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Bu arastirmada hem tlkemizde hem de tim diinyada titketimi ¢ok biiyik boyutlara ulagsmus takviye edici
gidalarda, giivenitlik ve hassasiyet agisindan modern analitik bir teknik olan LC-MS/MS-TQ ile jelatin tiir
tayinine yonelik bir metot gelistirilmistir. Validasyon ¢alismalarinda tespit limiti (LOD), hassasiyet, dogruluk,
yanlis-pozitif, yanlis negatif ve giivenirlik olmak tizere altt farkli parametre géz éniinde bulundurulmugtur.
Tespit limiti %0.012 olarak saptanan yontemin hassasiyet, dogruluk, yanlis-pozitif, yanls negatif ve
guvenirliginin %100 oldugu belirlenmistir. Valide edilen bu metot ile, piyasada satilan 8 adet yurtici ve 17
adet yurtdist olmak tizere toplam 25 adet takviye edici gidalarda jelatin tiir tayini yapilmustir. Tiirkiye menseili
trinlerin etiketlerinde sigir jelatini oldugu belirtilmesine ragmen bir tanesinde domuz jelatini tespit edilmis,
bir tanesinde ise her iki tir de tespit edilememistir. Buna karsin, yurtdist menseili sekiz adet driintin
etiketlerinde belirtilmemesine ragmen domuz jelatini tespit edilmistir. Sonugclar, s6z konusu takviye edici
gidalarda jelatin tir tayininin diizenli olarak glvenilir metotlarla yapilmasinin énemini ortaya koymustur.
Ayrica, 37°C’de 16 saatlik enzimatik parcalamayi gerektiren ekstraksiyon islemi, 15 dakika ultrasonik su
banyosunda ¢éziindiirme ve daha sonra 15 dakika ultrasonik su banyosunda enzimatik par¢alama islemi ile
sadece 30 dakika icinde tamamlanabilecegi sonucuna ulasilmistir.

Anahtar kelimeler: Kiitle spektrometresi, tglii kuadrupol, takviye edici gidalar, kapsiil, jelatin, domuz, sigir

LC-MS/MS-TQ METHOD FOR THE DETERMINATION OF THE ORIGIN OF
GELATINE IN FOOD SUPPLEMENTS

ABSTRACT
In this study, a method for the determination of gelatin species in dietary supplements was developed
by LC-MS/MS-TQ technique, which is at the highest level in terms of reliability and sensitivity. Six
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parameters were taken into consideration during the validation studies: limit of detection (LOD),
precision, accuracy, false-positive, false-negative and reliability. The developed method, which has a
0.012% limit of detection, demonstrated precision, accuracy, false-positive, false-negative, and
reliability of 100%. The present study employed a validated method for the determination of gelatin
species in a total of 25 dietary supplements (8 produced in Turkey and 17 imported) available on the
market. The study revealed the presence of porcine gelatin in one of these supplements, despite the
labels of Turkish supplements indicating the use of bovine gelatin. Furthermore, in one sample from
this supplement group, the presence of both porcine and bovine gelatine was not detected. Porcine
gelatine was identified in eight imported supplements, none of which declared it on their labels. The
results of the study demonstrated the importance of regular determination of gelatin species in these
dietary supplements by reliable methods. Furthermore, it was concluded that the extraction process,
which requires 16 hours of enzymatic digestion at 37°C, can be completed in a reduced timeframe of
30 minutes by dissolving the sample in an ultrasonic water bath for 15 minutes and then undergoing
enzymatic digestion in an ultrasonic water bath for a further 15 minutes.

Keywords: Mass spectrometry, triple quadrupole, supplements, capsule, gelatin, porcine, bovine

GIRIS
Jelatin, hayvanlarin bag dokusundaki kolajenden
asidik veya bazik hizdroliz yolu ile tretilen,
renksiz, kokusuz ve yatt saydam nitelikte yitksek
saflikta ticari bir proteindir (Baziwane ve He,
2003). Kolajen, baslica sigir, domuz ve balik gibi
hayvanlarin deri ve kemiklerinde bol miktarda
bulunan bir bag dokusudur. Bu bag dokudan elde
edilen biyopolimer, temelde kivam artirict 6zelligi
nedeniyle basta gida endiistrisi (sekerlemeler, diyet
takviyeleri) olmak Uzere kozmetik (kremler,
losyonlar, yiiz maskeleri) ve farmasétik trtinlerde
(lag kapstlleri) cok vyaygin kullanilmaktadir
(Boran, 2011). Bu temel Ozelliginin yaninda
jelatin, sahip oldugu benzersiz yapisal stabilitesi,
kendine 6zgi islevsel ve teknolojik 6zellikleri ve
diger fiziko-kimyasal — Ozellikleri — sayesinde
jellestirici, baglayici, kaplayict stabilize edici ve
parlatict (glazing) ajan olarak ¢ok fonksiyonlu bir
gida bilesenidir (Ahmad vd, 2017).

Glnimuzde bir¢cok drinde kullantlan  bu
bilesenin hangi kaynaktan elde edildiginin dogru
ve kesin bir sekilde ortaya konmasi basta dini
hassasiyetler olmak tizere saglik ve etik acidan ¢ok
onemlidir. Mislimanlar ve Yahudiler, sahip
olduklar1 inang sisteminde dini kurallar geregi
domuz ve domuz kaynaklt trtnleri tiketmezler.
Bu nedenle, bir tirtiniin helal ya da koser sertifikast
alabilmesi icin icerdigi jelatinin kaynaginin
belirlenmesi gereklidir (Mursyidi, 2013). Ayrica
tiim diinyada vegan beslenme tercihlerinin artmast
ile hayvansal bir Grtin olan jelatinin kaynagindan
bagimsiz sekilde tiketimi tercih edilmemektedir.

Bu baglamda bir iriiniin etiketi {izerinde jelatin
kaynaginin  belirtilmesi  yasal ~diizenlemelerin
yerine  getirilmesi  agsindan  zorunludur.
Ulkemizde bu konuda yasal diizenlemelerin en
son hali, Tarim ve Orman Bakanhgr Gida ve
Kontrol =~ Genel  Miudirligi  tarafindan
26/01/2017 tarihli 299660 sayilt Resmi Gazete’de
yayinlanan Turk Gida Kodeksi'nde (TGK) yer
almaktadir. Hem Avrupa Birligi (AB) Gida
Mevzuat'nda (1333/2008) hem de ilkemizde
gidaya iliskin yasal diizenlemelerin oldugu Tirk
Gida Kodeksinde (TGK) jelatin bir “gida katk:
maddesi” olarak degil, bir “gida bileseni” olarak
tammlanmaktadir  (Anonim, 2008). Jelatin
jellestirici, kivam artirict ve stabilizér gibi
fonksiyonlara sahip olsa da gida katki maddeleri
sinifinda yer almamakta ve dolayisi ile bir E
koduna sahip degildir. Cogu zaman sahip oldugu
bu 6zellikler nedeniyle, bir gida katki maddesi gibi
algilanmakta ve “Gida Maddeleri Yénetmeligi” ne
tabi oldugu diisiiniilmektedir. Oysa jelatin ile yasal
dizenleme TGK Gida Etiketleme ve Tuketicileri
Bilgilendirme Yo6netmeligi Ek-2 madde 7.1°de
aciklanmistir. Bu maddede, gidada bilegen
ve/veya Dbilesik bilesenin  bileseni  olarak
domuzdan elde edilen herhangi bir madde
bulunuyorsa “Domuzdan  elde  edilen igerir”
ifadesinin belirtilmesi zorunlulugu yer almaktadir
(Anonim, 2017). Su anda ytirtklikte olan bu yasal
dizenleme, jelatin kaynagmin etiketin tizerinde
net bir sekilde yazilma zorunlulugunu ortaya
koymaktadir. Saglik acisindan ise, gida
uriinlerinde sigir jelatini tespiti deli dana hastaligt
(Bovine Spongiform Encephalopaty, BSE) ile
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iliskili potansiyel riskler tagimasi 6nemli bir endise
kaynagt olmaya devam etmektedir (Karim ve
Bhat, 2008).

Takviye edici gidalar, vitaminler, mineraller,
aminoasitler, temel yag asitleri, lif gibi besin
Ogelerini veya bunlarin disinda fizyolojik olarak
etkileri bulunan biyoaktif maddeleri iceren yogun
besin kaynaklaridir (Dogan vd., 2020). Gunlik
alim dozlari olan bu triinler, hap, tablet, kapstil ve
stvi formlarda normal diyeti desteklemek amaciyla
kullantlir.  Ozellikle Covid-19 pandemisi ile
beraber hem tlkemizde hem de tim dinyada bu
driinlere olan talep ¢ok ciddi boyutlara ulagmustir
(Altun vd., 2021). Agirlikh olarak kapsil ve
yumusak seker formunda bu trtinlerin Gretiminde
jelatin  kullanilmaktadir. Farkli  hayvansal
kaynaklardan elde edilen jelatinlerden domuz
jelatini, diger hayvansal kaynakl jelatinlere kiyasla
tretimi kolay olup disik dretim maliyetleri
nedeniyle piyasada ¢ok daha ucuza satilmaktadir
(Jannat vd., 2018). Piyasada bulunan bazi takviye
edici gidalarda ve farmasotik tGrinlerde kullanilan
jelatinin  kaynagina iliskin yanlis veya eksik
bilgilerle etiketlenmis ~olabilir. Bu  durum,
iceriklerin  durumu ve Uretim siirecinin  dini
gereklilikleri karsilamamast nedeniyle, Yahudiler
ve Mislimanlar icin biyiik bir sorun haline
gelmistir.

Jelatin kaynaginin tam bir kesinlikle belirlenmesi,
farkli  tirlerdeki  kollajenlerin  amino  asit
dizilimlerindeki benzerlik nedeniyle 6zellikle
zordur.  Bugiine kadar jelatin  orijinin
belirlenmesine yonelik PCR (polimeraz zincir
reaksiyonu) (Demirhan vd.,, 2012), ATR-FTIR
(Attenuated Total Reflection- Fourier Transform
Infrared) (Cebi vd., 2016), ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), (Doi vd., 2009),
2D-SDS-PAGE  (Two-dimensional ~ Sodium
Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis) (Tukiran vd., 2016) ve LC-
MS/MS (Liquid Chromatography—Tandem Mass
Spectrometry) (Xiao-Mei vd., 2019) analiz
yontemleri gelistirilmistir. FTIR spektroskopisi
tekniginin, bir ekstraksiyon prosediirii olmadan
orneklerin direkt olarak analiz edilebilmesi, analiz
stresinin ¢cok kisa olmasi, numunede tahribat
yaratmamast, cok dusiik miktarlarda, kati, stvi, jel

gibi formlarda calisilabilmesi gibi bir¢ok avantajt
vardir. Ancak bu teknikte elde edilen FTIR
spektralarinin karmagik olmasindan dolayt PCA
(Principial Component Analysis), PLS (Partial
Least Squares), HCA (Hierarchical Cluster
Analysis) gibi kemometrik bir yontem ile verilerin
yorumlanmast  gerekmektedir (Rohman vd.,
2020).  Jelatin  tir  tayininde  kullanilan
yontemlerden bir digeri SDS-PAGE  (Sodium
Dodecyl Sulphate-PolyAcrylamide Gel
Electrophoresis) teknigidir. Proteinlerin sahip
molekiil agirhklarini tespitine dayanan bu teknikte
jelatinin protein profili ortaya konabilir, ancak
islenmis Urdnlerde 6zellikle 1s11 uygulanmis
materyallerde protein yapisinin  bozulmasinda
dolay1 gtivenirligi dustiktir (Yap ve Gam, 2019).
Protein bazli imminokimyasal yontemlerden biri
olan ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay), gida ve farmas6tik Urlinlerde hayvan
orijinin tespitinde kullanilan en yaygin tekniktir.
Antijen-antikor interaksiyonu temeline dayanan
bu yontem hizli ve hassas olmasina karsin, 1sil
islem gbrmus triinlerde protein denatiirasyonu
nedeniyle yanlis sonug verebilmektedir (Venien ve
Levieux, 2005). RT-PCR (Real Time- Polymerase
Chain Reaction), spesifik DNA dizilerinden
jelatin tiir tayininde kullanilan diger bir yontemdir.
Bu yontemin en biiytik dezavantaji, jelatinin 1sil
islem  nedeniyle DNA’sinin  pargalanmast
durumunda yanlis-negatif sonu¢ vermesidir
(Shabani vd., 2015; Grundy vd., 2016). Jelatin
triptofan  harig elzem  aminoasitleri
blnyesinde barindiran ve c¢ogu polisakkarit
yapisindaki hidrokolloitlerden farklt bir kimyasal
yapiya sahiptir. Jelatinin sahip oldugu aminoasit
kompozisyonunda  yer alan  prolin  ve
hidroksiprolin miktarlari domuz, siir gibi elde
edildigi kaynaga gore degismektedir. Aminoasit
kompozisyonundaki bu farklilik, molekul kitlesini
belirlemeye yonelik ¢ok yiitksek bir hassasiyete
sahip bir teknik olan LC-MS/MS-TQ ile
belirlenebilmektedir. Bu yontemde ilk 6nce jelatin
ilgili matriksten (gida, kapsil vb.,) ekstrakte
edilmekte ve daha sonra tripsin ile enzimatik
parcalanarak spesifik peptitlere
dontstirilmektedir. Enzimatik parcalanma ile
ac1ga bu spesifik peptitler, stvi kromatografisinde
ayrilmakta ve kiitle detektorii ile sahip olduklar
kiitleler belirlenmektedir. Elde edilen kitle
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verileri, cesitli lisanslt veri tabanlarinda taranarak
tanimlama yapilmaktadir. Jelatin tir tayininde
diger yontemlere kiyasla bu yontemin en biytik
avantaji, 1sil islem gérmis Urlinlerde dahi yiksek
dogrulukta sonuclar alinabilmesidir (Deng vd.,
2020; Rohman vd., 2020). Bu c¢alismanin temel
amaci, bu teknikler igerisinde giivenirlik ve
hassasiyet acisindan en ist diizeyde olan LC-
MS/MS-TQ (Liquid Chromatography- Mass

Spectrometry/Mass Spectrometry-  Triple
Quadrupole) teknigi ile takviye edici gidalarda
jelatin  tir tayinine yoOnelik bir metot
gelistirilmesidir.

MATERYAL ve YONTEM

Takviye edici gidalar

Aragtirmada materyal olarak Tirkiye’de tretilen
ve yurtdisindan ithal edilen kapsiil formdaki ve
yumusak seker formdaki 25 cesit takviye edici gida
ornegi kullandmustir. Analiz ¢alismalarinda bu
orneklerin = jelatin - kisimlart  kullantlmustur.
Icerisindeki etken maddelerden fiziksel olarak
ayrisma yapilarak iyice temizlenen numunelerin
jelatin kisimlart analiz calismalarina hazir hale
getirilmigtir. Bu hazirlik sirasinda sert kapstllere
doldurulan toz maddeler bosaltilarak amonyum
bikarbonat ¢6zeltisi ile kapsiiller temizlenmistir.
Yumusak kapstillerde de benzer sekilde stvi kistm
bosaltilarak amonyum bikarbonat ¢ozeltisi ile
jelatin kapsiil kismi temizlenmistir. Orneklerden
10 tanesi yumugak kapsiil, 3 tanesi yumusak seker
ve 12 tanesi sert kapsil formundadir.
Orneklerden 17 tanesi yurtdisindan temin edilmis
olup 8 tanesi yurt icinde Gretilen numunelerden
temin edilmistir. Kullanllan numuneler piyasada
yaygin titketilen takviye edici gidalardan alinmistur.
Ayrica, metot validasyon c¢alismalart icin 6 adet
numune ile calisilmistir. Bu numunelerden domuz
jelatini iceren yumusak seker ve gida katki
maddesi numuneleri Kocaeli Gida Kontrol
Laboratuvarindan temin edilmistir. Sigir jelatini
numunesi, domuz jelatini numunesi ve bitkisel
jellestirici (agar agar) numunesi ve sigir kapsuld
numunesi Istanbul Gida Kontrol Laboratuvar
Midirligiinden temin edilmistir.

Kimyasal malzemeler
Takviye edici gida numunelerinde jelatinin
tirinin belitflenmesi amactyla yapilan calismada

standart madde olarak sigir jelatin standards
(Merck Milipore, G6650), domuz jelatin standardi
(Merck  Milipore,  48724)  kullandmustir.
Caligmalarda kullanilan, asetonitril LC-MS/MS
grade (%99 saflikta), formik asit LC-MS/MS
grade (%98-100 saflikta) Merck firmasindan satin

alinmustir.  Jelatin - ve enzim  ¢Ozeltilerinin
hazitlanmasinda  ultra  saf  su, amonyum
bikarbonat (NH4HCOs, Sigma Aldrich 09830),
tripsin = enzimi  (Sigma  Aldrich, T8003)
kullanilmistir.

Yontem

Jelatin  standartlarmm  hazerlanmas:  ve  enzimatik
pargalanma

Cavus (2018)’ un LC-QTOF ile yaptig1 calismada,
tespit limitini %1 olarak belitlemigtir. Bu
dogrultuda ¢alisma standartlars  hazirlanirken,
domuz ve sigir jelatin standartlari aynt oranda
karistirilarak %71’lik standart karisimi1
hazirlanmustir. Bu amagla, 2 mllik santrifij
tipine 18 mg sigir ve 18 mg domuz jelatini
tartilmistir. Daha sonra 1800 pl. amonyum
bikarbonat (50 mM) ¢Ozeltisi eklenerek vorteks
kanstiricida  hizlt  bir  karigtirma  yapilmustir.
Enzimatik parcalama icin, 2 ml’lik bir santrifij
tiptine 0.50 mg tripsin enzimi tartilarak tzerine
300 pL. amonyum bikarbonat (50 mM) ¢ozeltisi
eklenmistir. Enzim de hizlt bir sekilde vorteks
karistiricida karistirilmustir.

Karnstirilan enzim ve standart jelatin karisimi
37°Cye  ayarlanmis etivde 15-20 dakika
bekletilmistit. Sonra 300 ul. standart karisimdan
ve 300 puL. enzimden alinarak baska bir santrifiij
tipinde birlestirilmistir. Enzimatik parcalanma
icin, 37°C etiivde 16 saat bekletildikten sonra
standart karigim (enzimli) 4000 rpm’de 5 dakika
santrifijjlenmistir. Daha sonra stpernatant kismi
0.45 wm’lik naylon filtreden (Chromafil,
Macherey-Nagel, Almanya) stiztilmustiir. Béylece
%0.5’lik domuz ve %0.5’lik sig1r jelatini iceren
standart karisim hazir hale gelmistir. Hazir olan
%0.5’lik  standarttan, %0.1, %0.05, %0.025,
%0.012, %0.005 olacak sekilde amonyum
bikarbonat (50 mM) ¢Ozeltisi ile seyreltme
yapimistir.
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Takviye edici  gidalardan  jelatin  ekstraksiyonu  ve
engimatik parcalanma

Oncelikle calisilacak tiim érnekler homojen hale
getirilmistir. Orneklerden kapsiil formda olanlarin
kapstl igerisindeki toz veya stvi kistm bosaltilarak
sadece jelatin kisimlarinin kalmasi saglanmustir.
Elde edilen bu jelatin kisimlar laboratuvar tipi bir
ogutiicti (Retsch GM200, Almanya) yardimi ile
10000 tpm de 3 dakika iyice o6gutilmistur.
Yumusak seker formunda olanlar ise ince bicakli
bir ogiticide (Waring, ABD) homojen hale
gelene kadar iyi bir sekilde karstirlarak
parcalanmugtir. Homojen  hale  getirilen
numuneden 2 mllik santrifiij tiptne 15 mg
tartilmustir. Uzerine 50 mM amonyum bikarbonat
cozeltisinden 1800 upL ilave edilerek vorteks
karistiricida yiksek  hizda  1-2 dakika
karistirdmistir. Baska bir santriflij tiptne her
numune igin ayrt ayrt 25 mg enzim tartilip tizerine
300 pL. amonyum bikarbonat ¢6zeltisi eklenmistir.
Enzim ¢ozeltisi vorteks karistiricida 1-2 dakika
hizli bir sekilde karistirdmistir.  Numunenin ve
enzim ¢Ozeltisinin iyl bir sekilde ¢6ztinmesini
saglamak amaciyla 37°C’lik etiivde 15-20 dakika
bekletilmistir. Ettivden ¢ikartlan homojen enzim
ve numune ¢bzeltilerinin oda sicakligina gelmesi
i¢in beklenmistir. Bu ¢6zeltiden 300 pL alinip ayrt
bir 2 mDlik santrifiij tipine aktarlmistr.
Santriftij tipiline aktarilan 6rnek ¢ozeltisinin
tzerine 300 pL. enzim ¢6zeltisi ilave edilip vorteks
karistiricr ile hizli bir sekilde homojen hale
getirilmistir.

Enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi amaciyla
enzim ve Ornek ¢ozeltisi 37°C’ye  ayarlanmug
ettivde 16 saat bekletilmistir. Bu siirenin sonunda
etivden cikarilan ¢ozelti 4000 rpm’de 5 dakika
santrifilj edilmistir. Daha sonra 0.45 um’lik naylon
filtreden (Chromafil, Macherey-Nagel, Almanya)
direkt olarak HPLC viallerine stiziilmus ve LC-
MS/MS cihazina enjekte edilmistit.

Kromatografi kosullar:

LC-TQ sisteminin stvt  kromotografi (LC)
kisminda Agilent 1290 serisi G7120A pompa,
G7116B kolon firin, G7167B multisampler ve
G7122A degasser kullanilmistir. Ayrimlar Agilent
marka Poroshell 120 EC-C18 HPLC kolonu
(4.6x100 mm, 2.7 micron, 120 A) iizerinde Cizelge

1’"de  wverilen gradiyen akis programinda
gerceklesmistir. Numune enjeksiyon hacmi 2 uL.
olup, 0.6 ml/dak akis hizinda ve kolon sicaklig
40°C’de calistimistir. S6z konusu bu degetler
yapilan 6n denemeler ile belitlenmistir. LC-TQ
sisteminin kitle spektrometresi (TQ) kisminda
Agilent 1290 serisi G1958-65638 iyonizer,
GO06475A  kitle  analizéri ve  dedektor
kullantlmigtir.  Kutle spektrometresine iliskin
calisma kosullart  Cizelge 2’de toplu halde
verilmistir. Ayrica jelatin 6rneklerinde tiir tayinin
belirlenmesinde Agilent MassHunter Quantitative
yazilim programi kullandmustir.

Sigir ve domuz jelatinlerine ait marker peptitlerin
belitflenmesinde ¢ asamali  bir  prosedir
uygulanmustir. Birinci asamada, domuz ve sigir
jelatininin tripsin enzimi ile agiga ¢tkabilecek olast
spesifik peptitlere
http:/ /www.matrixscience.com/search_form_se
lect.html adresindeki veri tabani programi
kullanilarak karar verilmis ve bu spesifik peptitler
LC-MS/MS sisteminde kullanilacak metotta
tanimlanmustir.  Ikinci asamada, saf haldeki
standart sigir ve domuz jelatinleri tripsin enzimi
ile muamele edilerek enzimatik  olarak
parcalanmustir. Enzimatik parcalanma sonrasi bu
standart ornekler (sigir ve domuz) LC-MS/MS-
TQ sistemine enjekte edilerek analiz edilmistir. Bu
analiz enzimatik parcalanma ile agiga ctkan peptit
dizilimlerin MS/MS spektrumlarina iliskin veriler
ortaya koymaktadir. Ugiincii asamada ise, saf
haldeki standart jelatinlere iligkin ortaya konan bu
MS/MS spektrumlart veri tabanindaki sigir ve
domuz olarak tanimlanan veriler ile kiyaslanarak
tanimlama yapilmustir. Tanimlanan peptitlerden
domuz ve sigir tir tayini icin hangilerinin
kullanilacagina, peptit diziliminde 7—20 aminoasit
uzunlugunda olmasi, yiiksek MS sinyali vermesi ve
calistlacak materyal (yumusak seker, yumusak ve
sert kapsil) icinde gdzlenebilir olmasi kriterleri
g6z oOninde bulundurularak karar verilmistir.
Calistlan numunelerin timiinde en net sekilde
tespit edilen domuz ve sigir jelatinlerine ait ikiser
spesifik peptit belitlenerek ¢alismalar bu peptitler
tzerinden yuritilmistir. Domuz ve sigir
peptitlerinin kiitlesi, bu peptitlere ait 6ncti iyonlar
(precursor ions) ve yavru iyonlar (product ions) ile
alikonma zamanlart belirlenmistir  (Cizelge 3).
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Ayrica  sistemde iyon taramalart  yapilarak
bélinme voltajt (fragmentor), carpisma enetjisi
(Collesion Energy CE), polarite degistirme stiresi
(Dwell), iyonun polaritesi (polarity) gibi analiz i¢in
en uygun sistem parametreleri olusturulmustur
(Cizelge 4). Sigir ve domuz jelatin standartlart
enzimatik reaksiyon sonrasinda LC-TQ cihazina
enjekte edilerek datalar elde edilmistir. Elde
edilen MS/MS datalarinin veri tabant adresinden
elde edilen peptit dizilimlerden domuz ve sigir
jelatini icin ayirt edici peptit (marker) nitelik

tastyanlar  tespit  edilmistir.  Numunelerin
ekstraksiyonu marker peptitlerin
alikonma zamani, (tolerans %1-2) (Anonim,
2021), 6nct iyon (precursor ion) ve yavru iyon
(product ion) degetleri kullaniarak numune
iceriginde olup olmadig1 incelenmistir. % 0.012’lik
jelatin  standartlar1 ile karsilastirmast yapilarak
kalitatif olarak sonuclandirilmistir.

sonucunda

Cizelge 1. Hareketli faz gradyen akis programi
Table 1. Gradient program of mobile phase

Zaman (dakika)

Su (%0,1 Formik asit), [%o]

Asetonitril ((%0,1 Formik asit), [%o]

0.0 95.0 5.0
0.5 95.0 5.0
25.0 5.0 95.0
28.0 5.0 95.0
28.10 95.0 5.0
Cizelge 2. MS/MS calisma parametreleri
Table 2. MS /NS working parameters
MS/MS parametreleti Deger
MS/MS Parameters Value

Iyonizasyon modu ve sicakhig
(Ionization mode and temperature)
Gaz sicakligt (Gas temperature)

Kaplama sicaklig1 (Sheath gas temperature)
Kapiler voltaj (Capillary voltage)
Nebulizer basinct (Nebulizer pressure)
Gaz akist (Gas flow)

Kaplama gaz akist (Sheath gas flow)
Hortum girisi voltajt (INozzle voltage)

Carpisma enetjisi 6nctl iyon varlk esigi (Precursor
abudance threshold)

Carpisma enerjisi yavru iyon varlik esigi (Product
abudance threshold)

Carpisma enerjisi MRM varlik esigi

(MRM abudance threshold)

Boliinme voltajt (Fragmentor voltage)

Elektrosprey (ESI), 300 °C
180 °C
330 °C
2600 V
43 psi
12L/dk
10 L/dk
500 V

5000
500

100

115 V’den 155 V’ye
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Cizelge 3. LC-MS/MS sisteminde kullanilan belirte¢ domuz ve sigir peptitleri
Table 3. Peptides used in the LC-MS/MS system as markers for porcine and bovine species

Belirteg Peptitin Oneii ivon Yavru Alikonma
peptit Kiitlesi Peptit dizilimi , (Pr;l Zszr iyon zamant, dk
(Martker (Mass of (Peptide sequence) rn/uz) (Product  (Retention time,
peptide) peptide) m/z) min)
b : 726.4
oMUzl 131062 GETGPSGPAGPTGAR 2 6563 784.3 415
(Porcine-1) 870.4
809,4
Domuz-2 6575 SAGISVPGPMGPSGPR 2 7739 880.5 5.71
(Porcine-2) 977.6
1034.5
< 766.5
1511-1
Bovine1) 199980 GETGPAGPAGPIGPVGAR 2 780.9 8235 6.23
991.6
5133
S 669.4
St 1192.66 IDQPGAVGPAGIR 2 59.8 740.4 5.97
(Bovine-2)
797.5
894.5
Metot validasyonu LOD (Limit of detection)

Validasyon c¢alismalari, saf kristalize jelatinler
(domuz jelatini, sigir jelatini, bitkisel jellestirici)
sigir jelatinli kapsil, yumusak seker ve toz gida
katki maddesi olmak tizere 6 ayrt Ornek ile
gerceklestirilmistir.  Yontem  validasyonunda,
tespit limiti (LOD), hassasiyet, dogruluk, yanlis-
pozitif, yanls-negatif ve givenirlilik kriterleri g6z
ontnde bulundurulmustur. Yontemin
performansiuin  degerlendirilmesinde  Resmi
Analittk  Kimyagerler =~ Dernegi  (AOAC-
Association of Official Analytical Chemists)’nin
Standart Metot Performans Gereksinimleti
Kidavuzu (Anonim, 2016), Eurachem-Analitik
yontemlerin amaca uygunlugu (The Fitness for
Purpose of Analytical Methods) (Anonim, 2014)
ile Tarim ve Orman Bakanlgr Kimyasal ve

Fiziksel — Analizlerde Metot  Validasyonu/
Verifikasyonu ~ Rehberi  (Anonim,  2018)
kullanilmistir.

Bu amagla, domuz ve siir jelatini standartlarindan
%71’lik standart karistm numunesi hazirlanmustir.
Daha sonra %0.1, 9%0.05, %0.025, %0.012,
%0.005 konsantrasyonlara seyreltilen domuz ve
sigir karisim standartlar, LC-TQ cihazina analiz
edilerek okunan sonuglarla kalibrasyon egrisi
cizilmistir.

Hassasiyet (Precision)

Hassasiyet calismalarinda 6 farklt numune ile
calisgtimistir. Bu numuneler bitkisel jellestirici,
domuz jelatini numunesi, sigir jelatini numunesi,
yumusak seker (domuz jelatini iceren), gida katkist
(domuz jelatini igeren) ve sigir  kapsild
numunesidir. Tim bu numunelerden iki farkli kisi
ile toplam 140 ¢alisma yapilmistir.
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Cizelge 4. Kullanilan belirte¢ peptitler icin MS/MS sartlart
Table 4. NLS/MS parameters for the peptide markers

oy ik OO\ o Dwel ~ DOlinme CE Polarite

(Pz fz'd% ; (Precursor res (P dul;t 3” /2) MS?2 res (n\?s) voltaji, V CAV (V) (V) (Polarity)
]J m/3) (Fragmentor, 1) D,

origin)

Domuz-1 -, 656.3 Unit 726.4 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-1)

Domuz-1 -, 656.3 Unit 784.3 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-1)

Domuz-1-, 656.3 Unit 870.4 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-1)

Domuz-2-, 773.9 Unit 809.4 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-2)

Domuz-2, 773.9 Unit 880.5 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-2)

Domuz2 =) 9939 Uit 9776 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-2)

Domuz-2-, 773.9 Unit 1034.5 Unit 100 135 5 35 Positive

(Porcine-2)

Sigur-1 2 780.9 Unit 766.5 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-1)

Sigrr-1 2 7809  Unit 8235 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-1)

Sigir-1 2 780.9 Unit 991.6 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-1)

Sige-2 2 5968  Unit 5133 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-2)

Sigir-2 2 596.8 Unit 669.4 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-2)

Sgur-2 2 596.8 Unit 740.4 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-2)

Sigie-2 2 5968  Unit 7975 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-2)

Sigir-2 2 596.8 Unit 894.5 Unit 100 135 5 35 Positive

(Bovine-2)

CAV(Cell Accelerator Voltage): Hiicre hizlandirict voltaj, Duwell: Polarite dedistirme siiresi, CE: Canpgma enerjisi (Collesion

Energy)

Dogrulnk (Accuracy)

Igerisinde domuz ve sigir jelatini bulunmayan
bitkisel jellestirici numunesine domuz jelatini ve
sigir jelatini eklenmigtir. Kalibrasyon egsinin
icinde kalacak sekilde % 0.03 oraninda domuz ve
sigir jelatini eklenerek numune hazirlanmistir ve
homojenize edilmistir. Hazirlanan numunelerin
LC-TQ cihazinda okumalar1 yapilarak sonuclar
gozlemlenmistir. Calismalar iki ayr1 kisi tarafindan

yuratilmustir. Her iki kisi de 10 adet numune
tizerinden c¢alismalarint yapmustr.

Yanls-pozitif

Yanlis pozitif calismalar1 iki ayr1  kisi ile
gerceklestirilmistir. Bu kriterde, icerisinde domuz
jelatini olmayan bitkisel jellestirici, sigir jelatini ve
sig1r kapsiiliinde domuz jelatini varligt aranirken,
igerisinde sig1r jelatini bulunmayan domuz jelatini,
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yumusak seker (domuz jelatini iceren), gida katkist
(domuz jelatini igeren), numunelerinde sigir
jelatini aranmustir.

Yanlig-negatif

Yanlis negatif calismalart iki ayrt  kisi ile
gerceklestirilmistir. Bu kriterde, icerisinde sigir
jelatini katillan bitkisel jellestirici, sig1r jelatini ve
sigir kapstlinde sigir jelatini varligt aranirken,
icerisinde domuz jelatini bulunan domuz jelatini,
yumusak seker (domuz jelatini iceren), gida katkist
(domuz jelatini igeren) numunelerinde domuz
jelatini aranmustir.

Giivenirlik (Robustness)

Beklenen  (gercek) sonuglar ile gbzlenen
(verifikasyon calismasinda elde edilen) sonuglarin
istatistiksel olarak %90 gtiven araliginda ne oranda
uyumlu oldugunu belirlemek icin Cohen’nin

Kappa Katsayis1  Testi (Cohen’s Kappa
Coefficient Test) kullanilir. Kappa degeri %90
given araliginda asagidaki formile gdre
hesaplanir:
p0 — pe

Kappa (K) = ——

ppa (K) == " e

_ (N11+N12)
pU=—F—

_(N1_xN2)+(N.2xN2.)
pe: (NxN)

N11: Gergekte pozitif olup, analiz sonucunda da
porzitif saptanan 6rnek sayist

N22: Gergekte negatif olup, analiz sonucunda da
negatif saptanan 6rnek sayist

N1_: Gergekte pozitif olan toplam 6rnek say1si

N2_: Gergekte negatif olan toplam 6rnek sayist

N_1: Analiz sonucunda pozitif saptanan toplam érnek
say1st

N_2: Analiz sonucunda negatif saptanan toplam 6rnek
say1st

N: Galismada kullanilan toplam 6rnek sayist

Engimatik parcalanma siiresinin optimizasyonn

Bu amagla, numune ve enzim “Takviye edici
gidalardan  jelatin  kisimlarinin - ayrilmast
ekstraksiyonu ve enzimatik parcalanma” basligt
altinda anlatildigy gibi tartilarak tzerlerine ayrt ayrt
amonyum bikarbonat ¢6zeltisi eklenmistir. Hem
numunenin hem de enzimin c¢o6zlinmesi icin
37°C’ye ayarlanmig ultrasonik su banyosunda 15

dakika bekletilmistir. Cozlinen numune ve enzim
cozeltilerinden 300 uL alinarak bagka bir santriftj
tiptinde birlestirilmis ve bir vorteks yardimi ile
homojenize edilmigtir. Bu slrenin sonunda
enzimatik parcalanmada sicakligin ve siirenin
etkisi belitlemek icin, sicaklik ayart yapilarak
(37°C) ve yapilmayarak (oda sicakliginda ~20°C)
ultrasonik su banyosunda 15, 20, 30, 45, ve 60
dakika enzimatik uygulamalar gerceklestirilmistir.

BULGULAR ve TARTISMA

Metot validasyon sonuglari

Calismada gelistirilen LC-MS/MS-TQ
yonteminin validasyonu kapsaminda tespit limiti
(LOD), hassasiyet, dogruluk, yanlis-pozitif, yanlis-
negatif ve glvenirlik parametreleri kapsamli
sekilde degerlendirilmistir. Domuz ve sigir jelatin
standartlarindan  bes  farkli  konsantrasyon
seviyesinde kalibrasyon egrileri elde edilmistir.
Domuz jelatini standardi ile elde edilen
kalibrasyon egrilerinde (Sekil 1a-Domuz1 ve Sekil
1b-Domuz2) korelasyon katsayiari (R) 0.9996—
0.9995 ve determinasyon katsayist (R?) 0.9972—
0.9976 diizeyinde, sigir jelatini standardi ile elde
edilen kalibrasyon egrilerinde ise (Sekil 2a-Sig1rl
ve Sckil 2b-S18112) korelasyon katsayisi  (R)
0.9982-0.9962 ve determinasyon katsayist (R?)
0.9951-0.9768 diizeyinde oldugu saptanmustir.
Elde edilen bu degetler, c¢alisilan bu
konsantrasyon araliginda hem domuz hem de sigir
jelatini kalibrasyon egrilerinin oldukea yiiksek bir
dogrusalliga sahip oldugunu ortaya koymustur.
Domuzl, domuz2, sigirl ve sigir2  belirteg
peptitlerinin kitle kromatogramlari
incelendiginde %0.1, %0.05, %0.025 noktalarinda
pikler net bir sekilde gorilmustir. %0.012
diizeyinde piklerin (Sekil 3) ayirt edilebildigi ancak
%0.005 duzeyinde (Sekil 4) girtltt pikleri ile
jelatin i¢ ice gecmesi dolayistyla ayriminin net bir
sekilde  yapllamadigi  gértlmistir.  %0.005
dizeyinde standart pikleri ile glrtlti piklerinin
seviyelerinin ¢ok yakin olmasi ve ayirt edilmesinin
zor olmast sebebiyle %0.005 noktast kalibrasyon
egrisinden ¢tkarilmustir. Bu degerlere bakildiginda
standart piklerinin giriilti piklerinden ayrilabildigi
en disik diizeyin (LOD) %0.012 oldugu tespit
edilmistir.
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Calibration Info
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Sekil 1. Domuz jelatinine ait kalibrasyon egrileri
Figure 1. Calibration curves of porcine gelatine
Target Compound SIGIR 2
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Target Compou, SGR1
BIGIR1-3L Lew
; x104 |y
U ey ¢
2 " 7 R=0.53829057
8 3 Type:Lin=ar, Crgin:ignore, Weight:1/x
= 2.754
254
2254
24
1.754
154
1254
0.75 4
0.5
0254
04
T nhn 1. phn I  EOm 1. m Fom 1. ki T
0 00001 00002 00203 00004 O IJJ: ).0008 3."3J: 0.0008 JJ'JJ= 0.001
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Sekil 2. Sigir jelatinine ait kalibrasyon egrileri
Figure 2. Calibration curves of bovine gelatine

Literatiir calismalari incelendiginde Shimadzu’nun
“Targeted Proteomics Approach for Sensitive
Detection of Bovine and Porcine Gelatins in
Food, Pharmaceutical Capsules and Personal
Care Products” Shimadzu Application News No.
AD-0179 metodunda tespit limiti %0.1 olarak
belirlenmistir. Xiao- Mei vd. (2020), LC-MS/MS
ile miktar tayini caligmalart yapmis ve LOD
degerini %0.06-0.48 araliginda bulmustur. Cavus
(2018)un LC-QTOF ile yapugi calismada ise
tespit limitinin %1 olarak saptamistir. Bu
calismalar ile kiyaslandiginda mevcut ¢alismada
bulunan %0.012 tespit limitinin oldukea diigiik bir
dizey oldugu gorilmektedir. Elde edilen tespit
limitini dogrulamak amaciyla, icerisinde domuz ve
sigir jelatini  bulunmayan  bitkisel jelatin
numunesine, domuz jelatini ve sigir jelatininden
%0.012 oraninda olacak sekilde eklenerek

numune hazirlanmistir ve homojenize edilmistir.
Cizelge 5ten de gorllecegi tzere, %00.0127ik
domuz ve sigir jelatini iceren gidalarda, jelatin
tiiriiniin tespitinin yapilabildigi goérilmistir. Tki
ayrt kisiyle 20 numunede yapilan caligmalarda
bitkisel jellestirici igerisine sigir ve domuz jelatini
eklenmis ve tim numunelerde iki jelatin tiri de
tespit edilebilmistir. Dolayistyla bu calismada ¢ok
diisiik diizeylerde bile domuz ve sigir piklerinin
ayirt edilebildigi anlasilmistir. Elde edilen LOD
degeri, jelatin peptitlerinin kompleks matrisler
icinde guvenilir sekilde tespit edilebilecegini
gostermektedir.  Béylece, yontem hem iz
miktardaki jelatin varligini hem de potansiyel
kontaminasyonu  etkin  bicimde  belirleme
yetenegine sahip oldugunu kanitlamugtir.

835



836

N. Bingdl Yilmaz, S. Stinnetgi, O. Yemis
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Sekil 3. Kalibrasyon egrisinde %0.012 jelatin standartlarina ait domuz1, domuz2, sigirl, sigir2
peptitlerine ait MS kromatogramlari

standards

Figure 3. MS chromatograms of porcinel, porcine2, bovinel, and bovine2 marfker peptides from 0.012% gelatin
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Sekil 4. Sekil 4. Kalibrasyon egrisinde %00.005 jelatin standartlarina ait domuzl, domuz2, sigirl, sigur2

peptitlerine ait MS kromatogramlari

Figure 4. MS chromatograms of porcinel, porcine2, bovinel, and bovine2 marfker peptides from 0.005% gelatin

standards
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Gizelge 5. Jelatin tespit limiti dogrulanmast (% 0.012)
Table 5. Verification of the gelatin detection limit (0.012%)

1. Kisi 2. Kisi

Domuz Jelatini Sigir Jelatini Domuz Jelatini Sigr Jelatini

Porcine gelatin Bovine gelatin Porcine gelatin Bovine gelatin

1 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
2 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
3 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
4 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
5 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
6 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
7 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
8 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
9 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
10 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi

Bitkisel jelatine %0.03 oraninda domuz ve sigir saptanmistir. Domuz jelatini  yanlis  pozitif

jelatini  eklenerek  gerceklestirilen — dogruluk
calismalarinda her grup icin verilen pozitif
numunelerin sonuclarinin pozitif oldugu oransal
olarak 20/20 = 1 x 100 = %100 dogruluk oranina
ulasildigt  gorilmastiir.  Yapilan — calismada
dogruluk oraninin %100 oldugu gérilmistir.
Yanlis-pozitif/yanlis-negatif kriteri icin yanls-
pozitif ve yanlis-negatif calismalari
gergeklestirilmistir. Iki kisi tarafindan yapilan
calismalar sonunda her bir parametre icin negatif
calismalarin sonucunun yine negatif bulundugu,
domuz jelatini i¢in 60/60=1 oraninda negatif,
sigir jelatini icin 80/80=1 oraninda negatif tespit
edilmistir. Ayni sonuglar yanlis-pozitif calismalart
icin de elde edilmistir. Resmi Analitik Kimyagerler
Dernegi  (AOAC-Association  of  Official
Analytical ~ Chemists)’nin ~ Standart ~ Metot
Performans Gereksinimleri Kilavuzu, Eurachem-
Analitik yontemlerin amaca uygunlugu (The
Fitness for Purpose of Analytical Methods) ile
Tarim ve Orman Bakanligi Kimyasal ve Fiziksel
Analizlerde Metot Validasyonu/Verifikasyonu
Rehberi’ne gére metodun yanlis-pozitif ve yanlis-
negatif oraninin %10’u asmamast durumunda
kabul edilebilir olarak degerlendirilmektedir.
Yapilan c¢alismada bu oran %0 oldugundan
calismalar uygun bulunmustur. Givenirlik ve
hassasiyet kriterleri acisindan, sigir jelatini yanlis
pozitif ¢alismast icin yapilan 80 adet sigir jelatini
calismasinin 80 tanesi negatif olarak tespit edilmis
olup hassasiyeti, 80/80=1x100=%100 olarak

calismast icin yapilan 60 adet sigir jelatini
calismasinin 60 tanesi negatif olarak tespit edilmis
olup hassasiyeti, 60/60=1x100=%100 olarak
hesaplanmustir.  Sigir  jelatini  yanls  negatif
calismast icin yapilan 40 adet sigir jelatini
calismasinin 40 tanesi pozitif olarak tespit edilmis
olup hassasiyeti, 40/40=1x100=%100 olarak
tespit edilmistir. Domuz jelatini yanlis negatif
calismast i¢in yaptan 60 adet sigir jelatini
calismasinin 60 tanesi pozitif olarak tespit edilmis
olup hassasiyeti, 60/60=1x100=%100 olarak
saptanmistir. Beklenen (gercek) sonuglar ile
gozlenen (verifikasyon calismasinda elde edilen)
sonuclarin  istatistiksel olarak %90  glven
araliginda ne oranda uyumlu oldugunu belirlemek
icin  “Cohen’s Kappa Coefficient Test”
kullanilmistir. Kappa degeri K=1 oldugu tespit
edilmis ve bu degerin Kappa (K) = 0.80 olmast
nedeniyle metot validasyon calismasinin “Cok iyi
uyum” icerisinde oldugu tespit edilmistir. Elde
edilen bulgular, gelistirilen metodun gida
takviyeleri gibi ¢ok bilesenli ve karmagsik
Orneklerde giivenilir analitk tarama amactyla
kullanilabilecegini ortaya koymustur.

Ticari takviye edici gidalarda jelatin tiiriiniin
tayini

Optimize ve valide edilmis LC-MS/MS-TQ
yontemi, yurtdist mengeili 17 ve Ttrkiye mengeili
8 adet ticari nitelikteki takviye edici gida 6rnegine
uygulanmustir. Tespit limiti dikkate alnarak %00.1,



Takviye edici gidalarda LC-MS/MS-TQ yontemi ile...

0.05 ve %0.012 diizeyinde standartlar hazirlanmis
ve bu standartlardan  kalibrasyon  egrileri
cizilmistir  (data  gOsterilmemigtir).  Standart
okumalarin ardindan takviye edici gida 6rnekleri
analiz edilmistir. Her belirte¢ peptide ait iyonlar

(precursor ion) ve bu iyonlarin yavru iyonlars
(product ion) incelenmistir. Bu iyonlar ve iyonlara
ait gorseller Sekil 5, Sekil 6, Sekil 7 ve Sekil 8’te
verilmistir.

Compound Information
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Sekil 5. Domuz1l (GETGPSGPAGPTGAR) belirte¢ peptitine iliskin MS kromatogrami
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Oncii iyon (kiitle/yiik oran1 656.3) ve bu iyonun 3 adet yavru iyonu (kiitle/yiik oranlars; 726.4, 784.3 ve 870.4)

Figure 5. M chromatogram for the marker peptide porcinel (GETGPSGPAGPTGAR)
Precursor ion (mass/ charge ratio 656.3) and its 3 products ions (mass/ charge ratios; 726.4, 784.3 and 870.4)
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Sekil 6. Domuz2 (SAGISVPGPMGPSGPR) belirteg peptitine iliskin MS kromatogrami
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Oncii iyon (kiitle/yiik orant 773,9) ve bu iyonun 3 adet yavru iyonu (kiitle/yiik oranlars; 809.4, 880.5 ve 977.6)
Figure 6. MS' chromatogram for the marker peptide porcine2 (SAGISVPGPMGPSGPR)
Precursor ion (mass/ charge ratio 773.9) and its 3 products jons (mass/ charge ratios; 809.4, 880.5 and 977.6)

Compound Information
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Sekil 7. Sigirl (GETGPAGPAGPIGPVGAR) belirteg peptitine iliskin MS kromatogrami

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Oncii iyon (kiitle/yiik orant 780.9) ve bu iyonun 3 adet yavru iyonu (kiitle/yiik oranlars; 766.5, 823.5 ve 991.6)
Figure 7. MS chromatogram for the marker peptide bovinel (GETGPAGPAGPIGPV'GAR)
Precursor ion (mass/ charge ratio 780.9) and its 3 products ions (mass/ charge ratios; 766.5, 823.5 and 991.6)
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Compound Information
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Sekil 8. S1g1r2 IDQPGAVGPAGIR) belirteg peptitine iliskin MS kromatogrami1
Oncii iyon (kiitle/yiik orani 596.8) ve bu iyonun 3 adet yavru iyonu (kiitle/yiik oranlari; 669.4, 740.4 ve 797.5)
Figure 8. MS chromatogram for the marker peptide bovine2 (DQPGAL'GPAGIR)
Precursor ion (mass/ charge ratio 596.8) and its 3 products ions (mass/ charge ratios; 669.4, 740.4 and 797.5)

Tiurkiye piyasasinda satilan ticari nitelikteki 25
adet takviye edici gidalar TEG-1’den TEG-25¢
kadar kodlanmistir. S6z konusu takviye edici
gidalarin mengseileri ve sahip olduklar jelatin
tirleri ile ilgili bilgiler Cizelge 6’ de toplu halde
verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde,
Tiurkiye’de tretilen 8 numuneden 6’sinda (TEG-
3, TEG-5, TEG-10, TEG-12, TEG-17 ve TEG-
19) sadece sigir jelatini ve 1 tanesinde (TEG-6)
domuz jelatini tespit edilmigtir. Calisilan
orneklerden 1 tanesinde (TEG-15) ise ne domuz
ne de sigir jelatini tespit edilememistir. Yurtdist

menseili  Urlinler incelendiginde  ise, 17
numunenin 5 tanesinde (TEG-4, TEG-9, TEG-
14, TEG-20 ve TEG-25) hem domuz hem sigir
jelatini, 3 tanesinde (TEG-13, TEG-16 ve TEG-
22) sadece domuz jelatini, ve 1 tanesinde (TEG-
23) sadece sigir jelatini tespit edilmistir. Yurtdis
meseili numalarin 8 tanesinde (TEG-1, TEG-2,
TEG-7, TEG-8, TEG-11, TEG-18, TEG-21 ve
TEG-24) ne sigir ne de domuz jelatini
saptanamamistit.

Cizelge 6. Tirkiye piyasasinda satilan farkli takviye edici gidalarin sigir ve domuz jelatin igerikleri

Table 6. Bovine and porcine gelatin contents of different dietary supplements sold in the Turkish market

Numune Temin edildigi yer Sigir jelatini Domuz jelatini
Sample Sonrce Bobine gelatin Porcine gelatin
TEG-1 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-2 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-3 Tirkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-4 Yurtdigt Tespit edildi Tespit Edildi
TEG-5 Turkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-6 Trkiye Tespit Edilemedi Tespit Edildi
TEG-7 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-8 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-9 Yurtdist Tespit edildi Tespit Edildi
TEG-10 Tirkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-11 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-12 Turkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-13 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edildi
TEG-14 Yurtdist Tespit edildi Tespit Edildi
TEG-15 Trkiye Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-16 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edildi
TEG-17 Turkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-18 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-19 Trkiye Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-20 Yurtdist Tespit edildi Tespit edildi
TEG-21 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-22 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edildi
TEG-23 Yurtdist Tespit edildi Tespit Edilemedi
TEG-24 Yurtdist Tespit Edilemedi Tespit Edilemedi
TEG-25 Yurtdist Tespit edildi Tespit edildi

TEG: Takviye Edici Gida
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Calistlan numunelerde icerisinde hem domuz hem
sigir jelatini tespit edilen, sadece sigir jelatini
iceren, sadece domuz jelatini iceren ve her ikisini
de icermeyen numunelere ait toplam iyon
kromatogram gérintileri sirastyla Sekil 9, Sekil
10, Sekil 11 ve Sekil 12’ de verilmistir. S6z konusu
sekiller incelendiginde, 4.1 ve 5.7 dakikalarda
saptanan pikler domuz jelatini varhgini gésteren

peptitler iken (Sekil 11), 5.9 ve 6.2 dakikalarda
gorilen pikler ise sigir jelatini varligini gosteren
peptitler (Sekil 10) oldugu belirlenmistir. Ayrica
icerisinde domuz ve sigir jelatini barindirmayan
numunenin kromatograminda, s6z konusu gelis
zamanlarinda herhangi bir pik gbzlenmemistir

(Sekil 12).
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Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR Conc Accuracy
DOMUZ 1 4,122 1 0,0015
DOMUZ 2 5,755 0 0,0000  0,0000
SIGIR 2 5,901 1014 4,9537
SIGIR 1 6,159 11556 4,1066

Sekil 9. Icerisinde hem sigir hem domuz jelatini olan numuneye ait toplam iyon kromatogrami
Figure 9. Total ion chromatogram of the sample containing both bovine and porcine gelatin
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Quantitation Results
Compound ISTD RT  Response ISTD Resp RR Conc Accuracy
DOMUZ 1 4,096 915 0,6620
DOMUZ 2 5,704 12418 2,9527
SIGIR 2 5,901 763 3,7242
SIGRR 1 6,185 9404 3,3422

Sekil 10. Igerisinde sadece sigir jelatini olan numuneye ait toplam iyon kromatogrami
Figure 10. Total ion chromatogram of the sample containing only bovine gelatine
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+TIC MRM (* > **) TEG-13.d (TEG-13)
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Quantitation Results

Compound ISTD RT  Response  ISTD Resp RR Conc Accuracy
DOMUZ 1 4,122 1651 1,1942
DOMUZ 2 5,704 21979 5,2249
SIGRR 2 5,952 0 0,0000  0,0000
SIGR 1 6,210 0 0,0000  0,0000

Sekil 11. Igerisinde sadece domuz jelatini olan numuneye ait toplam iyon kromatogrami
Figure 11. Total ion chromatogram of the sample containing only porcine gelatine
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Quantitation Results

Compound ISTD RT  Response  ISTD Resp RR  Conc Accuracy
DOMUZ 1 4,225 0 0,0000 0,000

DOMUZ 2 5,730 0 0,0000  0,0000

SIGR 2 5,952 0 0,0000 0,000

SIGR 1 6,210 0 0,0000  0,0000

Sekil 12. Igerisinde ne sigir ne de domuz jelatini bulundurmayan numuneye ait toplam iyon

kromatogrami
Figure 12. Total ion chromatogram of the sample containing neither bovine nor porcine gelatine
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Enzimatik siiresinin
optimizasyonu

Valide edilmis metotta numuneler amonyum
bikarbonat ile ¢ozundirildikten sonra tripsin
enzimi eklenerek 37°C etivde 15-16 saat
bekletilerek hazirlanmistir. Jelatin tiir tayini ile
ilgili LC-MS/MS yontemiyle yapilan 6nceki
calismalar  incelendiginde hazirlama
esnasinda enzim ve numunenin
bitlestirilmesinden sonra etivde 37°C’de, cesitli
farki stirelerde bekletilerek calisildigt g6rilmiistiir.
Bu calismalarda genellikle optimum stirenin 15—
16 saat oldugu tespit edilmistir (Cavus, 2018;
Zhang vd., 2008; Guifeng vd., 2009; Zhu vd.,
2023). Yiuritilen bu c¢alismada da hem sigir ve
hem de domuz peptitlerinin 37°C’de etiivde farkli
bekleme strelerinde faklh pik alanlari oldugunu
gozlemlemis ve enzimatik parcalanma igin
optimum strenin 16 saat oldugunu belirlemistir
(data gosterilmemistir). Etivde 37°C’de 16 saatlik
bu enzimatik parcalanmaya alternatif olacak, ¢ok
daha kisa strede enzimatik parcalama islemini

pargalama

numune

saglayacak  ultrases  destekli  bir  teknik
gelistirilmistir. Enzimatik parcalama  sonrast
numuneler valide LC-MS/MS-TQ yontemiyle
analiz edilmistir. Sicaklik ayari yapilmadan, 15
dak., 20 dak., 30 dak., 45 dak. ve 1 saat bekletilerek
yapilan ¢alismalarda basarili  sonuglar elde
edilememistir (data gosterilmemistir). Ultrasonik
su banyosunun sicakligt 37°C’ye ayarlandiktan
sonra 15 dak., 20 dak.,30 dak., 45 dak. ve 1 saat
bekletilerek yapilan sonuglarda ise etiivde 16 saat
bekletilerek calisilan  numuneler ile benzer
sonugclara ulasdmistr. Cizelge 7, bes farkli 6rnek
lzerinde etivde (37°C) 16 saat bekletilerek ve
ultrasonik su banyosunda (37°C) 15 dakika
bekletilerek gerceklestirilen enzimatik
parcalanmalara iliskin sonuglari géstermektedir.
Cizelge 7’den goriilecegi tizere numune ve enzim
birlestirildikten sonra 15 dak. 37°C’ye ayarlanmus
ultrasonik su banyosunda bekletilerek yapilan
enzimatik parcalama isleminin etiivde 16 saat
bekletilerek gerceklestirilen uygulama ile aym
sonug¢ verdigi tespit edilmistir.

Cizelge 7. Enzimatik reaksiyon i¢in etiivde 16 saat bekletilerek hazirlanan ve ultrasonik su banyosunda
15 dakika bekletilerek hazirlanan érneklerin sonuglarinin kiyaslanmast
Table 7. Comparison of the results of the samples prepared for the engymatic reaction after 16 hours in an oven and 15
minutes in an ultrasonic water bath

Uygulama Etiivde 16 saat bekletilen Ultrasonik su banyosunda 15 dk
Treatment Oven (16 h) Ultrasonic water bath (15 min)
Jelatin kaynag: Domuz Sigir Domuz Sigir
Origin of gelatine Porcine Bovine Porcine Bovine
Ornek-1 Tespit edildi Tespit edilemedi Tespit edildi Tespit edilemedi
Ornek-2 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
Ornek-3 Tespit edilemedi Tespit edildi Tespit edilemedi Tespit edildi
Ornek-4 Tespit edilemedi Tespit edildi Tespit edilemedi Tespit edildi
Ornek-5 Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi Tespit edildi
SONUC parcalama islemi 15 dakikada ultrasonik su
Bu arastirmada, takviye edici gidalarda jelatin tir banyosu yardimt ile yapilabilecegi, boyle enerji
tayinine  yonelik ~LC-MS/MS-TQ  teknigi zaman tasarrufu  saglanabilecegi  sonucuna

kullanilarak gtvenilir valide edilmis bir yontem
gelistirilmeye c¢alisimistir. Metot validasyonunda
LOD, hassasiyet, dogruluk, yanls-pozitif, yanlis-
negatif ve glvenirlik kriterleri g6z 6ntlinde
bulundurulmustur. Gelistirilen metodun tespit
limiti (LOD) degeri %0.012 olup, hassasiyet,
dogruluk,  yanlis-pozitif, yanls-negatif  ve
glvenirlik acisindan gecerliligi ortaya konmustur.
Ayrica, klasik 37°C’de 16 saatlik enzimatik

ulagtlmistir. Gelistirilen bu yontem ile Tirkiye
piyasasinda satlan takviye edici gidalarda jelatin
tir tayininde, bircok 6rnekte domuz jelatini varhigt
tespit edilmistir. Bu calisma, takviye edici gidalarin
jelatin tiir tayininde glivenilir valide bir yontem ile
analiz  sikliginin, denetim ve kontrollerin
artirilmasi gerektigini ortaya koymustur.
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TESEKKUR

Calisma boyunca her tirld laboratuvar ortami
cihaz ve malzeme destek ve imkani saglayan
Istanbul Gida Kontrol Laboratuvar Mudirligine
tesekkiirlerimi sunarim.
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