusunda basarilt bir
sekilde kullanilmaktadir. Ancak, ekipmanlarin ve kimyasallarin yiliksek maliyeti
nedeniyle, tim laboratuvarlarda bu yontemin uygulanmasi miimkiin olmamaktadir
(Shabani , vd., 2015).

Proteomik yontemler jelatinlerdeki kollajen tiirlerinin  6zglinligliniin ve
izlenebilirliginin denetlenmesi i¢in alternatif bir arag¢ olarak ortaya g¢ikmaktadir ve
homolog jelatinler arasindaki farkliliklar1 aciklamak icin kiitle spektrometresi basariyla
uygulanmaktadir (Zhang ve Lui, 2009).

Bu c¢alismada yumusak sekerlemelerde kullanilan jelatin orijininin elektrosprey
iyonizasyon teknigi kullanilarak;

» Sivi kromatografisi ugus zamanl kiitle spektrometresi ile tanimlanmasina
yonelik metod olusturulmasi

»  Olusturulan metodun validasyonunun gergeklestirilmesi

» Piyasadan yumusak sekerleme Ornekleri alinarak bu numunelerde kullanilan

jelatin tiirliniin proteomik yontemler ile tanimlanmasi planlanmastir.



2.JELATIN

Jelatin, sigir ve domuz gibi memeli hayvanlarin bag dokularindan ekstrakte
edilen kollajenin kontrollii sartlarda kismi hidrolizi ile iiretilen yliksek molekiil agirlikl
polipeptid karisimdir (Karim ve Bhat, 2008). Jelatinin yapisin1 %85-%92 protein, geri
kalanini su ve mineraller olusturmaktadir (Duconseille, vd., 2015).

Kollajen, (insanlar da dahil olmak iizere) hayvan organlarinin temel yapisinin bir
pargasi olup; cilt, tendon, kemik, zar ve bag dokularindan olusturmaktadir. Lifler
halinde diizenlenmis ve kovalent baglar ile baglanmis kati cubuk benzeri molekiillerden
olugmaktadir. Bu molekiiller, hidrojen ve hidrofobik baglarla stabilize edilen ve
tekrarlayan glisin-proline-hidroksiprolin (Gly-X-Y) dizisinden dolayi ii¢lii helis yapida
diizenlenmis olan ii¢ polipeptit zincirine sahiptir. Dokulardaki dagilimma dayali olarak
siiflandirilabilen bir dizi kollajen tiirii bulunmaktadir. Ancak, ¢ogu kollajen tip I, Il ve
[II'ten olusur. Tip I kolajen, gevsek ya da yogun bag dokusu olarak dagilmis olup; deri,
kemikler, tendonlar ve kan damarlarinda bulunabilir. Tip II kolajen, kikirdak ve camsi
salgilardan tiireyen dokulardan olusur. Tip III kolajen ise, gevsek bag dokusunda ve
ayrica tip I kolajen ile iliski halinde bulundugu kaslarda bulunmaktadir. Bu kollajen
tiirleri, ayn1 zamanda molekiiler kompozisyon agisindan da farklilik gostermektedirler
(Hanani, 2016). Kolajen molekiiliiniin kismi hidrolizi ile alfa zincirler arasindaki
hidrojen baglar1 ve bazi kovalent baglar kopar. Bununla birlikte alfa zincirler, peptit
baglarinin da kopmasi ile daha kiiciik parcalara ayrilir. Olusan kolajen pargalarindan
molekiil agirligi 30 kDa’un {izerinde olanlar jelatin olarak adlandirilir.30 kDa’dan
kiiciik kolajen parcgalar1 jelatin olarak degil ancak jelatin hidrolizat1 olarak adlandirilir.
Kolajen, jelatin ve jelatin hidrolizatin flematik olarak gériiniimii Sekil 2.1°de verilmistir.
Bu pargalarin tek baslarina jel olusturma yetenekleri yoktur (Boran ve Regenstein,
2010).

Halen gida olarak tiiketilen ve endiistriyel hammadde olarak kullanilan jelatinin,
¢ok uzun ve basarilarla dolu bir tarihi vardir. Hayvansal dokularda bulunan kollajenin
kontrollii sartlarda hidrolizi ile tiretilen jelatin, eski ¢aglarda “biyolojik bir yapiskan”
olarak kullanilirdi, ancak zaman ilerledikce, endiistriyel Olgekte liretilmeye ve cok

cesitli alanlarda da kullanilmaya baslanmistir (Schrieber ve Gareis, 2007).
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Sekil 2.1. Kolajen, jelatin ve jelatin hidrolizatin flematik olarak goriiniimii (Boran,
2011).

Ornegin, 8000 yil dnce, Ortadogu’da magara adamlari, hayvansal dokulardan
zamk (yapistirict) drettiler. Bundan 3000 yil sonra antik musirlilar, kollajenden
urettikleri bir ¢esit yapistirictyl, mobilya tarzi esya iiretiminde kullandilar. Cok
sonralari, Ingiltere krali VIII. Henry’nin (1491-1547) maiyetinde diizenlenen
ziyafetlerde, jelatinden iiretilen baz1 yemekler meniide yerini almig ancak jelatinin, bir
gida maddesi olarak degeri, ilk kez Napolyon déneminde anlasilmistir. Ingilizler
tarafindan kusatilan Fransizlar et bulmakta ¢ok sikint1 ¢ektikleri bir donemde jelatini bir
protein kaynagi olarak kullanmak zorunda kalmiglardir (Schrieber ve Gareis,2007).

[lk ¢aglardan beri iiretilen ve kullanim alam gittikce artan jelatin, Tiirkiye dahil
pek c¢ok iilkede dogal bir gida olarak kabul edilmekte dolayisiyla tliketimi de
sinirlandirilmamaktadir. Son yillarda Diinya’da yaklasik 300 bin ton civarinda jelatin
uretildigi ve bunun da yaklasik %65’inin Avrupa’ya ait oldugu bildirilmektedir.
Endiistriyel olarak {iistlin 6zellikleri ve ¢ok yaygin bir kullanim alani bulunan jelatinin
Diinyada ve iilkemizde ihtiyacinin daha da artarak devam edecegi ongoriilmektedir
(Yetim, 2011).

2015 yilinda 412,7 bin ton iretilen jelatin tiretiminin 2024 yilinda 651,7 bin tona
ulagmas1 beklenmektedir. 2015 raporlari incelendiginde jelatin tiiketiminin en yiiksek
oldugu endiistri yiyecek ve icecek endiistrisi olarak belirtilmistir. Grandviewresearch
tarafindan hazirlanan raporda, 2013 yilindan 2024’¢ kadar Amerikada’ki jelatin

titkketiminin en yliksek olacagi sektorler Sekil 2.2°de belirtilmistir.



Jelatin tiretiminde en biiyiik kaynak domuz derisi olup (%46) bunu sigir derisi
(%29,4), sigir ve domuz kemigi (%23,1) izlemektedir (Karim ve Bhat, 2009).

Avrupa Jelatin Ureticileri Dernegi (GME)’ne gore Avrupa’da iiretilen jelatinin
%80’ domuz derisi, %15°1 sigir derisinden, %5’1 sigir ve domuz kemiklerinden
iiretilmektedir (Kogak, 2013).

Levhalar, graniiller, ya da tozlar gibi ticari jelatin formlari, temel olarak sigir
kemikleri ve postu, domuz derisi ve son zamanlarda ise domuz kemiginden
yapilmaktadir (Hermanto ve Fatimah, 2013).

Son yillarda jelatin pazarinda, balik ve kanatli sanayi kaynakli jelatinler tizerinde
caligmalar yapilmakta ve bu iirlinlerin verim ve kalitelerinin iyilestirilmesi ile arge

caligmalar1 yapilmaktadir (Karim ve Bhat, 2009).
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Sekil 2.2. ABD jelatin pazar1 2013-2024 (milyon ton) (http:// www.grandviewreserch).

2.1. Jelatinin Kullanim Alanlari

Jelatin, diger jellestirici karbohidratlarla karsilagtirildiginda avantajlar saglamasi
nedeniyle tercih edilmekte ve yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Jelatinin diger kivam
arttiricilarla 6zeliklerinin karsilastirilmasi ve avantajlar1 Cizelge 2.1°de verilmistir. Bu
avantajlar arasinda jelatinin diisiik sicakliklarda (insan viicut sicakligil) kolayca
eriyebilmesi en 6nemli etkendir (Williams, 2007). Bununla birlikte jelatin, suda kolay

¢Oziinlir olmasi, tatsiz ve kokusuz olmasi, birka¢ fonksiyonel o6zelligi birlikte



gosterebilmesi ve gesitli uygulamalar i¢in farkli 6zelliklere sahip olarak iiretilebilmesi

nedeniyle tercih edilmektedir (Baziwane ve He, 2003).

Cizelge 2.1.
(Boran, 2011).

Jelatinin  diger

kivam arttiricilarla  6zeliklerinin ~ karsilagtirilmasi

Jelatin

Diger Kivam Arttiricilar

Cok fonksiyonludur. Jellestirici, kivam
arttirici, emiilsifiye edici, kopiik onleyici

ve film olusturucu olarak kullanilabilir.

Diger kivam arttiricilar jelatinin yerine
getirdigi fonksiyonu tek basina yapamaz,
her fonksiyon kivam

icin ayr1 ayri

arttirict kullanmak gerekir.

Jelatin {ilkemiz dahil pek ¢ok tlilkede gida

katkis1 olarak degerlendirilmez, bu

yiizden kullanimi serbest ve giivenlidir.

Diger kivam arttiricilar genellikle bir E
kod numarasina sahiptir ve gida katkisi

olarak degerlendirilir.

Jelatin 1s1l olarak geri doniiglii bir jel
olusturur ve en Onemli Ozelligi viicut
sicakliginda eriyebilmesidir. Dolayisiyla

gida endiistrisinde tercih edilmektedir.

Diger kivam arttiricilar daha yiiksek
erime sicakligina sahiptir ve geri doniislii
bir jel olustursalar bile erime ve jellesme

sicakliklart arasinda biiyiik fark vardir.

Jelatin kolajenin hidroliz derecesine gore

farkl jel giiclinde ve sekilde tiretilebilir.

Diger kivam arttiricilarla farkl jel giicii
elde etmek icin seker ve tuz gibi farkli

bilesenler kullanilir.

Jelatin tam ve kolay olarak sindirilebilir.

Diger kivam arttiricilar bazi minerallerin

emilimini diisiirebilmektedir.

Jelatin, ¢ok fonksiyonlu bir hidrokolloiddir; bu sebeple gida ve ilag iiriinlerinde,
kozmetik ve tibbi {irtinlerde (kan plazmasi ikame maddeleri, jelatin siingerler) yaygin
sekilde kullanilir. Diinya’da en yaygin olarak sekerlemeler ve ilag kapsiillerinde

kullanilmaktadir (Hidaka, vd., 2003; Nhari, vd., 2012).



2.2. Jelatinin Gidalarda Kullanim

Jelatin genel olarak kolay ve giivenli bir gida maddesi olarak kabul edilmektedir.
Notr bir tadi ve kokusu oldugu ig¢in jelatinin gida triinlerine eklenmesi gida iiriinlerinin

Ozgiin tadina etki etmemektedir (Schrieber ve Gareis, 2007).

Gida sektoriinde jelatinin kullanildigr yerler ve kullanim amagclart Cizelge
2.2.’de gosterilmistir. Bunun yani sira jelatin hidrolizatlari, gidalara eklenmesi yaninda
bira, sarap ve meyve sularinin berraklastirilmasinda kullanilir. Sekerleme endiistrisinde
jelatin, 1s1l tersinir jel olusturma 6zelligi, kopiik olusturma ve stabilizasyonu, baglama,

emiilsifikasyon ve kontrollii seker kristalizasyonu gibi fonksiyonlara etki ettiginden

dolay1 bu alanda ¢ok fazla kullanilmaktadir (Schrieber, vd.,2007; Hau, vd.,2009).

Cizelge 2.2. Gida iirlinlerine katilan jelatin ve icra ettigi fonksiyonlar (Haug ve Draget,

2009).
Katildig: Katihm Ana fonksiyon Alt fonksiyon
gida grubu oram (%)
Tatlilar 1,5-3,0 Jel olusumu Saydamlik, berraklik

Meyveli sakizlar | 6,0-10,0 Jel olusumu

Elastikiyet, tekstiir

stabilizasyonu

Lokumlar 1,0-3,0 Kopiik olusumu Kopiik stabilitesi
Yogurt 0,2-1,0 Sinerezis kontrolii | Tekstiir, kremsilik
Et ve sosisler 0,5-2,0 Emiilsiyon Su ve sizinti suyu

baglama

Jelli siit tathilar 1,0-2,0 Jel olusumu

Tekstiir, kremsilik

Karameller 0,5-2,0 Emiilsifikasyon

Cignenebilirlik

2.3. Jelatinin Endiistriyel Kullanim

Jelatin, farkli endiistrilerde yaygin bir kullanim alanina sahiptir.

kullanildig1 alanlar ve firetilen iiriinlerde gosterdikleri fonksiyonlar ile bu iiriinlere

katilim amaglarr,

» Fotograf endiistrisi: Fotografcilikta kullanilan modern glimiis bromiir

materyalleri, jelatin igeren emiilsiyonlardan iretilir. Bu emiilsiyonlarda jelatin,

Jelatinlerin



film tabakasina destek materyali gorevi goriir.  Yaklasik yiizyill once,
fotograf¢ilik endiistrisinde kullanilmaya baslayan jelatin, son zamanlarda da X
1s1n1 filmlerinin Giretimi igin talep edilmektedir.

Kozmetik endiistrisi: Insanoglunun giizel ve kirismanus bir deriye sahip olma
arzusu, kozmetik endistrisinde kollajen ve jelatin kullaniminda bir c¢igir
acmustir. Si1g1r, domuz ve balik kdkenli kollajen ve jelatinler, sa¢ ve deri bakim
tiriinlerinde kullanilan ve &nemli fonksiyonlar icra eden iiriinlerdir. Ornegin,
jelatin hidrolizatlari, su baglama kapasitesini artirmak, trans-epidermal su
kaybin1 azaltmak ve deriyi iyilestirmek amaciyla deri bakim setlerine ilave
edilmektedir.

Tip ve eczacilik endiistrisi: Jelatin, acil veya tipta kullanilan serumlarda (plazma
ikamesi olarak), kapsiillerde, vitamin kaplama materyallerinde, pastillerde,
tabletlerde, damlalarin tiretiminde, macun kaplamalarinda, siinger iiretiminde ve
yeni gelistirilen asilarin formiilasyonlarinda yaygin olara kullanilmaktadir.
Beslenme ve saglik 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 kemiklerin, kikirdaklarin, tendon ve ligamentler {izerinde
rejeneratif etkide bulunmaktadir. Yine, jelatinin, saclar1 kuvvetlendirdigi, bag
ve destek dokularin1 da giiglendirerek deriyi sikilagtirdigi, saglara parlak bir
goriinlim ve tirnaklara dayaniklilik kazandirdigr ileri siiriilmektedir (Yetim,

2011).



3.PROTEOMIKS ANALIZ

Proteom, bir organizma ya da dokunun genomu tarafindan ifade edilen
proteinlere verilen addir. PROTEin ve genOM sozciiklerinin bilesiminden olusmustur.
Proteom sozciigii ilk kez 1994’de Marc Wilkins tarafindan onerilmis, 1995 yilinda
literatiirde yerini almistir (Wilkins, vd., 1995). Proteom analizinin 1958 yilindan 2000
yillara kadar olan tarihsel gelisimi Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Proteomik olarak tanimlanan proteom analizi, proteinlerin yapisal 6zelliklerinin
belirlenmesini ve islevlerinin aydinlatilmasini kapsar. Protein analizi DNA analiziyle
karsilastirilamayacak kadar zordur. DNA yalnizca dort yapi tasindan olusurken, dogal
proteinler 20 farkli aminoasitten olusur ve {i¢ boyutlu yapilari islevlerini etkiler (Dass,
2007).

I SRR imyas: ve Enzimoloji

Gen Bankass SRR
Protein Veritabanlar: | [ genom
DO j e
Koarse Biemoare Kitie
Hpebtranme tre =i Marc Wilking:
Amivoasit arelizi “Proteomik”™
I 1
| 1958 }—>{ 1981 —>{ 1987 |—>{ 1990 —>{ 2000 |——
1 1 1 AL
iyondagma Telnolojisi Hoh | [MALDI. ... MALDI-TOF ’
atom bombardmam (FAB) | | ESXT_ .. . ... .. ESI-MS/MS
Peptid Analiders Biyomoleldd analizi | Protein analizi

Bilgisayar Telmolojileri
(Swiss-Prot, PC/GENE, 6C6, NCEL)

Sekil 3.1. Proteom analizinin tarihsel gelisimi (Dogan, 2013).

3.1. Amino Asitler

Biyolojik makromolekiillerin (proteinler, hormonlar, enzimler v.s.) biiyiik
¢ogunlugu amino asitlerden olusmustur. Her bir makro molekiiliin yapisi ise dogrudan
dogruya kendisini olugturan amino asitlerin yapilarina baglhdir.

Proteinlerin yapitasi olan, ayni a-karbon atomuna bagli -COOH ve —NH:>
gruplarindan olusan monomerlere amino asit denir. Proteinlerin yapisinda toplam 20

tane amino asit vardir. Dogada ise yaklagik olarak 300 farkli amino asit oldugu
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bilinmektedir. ilk olarak 1806’da asparajin kesfedilmistir. Bulunan 20 amino asitten
sonuncusu olan treonin 1938’¢ kadar tanimlanamamustir.

Amino asitlerin sahip olduklar1 yan zincirler a-karbonuna bagli olup 20 amino
asitin her birinde farklidir (Cizelge 3.1). Bu farklilik, proteinin kendine 6zgii yapisinin
ve aktivitesinin olmasin1 saglar. Tim amino asit yan zincirleri bir arada
diisiiniildliglinde, art1 veya eksi ylikliiden hidrofobige kadar oldukga fazla ¢esitli yapisal
ozellikler gosterirler. Ayrica bu yan zincirler, oldukg¢a farkli ¢esitlilikte kovalent ve
nonkovalent baglarin yapisina katilabilirler.

Aminoasitlerin amino ve karboksil gruplari ortamm pH degerine gore negatif,
pozitif veya hem negatif hem de pozitif ylik tagsiyan molekiil olusturabilirler. Fizyolojik
pH’da karboksil grubu proton kaybederek negatif yiiklii karboksil iyonunu (COQY)
olusturur ve amino grubu proton alarak (NH3*) iyonize olur. Boyle bir aminoasit, yiiklii
olmakla beraber net yiik tasimaz. Buna Zwitterion ya da dipolar iyon denir. Bu amino
asitler nonpolar ve hidrofobik yan zincir igerirler. Alanin, Valin, Losin ve izolsinin yan

gruplar1 bir araya gelerek hidrofobik etkilesimlerle protein yapisini sabitler (Solomons ve
Fryhle, 2004).

3.2. Peptidler ve Peptid Bagi

Peptidler, aminoasit monomerlerinin peptid baglari ile bir araya gelmesinden
olusan dogal polimerlerdir. Bir amino asidin -karboksil grubunun -OH’i ile diger amino
asidin -amino grubu arasindan su ayrilarak peptit bagi olusur.Peptid baginin sematik
olarak gdsterimi Sekil 3.2°de verilmistir.

Amino Asit (1) Amino Asit (2) y

Dipeptid

Sekil 3.2. Peptid baginin olusumunun sematik gosterimi (Solomons ve Fryhle, 2004).
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Cizelge 3.1. Dogada bulunan baslica amino asitler ve kisaltilmis adlar1 (http://

WwWw.matrixscience.com).

Aminoasit Ad Kimyasal 3 harfli Tek Mono-
Formiilii gosterim ML Isotopic kiitle
gosterim
1 Alanin CsHsNO Ala A 71,037114
2 Arjinin CeH12NO Arg R 156101111
3 Asparajin CaHsN20z Asn N 114,042927
4 Aspartik asit C4HsNOs Asp D 115026943
5 Sistein CsH/NO2S Cys C 103,009185
6 Glitamik asit CsH7NOs Glu E 129,042593
7 Glutamin CsHaN20, Gln Q 128,058578
8 Glisin CaHsNO: Gly G 57,021464
9 Histidin CeH7N3O His H 137,058912
10 Izolosin CeHuNO lle | 113,084064
11 Losin CeH1:NO Leu L 113,084064
12 Lizin CeH12N20 Lys K 128,094963
13 Metiyonin CsHoNOS Met M 131,040485
14 Fenilalanin CoHoNO Phe F 147,068414
15 Prolin CsH/NO Pro P 97,052764
16 Serin CsHsNO2 Ser S 87,032028
17 Treonin C4HINO2 Thr T 101,047679
18 Selenosistein CsHsNOSe SeC U 150,95363
19 Triptofan CuH10N20 Trp w 186,079313
20 Tirozin CoHoNO2 Tyr Y 163,06332
21 Valin CsHNO Val Vv 99,068414
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Ug amino asidin iki peptid bagiyla baglanmasiyla tripeptid meydana gelir. Bu

sekilde az sayida amino asidin baglanmasiyla olusan yapilar oligopeptidler, ¢ok sayida

peptidin baglanmasiyla olusan, molekiil agirliklar1 10.000 Daltonun altinda olan yapilar

ise, polipeptidler olarak adlandirilir.

N-Terminal Ucu C-Terminal Ucu

Sekil 3.3. Peptidin amino asit sematik gosterimi (Solomons ve Fryhle, 2004).

Polipeptidler lineer polimerlerdir. Bir polipeptid zincirinin ucundaki amino asit

kalintisi, serbest -NH3* grubu, amino asit kalintisinin diger ucu ise serbest — COO"

grubuna sahiptir (Sekil 3.3). Bu iki grup, N-terminal ucu (N-terminus) ve C-terminal

ucu (C-terminus) olarak adlandirilirlar (Solomons ve Fryhle, 2004).

3.3. Proteom Analizi

Proteom analizlerinin karmasik yapis1 nedeniyle ¢ok gii¢lii analitik tekniklere

thtiyag vardir. Genel olarak kullanilan teknikler;

Tek ve iki boyutlu (2D) elektroforez
Kapiler elektroforez

Kromatografi

Ultrafiltrasyon teknikleri
Spektroskopik teknikler

Spektroskopik teknikler kullanilarak peptid yapisinin belirlenmesine ait akis semasi

Sekil 3.4’de verilmektedir.
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Sekil 3.4. Spektroskopik analiz akis semas1 (Cottrell, 2011).

Bir proteini tanimlamakta kullanilan en temel parametre kiitlesidir. Bir
proteinin kiitlesinin bilinme hassasiyeti arttik¢a, onun muhtelif etkilesimlerde aldig rolii
bilme imkani da artar. Kiitlesindeki degismelere bagli olarak, bagh kofaktor veya metal
iyonlarinin varhigindan, kovalent modifikasyonlara kadar pek ¢ok konuda bilgi
edinilebilir. Iste bu nedenle protein kiitle spektrometrisi (mass spectrometry — MS),
proteomik caligsmalarinin temel analitik yontemidir. Bu teknik ile proteinlerin
kiitlelerinin belirlenmesi ¢ok biiyiik bir hassasiyetle yapilabilmekte ve dizi analizleri,
kisa zamanda, yiiksek bir dogrulukla ve proteinlerin yapisindan kaynaklanan pek ¢ok
simirlamadan (¢oziniirliik, post-translasyonel modifikasyonlar, serbest N terminalinin
olup olmamasi v.b.) etkilenmeksizin yapilabilmektedir.

Proteomik stratejilerde proteinlerin tanimlanmasinda uygulanan proteinlerin

sindirimi, hem enzimatik hem de enzimatik olmayan karakterizasyon ve kantitasyonda
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neredeyse vazgecilmez bir aragtir. Protein parcalanmasi ic¢in klasik yaklasimlar,
proteolitik enzimleri iceren ve c¢ogunlukla c¢ozelti icinde veya jel igerisinde
gerceklestirilen kimyasallar1 kullanan enzimatik sindirim ve enzimatik olmayan
sindirimdir. Farkli enzimlerin diizenli olarak eklendigi enzimatik sindirim igin gesitli
yarilma spesifiteleri ve verimlilikleri olan genis bir proteolitik enzim arali§i mevcuttur.
Protein sindirimi i¢in en yaygimn kullanilan yontem enzimatik sindirimdir. Bu amaca
yonelik bir¢ok proteaz (Cizelge 3.2) bulunmakta olup, bunlarin her biri 6zgiilliik,
verimlilik ve optimum sindirim kosullar1 bakimindan kendi 6zelliklerine sahiptir. Bu
proteazlar arasinda en yaygin kullanilanidir ve altin standart olarak goriiliir. Tripsinin bu
kadar yaygin kullanilmasinda ve altin standart olarak algilanmasinda veri tabanlariin
birbirleri ile tutarliligini saglamak ve bdylece karsilastirma kolayligi elde etmek
amaglanmistir. Tripsin kullaniminin bir diger nedeni de karboksi terminalinde bazik
amino asitler birakarak analizi daha kolay ‘y’ tiirii iyonlar olusturmasidir. Bir diger
avantaji tripsin iki farkli bolgeye 6zgildiir (Arg-C ve Lys-C) ve C terminusunda temel
bir Arg veya Lys olan kisa peptit liretmesidir. Protein dizilerindeki bu amino asitlerin
sikligi ve yan gruplar yiiksek bazliklar1 nedeniyle ortaya ¢ikan peptitler, tandem MS
(MS/MS) olgtimlerinde Collision Induced Dissociation (CID) pargalanmasi igin ¢ok
uygundur (Sekil 2.5.3.2). Bu su anki kromatografik ayirma, peptid parcalanmasi ve
arama algoritmasina dayali tanimlama yontemleri i¢in idealdir. Yani polipeptit
zincirinde her arjinin ve lizin amino asidinin C-terminalindeki a.a. ile arasindaki bagi
hidroliz eder. Lys ve Arg, insan proteomunda nispeten bol miktarda bulunan amino
asitlerdir ve genellikle bir proteinde homojen olarak dagilmislardir. Ayrica tripsin
enziminin fiziksel dayanimi olup kolay bir kullanim saglar. Diger bir kullanim amaci
Ise tripsin enzimi diisiik maliyetlidir ve kolay temin edilebilir (Hustoft,vd., 2012).

Tipik bir triptik protein sindirimi i¢in standart protokoller, proteinin iire veya
guanidin gibi kaotropik ajanlar, ditiyotreitol (DTT) kullanarak disiilfiir kopriilerinin
indirgenmesi ve ardindan sisteinlerin iyodoasetik asit veya iyodoasetamid ile
alkilasyonu ile denatiirasyonunu igerir. Reaktiflerin uzaklastirilmasindan sonra ve
tampon degisiminden sonra, tripsin sindirimi tipik olarak 37°C’de bir amonyum

bikarbonat tamponu i¢inde ndtr pH’da gergeklestirilir (Rebekah ve Gundry, 2009).
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Cizelge 3.2. Polipeptid zincirlerini spesifik noktalardan ayiran enzimler ve kesim

noktalar1 (www.erzurum.edu.tr/MKBY 11-716323.pdf).

Enzim Kesim Noktalari

Tripsin Lys, Arg (C)
Submaksilarus Proteaz Arg (C)
Kimotripsin Phe,Trp,Try (C)
Staphylcoccus aureus V8 proteaz Asp,Glu (C)
Asp-N-Proteaz Asp,Glu (N)
Pepsin Phe,Trp, Try (N)
Endopreteinaz Lys C Lys (C)
Siyonejen Bromiir Met (C)

En yaygin ve bilgi verici iyonlari, amino asitler arasindaki amit veya peptit
baginin kirilmasi olusturur. Peptidin parcalanmasi sonucu meydana gelen iyonlarin
tayini peptidin kimyasal yapisin1 gostermektedir. Yeni bir iyonlasmanin olmadigi
parcalanma islemi sirasinda var olan yiikiin amino terminali tarafinda kalmasi ile “b”
tiirli iyonlar, karboksi terminali tarafinda kalmasiyla da “y” tiirii iyonlar olusur. (Sekil
3.5 Roepstorff-Fohlmann-Biemann adlandirilmas1 Quadrupole veya Quadrupole-TOF
tirli cithazlarda y-iyonlar1 baskin halde bulunan tiir iken, iyon kapam tiirii cihazlarda

hem b-iyonlar1 hem de y-iyonlar1 birlikte gdzlenir (Steen ve Mann, 2004).

37 -Y6 Y5 -Y4 Y3 =g -¥1
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HaN _,.“; . ,J\_\[ _N \TJ\ " ]T/ N _ “.L " LN ,__/ﬂ\ . ,J\] _OH
il [ T | 1 [
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| |
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Sekil 3.5. Roepstorff — Fohlmann — Biemann Adlandirmasi (Steen ve Mann, 2004).


http://www.erzurum.edu.tr/MKBY
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Veri tabanmi araciligiyla protein tamimlanmasi ile ilgili birbirinden farkli
yaklagimlar bulunmaktadir.. Her bir yontemin uygulanisinda kullanilan algoritmalar da
farklidir. Temel olarak ii¢ degisik yaklasimdan bahsedilebilir. “Peptide Sequence Tags”
(PST) olarak da bilinen bir yaklasim ve ilgili algoritma, ilk olarak “PeptideSearch”
programi tarafindan kullanima sunulmustur. Bu teknik 90’larin ortasinda, Matthias
Mann ve Matthias Wilm tarafindan gelistirilmistir. Buradaki temel mantik, par¢alanma
spektrumu icinde ¢ogu zaman i¢in kolayca tespit edilebilecek dizilerin kiigiik bir
serisinin var oldugu gercegidir.

Ikinci temel yaklasim ise Sequest algoritmasi ad1 altinda piyasaya sunulmustur.
Buradaki temel mantik deneysel olarak elde edilmis MS2 spektrumunun, eldeki veri
tabaninda bulunan polipeptitlerin triptik kesim {riinlerinin verebilecegi teorik
spektrumlar ile karsilagtirilmasina dayanir.

Uciincii ana yaklasim ise Mascot isimli bir arama motoru tarafindan piyasaya
stiriilmiistiir. Olasilik tabanl eslestirme diye de anilan bu yontem, veri tabanindaki tiim
peptitlerden teorik olarak olugmasi beklenen biitiin olasi peptit pargalarinin hesabina
dayanir (Cottrell, 2011).

Proteinlerin tanimlanmasinda en sik kullanilan veri tabanlar1 ve web adresleri
Cizelge 3.3 de verilmistir.

Cizelge 3.3. Proteinlerin tanimlanmasinda kullanilabilecek web adresleri.

Program Web Adresi
BLAST hhtp://www.ebi.ac.uk
Mascot http://www.matrixscience.com
Mass Search http://cbrg.ethz.ch
MOWSE hhtp://srs.nhgmp.mrc.ac.uk
Peptide Search http://www.narrador.embl-heidelberg.de
Protein Prospector http://prospector.ucsf.edu
Prowl http://prowl.rockefeller.edu
SEQUEST http://fields.scripps.edu
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3.4. Sivi Kromatografi - Kiitle Spektrometresi
3.4.1.S1v1 kromatografi

Kromatografi, karisimlarda bulunan birbirine yakin o6zellikteki maddeleri
ayirmak i¢in kullanilan birgok farkli yontemi igerir. Biitiin kromatografik ayirmalarda
numune gaz, sivi veya bir siiperkritik akigkan olan hareketli faz ile tasinir.
Kromatografik yontemler genel olarak gaz, sivi ve siiper kritik sivi olmak iizere
hareketli fazin fiziksel durumuna gore siniflandirilirlar. Bir kiitle spektrometreye az
ucucu bilesikler icin 6rnek verme isleminde uygulanan tekniklerden biri de sivi

kromatografisidir.

Siv1 kromatografi cihazi asagidaki bilesenlerden olusur. Bir sivi kromatografisi

bilesenleri Sekil 3.6°da gosterilmistir.

Hareketli Faz

Pompa Sistemi

Numune Enjeksiyon sistemi
Kolon

Dedektor

YV V. V V V

Kompleks karigimlar once sivi kromatografisi ile ayrilir, her bir bilesenin

tanimlanmas1 ve miktarlarinin saptanmasi i¢in kiitle spektrometresine verilir.

3.4.2.Kiitle spektrometresi

Sivi  kromatografisi  kiitle spektrometrisi ki giiglii analitik teknigin
kombinasyonudur. Sivi kromatografisi bir ayirma teknigi, kiitle spektrometrisi ise bir
teshis teknigidir. Bu kombinasyon bir¢ok avantaja sahiptir. Birincisi, bu teknikle nitel
analiz amaciyla karmasik yapili bir karigim bilesenlerine ayirilir, her bir bilesigin kiitle
spektrumu elde edilir; ikincisi bu bilesiklerin miktariyla ilgili bilgi elde edilir (Watson
ve Sparkman, 2008).

Kiitle spektrometresinin kimyasal analizlerde ilk kullanimlari, 1940’11 yillarda,
petrokimya endiistrisindeki hidrokarbon karigimlarimin  kantitatif — analizleriyle
baslamustir.  Onceleri az sayida hidrokarbon igeren karisimlarin analizi, fraksiyonlu
damitma sonrasit ayrilan bilesenlerin kirma indislerinin Olclilmesiyle yapiliyordu.

Boyle bir analizin tamamlanmasi en az 200 saat gerektiriyordu. Benzer bir analiz kiitle
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spektrometresiyle ise birkac saatte gerceklestirilebilmektedir. Bu durum, ticari kiitle

spektrometrelerinin hizla gelisip yayginlagmasina neden olmustur.

enjeksiyon
pompa

karistirici
. filtre

kolon

hareketli faz

Sekil 3.6. S1v1 kromatografi bilesenleri.

1950’11 yillarin basinda kiitle spektrometreleri, kimyacilar tarafindan organik
maddelerin teshisinde ve yap1 tayininde kullanilmaya baslanmistir. Daha sonra niikleer
manyetik rezonans ve gelistirilmis infrared spektrometreleri ile birlestirilmesi sonucu,
organik kimyacilar i¢in hem madde tanimada hem de molekiillerin yapilarinin
aydmlatilmasinda kiitle spektrometrisi yaygin yontemlerden biri olmustur. Kiitle
spektrometrelerinin bu sekilde uygulamasi gliniimiizde de ¢cok yaygindir.

Kiitle spektrometresinin amino asitler ve peptitler lizerinde ilk kullanimlari ise
1950’1i yillarin sonlarinda gerceklesmistir. Ornegin; Carl-Ove Andersson metil
esterlerinin ana iyon parcalarinin aydinlatilmasi tizerine ¢alismistir (Dogan, 2013).

1980’11 yillara gelindiginde, kiitle spektrometrelerinin molekiiler uygulamalari,
biyokimyaci1 ve biyologlarin sik sik karsilastiklar1 ugucu olmayan ve termal olarak
kararsiz maddeleri iyonlastirmak icin gelistirilen yontemler sayesinde onemli Ol¢iide
degisime ugramistir. 1990°dan beri bu yeni iyonlastirma yontemlerinin kullanimi ¢ok

fazla artig gostermistir.
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Kiitle spektrometrisi en hizli gelisimini son 20 yilda kaydetmistir. Bu gelismeler
teknolojik olarak yeni ozelliklerin cihazlara kazandirilmasiyla saglanmistir. Bunlarin
basinda, atmosferik basing kaynaklarmin gelisimi, analizérlerin hassasiyetinin artmasi
ve cihazlarin birbirleriyle kombine edilmesi gelmektedir.

Proteinlerin yapilarinin aydinlatilmasi i¢in, kendi aralarindaki etkilesimler farkl
tekniklerle agiklanmaya calisilmistir. Makromolekiillerin kompleks yapida ve biiyiik
boyutlarda olmalar1 bu c¢alismalar1 zorlastirmaktadir.  Bu nedenle proteinlerin
yapilarinin ve fonksiyonlarmin aydinlatilmasinda, proteinlere goére daha az kompleks
olan peptitlerin yap1 analizleri onem kazanmistir.

Giliniimtizde kiitle spektrometreleri polipeptitlerin, proteinlerin ve diger yiiksek
molekiil kiitleli biyopolimerlerin yapilarinin aydimnlatilmasinda kullanilmaktadir. 2002
yilinda John Fenn, Elektro-sprey iyonlastirma metodu ile kiitle spektrometresinde
biyomolekiillerin analizi galismasiyla Nobel 6diili almistir (Hoffmann, 2007).

Elektrosprey ile kiitle spektrometresinin birlesimden dogan ESI-MS teknigi
kullanilarak sekans belirlemeye hizli ve dogru bir sekilde imkan taniyan bu yontem,
proteomigin gelismesine yardime1 olmustur.

Kiitle spektrometrisinin temel prensibi inorganik ya da organik bilesiklerin
uygun bir yontemle iyonlarini olusturmak, bu iyonlarn kiitle/yiik oranlarina gore
ayirmak ve bunlarin kiitle/yiik oranlarini ve bolluklarini ayr1 ayri nitel ve nicel olarak
tespit etmektir (Gross , 2004 ).

Kiitle Spektrometresi kullanim alanlar1 genel olarak su sekilde siralanabilir;

e Maddelerin elementel bilesimlerinin belirlenmesi,

e Inorganik, organik ve biyolojik molekiillerin yapilarmin aydinlatiimasi,
e Karisimlarin kalitatif ve kantitatif analizleri,

e Kati ylizeylerin yapilarinin ve bilesimlerinin agiga kavusturulmasi,

e Bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarmin bulunmasi.

Bir kiitle spektrometresinin bilesenleri Sekil 3.7°de gosterilmistir (Skoong ve
Nielman, 2007).

3.4.2.1.Yiiksek vakum sistemi

Kiitle spektrometresi ile ¢alismalarda sistemin vakum altina tutulmasi gerekir;

bunun temel nedeni ortalama—serbest yolu yiikseltmektir. Ortalama mesafe, iyonize
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molekiillerin, diger iyon ve molekiillerle carpismalarindan onceki yolculugu olarak
tanimlanir. Yiiksek bir ortalama-serbest yol, tekrarlanabilir fragmantasyon saglar ki bu
da yiiksek hassasiyet ve giivenilir bir kiitle analizi yapilmasina olanak verir. Ortalama-
serbest yol, iyonizasyon kaynagi ve iyon dedektorli arasindaki mesafeden daha biiyiik

olmalidir.

Humune

'

Girig yon | . | Kiitle —3= | Dedektor
sistemi Kaynag analizérii
|
Vakum .Sl:wal .
Sistemi iglemct

Sekil 3.7. Kiitle spektrometrisinin bilesenleri.

Vakum, iki kademeli vakum sistemiyle saglanir.  Birincisi, bir kaba veya 6n
pompa olup 102 -10"* torr vakum saglar. ikinci pompa bir turbomolekiiler veya bir
difiizyon pompasi olabilir; vakum 10 torr degere ulasir. Bu pompalar kompresorler
gibi caligir.

Turbomolekiiler pompada bir dizi bicak veya kanat bulunur; bunlar 30 000-90
000 rpm hizla donerken etraftaki gaz molekiillerini asag1 ve disar1 atarlar (Sekil 3.8).
Bir turbo pompa birkag saat i¢inde temiz bir vakum ortami saglar (Skoog, 1981).

00 POTPIVa «

yIJIMA Qg

Sekil 3.8. Turbo molekiiler pompa(http://ull.chemistry.uacron.edu).
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Yag difiizyon pompasi yiiksek vakum elde etmek i¢in kullanilan, 4-kademeli bir
pompa tiiriidiir. Yag sitilir ve bacalardan yiikselir, tepeye ulastifinda her bir bacanin
iist kisminda bulunan deliklerden piiskiiriir; piiskiiren her bir tanecik ¢evresine bulunan
gaz molekillerini toplar ve asagiya dogru ittirir. Dordiincii ve son kademede yag
damlalar1 bir pompayla toplanir ve tekrar devreye gonderilir. Bu tiir pompalarin bakimi
kolaydir, ancak yiiksek vakuma ulagsmak zaman alir. Ayrica, iyi dizayn edilmemis ise

deney ornegine yag kagma olasilig1 vardir.

3.4.2.2.Numune giris sistemleri

LC-MS sistemlerini birbirine baglamak i¢in, GC-MS sistemlerinde oldugu gibi
cesitli arayiizler (interface) kullanilmaktadir (Sekil 3.9).

Dogrudan Giris (Direct Inlet): Bu teknikte sivi kromatografi cihazindan gelen
akimin bir kismi, ¢ap1 ~2,5 mm olan bir orifisten dogrudan injekte edilir. injektdrden
basingla ¢ikan sivi ince spreyler halinde dagilir, damlalar 1sitilan bir odacikta
buharlastirilarak ¢6ziiciistinden kurtulur ve sonra iyonizasyon odacigina girer

Termosprey: Termosprey arayiiz dogrudan giris sisteminin dogal bir uzantist gibi
diistiniilebilir. Giris tlipiniin ucu uygun bir sicakliga isitilarak 6rnek damlaciklarinin
buharlasmas1 kolaylastirilir. Optimum arayiliz sicakligi hareketli fazin bilesimine
baghdir.

Tanecik Demeti (Particle Beam): Siirekli (continue) bir 6rnek giris sistemidir.
S1v1 birka¢ mikron ¢apinda damlaciklar halinde atomize edilir ve ¢dziiciiniin biiyiik bir
kism1 buharlagincaya kadar isitilir. Tanecikler, piiskiirtmeyle buharlastirilarak kiitle
spektrometrenin iyonizasyon bdlgesine gonderilir.

Elektrosprey: Elektrosprey arayiiz atmosfer basincinda c¢alisir. Bu 6zelligi
nedeniyle vakum altinda (1-10 torr) calisan termosprey tekniginden ayrilir. Ornek
¢Ozeltisi, iyon orifisinden 1 cm kadar mesafedeki paslanmaz ¢elik bir kapilerin ucundan
(jet) piiskiirtiiliir. Orifis levhasi ve jet arasina uygulanan 3-5kV potansiyel damlaciklarin
iyonlagsmasini saglar. Elektrospreyin iyonlasma verimi iyonizasyon potansiyeline bagli
olarak degisir. Potansiyel farkinin artirilmasi baglangi¢ta damlacik boyutunu yiikseltir,
ancak iyon olusmasi gerceklesemez. Ancak voltajin daha fazla yiikseltilmesi halinde

sisle kaplanan tanecikler yiiklenir ve iyonlasirlar.
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3.4.2.3.iyvon kaynagi

Iyon kaynaginin gérevi molekiilleri yiiklii ya da iyonlasmis hale doniistiirmektir.
Iyonlarm olusmasindan sonra bir kiitle analizérii ile elektrik ve manyetik alanin

uygulanmastyla iyonlar kiitle/yiik oranlarma gore ayrilirlar (Gross, 2004).

kolondan 1
sicak buharlagtirma
odacid 1sihici
- isitilmig
kolondan . ] iyon ! blok
i 3 kaynagi )
N +
| I damlacik

sprey agikhdgi termokupl a I

¥
(a) Dogrudan Girig (Direct iyon kaynagina

Inlet) LC/MS Interface
(b) Termosprey

skdmmer kolondan l
nebulize |l ]k
Bah ay vt J/—\J celik tip
St T e R — Analizér -
— : |—I . 35KV
T sivi konisi yiklo
damiaciklar damialar
helyum u]f" topraklanmis Z

. orifis levha -
pompa kademesi "
Y

() Tanecik Demeti

(Particle Beam Interface) iyon kaynagina

(d) Electrospray Interface

Sekil 3.9. Sivi  kromatografisi  giris  sistemleri  sematik  gOriiniimi

(http://chromatography-online.org).

Kiitle spektrometrelerinde kullanilan iyon kaynaklar1 iki ana kategoriye ayrilir;
gaz faz kaynaklar1 ve desorpsiyon kaynaklari. Cizelge 3.4’de yer alan ilk ii¢ yontem
numunelerin 6nce buharlagtirilmasi sonra da iyonlastirilmasina dayanmaktadir. Diger
yontemler kat1 veya sivi haldeki bir numuneyi dogrudan gaz iyon haline doniistiiriiliir
(Skoong ve Nielman, 2007).

Elektron Impakt (EI) tekniginde yiiksek kinetik enerjili elektronlar carptiklar
molekiillerin 6teleme enerjilerinde kiigiik bir artisa neden olur. Buna karsilik

molekiiller yiiksek titresim ve donme seviyelerine uyarilirlar. Bunu izleyen durulmada
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sik sik yogun pargalanma goriiliir, mol kiitlesi ana molekiilden daha diisiik olan ¢ok

sayida degisik kiitleli molekiil olusur (Skoong, vd., 2007; Kitson, vd.,1996).

Cizelge 3.4. Molekiiler kiitle spektroskopide kullanilan iyon kaynaklari (Skoong, 2007).

Temel Tip | Ad1ve Kisaltmasi Iyonlastirict
Elektron impakt (EI) Enerjik elektronlar
Gaz Fazi Kimyasal iyonlastirma (CI) Reaktif gaz iyonlari
Alan iyonlastirma (FI) Yiiksek potansiyelli
elektrot
Alan desorpsiyonu (FD) Yiiksek potansiyelli
elektrot

Elektron spray iyonlastirma (ESI) Yiiksek elektrik alani

Matriks yardimli iyonlastirma Lazer demeti
(MALDI)

Desorpsiyon | Plazma desorpsiyon (PD) 252Cf nin fisyon

iriinleri

Hizli atom bombardimani (FAB) Enerjik atom demeti
Ikincil iyon kiitle spektrometresi | Enerjik iyon demeti
(SIMS)
Termospray iyonlastirma (TS) Yiiksek sicaklik

Kimyasal iyonlagtirmada, numunenin gaz haline gelmis atomlari, elektron
bombardimani ile iyonlastirilmis ¢ok miktarda baska bir reaktif gazin iyonlar ile
carpistiritlir. Bu amagcla genellikle pozitif iyonlar kullanilmaktadir, fakat analitin
molekiiler yapisinda elektro negativitesi yiiksek atomlar varsa negatif iyonlarla
kimyasal iyonlastirma da kullanilmaktadir. En sik kullanilan gaz metandir.

Alan iyonlastirma kaynaklarinda iyonlar yiiksek elektrik alanin etkisiyle (10%
V/cm) meydana gelir. Duyarlilik alan iyonlastirmayi sinirlayan bir faktordiir.

Gaz fazi iyonlastirma yontemleri termal kararli veya ugucu olmayan numunelere
uygulanmaz. Son yirmi yildir bu tiir numuneler igin gelistirilmis en 6nemli yontem,

desorpsiyon iyonlastirmadir. Sonugta termal olarak kolayca parcalanabilen
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biyokimyasal tiirler ve mol kiitlesi 100000 Da’den biiyiik tiirler i¢in kiitle spektrumu
alabilmek miimkiin olmus, yeni bilgiler elde edilmistir.

Desorpsiyon yontemlerinde, gaz halindeki analit molekiillerini iyonlagtirmadan
once ugucu hale getirmek sart degildir. Bunun yerine ¢esitli sekillerdeki enerji kat1 veya
stviya verilerek, burada gaz iyonlarinin dogrudan olusumu saglanir. Sonucta biiyiik
Olciide basitlesmis, yalnizca molekiiler iyonun veya protonlanmig iyonun pikinin
bulundugu spektrumlar elde edilir (Skoong ve Holler, 2007).

Matriks-yardimli desorpsiyon iyonlagtirma (MALDI), atomik bombardiman
(FAB) iyonizasyona benzer. Ornek, spesifik bir dalga boyundaki kisa pulslu lazerden
gelen 1511 absorblayan matriks i¢inde ¢oziiliir, iyonlasir ve kiitle analizorlerinde
ekstrakt edilir (Sekil 3.10). Zaman-yol bagiml kiitle spektroskopiyle (TOF, Time of
Flight MS) bilestirilerek kullanilir, fakat sivi kromatografisiyle uygun degildir. Yiiksek
kiitle sayilarina ¢ikabilme 6zelligi nedeniyle kullanimi oldukg¢a yaygin bir iyonizasyon
yontemidir. MALDI hem pozitif ve ham de negatif iyonlar iiretir; bunlar genellikle
(M+H)+, (M+Na)+ ve (M-H)- seklindedir. Ayrica, +3’e kadar ¢ok yiiklii iyonlarla,
dimerler, trimerler, v.s. de meydana gelir. Ana pik (veya pikler) sadece bir yiik tasir.

Omek matriksle (X) karistirlir ve levha iizerinde kurutulur. Lazer matriks
molekiillerini iyonlastirir. Ornek molekiilleri (M) proton transferiyle iyonlasir.

MH+ + X>—XH+ + M

Elektrosprey iyonlastirma (ESI): ESI, ES, IS kodlariyla tanimlanabilir. Ayrica,
iyon sprey, nanosprey, sonik sprey ve saf elektrosprey de denilmektedir. Bu yontem ilk
defa 1984 yilinda proteinler, polipeptidler ve oligoniikleotitler gibi biyomolekiillerin
analizi i¢in kullamilmigtir. ESI atmosfer basincinda ve oda sicakliginda
gergeklesmektedir.

Polar ve ugucu olmayan bilesikler i¢in ideal bir iyonizasyon yontemidir. Bunlar
arasinda, proteinler, peptitler, niikleik asitler, farmasetikler ve dogal {iriinler sayilabilir.
Bir ¢ok organik bilesik ve ila¢ molekiilleri i¢cin molekiiler iyonu belirlemede oldukca
uygun bir yontemdir. Bu yontemin avantaji biliyiikk ve 1s1 ile kolayca pargalanan
maddelerin mol kiitlelerinin belirlenebilmesidir. ESI yontemi 6zellikle s1vi kromatografi

kiitle spektorometresi ile kullanilmaktadir.
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ormek levhasi lazer

+/- 20 KV grid (0 V)
Sekil.3.10. MALDI iyonlastirma sematik gortintimii (http://msg.ucsf.edu).

Sivi kromatografi ile birlesik olarak kullanilabilir. Yiklii buhar damlaciklarindan
gaz faza gegen iyonlar M+H+ veya M-H- iyonlan iiretir. Cok yiiklii iyonlar da
tiretebilmesi yiiksek molekiil agirlikli proteinlerin analizine olanak verir.

ESI kaynak, yiiksek voltaj (4,5 kV) uygulanabilen ¢ok ince bir igne icerir. Ornek
¢ozeltisi bu igne i¢inden kaynak odacigina piiskiirtiiliir ve damlaciklar halinde dagitilir.
Damlaciklar kapilerden c¢ikarken yiikliidiirler. Coziicii buharlagirken yiikli analit
molekiillerini birakirlar ve damlalar kaybolur (Sekil 3.11).

3.4.2.4.Kiitle analizorii

Iyonlastirma bélgesinde olusturulan iyonlar kiitle analizoriine gelirler. Kiitle
analizorli olarak kuadropol, manyetik sektor analizorleri, ¢ift odakli spektrometreler,
iyon tuzakl analizorler, ugus zamanl analizorler kullanilir.

Kuadropol kiitle analizorleri belirli m/z degerine sahip iyonlar i¢in filtre gorevi
goriir. Bu, elektrot olarak is goren dort paralel silindirik ¢ubukla saglanir (Sekil 3.12).
Karsilikli cubuklar birbirine bagli olup; bir ¢ift degisebilir dogru akim kaynaginin
pozitif tarafina, diger ¢ift ise negatif ucuna baglanir. Ayrica, her cubuk c¢iftine
degisebilir radyo-frekansl alternatif akim potansiyeli uygulanir (Skoong, D., vd., 2007,
Gross, J., vd., 2004).
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Sekil.3.11. Elektrosprey iyonizasyon(ECI) sematik goriintimii(http://uncw.edu).

Uygulanan radyo frekansi salinimi iyonlarin ¢ubuklar tarafindan itilmesine veya
cekilmesine neden olur. Sekil 3.12°de gosterildigi gibi sadece belirli m/z oranina sahip
A ile gosterilen iyonlar z ekseni boyunca bir yoriingeye sahip olurken B iyonlari
kuadropol ¢ubuklarina ¢ekilir (Marvin, vd., 2007; Lee, vd., 2009).

Ugus zamanl (TOF) cihazlarda pozitif iyonlar numunenin periyodik olarak kisa

stireli elektron, ikincil iyon veya lazer pulslari ile bombardimanlariyla iiretilir.

4
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Sekil 3.12. 4 Kutuplu kuadropol yapist (Marvin, 2007).

Bu pulslarin frekansi tipik olarak 10-50 kHz ve yar1 dmrii 25 ps’dir. Bu sekilde
iiretilmis iyonlar bir toplama tiipiine 10°-10* V’luk elektrik alan pulslaryla
hizlandirilarak elektrik alan1 olmayan ayirma tiipline gonderilir. Biitlin iyonlar ayirma
tiiptine ayn1 kinetik enerji ile girdiklerinden hizlar kiitleleri ile ters orantili olup; hafif

olanlar dedektore daha gabuk ulasirlar. Dedektore ulasma zamanlarina gore de kiitleler
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tespit edilir. Boylece kiitle analizi yapilmis olur (Sekil 3.13). Tipik olarak bir iyonun
ucus siiresi 1-30 us arasinda degisir (Skoong ve Nielman, 2007).

Vilkseltici

Sinyal oo

-
-
-
w
&

Lager= = Yanstici

-

lyon B
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Sekil 3.13.Ugus zamanl kiitle analizorii yapisi (yansitmali tasarim) (Lee, 2009).

3.4.2.5.Dedektor

Kiitle spektrometrelerinde yaygin olarak kullanilan dedektér elektron
cogalticilardir (Electron Multiplier (EM). Sekil 3.14’de kursunla yogun sekilde
doplanmig, camdan yapilmis bir silirekli diyod elektron ¢ogaltict dedektorii
gostermektedir. Dedektdr girisinde yiizeye c¢arpan iyonlar elektronlarin salinmasina
neden olur. Yiizey boyunca elektron salimi katlanarak arttigindan 10° civarinda akim
artis1 saglar (Sekil 3.14) (Hoffmann ve Stroobant, 2007).
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Negatif iyon degigtirici diod

Elektron ¢ogattici diodlar

Elektrometreye giden
yiikseltgenmis akim

Sekil 3.14. Siirekli elektron ¢ogalticinin yapis1 (Hoffmann, 2007).

3.4.2.6.Data sistemi ve Kayit

Yiikseltilen iyon akim alan kuvveti veya hizlandirma potansiyelinin fonksiyonu
olarak kaydedilir.

Temel Pik: Bir kiitle spektrumundaki en biiylik pike "temel pik" denir.
Uygulamada, ¢ogunlukla, pik yiikseklikleri temel pikin kesirleri olarak rapor edilir.
Bagka bir rapor seklinde, pik yiikseklikleri yerine, toplam pik yiiksekliginin kesirleri
olarak pik siddetleri kaydedilir; bu degerler daha tanimlayicidir.

Molekiiler Iyon (M*, veya M*) Piki: Molekiil, iyonizasyon isleminde sadece bir
elektron kaybetmisse bir molekiiler iyon olusmustur ve spektrumda bu molekiiler iyona
ait pik, M* goriiliir.

Kiitle spektrumu 6rnegi Sekil 3.15” de gosterilmistir.
3.4.2.7. Verilerin elde edilmesi

Kiitle spektrometrisinde iki tip iyon tarama modu vardir. Bunlar toplam iyon
taramas1 (SCAN) ve secilmis iyon taramasi (SIM) modlaridir. Toplam iyon tarama
modunda genis bir m/z taramasi yapilir. SIM modu ise sadece secilmis m/z degerlerine
sahip iyonlarm tarandigr moddur (Watson ve Sparkman, 2008). Tarama, m/z degerleri

hedef bilesigi en iyi temsil edecek sekilde yapilir. SIM modunda kiitle analizori,
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ilgilenilen m/z degerlerini doniistimlii olarak dlger. Bir m/z degerinden digerine atlar.
Bu nedenle analiz igin gereksiz olan m/z degerlerinde harcanan tarama siiresi sifira
inerken ilgilenilen iyonlar igin sinyal integrasyon siiresi 10-100 kat artar. Dolayisiyla
hassasiyetin arttig1 gozlenir. SCAN ya da SIM modu arasinda yapilacak secim gerekli

olan gozlenebilme sinirina ve elde edilmek istenen bilgiye gore degisir (Gross ,2004).

Bir Kitle Spektrumu
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38.0 1.3 44.0 4.6 2.0 17.8
39.0 12.2

Sekil.3.15. Ornek kiitle spektrumu
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4. LITERATUR CALISMALARI

Ozellikle s181r ve domuz jelatini iceren jelatinleri ayirt etmek i¢in 2003 yilindan
2016 yillar1 arasinda caligmalar yayinlanmistir. Bu calismalarda, bu jelatinlerin
ayriminin;  spektroskopik,  kimyasal, sivi  kromatografi  uygulamalar1  ve
immiinokimyasal teknikler da dahil olmak iizere analitik yOntemler kullanilarak
yapilabilecegi ortaya konulmustur.

Nemati, vd. (2004), yaptiklar ¢calisma ile 14 sigir, 5 domuz jelatini analizini ters
fazli(RP) HPLC ile gergeklestirmislerdir. Cok degiskenli istatiksel yontemlerin domuz
ve si18ir jelatinlerinin siiflandirilmasinda kullanilabilecegi sonucuna varmislardir.

Gui-Feng, vd. (2008), yiiksek performansli bir sivi kromatografisi/kiitle
spektrometrisi (HPLC/MS) metodu gelistirerek, kolajen dizilerindeki markor peptidlere
dayali olarak ham jelatini ayirabilmislerdir

Doi, vd. (2009), jelatin alerjisi olan hastalar i¢in islenmis gidalardaki jelatini
tespit etmek icin kullanilabilecek bir sandvig ELISA yontemi gelistirmislerdir. Y ontemi
duyarlilik, 6zgiilliikk, ¢apraz reaktivite ve uygulanabilirlik agisindan degerlendirmisler,
yontemin sigir ve domuz jelatin igin oldukga spesifik ancak balik jelatininde istenilen
diizeyde sonuclar vermedigini tespit etmislerdir.

Zhang, vd. (2012), yaptiklart ¢aligmada HPLC-MS/MS kullanarak sigir ve
domuz jelatini i¢in marker peptidler elde etmisler, prolin hidoksilasyonunun peptid
tanimlamasini etkileyen bir faktor oldugu sonucuna varmiglardir.

Xian Long, vd. (2009), yaptiklar1 c¢alisma ile temel bilesen analizi ile
birlestirilmis HPLC-QTOF-MS ile domuz, sigir, at, esek ve kaplumbaga ait bir tane
ayirt edici peptid elde etmislerdir.

Widyaninggar, vd. (2012), yapmis olduklari ¢alisma ile kapsiillerdeki domuz ve
sigir jelatinlerinin temel bilesen analizi (PCA) ile ayirilabilecegi sonucuna
ulagmiglardir. Calismada domuz ve sigir jelatininde bulunan aminoasitlerin tek tek
miktarlar belirtilmis sekans analizi yapilmamustir.

Nhari, vd. (2012), yapmis olduklar1 calismada sigir ve domuz jelatini ve
jelatininin gida iirlinlerindeki tespiti icin mevcut analitik yontemleri genel hatlariyla
incelemislerdir. FTIR, ELISA, HPLC, HPLC-MS sistemlerinin avantajli ve dezavantajl
yonlerine vurgu yapmuslar, jelatinleri ham bi¢iminde ayirt edebilme 6zelliginden dolay1

ELISA yonteminin, ham jelatinlerin tespitinde uygulanabilir bir yontem oldugunu
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belirtmislerdir. Bunun yaninda islenmis gidalarda gelecekte yapilacak arastirmalar igin,
jelatin bazl iirlinlerdeki jelatin 6zgiinliigiinii saglamak ve jelatin bazli iriinlerden
jelatinin oOziitlenmesini ve saflastirilmasini iceren temel arastirmalara ihtiya¢ duyuldu
calismada belirtilmistir.

Yilmaz, vd. (2013), ultra performansli sivi kromatografisi ve elektrosprey
iyonizasyon dort kutuplu ucus zamanl kiitle spektrometresi (nanoUPLCESI-q-TOF-
MSE) ile domuz ve sigir jelatinlerini tatmin edici bir sekilde birbirinden ayirt
edebilmislerdir. Yogurt, dondurma ve peynir drneklerinde marker peptidlerin kalitatif
olarak tespitinde, bu yontemlerin giivenilir ve basarili oldugunu bildirilmiglerdir.

Grundy, vd. (2016), gida ve ilag sektoriinde kullanilan jelatin orijininin
belirlenmesinde PCR, Elisa ve kiitle spektrofotometresi yontemlerinin karsilastirildigi
bir calisma gergeklestirmislerdir. Kiitle spektrofotometrik yontemlerin jelatin orijinin
belirlenmesinde diger tekniklere gore daha basarili oldugu bildirilmistir.

Sarah vd. (2016), yaptiklari ¢alismada 1s1l isleme tabi tutulan domuz etindeki
domuza 6zgii peptidleri belirlemek i¢in LC-QTOF-MS yontemini gelistirmisler ve bu

yontem ile domuza 6zgii dort peptid elde ettiklerini belirtmislerdir.
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5. MATERYAL VE METOTLAR

5.1. Materyal

Bu ¢aligmada, Tiirkiye’den ve Avrupa’daki marketlerden orijinal ambalajlarinda
5 farkli markadan toplam 50 adet yumusak sekerleme numuneleri analize alindi.
Tiirkiye’den alinan numunelere T, Almanya’dan alinan numunelere A kodu verilerek

analiz 6ncesinde oda sicakliginda muhafaza edildi (Sekil 5.1).

Sekil 5.1.Almanya’dan alian yumusak sekerleme 6rnekleri

5.1.1. Cihazlar

Cihaz Marka

LC(HPLC) Agilent 1200

Q-TOF Agilent 6550 iFunnel

HPLC kolonu Agilent, Poroshell C18, 4,6x100mmx2,7
micron

Analitik Terazi (+0.0001 g) Mettler Toledo

Membran filtre (0,22 mikron ¢ap Agilent

gbzenekli

Derin dondurucu Arcelik

Vorteks Heidolph

Santrifiij Sigma

Enjektor (Tek kullanimlik) Plusmed
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Ultrasonik su banyosu Bandelin Sonorex

Laboratuvar malzemeleri

Vial(Kahverengi cam sise) Agilent

MS ve MS/MS analizleri Bursa Gida ve Yem Kontrol Merkez Arastirma

Enstitiisinde Kimlik Belirleme ve Dogrulama Laboratuvarinda (Sekil 5.2) bulunan sivi
kromatografi-elektrosprey iyonizasyon-kuadropol zamanli ugus sistemi (LC-ESI-Q
TOF Agillent 6520, Agillent Technologies, Santa Clara, CA) kullanilarak
gergeklestirildi (Sekil 5.3). MS ve MS/MS calismalart i¢cin m/z 100-2500 kiitle
araliginda spektrumlar elde edildi.

Sekil 5.2.Kimlik Belirleme ve Dogrulama Laboratuvari

5.1.2. Kimyasal maddeler

Adi Kimyasal Formiilii
Amonyum bikarbonat NH4COs3

(Sigma Aldrich 09830)

Formik asit CHz02

(%99, Merck)

Ultra saf su H20

(merck)

Asetonitril ACN

(%99, Sigma Aldrich)
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fodoasetamit ICH2CONH>
(Sigma Aldrich)
Ditiotreitol HSCH2CH(OH)CH(OH)CH:SH

(Sigma Aldrich)

Sekil 5.3. Agilent 6520 LC-ESI-Q-TOF.

5.1.3. Analitik standart maddeler

Standart olarak kullanilan domuz jelatini ve sigir jelatini Sigma Aldrich
firmasindan, proteinlerin parcalanmasinda kullanilan tripsin enzimi (Modified
Sequencing Grade) Roche firmasindan temin edildi.
5.2. Metot

Analizlerde 4,6x100mmx2,7 micron C 18 kolon kullanildi. Calismalarda
kullanilan tampon ¢dzeltiler giinliik olarak hazirlanip cihaza verilmeden 6nce 0,20 pm
gozenekli membran filtre (Econofilter, Agilent Technologies) ile siizlildi ve

icerebilecegi gazlari gidermek igin ultrasonik banyoda 10 dk bekletildi. Ayrica
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caligmaya baslamadan once kolon asagida belirtilen ¢ozeltiler ile sirasiyla yikandi ve

sartlandirildi.
Kolonun ilk kullaniminda sirasiyla;

e 15 dk deiyonize su,
e 15 dk asetonitril ile sartlandirildu.
5.2.1.Enzim ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Img tripsin, 1 ml 50 mM amonyum bikarbonat igerisinde ¢oziilerek enzim
¢Ozeltisi hazirlandi.
5.2.2.0rneklerin hazirlanmasi

Calismada domuz ve sigira ait marker peptidlerin tanimlanmasinda standart
maddeler analize alind1. 11k olarak santrifiij tiipiine 2,5 ml 50 mM amonyum bikarbonat
cozeltisi ve 250 uL 100 mM DDT c¢ozeltisi ilave edildi. Uzerine 2,5 mg domuz jelatini
standart1 eklenerek vortekste yliksek hizda 1 dakika karistirildi ve 6rnegin ¢éziinmesini
saglamak i¢in 37°C’lik etiivde 15-20 dk bekletildi. Tiip oda sicakligina geldikten sonra
tizerine 500 uL 100 mM IAA c¢ozeltisi eklendi. Karanlikta, oda sicakliginda 20 dk
inkiibe edildi.

Bu ¢ozeltiden 50 pL almip ayr1 bir 2 ml’lik ependorf tiipiine aktarildi. Ornek
¢dzeltinin iizerine 50 pL enzim ¢ozeltisi ilave edilip 37° C’lik etiivde bekletildi. Ornek
¢ozeltinin etiivde bekleme suresi ile ilgili olarak optimizasyon c¢alismasi yapildi. Son
olarak 4000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek LC-QTOF MS cihazina enjekte edildi. Ayni
islemler sirasi ile sigir jelatin standarti, Almanya ve Tiirkiye’den alina yumusak
sekerleme 6rnekleri iginde gergeklestirilerek analizler yapildi.
5.2.3.Cihaz kosullar:
5.2.3.1.HPL C Kkosullari

Kromotografik ayirma, Poroshell 120 EC ters fazli C 18 analitik kolon

kullanilarak ger¢eklestirildi. Numuneler cihaza SuL olarak enjekte edilerek,akis hizi 0,6
mL/dk olarak belirlendi. Mobil faz olarak ultra saf su (%21’lik formik asit ilaveli),
asetonitril (%1°lik formik asit ilaveli) kullanildi. Mobil faz akis programi Cizelge
5.1.°de verilmistir. Kolon firin sicakligi 40°C tutularak, analiz siiresi 33 dk olarak

belirlendi.
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Cizelge 5.1. HPLC hareketli faz akis programi.

Zaman(dakika) A [%] B [%]
0,0 95,0 5,0
0,5 95,0 50
25,0 5,0 95,0
28,0 5,0 95,0
28,10 95,0 5,0

5.2.3.2.0-TOF tarama sartlari

Analizler pozitif iyonlastirma modu kullanilarak yapildi. Q —TOF iyonlastirma

sartlar1 ¢izelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5.2. Q-TOF iyonlastirma sartlart.

Gaz sicakligt 200°C
Kurutma gaz akis1 14 L/dk
Nebulizer basinci 45 psig
Sheath gaz sicaklig1 300°C
Sheath gaz akisi 11 L/dk
Fragmentor 300 V
OCT 1 RF Vpp 750 V
Skimmer 65V
Nozzle 300V

MS ¢alismalarinda, 4 spektrum/sn ve 250 ms/spektrum ¢alisma araliklar1 segildi.

Verilerin toplanmasinda MS Abs. Threshold 200, MS Rel.Threshol %0,001
filtrelemeleri kullanilarak, m/z 100-2500 kiitle araliginda spektrumlar elde edildi.



5.2.3.3. O-TOF Auto MS/MS tarama sartlar1

MS/MS ¢aligsmalari pozitif iyonlagtirma modu kullanilarak yapildi. Q -TOF

MS/MS iyonlastirma sartlar1 ¢izelge 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.3. Q -TOF MS/MS iyonlastirma sartlart.

Acquisition-MS

Kiitle aralig1

100-2500 m/z

Rate

4 spektrum/s

Time

250 ms/spektrum

Acquisition-MS/MS

Kiitle aralig1

100-200 m/z

Rate

3 spektrum/s

Time

333 ms/spektrum

Precursor selection

Max.Precursor ion per cyle 10

Abs.Threshold 500 counts

Rel. Threshold % 0,01

Precursor Charge-state selection | 1,2,3

Isotope model Peptid

Collision Energy Formiil=

(slope)x(m/z)/100+Offset
Charge Slope Offset

All 4 12

5.3. Metod Validasyonu

Uygulanan analiz metodunun gegerli kilinmasi amac1 ile metod validasyon

caligsmalar1 yapilmustir.

37

AOAC “How to Meet ISO 17025 Requirements for Method Verification®

rehberinde kimyasal analizleri 6 kategoriye ayirmaktadir. Bu kategoriler;

1. identifikasyonu dogrulayan metot, materyalin ne oldugunu veya hedef analitin

tespitini saglar.
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2. Diisiik konsantrasyonlarda analitin miktarinin belirler.
3. Eger analit spesifiye edilen diisiik konsantrasyonun altinda veya iistiinde ise

belirlenmesini saglar (¢ogunlukla limit test olarak adlandirilir). Spesifiye edilen
konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerine yakin bir degerdir.

4. Yiksek konsantrasyonlarda analiti belirler.
5. Eger analit spesifiye edilen yliksek konsantrasyonun altinda veya iistiinde ise

belirlenmesini saglar (¢cogunlukla limit test olarak adlandirilir). Spesifiye edilen
konsantrasyon tayin limiti (LOQ) degerinin oldukga iistiinde bir degerdir.

6. Kalitatif test
Bu kategorilere gore Onerilen validasyon parametreleri Cizelge 5.4°de

verilmigtir. Aymi sekilde Eurachem, NMKL vb. diger bircok kaynakta metot
validasyonu icin incelenmesi Onerilen performans kriterleri, dogruluk, kesinlik,
spesifite, tespit limiti, tayin limiti, saglamlik, linearite ve Ol¢im araligi olmak iizere
sekiz ana parametreden olusmaktadir (http://turklab.org).
Cizelge 5.4. AOAC rehberinde 6nerilen metot validasyonu
parametreleri(http://turklab.org).

Performans 1 2 3 4 5 6
karakteristigi

1.Dogruluk H E H E H
2.Kesinlik H E H E E
3.Spesifite E E E E E H
4. Tespit H E E E/H H H
Limiti(LOD)

5.Tayin H E H E/H H H
Limiti(LOQ)

6.Saglamlik | H E H E H H
7.Dogrusallik | H E H E H H

Kalitatif analizlerde analiz sonucu “var/yok”, “tespit edildi/tespit edilmedi” gibi
sonuglar verilmektedir. Bu analizlerde kesinlik parametresi “yanlis pozitif” ve “yanlis

negatif” olarak asagidaki formiillerle hesaplanir.
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Analiz Sonucu

Pozitif (\Var) Negatif (Yok) Toplam
Pozitif TP FP TP+FN
Negatif FN TN FN+TN
Toplam TP+FN FP+TN TP+TF+FP+FN

Yanlis pozitif cevap oran1 FPR = FPx100/FP+TN
Yanlis negatif cevap orant FNR= FNx100/FN+TP

Hassasiyet = Gergek pozitif analiz sayisinin gergek pozitif sonuglarin toplamina

oranidir.

Hassasiyet = TPx100/(TP+FN) 1)

Spesifiklik = Ger¢ek negatif analiz sayisinin gergek negatif sonuglarin toplamina
oranidir.

Spesiflik= TNx100/(TN+TP) (2)
Yapilan calismada yumusak sekerleme 6rneginde kullanilan jelatin orijini analiz
sonucu kalitatif olarak verildiginden validasyon calismasinda Sigir jelatini ve sigir

jelatini igerisine % 1 oraninda ilave edilen domuz jelatini 6rnegi analiz edilmistir. 20

pozitif,20 negatif olmak iizere toplam 40 enjeksiyon yapilmistir.

Analiz Sonucu

Pozitif Negatif Toplam
Pozitif (%1domuz_%99 sigir
jelatini) 20 0 20
Negatif (Sig1r jelatini) 0 20 20
Toplam 20 20 40
Dogruluk (accuracy) 1,00 (TP+TN)/(TP+TF+FP+FN)
Hassasiyet (sensivity) 1,00 TP/(TP+FN)
Spesifiklik (specificity) 1,00 TN/(TN+FP)

Yanlis pozitif (FPR) 0,00 FP/(TN+FP)



Yanlis negatif (FNR)
Verimlilik (efficiency)

TP

FP

TN

FN
Hassasiyet
Spesifiklik
%Yanlis
pozitif(FPR)
%Yanlis
negatif(FNR)

0,00 FN/(TP+FN)
1,00 (TP+TN)/(TP+TN+FP+FN)

20

0

20

0
100,00
100,00
0,00

0,00

40
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6.DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Hedeflenen peptidlerin gergekten tiirlere 6zgii olmasini saglamak i¢in her bir
peptitin tarama iyonu incelenerek toplam iyon (TIC) ve autoMSMS modunda datalar
elde edilmistir. Domuz ve sigir jelatinlerine ait toplam iyon kromotogramlart Sekil 6.1°
de verilmistir. Domuz ve sigir jelatinine ait toplam iyon kromatogramlarinin birbirine

benzer olduklar1 gozlenmistir.

ﬁj <31 ScanFrage 3000V COER) Dsigir 108 |

- A VM B
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Sekil 6.1. A) Domuz jelatini toplam iyon kromotogrami B) Sigir jelatini toplam iyon
kromotograma.

Mascot yazilimi ile protein tanimlamasi: LC ESI Q-TOF MS spektrumlarindan
elde edilen m/z degerleri belirtilen Mascot veritabaninda taranirken yazilim {izerinde
yapilanlar asagida siralanmistir.

e Peptit Orneklerinde veri tabanlarinin birbiri ile tutarliligini saglamak ve
karsilastirma kolaylig1 elde etmek i¢in enzimatik reaksiyonda kullanilan tripsin
sabit modifikasyon olarak segildi.

e Yazilimda taksonomi boliimii mammalia olarak segildi. Boylece verilen m/z
degerleri ile eslesen peptitlerden domuz ve sigirin da igerisinde oldugu familya
tirtiniin listelenmesi saglandi. Peptit toleransi 1.2, MS/MS tolerans degeri +0.6

Da araliginda se¢ildi. En fazla 1 kagirilan kesime (missedcleavages) izin verildi.
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e Aminoasit kiitliphanesi olarak en sik kullanilan SwissProt (AA) ve NCBIprot
(AA) kiitliphaneleri sec¢ildi. Sig1r jelatin Grnegine ait veri tabanina giriste secilen

parametreler Sekil 6.2°de verilmistir.

MASCOT MS/MS lons Search

Your name iz Emad fizcavesGrotrad com
Search title

Database(s) NCSorot (AL - uman_EST =
SevssProe (AA) > Isveebrates_EST
= < Mamegis_EST

Mus_EST
Paces _EST
Procacyctes EST
Roderss_EST
Weretrates _E5T

Spectrel lorary (5L
NST Mosse lonTrap

Taxoncey Mammaia (mammaiy v
Cnzyme Tropse v Allow up te T V¥ [ =ussed desvages
Quantitation Nore v
Fimed Cazamacomeny (C) - Aceyt (1) -
moddicatons » Acanyl (N-oerm
{ <} Azaryl (Proten Netgee
v =) Amcates (Caprm)
Amdcaed (Procen Caem
Dapiy 85 mad calons Ammong-oss (N-taem C
Bon (X

Variable — n0Ne selectes — = Sen Naam

medicolions E4 Cartamyt (X
— < Catamyl (Naoerm
. Cartexymesmyt (C) >s
Peptide tol. & 12 Ca v a¥c Tv| MS/MStoL & OF =T
Peptide charge 1« Moncisotopic * Average
Data format Marcel gesers Precurser =z
Instrument ESICUAD.TOF @ Erroe toleramt

Decoy Report top AUTO ¥  nas

Start Search Reset Form

Sekil 6.2. Mascot veri tabanina giriste se¢ilen parametrelerin gosterimi.

Elektrospey  Iyonizasyon Sivi  Kromatografi Ucgus Zamanh Kiitle
Spektrometreleri (ESI LC-Q TOF MS) ile elde edilen domuz jelatinine ait peptit
kiitleleri (Sekil 6.3) Matrix Science Mascot programina yiiklenmistir.
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Sekil 6.3. Domuz jelatini protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, ESI LC QTOF

MS ile tespit edilen kiitlelerine ait 6rnek kromatogram.

Kesimi yapilan domuz jelatini protein kiimesinin mascot arastirma sonucu
sonuglar1 ve protein kiimesinden tespit edilen domuz proteinine ait bilgiler, eslesen
peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar1 ve sekanslari Sekil 6.4 ve Sekil

6.5’de verilmistir
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Wi Mascot Search Results

User : filizcavus

Email : filizcavus@hotmail.com
Search title

W5 data file : domuz_AMSMS_28@516 2 2.mgf

Database 1 : NCBIprot 20178811 (128624863 sequences; 47232664382 residues)
Taxonomy 1 : Mammaliz (mammals) (41920813 sequences)

Database 2 : SwissProt 2017_8& (555426 sequences; 198919479 residues)
Taxonomy 2 : Mammalia (mammals) (66727 sequences)

Timestamp : 8 Sep 2017 at 0B:12:46 GHT

Protein hits @ 1::XP B@4655625.1 PREDICTED: collagen alpha-1(I) chain [Jaculus jaculus]
1::XP 812893546.1 PREDICTED: collagen alpha-1(I) chain [Dipodomys ordii]
1::XP @85394233.1 PREDICTED: collagen alpha-1(I) chain isoform X1 [Chinchilla lanigera]

Mascot Score Histogram

lons score 15 -10*Log(P), where P is the probability that the observed match is a random event.
Individual tons scores > 56 mdicate dentity or extenstve homology (p<0.03).
Protein scores are dertved from ions scores as a non-probabilistic basis for ranking protein hits.

Humber of Hits

0 — T T T T T T
0 40 i 120 160 200 240
Protein Score

Peptide Summary Report

Format As | | Peptide Summary v Help Help
Significance threshold p<0.05 Max. number of hits | AUTO
Standard scoring ® MudPIT scoring © Display non-significant matches Show sub-sets

Show pop-ups ® Suppress pop-ups Sort unassigned Decreasing Score v | Require bold red
Preferred taxonomy Al entries M

Sekil 6.4. Kesimi yapilan domuz jelatini protein kiimesinin mascot aragtirma sonucu.
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’ 2.0357 @ 25 .72 1

s -8.0365 @ 5 e.48 1

! B.9620 1 25 1.4 1

’ -g.8723 @ 25 B.66 1

’ -9.0728 @ 25 2.36 1

) -0.0475 @ 24 R.eTz 1

v’ -8.9587 @ 24 1.1 1

o -§.0014 @ 24 A4 1

L e.9583 1 23 1.4 1

" 0.8709 @ 23 .74 1 EESYDEELEALSAFAPPR
v’ -B.0008 @ 23 1.8 1 GEAGPOELE
’ =L 3 % N |

v -8.0365 @ 0 1.8 1

’ -1.0759 @ 21 3.3 1

4 ms -1.8552 1 21 .5 1

¥ 357 757.5e2e 1513.7804 1511.8849 @0.2885 & 0 21 .3 1

W 95  E44.3789 6833717 684.3308 -9.9587 @ 21 LTI GRERHEER

Sekil 6.5. Protein kiimesinden tespit edilen domuz proteinine ait bilgiler, eslesen

peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlar1 ve sekanslari.

Protein kiimesinden domuz proteinine ait belirlenen GEAGPQGAR peptid
dizilimininde tripsin enzimi ile parcalanma islemi sirasinda yiikiin amino terminali
tarafinda kalmasi ile olusan b tiirii iyonlar ile karboksi terminali tarafinda kalmasi ile

olusan y tiirii iyonlar Sekil 6.6’da verilmistir.

s Mascot Search Results

Peptide View

MSMS Fragmentation of GEAGPQGAR
Found in NP_445756.1 in NCBIprot, collagen alpha-1(I) chain precursor [Rattus norvegicus]

Match to Query 10: 841 403399 from(842.410673,1+) intensity(0.0000) rtinseconds(189.837) index(3)
Title: domuz_AMSMS_200516_2.d. MS/MS of $42.4106750 1= at 3.16395 mins
Data file domuz_ANSMS_200516_2_2 mef

o Jules ofe o1

J‘LI J;\ | - - - I .

200 o e ebserved
# b b? |Seq.| ¥ |
1| 5s.0287 G 9
z[187.0713 169.0608] E [7853900[768.3635]767.3795]s
3|258.1084 2400979 A |656.3STS639.3209 7
4|315.1259 2971193 G |385.3103|568. 2838 &
S5|412.1827 3941721 P |525.2889|511.2623 5
6|540.2413|523.214T7|522.2307| Q |431.2361414.2096 4
T|397. 2627 |580.2362|579.2522| & |F0ITT7F|286.15310 3
5|668 2098|651 2733 |650.2893| A |246.1561)|229.1295 2
9 R |775 1196]158.0924 1

Sekil 6.6. 841,4099 m/z peptid dizilimi.
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Elektrospey  Iyonizasyon Sivi  Kromatografi Ucus Zamanh  Kiitle
Spektrometreleri (ESI LC-Q TOF MS) ile elde edilen sigir jelatinine ait peptit kiitleleri
(Sekil 6.7) Matrix Science Mascot programina yiiklenmistir.

¢ | +ESI CID@ 6412499 Sagr
4 birhigT

[

L e
=

Intensite(%o)

M -
175 4541908 IR I1E

-------

18670323 Ja0ee

KNI R ]

WM H A0 NS W W5 A0 45 40 45 30 S5 N0 5 60 RS RN B TI0 TR TN TR MBS M

m/z

Sekil 6.7. Sigir jelatini protein kiimesinden elde edilmis peptitlerin, ESI LC QTOF MS

ile tespit edilen kiitlelerine ait 6rnek kromatogram.

Kesimi yapilan sigir jelatini protein kiimesinin mascot arastirma sonucu
sonuglar1 ve protein kiimesinden tespit edilen domuz proteinine ait bilgiler, eslesen
peptitlerin proteinde bulunduklari kompozisyonlari ve sekanslari Sekil 6.8 ve Sekil

6.9°da verilmistir.



M Mascot Search Results

User : filiz

Emzil ¢ filizeavusghotmail .com

Gearch title :

M5 data file t sigir M5 M5 288616 2.mgf

Database 1 ! NCBIprot 28178811 (12B624863 sequences; 472132664382 residues)
Taxonomy 1 ¢ Mammalia (mammals) (4192813 sequences)

Database 2 ¢ SwissProt 2017_98 (555426 sequences; 198919479 residues)
Taxonomy 2 : Mammalia (mammals) (66727 sequences)

Timestamp ! 9 Sep 2817 at 22:47:81 GNT

Protein hits : 1::1F8T A  Chain &, Bovine Trypsin Complexed With Rprl3i247

1::CBHIN3.1 RecMame: Full=Collagen alpha-1(I) chainj &lthame: Full=alpha-1 type I collagen

Mascot Score Histogram
Tons score 15 -10®*Log(P), where P is the probability that the obzerved match iz a random event.

Individual ions scores = 34 indicate identity or extensive homology (p=0.03).
Protein scores are denved from lons scores as a nen-probabilistic basis for rankmg protem huts.

':'||
100

] il

Murber af Hits

Proteln score

Peptide Summary Report

Format Az | Pentide Summary v Help Help
Sigmificance threshold p= 0 05 Max. mmber of huts auro

Standard scormg ® MudPIT scormg © Dusplay non-sigmficant matches Show sub-sets o
Show pop-ups @ Suppress pop-ups O Sort unassigmed| Decressing Score ¥ | Require bold red

Preferred taxonomy | Alleniries Y

Sekil 6.8. Kesimi yapilan sigir jelatini protein kiimesinin mascot arastirma sonucu.

47
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Query Observed  Fe(opt) Pe(calc)  Delta Miss Seoee Em«ummw
¢ 3B 66N 569 L5680 008 N Wl PRSP

!
IGS SAL3136 10006167 Le0.00 o.est @ 51 0D | SEAGPSEPNEHTER
!

/

§ 0 LGNGO LM AN 0 B S 1 R

P30 NG MSAND M BN 10N U1 BN

O3 A MDA NDEN A0 0 N R (e

§OLb LA MM AN AN 0 X671 GDASENDIISHER
B0 LMD A0 MRS 0N ! OB M 1 (e

1 TSAND MANS MO MM 0 M D! e

05 WM NS NDAM AN ! 0N ¥ ! N

G50 NN U0 WL MM 1N A1 ARMORHMSSTISLSSSISISH
D6 MRS MO MEOSED MM ! OB M1 CLEmE

5 WL DR DSDS KN 0 B 8 1 g

P05 WA NSESSS NOUEN ANM I N 2! CABUSWIRAN

PO WBINE NSLADD NS A ! BN ! QGBS
P D) WRATS MGG MM 0N 0 N B 1 EESHRISRON
¢ MRGMG MELED LS OB% 0 ¥ 8 1 OUHR

PO MLSED LGNS BN 0 B % 1 (IR

PN SN M NOASG 0BG 0 N B 1 MDAV

Sekil 6.9. Protein kiimesinden tespit edilen sigir proteinine ait bilgiler, eslesen

peptitlerin proteinde bulunduklar1 kompozisyonlar1 ve sekanslari.

Protein kiimesinden sigir proteinine ait belirlenen GEAGPQGAR peptid
dizilimininde tripsin enzimi ile parcalanma islemi sirasinda yiikiin amino terminali
tarafinda kalmasi ile olusan b tiirli iyonlar ile karboksi terminali tarafinda kalmasi ile

olusan y tiirii iyonlar Sekil 6.10’da verilmistir.
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M50 Mascot Search Results

Peptide View

MS/ME Fragmentation of GEAGPSGPAGPTGAR
Found m COHJNZ.1 i NCBlprot, Recame: Full=Collagen alphz-1T) chain; AlfName: Full=Alpha-1 tvpe I collazen

Match to Query 108: 1280 816734 from(§41 313643.2=) intensity(0.0000) stinseconds(422.201) indax(34)
Title: sizir MS 05 280616.d, MEMS of 6413156433 2= 2t 7036883333335 33 s
Diata fila sizir M5 05 2806162 mef

R heh o
G E|a|G|P sralpﬁqmp Trﬁ AR
"i‘"ﬁ:
L 4.4

ﬁ Bl
g E T
B z 1 =
L = 4=
5 3
=

observed

m/z
b b hl]l hl]+|— Seq ¥ }+|— :‘_d- ?_*+|— }_l] )__I}-I—I- 4

38.02871 293130
187.0715] 94.0393] 169.0608) 83.0340
238.1084|129.5579| 240.0679(120.3326
315.1200|138.0686] 297.1193(149.0633
412.1827|206.3930] 394.1721)197.3897
40021471 230.1110] 431.2041)241.1037
336.2362)278.6217) 333.2236{260.6164
£33.2389)327.1481) 633.2784(318.1428
724 3260]362.6667| T06.3133(333.6614
T81.34751391.1774| 763.3360(382.1721
1] 878.4003|439.7038] 860.3397)430.6083
1) 979.44800420.2276) S61.4374[481.2223
13{1036.4694] 318.7333]1013.4389]300.733
14[1107.3063| 334.2569] 1039.4960] 343.2316

1224.3967]612.8020] 1207.5702|604.2887) 1206.5362|603.7967] 14
1083.5541)348.2807)1078.5276) 339.7674] 1077.5436)339.2734]13
1024.51700312.7622| 1007.4903 | 504.2489( 1006.5063(303.7369| 12
9F74956]484.2314| 030.46901473.7381) 040.4830\475.2461(11

§70.44281435.7230] 833.4163)427.2118) 832.4322)426.7198]10

763.41081392.2000] 766.3842(383.6038| 763.4002(383.2037] 9

726.38931363.6085] 709.3623(335.1830( 708.3738(354.6930] 8

£29.3266/315.1719] 612.3100)306.6336) 611.3260/306.1666] 7
]

o | e | raa | wa ] ]

o | ea | - e

bt
(=]

330.20941279.6334| 341.27291271.1401] 340.2839)270.6481
SO1.2780)251.1426) 484.2514]242.6293] 4832674|242.1373
404.2252(202.6162| 387.1987(194.1030| 336.2146(193.6110| 4
J03.1775|152.0024] 286.1310(143.3781 3
1
1

246.1361)123.3817| 229.1293)115.0684
173.1190] #8.0631) 138.0024] 79.5488

Sekil.6.10. 641,3140(+2) m/z, peptid dizilimi.
Elde edilen dizilimlerden domuz ve sigir jelatini i¢in ayirt edici nitelik tasiyan
peptidlerin alikonma zamanlar1 (RT) ve m/z (Tolerans +20 ppm) degerlerine

ulagilmistir. Sonuglar Cizelge 6.1 ve Cizelge 6.2°de verilmistir.



Cizelge 6.1. Domuz jelatinine ait peptidler.
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Alikonma . idi
Sira | Peptid 7 amant Gozlenen. m/z E?ptld.m
. degeri iitlesi
(RT),dakika
1 GETGPSGPAGPTGAR 7,05 656,3184(+2) 1310,6223
2 GPTGPAGVR 6,90 811,4420 810,4347
3 QGPSGPSGER 404 971,4536 970,4463
4 GEAGPQGAR 3,19 842,4099 841,4020
5 SAGISVPGPMGPSGPR 10,44 733,8751(+2) 1465,7356
6 GETGPAGPAGPVGPVGA | 9,15 773,9138 1545,8131
R
Cizelge 6.2. S1gir jelatinine ait peptidler.
Alikonma N idi
Sira | Peptid Zaman Gozlenenh m/z P?ptld.ln
. degeri kiitlesi
(RT),dakika
1 GEAGPSGPAGPTGAR 7,04 641,3140(+2) 1280,6135
2 GATGPAGVR 6,58 785,4259 784,4186
3 QGPSGASGER 2,69 945,4365 944,4292
4 GAAGLPGPK 3,92 767,4029 766,3950
5 GETGPAGPAGPIGPVG 9,64 780,9105(+2) 1559,8000
AR
6 SGDRGETGPAGPAGPI 9,15 988,4987(+2) 1974,9817
GPVGAR
7 IGQPGAVGPAGIR 9,58 597,3339(+2) 1192,6623
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Belirlenen biitiin peptidlerin m/z (Tolerans £20 ppm) degerleri sig1r jelatinine ve
domuz jelatinine ait ekstraksiyon iyon kromatograminda (EIC) incelenmistir.

Sigir jelatini i¢in belirlenen marker iyonlarina ait kromotogram sonuglart domuz
jelatini ile karsilagtirllmali olarak Sekil 6.11, Sekil 6.12, Sekil 6.13, Sekil 6.14, Sekil
6.15, Sekil 6.16, Sekil 6.17°de verilmistir.

K103 RS EICEEE 4387} Scen Frg=320N IR0 Sigr 20ed_eszim scn_20

0 Y

FES EICIERE 4SET) Scan Freg=220 IV CIDEZ0 0 Dormuz_Id_eraim_send  ~"ZEROABUMDANCE=

- B T T R A T S T

Courks vs. Acquesifion Time (min]

Sekil 6.11. A)Sigir jelatinine ait kromotogram 988,4987 m/z. B)Domuz jelatinine ait
kromotogram 988,4987 m/z.

105 [+ESI ENCTET 4029 Scen Freg=320.0W CIDE@20.0 Sigir_20u_erzim_scn_2.d
14+
124
14
D2 A
e
044
024

04 5

%103 |+ESI EIC{RET 4029) Scen Freg=32000N CID@H).0 Domez_20ul_erzim_scn.d

15

T ; T ; T T T ; T T T ;
0 03 1 15 2 25 3 33 LS 45 5 35 [ 3] 7
Counks vs. Acouisifion Time (min)

Sekil 6.12. A) Sigir jelatinine ait kromotogram 767,4029 m/z.B) Domuz jelatinine ait
kromotogram 767,4029 m/z.
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19 ° | +ESl EX{785425) Scon Frog-2200v CID@200 Sigr_2_snzim _scn_2.d

=102+ E5| [ER785.4255) Scan Frag=320.0V SIDE300 Daomuz_Xul_enzim _scn.d

[ a5 1 5 2 Fi 3 3z 4 45 H 55 ] a5
Coums vs. Acquisisian Teme {man)

Sekil 6.13. A) Sigir jelatinine ait kromotogram 785,4259 m/z. B) Domuz jelatinine ait
kromotogram 785,4259 m/z.

=T

wlnd ESIEICEH 1ET) Sean Freg=320 0V CIDEZ0.0 Sigr_0u_enzim_scn_2 4

2

13

w09 (251 ENCB4 32T Sean Frg=T20.0V CIDEE0 [ Domuz_20_erzim_scni

; ; : T ; ; ;
R L L A PN i
[ S S - S T VAT 1

Counks vs. Acousition Time (min)
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Sekil 6.14. A)Sigir jelatinine ait kromotogram 641,3127 m/z. B) Domuz jelatinine ait
kromotogram 641,3127 m/z.
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A0 4E5 EXRISIES Sean Frage 0V OGN0 Sip 2 zem s 2

I ¥
i+ 4ESIECTAI91) S Fra 20 CO@00 Doz 20 grom send

i I
R LR R LR R R R E R R R R R
Courte v Aocusson Teme min)

Sekil 6.15. A)Sigir jelatinine ait kromotogram 780,9125 m/z.B)Domuz jelatinine ait
kromotogram 780,9125 m/z.

I +E 51 ENCEAT 1308 Sean Fro=320 0V OGN0 Sigr_ Al _ereim_sen 20
134
1251

|::- P TN ¥ a_mtfi

x104 [$ESIENCEAT 339 Scan Frg=120.0V CIDEE00 Domez_20u_erzim _scnd

|:: LALLE, "

- T . T T T T T T T T T T 1 T 'I'\. —T |_. _! !._. _.I._ _! _!_
BA7 TR 79 OB B1 B2 B3 B4 B5 Bp B7 BB B9 9 91 92 93 94 95 85 97 93 93 10 1017102703 104102
ok v Aiouisition Timee i)

Sekil 6.16. A) Sigir jelatinine ait kromotogram 597,3339 m/z.B) Domuz jelatinine ait
kromotogram 597,3339 m/z.
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o104 FESIENCSAE 4365) SeanFrg=J00 N CIDE20.0 Sigir_20_erwim_son 24
15
125
1
075 A
05
0.5
it ) . . f— A
w102 BESIEICEYS 4365) ScanFro=320 OV CIDEE0 (Domez_20_enzim_smd
4
: B
4
I ¥
12 3 (4 5 § 71 § 9§ W {1 1 B W B % 7 ® B

Counbs s Acousition Time (i}

Sekil 6.17. A) Sigir jelatinine ait kromotogram 945,4365 m/z. B) Domuz jelatinine ait
kromotogram 945,4365 m/z.

Domuz jelatini i¢in belirlenen marker iyonlarina ait kromotogram sonuglari sigir
jelatini ile karsilagtirllmali olarak Sekil 6.18, Sekil 6.19, Sekil 6.20, Sekil 6.21, Sekil
6.22, Sekil 6.23’de verilmistir.

x4 +ESI EIC{8L2 4107} Scan Frag=320.00 CIDG20.0 Domaz_20ul_smim_son.d

&4

[ R 7 BN S TR

H
&

+E51 EIC{BE2 4107} Scan Frag=320.0V CIDE20.0 Sigir_20ul_srmim_z=n_2.d

L L T T I S R Y )

[ 1 T T 1 T 1 ] T T T T T T T [ T
-1 Li} 1 2 3 E 3 L:} i -] 3 10 11 12 13 14 13 18
Ciounts vs. Acquisifion Tame (min)

Sekil 6.18. A) Domuz jelatinine ait kromotogram 842,4107 m/z.B) Sigir jelatinine ait
kromotogram 842,4107 m/z.
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win® fE3 ENCNET1.4338) Scan Feg=300000 CIDE200 Domuz_30ul_erzim_scrid

w0~ HES] EILET1 4336 Scan Feg=i200V CID@200 Sign_20u_sreim_scn 20

s
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[

: : : T : : : : 1 : :
5 L 7 g £ 1 gl 12 13 14 13 16
Counis vs. Acquisiton Time {mir)

Sekil 6.19. A) Domuz jelatinine ait kromotogram 971,4536 m/z.B) Sigir jelatinine ait
kromotogram 971,4536 m/z.

€10

oo

S Rl i B e

[FES] EICIET 4420) Sean Frag=32000W CID@20.0 Domuez_30u_ereim_scrid

ik

gl FESI EICET 4420) Sezn R

won

= = fr o ) on @ e g

[

[ [ 1 1 1 1 1 1
3 E 7 g ] 10 1 12 13 4 13 18 T
Counts vz, Acouisition Time jmin)

Sekil 6.20. A) Domuz jelatinine ait kromotogramda 811,4420 m/z. B) Sigir jelatinine ait

kromotogramda 811,4420 m/z.
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x10 4 |+ES| EIC{733.8751) Scan Frag=320.0 CID@20.0 Domaz_20ul_smmim_sond

+E5| EIC{733.8751) Scan Frag=320.00 CIDE20.0 Siger_20ul_srmmim_son 24 ““ZERD ASUNDANCE™

B [ 1 H E] 1] 3 [] E] ] E] 0 1 12 13 14 15 &

Courts ws. Acquimition Teme {min)

Sekil 6.21. A) Domuz jelatinine ait kromotogram 733,8751 m/z. B) Sigir jelatinine ait
kromotogram 733,8751 m/z.

0% |+E5 51005%.3184) Sean Frag=120.0V CIDE20.0 Domuz. 200 smzim_send
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Sekil 6.22. A) Domuz jelatinine ait kromotogram 656,3184 m/z.B) Sigir jelatinine ait
kromotogram 656,3184 m/z.
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Sekil 6.23. A) Domuz jelatinine ait kromotogram 773,9138 m/z. B) Sigir jelatinine ait
kromotogram 773,9138 m/z.

Domuz ve sigir jelatinleri i¢in ayirt edici iyonlar belirlenlenmesi sonrasinda
Sig1r jelatini igerisine farkli oranlarda (%10,%5,%2,5,%1,%0,5) domuz jelatini katilarak
tespit limiti ¢caligmalar1 gerceklestirilmistir. Belirlenen tespit limitine ait kromatogram

sonuglar1 Sekil 6.24°de verilmistir.

%115 FES BOTTATH) Soan Frag= 320 (W ODEALT domz 133,

e S S e o S e B e s S
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Sekil.6.24. %1 domuz_%99 sigir 6rnegi EIC kromatogram (773,9138 m/z).



58

Orneklerin ekstraksiyonunda enzimatik sindirimin gerceklesmesi i¢in 37°C’lik
etlivde bekleme siireleri ile ilgili optimizasyon g¢alismasi yapilmis olup, farkli bekleme
siirelerinde her iki jelatin tiirii i¢in belirlenen ayirt edici peptidlerin pik alanlar

incelenmis olup sonuglar Cizelge 6.3 ve Cizelge 6.4’de verilmistir.

Cizelge 6.3. Farkli bekleme siirelerinde si1g1r jelatininde belirlenen ayirt edici peptidlerin
pik alanlari.

etiivde bekleme siiresi(saat)
marker iyonlar(m/z) | 4 7 10 12 16 18 20 24
641,314 1x10° | 1x106 | 2x108 |2x10° |6x10° 4x108 | 2x10% |1x10°
785,4259 5x106 | 6x10° | 7x10°® |8x106 |11x10® |9x10%° |9x10® |5x108
945,4365 9x10° | 1x10° | 1x10°® |2x106 |5x108 2x106 | 2x10% |0,5x10°
767,4029 1x10° | 1x10° | 3x10° |5x10°6 | 1x10’ 7x10° | 6x10° |1x10°
780,9105 2x10° [ 2x10° |3x10° [4x10° |1x10° |6x10° |6x10° |2x10°
988,4987 5x10° | 6x10° | 7x10° | 8x10° |1,4x10" |1,3x107|1,2x107 | 6x10°
597,3339 1x10° | 4x106 |5x108 |5x10° |9x10° 8x108 |4x10% |2x10°

Cizelge 6.4 Farkli bekleme siirelerinde domuz jelatininde belirlenen ayirt edici
peptidlerin pik alanlari.

etiivde bekleme siiresi(saat)
marker iyonlar(m/z) |4 7 10 12 16 18 20 24
656,3184 3x10° | 1x10° | 2x10° | 2x10° | 3x10° |2x10° |[2x10° |1x10°
811,442 6x10° | 6x10° | 8x10° | 8x10° | 1,2x107 | 1x107 |9x10° | 7x10°
971,4536 9x10° | 1x10° | 1x10° | 2x10° | 3x10° |2x10° |[2x10° |5x10°
842,4099 1x10% | 1x106 | 3x108 | 5x10° | 1x107 |7x10% |6x106 |1x10°
733,8751 2x10° | 2x10° | 3x10° | 3x10° | 8x10° |6x10° |6x10° |2x10°
773,9138 5x10° | 6x10° | 7x10° | 8x10° | 1,5x107 | 1,3x107 | 1,2x10" | 6x10°

Sigir ve domuz jelatinlerine ait optimizsayon grafikleri Sekil 6.25, Sekil 6.26°da

verilmigtir.
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Sekil 6.25. Sigir jelatinine ait ayirt edici peptidlerinin optimizasyon grafigi.
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Sekil 6.26. Domuz jelatinine ait ayirt edici peptidlerinin optimizasyon grafigi.

Tiirkiye ve Almanya’dan alinan toplam 50 adet yumusak sekerleme 6rneklerinde
analizler gerceklestirilmistir. Belirlenen biitiin peptidlerin m/z degerleri numunelere ait
ekstraksiyon iyon kromatograminda incelenmistir (Sekil 6.27, Sekil 6.28). Tiirkiye’den
alinan numunelere ait sonuglar Cizelge 6.5’de, Almanya’dan alinan numunelere ait

sonuglar Cizelge 6.6’da verilmistir.
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Sekil 6.27. Almanya’dan alinan sekerleme 6rnegi m/z 811,4420 (GPTGPAGVR).

10 Lo Eet1 4000) Sean Fage120 00 COZ Daskiye numens T_A_1
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Sekil 6.28.Tiirkiye’den alinan sekerleme 6rnegi m/z 811,4420 (GPTGPAGVR)
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Cizelge 6.5. Tiirkiye’den alinan yumusak sekerleme 6rneklerine ait sonuglar.
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Ornek Sigir jelatini Domuz jelatini

TA 1 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
4 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
5 Tespit Edildi Tespit Edilemedi

TB 1 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
3 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
4 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
5 Tespit Edildi Tespit Edilemedi

TC 1 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
3 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
4 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
5 Tespit Edildi Tespit Edilemedi

T D 1 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
3 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
4 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
5 Tespit Edildi Tespit Edilemedi

TE 1 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
2 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
3 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
4 Tespit Edildi Tespit Edilemedi
5)

Tespit Edildi

Tespit Edilemedi




Cizelge 6.6. Almanya’dan alinan yumusak sekerleme orneklere ait sonuglar.
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Ornek Sigir jelatini Domuz jelatini
A A 1 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
2 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
3 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
4 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
5 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
A B 1 Tespit Edildi Tespit Edildi
2 Tespit Edildi Tespit Edildi
3 Tespit Edildi Tespit Edildi
4 Tespit Edildi Tespit Edildi
5 Tespit Edildi Tespit Edildi
AC 1 Tespit Edildi Tespit Edildi
2 Tespit Edildi Tespit Edildi
3 Tespit Edildi Tespit Edildi
4 Tespit Edildi Tespit Edildi
5 Tespit Edildi Tespit Edildi
A D 1 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
2 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
3 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
4 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
5 Tespit Edilemedi Tespit Edildi
A E 1 Tespit Edildi Tespit Edildi
2 Tespit Edildi Tespit Edildi
3 Tespit Edildi Tespit Edildi
4 Tespit Edildi Tespit Edildi
5 Tespit Edildi Tespit Edildi
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7.SONUC TARTISMA VE ONERILER

Dogal bir protein olmasi ve sahip oldugu emsalsiz teknolojik 6zellikler, jelatin
iretim ve tiiketiminin Oniimiizdeki yillarda da artacagini gostermektedir. Ancak 6zel
tercth ve hassasiyetleri olan tiiketiciler icin jelatin iiretiminin kontrollii sartlarda
yapilmasi ve kaynaginin mutlaka sertifikali olmasi biliyiik 6nem tasimaktadir.

Bu ¢alismada ilk olarak domuz ve sigir jelatinlerini birbirinden ayirt etmek igin
gerekli peptid dizilimlerine elektrosprey iyonizasyon teknigi ile birlestirilmis
spektroskopik yontemler kullanilarak ulagildi. Domuz jelatinine ait 6, sigir jelatinine ait
7 adet peptid dizilimi elde edildi. Belirlenen peptidlerin her iki jelatin tiirii i¢in ayirt
edici oldugu tespit edildi. Yapilan islemler sirasinda DNA biitiinliigii bozulmadigindan
PCR tekniginde karsilasilabilecek olas1t muhtemel sorunlar ile karsilagilmadi.

Tespit limiti belirlemek amaci ile sigir jelatini igerisine %10, %5, %2,5, %1,
9%0,5 oraninda domuz jelatini ilave edilerek analizler gerceklestirildi. Tespit limiti %1
olarak belirlendi.

Literatiirler incelendiginde calismalarda ekstraksiyon islemi sirasinda tripsin
enzimi ilavesinden sonra enzimatik sindirimin gergeklestigi etiivde bekleme siireleri ile
ilgili farkli bilgilerin bulundugu goriildii. Farkli bekleme siireleri ile ilgili optimizasyon
calismasi yapilarak 16 saatlik bekleme siiresi sonunda belirlenen ayirt edici peptidlerin
pik alanlarinin en yiiksek degerlerde oldugu tespit edildi.

Yapilan analizler sonucunda Tiirkiye’de satisa sunulan yumusak sekerlemelerde
kullanilan jelatinlerde domuz jelatini tespit edilemedi. Almanya’da satisa sunulan
yumusak sekerlemelerin 10 tanesinde domuz jelatinin kullanildigi belirlenirken 15
tanesinde domuz ve si18ir jelatinlerinin beraber kullanildig tespit edildi.

Elde edilen sonuclar goz oniine alindiginda yapilmasi Onerilen c¢alismalar su

sekilde siralandirilabilir:

e Her iki tir i¢in belirlenen marker peptidlerinin jelatin tiiriinii belirleme
kullanilabilecegi yapilan calisma ile goriilmiistiir. Bunun yanindan karisim
icerisindeki  jelatinlerin  kantitatif olarak belirlenmesi igin  ydntemler
gelistirilmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bunun i¢in domuz ve sigir jelatininde

bulunan ortak peptidlerin uzaklastirilmasi gereklidir.
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e Yumusak sekerlemelerde yapilan bu c¢alismanin jelatinin yogun olarak
kullanildig1 diger gida iriinlerinde yapilacak calismalara katki saglayacagi

diistiniilmektedir.
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3.Baz1 Frenk {izlimii ¢esitlerinin kimyasal kompozisyonunun belirlenmesi ve gida katki
maddesi olarak kullanilabilirliginin arastirilmasi-devam ediyor TAGEM-2016

(arastirmaci)

4.Badem ve findiktaki alerjenlerinin proteomiks teknigi kullanilark tespiti ve 1s1l islem
sonrasi alerjenlerini stabilitesinin arastirilmasi-devam ediyor TAGEM 2017

(arastirmaci)

5.Etilen ve karbondioksit uygulamasi ile yeni sofralik siyah zeytin liretim yontemlerinin

gelistirlimesi-devam ediyor TAGEM 2017 (arastirmaci)

6.Farkli 6n islemler uygulanarak mikrodalga kurutucuda yesil ve siyah sofralik zeytin

iiretimi ve iirlin kalitesinin belirlenmesi-devam ediyor TAGEM 2017 (arastirmaci)

7.Tiirkiye’de tiretilen ve ticari potansiyeli olan bazi monofloral ballarin parmak izlerinin
belirlenmesi;Kimyasal icerikleri ile tibbi aktivitelerinin aragtirilmasi ve

standardizasyonlari-TAGEM-Ar-Ge Destek programi 2017(arastirmaci)

8.Farkli dogal kaynaklardan elde edilen biyoaktif ekstraktlarin enkapsiile edilerek
margarinlerde antifungal etkilerinin incelenmesi- TAGEM-Ar-Ge Destek programi

2017 (aragtirmaci)
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