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Yumusak Sekerlemelerde Kullanilan Yenilebilir Jelatin Orijininin
LC Q-TOF lle Belirlenmesi

Determination of Origin of Gelatin are Used for Soft Candies by Using LC Q-TOF
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Ozet

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

Bu ¢alismada yumusak sekerlemelerde kullanilan yenilebilir jelatin orijinini belirlemek amaci ile S1v1
Kromotografisi-Ugus Zamanlh Kiitle Spektrofotometresi (LC Q-TOF) kullanilarak MS/MS datalar1 elde
edilmistir. Elde edilen datalardan kiitiiphane yardimi ile peptid dizilimlerine ulasilmis ve bu dizilimlerden
domuz ve si1g1r jelatini i¢in ayirt edici (marker) nitelik tagiyan aminoasit dizilimleri belirlenmistir. Tlrkiye ve
Avrupa'daki marketlerden orijinal ambalajlarinda temin edilen 4 farkli markadan toplam 40 adet yumusak
sekerleme numunesinde analizler gerceklestirilmistir.

Anahtar kelimeler: Yumusak Seker, Domuz Jelatini, Sigir Jelatini, Aminoasit Sekansi, LC Q-TOF

Abstract

Gelatin is a multi functional hydrocolloid; Therefore, it has a wide use in food, pharmaceutical,
cosmetics, medicine and photography products. It is most commonly used in sugar beverages and drug capsules
in the world. Validation of gelatin and evaluation of origin; It not only helps prevent the commercial frauds in the
food, cosmetics and pharmaceutical industries, but also help stop revent security risks from diseases that can be
seen in fattening animals that may be harmful to human health. For this reason, the correct identification of
gelatin strains is of primary importance for the sesectors.

In this study, MS/MS data were obtained by using Liquid Chromatography-Flight Time Mass
Spectrophotometer (LC Q-TOF) in order to determine the origin of edible gelatin used in soft candies. Peptide
sequences were obtained with the help of the obtained data and amino sequences of pigs and bovine gelatins were
reached and 40 soft candy samples were analyzed from 4 different brands in the original packaging fromTurkey
and Europe markets.

Keywords: Soft Candies, Porcine Gelatin, Bovine Gelatin, Amino Acid Secans, LC Q-TOF

1.Giris

Jelatin, s181r ve domuz gibi hayvanlarin bag dokularindan ekstrakte edilen kollajenin kontrollii sartlarda
kismi hidrolizi ile tiretilen yiiksek molekiil agirlikli polipeptid karisimdir. Jelatinin yapisint %85-%92 protein,
geri kalanini su ve mineraller olusturmaktadir (Schrieber ve Gareis 2007). Ticari olarak jelatin %46 domuz
derisinden, %29,4 sigir derisinden, %23,1 hayvan kemiklerinden, %1,5 diger kaynaklardan tiretilmektedir
(Karim ve Bhat 2009). Levhalar, grantller 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).
Bununla birlikte, pek ¢ok hayvanin kemik ve derisi jelatin {iretiminde kullanilabilmektedir. Son yillarda yapilan
calismalar, baliktan elde edilen jelatinin diger kaynaklardan elde edilen jelatinle kalite agisindan esdeger
olabilecegini gostermektedir (Boran veark.2010).
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Ilk gaglardan beri iiretilen ve kullanim alan1 gittikge artan jelatin, Tiirkiye dahil pek ¢ok tilkede dogal bir
gida olarak kabul edilmekte dolayisiyla tiiketimi de sinirlandirilmamaktadir.

Son yillarda diinyada yaklasik 300 bin ton civarinda jelatin iiretildigi ve bunun da yaklasik %65'inin
Avrupa'ya ait oldugu bildirilmektedir. Endiistriyel olarak iistiin 6zellikleri ve yaygin bir kullanim alani bulunan
jelatinin diinyada ve tilkemizde ihtiyacinin daha da artarak devam edecegi ongoriilmektedir (Yetim 2011). 2013
yilinda 373 bin ton olan jelatin iiretiminin 2024 y1l1 sonunda 651,7 bin tona ulagmas1 beklenmektedir.

Jelatin genel olarak kolay ve giivenli bir gida maddesi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle, jellesme,
baglama, su tutma, emiilsiyon, kopiiklestirici, film olusturucu, elastikiyet ve viskozite gibi ¢ok yonlii
ozelliklerinden dolay1 bu malzeme bir¢ok gida tirliniinde kullanilmaktadir. N6tr bir tadi ve kokusu oldugu i¢in
jelatinin gida tirtinlerine eklenmesi gida tirtinlerinin 6zgtin tadina etki etmemektedir. Jelatin diinyada en yaygin
olarak sekerlemeler ve ilag kapstillerinde kullanilmaktadir (Draget 2009).

Sigir ve domuz jelatinlerini ayirt etmek icin ¢esitli ¢aligmalar yayinlanmistir. Bu ¢alismalarda, her iki
jelatinin birbirinden ayrilmast; spektroskopik, kimyasal, sivi kromatografisi ve immiinokimyasal teknikler de
dahil olmak {izere analitik yontemler kullanilarak ger¢eklestirilmektedir (Nhari ve ark. 2012).

-Hidaka ve Liu (2003), sigir ve domuz jelatininin kimyasal ¢oktiirme teknigi kullanilarak ayirt
edilebildigini ortaya koymustur.

-Gui-Feng ve ark. (2008); yiiksek performansli sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (HPLC/MS)
metodu gelistirilmis vekolajen dizilerindeki marker peptidlere dayali olarak ham jelatini ayirabilmislerdir.

-Doi ve ark. (2009); jelatin alerjisi olan hastalar i¢in islenmis gidalardaki sigir ve domuz jelatinini tespit
etmek i¢in kullanilabilecek bir sandvi¢ ELISA yontemi gelistirmislerdir.

-Widyaninggar (2012) ¢alismasinda kapsiillerdeki domuz ve sigir jelatinlerinin temel bilesen analizi
(PCA)ile ayirilabilecegi sonucuna ulagsmistir.

-Yilmaz ve ark. (2013); ultra performansli s1vi kromatografisi ve elektrospreyiyonizasyon dort kutuplu
ucus zamanli kiitle spektrometresi (nanoUPLCESI-q-TOF-MSE) ile domuz ve si1gir jelatinlerini tatmin edici bir
sekilde birbirinden ayirt edebilmislerdir. Bu yontemlerin, glivenilir ve basarili olduklari bildirilmistir.

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

S1gir ve domuz jelatinleri benzer yapilara ve fizikokimyasal 6zelliklere sahiptir ve bu nedenle de
geleneksel spektroskopi yontemiyle ayirt edilmeleri giictiir. Immiinokimyasal yéntem, kolajeni tanimlamak
icin kullanilmaktadir, ancak bu yontem kolajen antijenitesinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynayan prolin
hidroksilasyonunun derecesinden etkilenebilmektedir (Sawhney 2005). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)
yontemi, DNA analizinde kullanilmaktadir, ancak bu yontem kolajen tanimlanmasinda yaygin olarak
uygulanmasina ragmen, isleme esnasinda jelatindeki DNA'nin biiyiik bir yikima ugramasindan dolay1 jelatin
tanimlanmasi i¢in uygun degildir (Kauschkeve ark.1999).

Proteomik yontemler jelatinlerdeki kollajen tiirlerinin 6zgtinliigtintin ve izlenebilirliginin denetlenmesi
icin alternatif bir ara¢ olarak ortaya ¢ikmaktadir ve homolog jelatinler arasindaki farkliliklar1 agiklamak i¢in
kiitle spektrometresi basariyla uygulanmaktadir. Bu nedenle Ugus zamanli kiitle spektrometrisi (TOF), etkili bir
protein analiz yontemi olarak gelistirilmistir (Nimptsch ve ark. 2011).

Kiitle spektrometrisinin temel prensibi inorganik ya da organik bilesiklerin uygun bir yontemle
iyonlarii olusturmak, bu iyonlar kiitle/yiik oranlarina gére ayirmak ve bunlarin kiitle/yiik oranlarini ve
bolluklarmi ayri ayri nitel ve nicel olarak tespit etmektir (Gross 2004).

Bu c¢alisma ile domuz ve sigir jelatinlerinin aminoasit sekans analizi ile orijinlerinin belirlenmesi
amaclanmistir. Enzimatik reaksiyon sirasinda etiivde bekleme siireleri degistirilerek optimum siire saptanmaistir.
Optimum calisma kosullar1 belirlendikten sonra Tirkiye ve Avrupa'daki marketlerden alinan yumusak
sekerleme numunelerinde analizler gerceklestirilmistir.

Bu calisma TAGEM tarafindan desteklenen TAGEM/HSGYAD17/A03/P01/126 nolu “Yumusak
Sekerlemelerde Kullanilan Yenilebilir Jelatin Orijininin Belirlenmesi” projesi kapsaminda yiirtitilmiistiir.



Filiz CAVUS, Nurgiil OZBAY / Gida ve Yem Bilimi - Teknolojisi Dergisi / Journal of Food and Feed Science - Technology 18:3-10 (2017/2) 3

2. Materyal ve Yontem
2.1.0rnekleme Prosediirii

Bu ¢alismada Tiirkiye ve Avrupa'daki marketlerden orijinal ambalajlarinda 4 farkli markadan toplam
40 adet yumusak sekerleme numuneleri analize alinmis, 6rnekler analiz 6ncesinde oda sicakliginda muhafaza
edilmistir.

2.2.Kimyasal Maddeler ve Analitik Standart Maddeler

Mobil faz olarak kullanilan formik asit, asetonitril ve ultra saf su Merck firmasindan, mobil faz katki
maddesi olan amonyumbikarbonat, standart olarak kullanilan domuz jelatini ve sigir jelatini SigmaAldrich
firmasindan, proteinlerin par¢alanmasinda kullanilan tripsin enzimi (Modified Sequencing Grade) Roche
firmasidan temin edilmistir.

2.3.0rneklerin hazirlanmasi

Caligmanin ilk asamasini olusturan domuz ve sigira ait marker peptidlerin tanimlanmasinda standart
maddeler analize alinmistir. Domuz ve sigir jelatin standartlarindan 2,5 mg tartilip tizerine 50 mM Amonyum
bikarbonat ¢ozeltisinden 300 pL ilave edilerek vortekste yiiksek hizda 1 dakika karistirilmis ve numunenin
coziinmesini saglamak icin 37 °C'lik etiivde 15-20 dakika bekletilmistir. Bu ¢6zeltiden 50 pL alinip ayr bir 2
mL'lik ependorf tiipiine aktarilmis, 6rnek ¢ozeltisinin tizerine 50 pL enzim ¢ozeltisi ilave edilip 37 °C'lik etlivde
16 saat bekletilmistir. Son olarak 4000 rpm de 5 dk santrifiij edilerek LC-QTOF MS cihazina enjekte edilmistir.

2.4.HPLC-QTOFMS

Bu ¢aligmada LC sistem Agilent 1260 (vakum pompasi, otosampler, ikili pompa ve termostatli kolon
bélmesinden olusan elektrosprey iyonizasyon (ESI) ile Agilent 6550 kiitle spektrofotometresi (QTOFMS)
kullanilmstir.

Kromatografik ayirma, bir Poroshell 120 EC ters fazli C18 analitik kolon (100 mm x 4.6 mmi.d., 2.7 um
(Agilent Technologies, SantaClara, CA, ABD) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Numuneler cihaza SuL olarak
enjekte edilmis, akis hiz1 0,6 ml/dakika olarak belirlenmistir. Mobil faz olarak A: Ultra saf su (%1'lik formik asit
ilaveli), B:A setonitril (%1'lik formik asit ilaveli) kullanilmistir. Mobil fazlarin akis programi 0-0,5 dk araliginda
%95 A, %5 B; 0,5-25 dk araliginda %5 A, %95 B; 25-28 dk araliginda %5 A, %95 B; 28-28,1 dk araliginda %95
A, %5 B olarak uygulanmistir.

MS ve MS/MS analizleri, s1ivi kromatografi-elektrospreyiyonizasyon-kuadrupole-zamanli ucus sistemi
(LC-ESI-Q-TOF; Agilent 6520, Agilent Technologies, Santa Carla, CA) kullanilarak ger¢eklestirilmistir. MS ve
MS/MS ¢alismalart i¢cin m/z 100-2500 kiitle araligindaki spektrum sonuglari elde edilmistir.

3.Tartisma ve Sonug¢

Hedeflenen peptidlerin gergekten tiirlere 6zgii olmasini saglamak i¢in her bir peptidin tarama iyonu
incelenerek toplam iyon (TIC) (Sekil 1) ve ekstraksiyon iyon kromatogrami (EIC) analiz edilmistir.
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Sekil 1. A. Domuz jelatini toplam iyon kromotogrami.
B. Sigir jelatini toplam iyon kromotogrami

Elde edilen kiitle kromatogramlar1 Agilent MassHunter Kalitatif Analiz yazilimi (B.03.01 siirtimii)
kullanilarak analiz edilmis domuz ve sig1r jelatini i¢in ayirt edici (marker) nitelik tagiyanlar peptidler (RT ve m/z
degerleri kullanilarak) belirlenmistir. incelenen domuz ve sigir jelatinleri arasinda bir karsilastirma
gerceklestirilmistir (Sekil 2).
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Sekil 2. A. Sigir jelatinine ait kromotogramda 773,8751 m/z
B. Domuz jelatinine ait kromotogramda 773,8751 m/z
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Belirlenen marker peptidlerinin MS/MS verileri ¢ikarilmistir (Sekil 3, Sekil 4). MS/MS profillemesi

sonucu elde edilen protein bilgileri, hedeflenen peptidin m/z ve alikonma stiresi hakkinda bilgi edinmek i¢in
kullantlmastr.
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Sekil 3.Domuz jelatinine ait m/z 811,4420 (MS/ MS spektrumu)

g 'E =
Sekil 4.S181r jelatinine ait m/z 945,4365 (MS/MS spektrumu)
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Elde edilen MS/MS datalarinin http://www.matrixscience.com/search _form_select.html adresinden
peptid dizilimlerine ulagilmistir (Cizelge 1, Cizelge 2).
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Cizelge 1. Domuz jelatinine ait marker peptidler.

Sira Peptid Dizilimi M Rk | i degei | itest
1 GETGPSGPAGPTGAR 7,05 656,3184 1310,6223
2 GPTGPAGVR 6,90 811,4420 810,4347

3 QGPSGPSGER 4,04 971,4536 970,4463

4 GEAGPQGAR 3,19 842,4099 841,4020

5 SAGISVPGPMGPSGPR 10,44 733,8751 1465,7356
6 GETGPAGPAGPVGPVGAR 9,15 773,9138 1545,8131
Cizelge 2. Sig1r jelatinine ait marker peptidler.

| reiavimg | Ao Zanan | G | e
1 GEAGPSGPAGPTGAR 7,04 641,3140 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 GETGPAGPAGPIGPVGAR 9,64 780,9105 1559,8000
6 SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR | 9,15 988,4987 1974,9817
7 IGQPGAVGPAGIR 9,58 597,3339 1192,6623
8 GETGPAGPAGPIGPVGAR 9,70 781,4163 1560,8171

S1g1r jelatini igerisine %10, %5, %2,5, %1, %0,5 oraninda domuz jelatini spike yapilarak sigir jelatini

icerisinde %1 domuz jelatini tespit edilmistir (Sekil 5, Sekil 6).
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Sekil 5. %100 Sigir jelatinine ait kromatogramda 773,9138 m/z
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Sekil 6. %1 domuz_ %99 sigir jelatinine ait kromatogramda 773,9138 m/z

40 adet yumusak sekerleme numunesinde analizler gerceklestirilmistir. Marker peptidlerin RT
(Tolerans %1-2) ve m/z (Tolerans +20 ppm) degerleri kullanilarak numune igeriginde olup olmadig: tespit
edilmistir (Sekil 7, Sekil 8).
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Sekil 7. Turkiye'den alinan yumusak sekerleme 6rneginde m/z 811,4420 (GPTGPAGVR)
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Sekil 8. Almanya'dan alinan sekerleme 6rnegi m/z 8§11,4420(GPTGPAGVR)

3.1.0ptimizasyon Calisma sonuclari

Jelatin orijinin belirlenmesinde 6rnek hazirlama isleminde enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi
amaciyla enzim ve ornek ¢ozeltisinin etiivde bekleme siiresi ile ilgili optimizasyon ¢aligmasi yapilmistir.
Optimizasyon c¢alismasinda Ornek miktar1 sabit tutularak etiivde farkli kalma siirelerine gore marker
peptidlerin pik alanlar1 incelenmis sonuglar Cizelge 3 ve 4'de gosterilmistir.

Cizelge 3. Farkli bekleme siirelerinde sigir jelatinindeki marker peptidlerinin pik alanlar1

Etiivde bekleme siiresi(saat)

Marker iyonlar(m/z) 14 17 110 112 16 ___[18 20 |24 |

641,314 1x10° 1x10° 2x10° 2x10° 6x10°  4x10° 2x10° 1x10°
785,4259 5x10° 6x10° 7x10° 8x10° 11x10° 9x10° 9x10° 5x10°
945,4365 9x10° 1x10° 1x10° 2x10° 5x10°  2x10° 2x10° 0,5x10°
767,4029 1x10° 1x10° 3x10° 5x10° 1x107  7x10° 6x10° 1x10°
780,9105 2x10° 2x10° 3x10° 4x10° 1x10°  6x10° 6x10° 2x10°
988,4987 5x10° 6x10° 7x10° 8x10° 1,4x107 1,3x107 1,2x107 6x10°
597,3339 1x10° 4x10° 5x10° 5x10° 9x10°  8x10° 4x10° 2x10°
781,4163 2x10° 2x10° 5x10° 6x10° 8x10°  7x10° 6x10° 3x10°

Cizelge 4. Farkli bekleme siirelerinde domuz jelatinindeki marker peptidlerinin pik alanlari

Etiivde bekleme siiresi(saat)

| Marker iyonlar(m/z) |4 7 10 |12 16 18 20 124

656,3184 3x10° 1x10% 2x10° 2x10° 3x10° 2x10° 2x10° 1x10°
811,442 6x10° 6x10° 8x10° 8x10° 1,2x107 1x10” 9x10°  7x10°
971,4536 9x10° 1x10% 1x10° 2x10° 3x10° 2x10° 2x10° 5x10°
842,4099 1x10° 1x10° 3x10° 5x10° 1x10” 7x10° 6x10° 1x10°
733,8751 2x10° 2x10° 3x10° 3x10° 8x10° 6x10° 6x10° 2x10°
773,9138 5x10° 6x10° 7x10° 8x10° 1,5x107 1,3x107 1,2x107 6x10°
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Bulunan sonuglar dahilinde optimizasyon grafikleri elde edilmistir (Sekil 9, Sekil 10).

Sekil 9.S181r jelatini marker peptidlerinin optimizasyon grafigi
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Sekil 10. Domuz jelatini marker peptidlerinin optimizasyon grafigi

Yapilan bu caligma ile domuz ve s1g1r jelatinine ait marker iyonlar elde edilmistir. Bu iyonlarin MS/MS sonuglari
kiitiphane ile eslestirilerek peptid dizilimlerine ulagilmistir. Domuz jelatinine ait 6 adet, sigir jelatinine ait 8 adet peptid
dizilimi elde edilmistir.

Jelatin orijinin belirlenmesinde 6rnek hazirlama isleminde enzimatik reaksiyonun ger¢eklesmesi amaciyla enzim
ve drnek ¢dzeltisinin etiivde bekleme siiresi ile ilgili optimizasyon ¢alismasi yapilmistir. Optimizasyon ¢alismasinda 6rnek
miktar1 sabit tutularak ettivde farkli kalma siireleri incelenmistir. 16 saatlik bekleme siiresi sonunda belirlenen marker
iyonlarinin pik alanlarinin en yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Toplam 40 adet yumusak sekerleme 6rnekleri analize alinmustir. Tiirkiye'den alinan numune 6rneklerinde domuz
jelatini tespit edilmemistir. Bunun yani sira Almanya'dan alinan numune 6rneklerinin tamaminda domuz jelatini tespit
edilmistir.

Dogal bir protein olmasi ve sahip oldugu emsalsiz teknolojik 6zellikler, jelatin iiretim ve tiiketiminin dniimiizdeki
yillarda da artacagini gostermektedir. Ancak 6zel tercih ve hassasiyetleri olan tiikketiciler i¢in jelatin tiretiminin kontrolli
sartlarda yapilmasi ve kaynagimin mutlaka sertifikali olmas1 biiyiik 6nem tasimaktadir.

Jelatin dogrulama ve koken degerlendirmesi; sadece gida, kozmetik ve ila¢ endiistrisindeki ticari
dolandiriciliklarin 6nlenmesine yardimci olmamakta, ayni zamanda insan sagli i¢in zararli olabilecek besi hayvanlarinda
goriilebilen hastaliklardan kaynaklanan giivenlik risklerini 6nlemeye de yardime1 olmaktadir. Bunedenle, jelatin tiirlerinin
dogru bir sekilde tespit edilmesi bu sektorler igin birincil olarak nem tagimaktadir.

Yumusak sekerlemelerde yapilan bu ¢alisma jelatinin yogun olarak kullanildig1 diger gida tirtinlerinde yapilacak
calismalara katki saglayacagi diistintilmektedir.
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