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OZET

HELAL GIDA KAPSAMINDA YUMUSAK SEKERLEMELERDE JELATIN
KOKENININ TESPITINDE SPEKTROSKOPIK VE KROMATOGRAFiK
YONTEMLERIN GELISTIRILMESI VE METOT VALIDASYONU

Nur CEBI

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Doktora Tezi

Tez Danismant: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Es Danisman: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Jelatin gida endiistrisinde sagladig: essiz fonksiyonel 6zellikler sebebi ile yaygin sekilde
kullanim alan1 bulmaktadir. Genel olarak jellestirme, koyulastirma ve stabilizasyon
amaglart ile kullanilmaktadir. Diger fonksiyonel oOzellikleri ise tekstiir gelistirici,
emiilsifiye edici ve yapir diizenleyici olmasi olarak siralanabilir. Jelatin sahip oldugu
essiz teknolojik oOzellikler ile gida sektoriinde arzulanan bir ¢ok {riin 6zelligini
tyilestirebilmektedir. Yaygin olarak, yumusak sekerlemeler, joleler, siitlii tathilar ve
marsmelovlarda kullanilmaktadir.

Jelatin genel olarak, sigir eti, sigir kemigi ve domuz derisinden elde edilen kollajenin
1s1sal hidrolizi ile elde edilmektedir. Jelatin liretiminde kullanilan en yaygin kaynaklar
sigir ve domuz kokenlidir. Sektorde talep edilen jelatin ihtiyacini karsilayabilmek i¢in
diinya genelinde jelatin ithalat ve ihracati 6nem arz etmektedir. Farkli toplumlarin
jelatinin elde edildigi kaynak hakkinda hassasiyetleri olabilmektedir 6zellikle
Miisliman toplumlarin helal gida kapsaminda jelatin kokenine yonelik tedirginlikleri
mevcuttur bu sebeple jelatin kokeninin tespitine yonelik yeni, giiclii ve giivenilir
metotlarin gelistirilmesine ihtiya¢ vardir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yumusak sekerlemelerin bilesiminde bulunan jelatinin
kokeninin tespitine yonelik spektroskopik ve kromatografik teknikler kullanilarak metot
gelistirme caligmalar1 yapilmistir. Tez c¢alismasinin genelinde FTIR ve Raman
spektroskopisi LC-MS/MS kromatografik teknigi ve RT-PCR teknikleri kullanilmistir.
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Calismanin ilk asamasinda standart jelatinlerin kokeninin belirlenmesine yonelik FTIR
ve kemometri temelli yOntemler gelistirilmistir. Standart jelatinlerin FTIR
spektroskopisi teknigi kullanilarak basarili bir sekilde orijine gore siniflandirilabildigi
goriilmiistiir. Benzer sekilde Raman spektroskopi ile standart jelatinlerin kokenine gore
ayirt edilebildigi tespit edilmis ve kemometrik analizler gergeklestirilmistir. Raman
teknigi ile standart jelatinler kdkenine gore ayirt edilebilmistir. Saf jelatinlerin ve jelatin
karigimlariin kokeninin tespitine yonelik yeni FTIR temelli bir metot gelistirilmistir.
Tez kapsaminda genis c¢esitlilikte ve farkli seker kompozisyonlarinda yumusak
sekerleme Ttretimi yapilmis ve yumusak sekerlemeler herhangi bir 6n hazirlik
yapilmaksizin basarili bir sekilde FTIR teknigi kullanilarak sigir ve domuz koékenine
sahip olmalar1 yoniinden ayirt edilebilmistir. Elde edilen bulgulara gore, FTIR teknigi
yumusak sekerlemelerin kokeninin tespitinde daha basarili sonuglar vermistir.
Calismalar kapsaminda HCA, PCA, PLS-DA ve GADA kemometrik teknikleri etkin
sekilde kullanilmistir. Elde edilen bulgular referans bir teknik olan RT-PCR teknigi ile
dogrulanmistir. Ayrica, LC-MS/MS teknigi kullanilarak jelatinler i¢cin markdr peptitler
belirlenmistir. Bu ¢alisma ile jelatinlerin kokeninin nano-LC-MS/MS kromatografi
teknigi ile belirlenebilecegi goriilmiistiir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda saf jelatinin ve yumusak sekerlemelerde bulunan
jelatinin kokeninin gelistirilen yeni FTIR temelli yontemle tespitinin miimkiin oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Jelatin, yumusak sekerleme, helal gida, FTIR, Raman, LC-
MS/MS, Kromatografi, HCA, PCA, PLS-DA, GADA, RT-PCR.
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SPECTROSCOPIC AND CHROMATOGRAPHIC
TECHNIQUES AND VALIDATION OF METHODOLOGIES FOR
DETERMINATION THE SOURCE OF GELATIN IN GUMMY CANDIES IN
THE SCOPE OF HALAL FOOD

Nur CEBI

Department of Food Engineering
PhD. Thesis

Adviser: Prof. Dr. Osman SAGDIC
Co-Adviser: Prof. Dr. Muhammet ARICI

Gelatin is widely used in food industry due to its favorable and unique functional
properties. Generally, gelatin is used as gelling, thickening and stabilizing agent. Other
functional properties of gelatin can be listed as texturization, emulsification and
adhesiveness. Food producers utilize from gelatin for its favorable functional properties
in a wide variety of food stuffs such as gummy candies, jellies, milk desserts,
marshmallows and more. Mainly porcine and bovine gelatins are produced and exports
and imports of them occur around the world in order to respond to the demands of
especially confectionery sector. At this point, authentication of the gelatin comes into
prominence since communities including Muslims, Hindus and vegetarians have
sensivity and selectivity in consumption of certain ingredients. However most of the
commercial gelatin is produced from pork meat and skin since pork has been cheaper.
When we consider the status in Turkey, gelatin production does not occur at a level that
satisfies the demand of the industry therefore most of the gelatin is imported from other
countries. In this case, control mechanisms of government should determine the origin
of gelatin both in pure state and in the product. Namely, there is an essential necessity
for building reliable and strong methods in order to detect the origin of commercial
gelatin and detect the source of gelatin as an ingredient in food products.

The objective of this thesis was to develop a rapid spectroscopic technique as an
alternative method for the differentiation and authentication of gelatin sources in food
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products by using Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectra combined with
chemometrics. Clear discrimination and classification of all the studied gelatin sources
(bovine, porcine, and fish) were achieved by hierarchical cluster and principle
component analysis (PCA). Moreover, ATR-FTIR spectral data successfully
discriminated pure bovine gelatin from mixture of bovine and porcine gelatins. Raman
spectroscopic techniques combined chemometrics were successfully applied in order to
determine the origin of gelatin. Raman spectroscopy and chemometrics of HCA, PCA
and GADA were successfully applied for determination the source of standard gelatins
(bovine, porcine). Additionally, marker peptides for standard gelatins were determined
using nano LC-MS/MS study.

In this thesis study, for the first time, FTIR-ATR technique combined chemometrics of
HCA (hierarchical cluster analysis) and PCA (principal component analysis) were used
with the aim of building a new, rapid, effective, non-destructive and cost-effective
method in order to determine the origin of gelatin in gummy candies. In addition PLS-
DA (partial least squares-discriminant analysis) was performed for calibration and
cross-validation using Matlab programming (Matlab R2017b - MathWorks Inc., Natick,
MA). Eventually, results of test samples were validated using a real-time PCR based
method.

Keywords: Gelatin, FTIR, gummy candy, Raman, Halal Food, Chromatography, LC-
MS/MS, HCA, PCA, PLS-DA, GADA, RT-PCR
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BOLUM 1

GIRIS
1.1  Literatiir Ozeti

1.1.1 Jelatin Tanimi ve Onemi

Jelatin, kopiik Onleyici, kivam artirict, jellestirici, emiilgator, ¢Oktiiriici ve mikro
enkapsiile edici ajan olarak gida endiistrisinde cesitli amaclarla kullanilan ve 6nemli
teknolojik 6zellikleri olan suda ¢6ziinebilen bir proteindir [1, 2]. Jelatin yiiksek molekiil
agirlikli bir polipeptit olmakla birlikte 6nemli bir hidrokolloiddir. Jelatin, triptofan
disindaki tiim esansiyel aminoasitleri igceren sindirilebilir bir proteindir [3]. Jelatinin
protein igerigi %85-92 arasinda degisim gostermektedir ve yapisindaki diger bilesenler
ise mineral tuzlar ve kurutma sonrasinda kalan sudur. Tam hidroliz ile bazi jelatinlerden
elde edilebilen ¢esitli aminoasitler (g/100g) Cizelge 1.1°de sunulmustur [4]. Jelatinin
diger hidrokolloidlerden farkli olmasinin sebebi, diger hidrokolloidlerin ¢ogunun
polisakkarit yapida olmasidir. Cizelge 1.1°de goriildiigii lizere jelatin yapisinda bir cok
farkli amino asiti ihtiva eden bir proteindir. Amino asit kompozisyonu jelatin tiirleri
arasinda farklilk gostermektedir. Ozellikle prolin ve hidroksiprolin tiirden tiire
kompozisyonel olarak farklilik gostermektedir. Farkli kimyasal yapis1 ve fonksiyonel
ozellikleri ile jelatini diger kivam vericilerden ayiran Ozellikler Cizelge 1.2°de
sunulmustur. Jelatin bir hidrokolloid olarak gida endiistrisinde yaygin sekilde kullanim
alan1 bulmaktadir. Ozellikle, meyve sularinda, gazli igeceklerde, berraklastirici olarak
jelatinden yararlanilmaktadir [5]. Aym1 zamanda sekerleme sektoriindeki, yumusak
sekerlemelerde, jolelerde ve tathilarda jellestirici olarak kullanilmaktadir [2]. Ozellikle,

meyve sularinda, gazli igeceklerde, berraklastiric1 olarak jelatinden yararlanilmaktadir

[5].



Cizelge 1. 1 Bazi jelatinlerin amino asit kompozisyonlari (g/1009)

Tip A (Domuz Derisi) Tip B (Sigir Tip B (Kemik)
Derisi)

Alanin 8,6 10,7 9,3 11 10,1 14,2
Arjinin 8,3 9,1 8,55 8,8 5 9

Aspartik asit 6,2 6,7 6,6 6,9 4.6 6,7
Sistin 0,1 0 Iz miktar Iz miktar

Glutamik asit 11,3 11,7 11,1 11,4 8,5 11,6
Glisin 26,4 30,5 26,9 27,5 24,5 28,8
Histidin 0,9 1 0,74 0,8 0,4 0,7
Hidroksilizin 1 0 0,91 1,2 0,7 0,9
Hidroksiprolin 13,5 0 14 14,5 11,9 13,4
[zolosin 14 0 1,7 1,8 1,3 1,5
Losin 3,1 3,3 3,1 3.4 2,8 3,5
Lizin 4,1 52 45 4,6 2,1 4.4
Metiyonin 0,8 0,9 0,8 0,9 0 0,6
Fenilalanin 2,1 2,6 2,2 2,5 1,3 2,5
Proline 16,2 18 14,8 16,4 13,5 15,5
Serin 2,9 4,1 3,2 4,2 3.4 3,8
Treonin 2,2 0 2,2 2 2,4
Tirozin 0,4 0,9 0,2 1 0 0,2
Valin 2,5 2,8 2,6 3.4 2,4 3

Cizelge 1. 2 Jelatini diger kivam vericilerden ayiran 6zellikler [5].

Jelatin

Diger Kivam Arttiricilar

Cok fonksiyonludur (Jellestirici, kivam
arttirici, emiilsifiye edici, kopiik
onleyici, film olusturucu)

Jelatinin sahip oldugu 6zelliklerin
hepsine ayn1 anda sahip degildirler.
Her fonksiyon i¢in ayr1 kivam arttiric
kullanmak gerekir.

Geri doniistimlii bir jel olusturur, viicut
sicakliginda eriyebilmesi en 6nemli
Ozelliklerindendir.

Jelatine gore daha yiliksek erime
sicakligina sahiptirler.

Kollajenin hidroliz derecesine gore
farkli jel giiciinde ve sicakliklarda
uretilebilir.

Diger kivam arttiricilarda farkh jel
giicli i¢in seker ve tuz gibi bilesenlerin
ilave edilmesi gerekir.

Tam ve kolay olarak sindirilebilir.

Bazi kivam arttiricilar minerallerin
emilimini diisiirebilir.

Gidalarin normal pH degerinde
fonksiyonunu yerine getirebilir.

Jellesmeleri i¢in tuz, seker ve gida
asitlerine gereksinimleri vardir.

Ayni zamanda sekerleme sektoriindeki, yumusak sekerlemelerde, jolelerde ve tatlilarda
jellestirici olarak kullanilmaktadir [2]. Jelatinin tercih edilmesinin en 6nemli sebebi ¢ok
fonksiyonlu bir hidrokolloid olmasidir. Jelatin, jellestirici, koyulastirici, emiilsifiye

edici, kopiik olusturucu ve su baglayict 6zelliklerin hepsini saglayabilmesine ragmen



bagka higbir hidrokolloidin tek basina bahsedilen fonksiyonlar1 saglayabilme 6zelligi
bulunmamaktadir [2]. Gida uygulamalarinda, kuru agirligin %8-10 ‘u olacak sekilde

tathillarda, gida kaplamalarinda, vitamin kapsiillerinde yer almaktadir.

1.1.2  Jelatin Tarihi ve Uretimi

Jelatin dogada serbest halde bulunmaz ve omurgali hayvanlarin kollajen igermeyen
kisimlarindan elde edilmesi miimkiin degildir. Jelatinin bitkisel bir kaynagi yoktur ve
jelatin ile bitkisel jelatin olarak adlandirilan maddeler arasinda bir kimyasal iliski
yoktur. Jelatin {iretimi ilk caglardan beri gergeklesmektedir ve kullanimi giderek
artmaktadir. Ticari jelatinin ilk tiretimi 1685 yillarinda Hollanda’da gerceklestirilmigtir
ve kisa bir siire sonra Ingiltere’de 1700 yillarinda ticari jelatin {iretimi gergeklestirildi.
1808 yillarinda ise Amerika’da ilk ticari jelatin tiretimi yapilmistir [4]. Gida endiistrisi
yoniinden, jelatin bir gida katkisidir ve genel olarak giivenilir (GRAS) kabul edilmistir.
1993 yilinda Amerikan Gida ve lag Dairesi (FDA) jelatinin bu durumunu onaylamis ve
Gida Katkilar1 FAO/WHO Ortak uzmanlarnt Komitesi (JECFA) 1970 yilinda jelatinin
kullanimina herhangi bir sinir getirmemistir ki dolayisiyla bir engel olmaksizin {iretimi ve
kullanim1 gergeklestirilmistir [1]. Diinya genelinde yaklasik 400 bin ton civarinda jelatin
tiretimi gerceklesmekte ve bu miktarin yaklasik %65 i Avrupa’da ger¢ceklesmektedir.

Ulkemizde yilda 5.000 ton civarinda jelatin tiiketilmektedir [6]. Genel anlamda ihtiyag
ithalat ile karsilanmaktadir fakat yerel iiretim de mevcuttur. Balikesir, Kocaeli ve Istanbul
illerinde jelatin tretimi yapan Halavet, Sellel ve BB Tarim Gida San. ve Tic. Sti.
arasinda en fazla kapasite ile liretim yapan SelJel’dir. Ancak bu firmalarin toplam
tiretimi 5.000 ton/yil civarindadir. Ulkemizde gerek yerli gerek ithal jelatin tiiketimi

tercih dogrultusunda gerceklesmektedir.

Jelatin genel olarak iiretici i¢in makul miktarlarda ve maliyette olan kollajen
kaynaklarindan iretilmektedir. Yaygin olarak, sigir ve domuz gibi hayvanlarin bag
dokularindan ekstrakte edilen kollajenin kontrollii sartlarda kismi hidrolizi ile iiretilen
bir proteindir [6]. Baska bir deyisle, kollajen hidrolizi jelatin {iretimi siiresince
gerceklesen temel prosestir. Ham maddenin jelatine doniisimii bes adimda
gerceklesmektedir. Bu asamalar, yikama (1), ekstraksiyon (2), saflagtirma (3),
koyulastirma (4) ve kurutma (5) olarak siralanabilir [1].

Jelatin iiretiminde asit ve alkali iiretim prosesleri uygulanir:



e Asit prosesin de genel olarak domuz derisi, balik derisi ve bazen kemik
kullanilmaktadir. S6z konusu asit prosesinde, kollajen pH 4 degerine
getirilir ve ardindan 50 'C’ den artirilarak kaynama noktasma kadar
isitilir ve denatiire edilir. Kollajen A tipi jelatine ¢oziilebilecek hale

getirilir.

o Alkali proses ise genel olarak sigir derisi {lizerinde uygulanir.
Ekstraksiyon Oncesi, kollajene kostik soda ve kirecleme prosesi
uygulanir ve bu sekilde asparajinler ve gluatimin yan zincirleri hizlica

glutamik asit ve aspartik asite hidroliz olur.

o Ekstrakte edilen jelatin cozeltisi silisli topraktan filtre edilir boylece
siispanse olmus yag gibi ¢oziinmeyenler ve hidroliz olmamis kollajen
lifleri uzaklagtirthir ayrica pH degerinin 5-5,8 degerine ayarlanmasi

iiriiniin satis i¢in uygun hale gelmesini saglar.

e Uretimin son asamasi ise dehidrasyon sterilizasyon ve kurutma
asamalarindan olusmaktadir. Bu ii¢ temel islem son {iriin jelatinin
fizikokimyasal 6zelliklerini koruma amaci ile miimkiin oldugunca hizl

gergeklestirilir.

Nihai {iriin olarak elde edilen jelatinin gida endiistrisinde uygunlugunu belirlemek
amaci ile jellestirme giicii, viskozite, renk, berraklik, pH, nem, kiil, SO,, agir metal ve
mikrobiyal yiik gibi bir ¢ok analiz gergeklestirilir. Bir jelatinin sahip olmasi gereken

ozellikler Cizelge 1.3°te sunulmustur.

Cizelge 1. 3 Jelatinin tipik 6zellikleri [1]

Test Kabul edilebilirlik

Jel giicti Degisken

Viskozite Degisken

Renk ve Beer yasasina uygun olmali

berraklik

pH 5

Nem igerigi %10-%13

Kiil igeirgi maksimum %2,5

Siilftir dioksit | <200 ppm

icerigi

Mikrobiyal maksimum 1000 mezofilik sayim (Baz tilkelerde

yiik coliform, E. coli, Salmonella, Clostridium sporlari,
Staphylococci ve Pseudomonas i¢in limitler
bildirilmigtir




1.1.2.1 Kollajenin Tanim ve Yapisi

Kollajen sadece hayvanlarda bulunan, deri, kemik, tendon ve bag dokunun temel yap1
tas1 olan yapisal bir proteindir. Kollajenin temel yapisi ti¢ adet ¢oklu prolin zincirinin
olusturdugu tglii sarmaldir. Prolin zincirlerinde bulunan her {i¢ aminoasitten biri
glisindir. Glisin (Gly) Gglii sarmal yapinin olusumunda biiyliik role sahiptir ve bir
kollajen molekiiliine karakterisik 6zellik kazandirmaktadir [5]. Baska bir deyisle her
kollajen tiirii ti¢ polipeptit zincirinden olusur ve en az biri Gly-X-Y seklindedir. X ve Y
pozisyonlar1 genellikle sirasiyla prolin ve hidroksiprolin olarak bilinmektedir [7].
Sadece memeli proteinleri yiiksek miktarlarda hidroksiprolin ve hidroksilizin igerir ve
toplam imino asit igerigi yiiksektir. Jelatinin amino asit kompozisyonu kaynagi olan
kollajen ile oldukca benzerdir ve tekrar eden Gly-X-Y tripletleri ile karakterize edilir. X
genel olarak prolin ve Y genel olarak daha ¢ok hidroksiprolindir [8].

Uclii sarmal yapida bulunan her zincir saat yoniiniin tersinde déner. Bu iiglii helis yap1
da yaklasik 300 nm uzunlugundadir ve zincir yaklasik olarak 10° kDa molekiil
agirligindadir [9]. Polipeptit alt zincirlerinden olusan s6z konusu a-zincirler ortak bir
eksen etrafinda donerek 3000 A° uzunlugunda ve 15 A° ¢apinda kat1 bir gubuk benzeri
molekiiller olustururular. Bu zincirler, mikro fibrilleri, mikro fibriller makro fibrilleri ve
daha sonra da makro fibriller bir araya gelerek kollajen fiberlerini meydana getirirler
[6]. Kollajen proteinin molekiiler organizasyonuna iligkin yap1 Sekil 1.2°de
gosterilmistir. Jelatinin kaynagi olan kollajenin molekil agirligi 330 kDa olarak
bilinmektedir. Jelatin tiretimi i¢in kollajenin hidrolizi sirasinda peptit baglar1 kopar ve
a-zincirler kiigiik pargalara ayrilir. Kollajenin bu par¢alanma iriinlerinden agirligi 30
kDa’dan fazla olanlarina jelatin denilirken 30kDa’dan az olanlarma ise jelatin
hidrolizat1 denmektedir [10]. Baska bir deyisle, jelatin iiretim siirecinde kollajen asit
veya alkali ¢ozeltilerle hidroliz edilir, kollajenin yapisinda bulunan g¢apraz baglar ve
hidrojen baglar1 kismen yikima ugrar. Uzun amino asit zincirleri pargalanarak daha
kiiciik (kisa) peptit zincirleri olusur, aralarindaki baglar zayifladig: i¢in su molekiilleri
yap1 arasina girebilmektedir. Dolayisiyla suda ¢oziinebilir ve jelatin diye adlandirilan
yeni bir yapmin olusumu gozlenmektedir. Kollajen, jelatin ve jelatin hidrolizatina
iliskin gorsel Sekil 1.1°de sunulmustur. Genel anlamda kollajen terimi deride,
tendonlarda ve kemiklerde bulunan kollajeni ifade eder. On farkli hayvansal kaynakli
kollajen tanimlanmigtir. Tiim kollajenler essiz bir iiclii heliks yapisina sahiptir. Deri,

tendon ve kemigin baskin kollajeni tip 1 kollajendir.
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Sekil 1. 1 Kollajen, jelatin ve jelatin hidrolizatinin sematik gorseli [5]

Kollajen Fiberleri
\ o zincirler

Makro
_ Fiérillef Mikrofibrillet

Sekil 1. 2 Kollajen proteininin molekiiler organizasyonu [6]

Tip II kollajen temel olarak kikirdak i¢in essizdir. Tip 11 kollajen ise tip | kollajen ile
baglantili  olarak yetiskin derisinde (%5-10) bulunmaktadir [11]. Kollajen
kompozisyonu tiim yirmi ¢esit amino asidi kapsamaktadir. Farkli kaynaklardan iiretilen
kollajenlerde elde edildikleri kaynaga gore kompozisyonel olarak farkliliklar
goriilmektedir fakat tiim kollajenler i¢in karakteristik ve ortak olan belirli 6zellikler
mevcuttur. Tip I, II ve III kollajenler yaygin olarak bulunmaktadir ve bu kollajenlerin

genel ozellikleri kisaca Cizelge 1.4’te sunulmustur.

1.1.3  Jelatinin Kullanim Alanlar:

Jelatin, gida, kozmetik, ilag, fotograf ve boya endiistrisinde yaygin olarak kullanim alani
bulmaktadir [3]. Bahsi gegen tiim alanlarda onemli ve spesifik rollere sahiptir. Jelatinin

bu alanlardaki 6nem ve 6zellikleri genel olarak anlatilmistir.



Cizelge 1. 4 Tip I, II ve III kollajenlere iliskin genel 6zellikler [8]

Tip Tanim

Tip | | Butip kollajen yaygin olarak deri kemik ve tendonlar gibi bag dokularda
bulunur.

Tip Il | Bu tip kollajen 6zellikle kikirdak dokularda bulunmaktadir.

Tip Bu tip 6zellikle yasa baghidir: cok geng deri %50 oranina kadar igerirken,
Il zaman ilerledikc¢e %5-10 degerine kadar diiser

Diger | Diger tiplerdeki kollajen ¢ok diisiik miktarlarda bulunur ve bunlar daha ¢ok
tipler | organlara 6zgidiir.

1.1.3.1 ilac¢ Endiistrisinde Kullanim

Ilag endiistrisi tarafindan temin edilen jelatinin en biiyiik kism1 yumusak ve sert jelatin
kapsiilleri, tabletleme, tablet kaplamasi, graniilasyon, enkapsiilasyon ve
mikroenkapsiilasyon i¢in kullanilmaktadir. Jelatinin kullanim amaci ise oksidasyonu
onlemesi ve daha makul {irlin hazirligi saglamasidir [4]. Farkli jellestirme giiciine (O-
140 arasinda) sahip olan jelatinler A, D ve E vitaminlerinin enkapsiilasyonu igin
kullanilmaktadir [3]. Jelatin kapsiiller genel olarak ¢esitli gidalarin, gida takviyelerinin
ve ilaclarin enkapsiilasyonu i¢in kullanilmaktadir. Boylece kapsiillenen maddeler
nemden, sicakliktan ve diger istenmeyen durumlardan korunabilecektir ve diriin
stabilizasyonu saglanmig olmaktadir [12]. Benzer sekilde jelatin dzellikle agilar olmak
tizere ila¢ formiilasyonlarinda yardimci madde olarak ve tabletlerde ise baglayici olarak

kullanilmaktadir [13].

1.1.3.2 Fotografcihkta Kullanim

Kolodyum 1slak prosesi yerine jelatin emiilsiyonu kullanilabilmektedir. Yillar gegtikce
jelatin emiilsiyonlart siirekli olarak hiz ve kalite yoniinden gelistirilmistir. Jelatin halen
fotograf emiilsiyon prosesi yoniinden en iyi ortam olarak bilinmektedir [4]. Jelatin,
fotograf filminin maruz birakildig1 fotografik gelistiricinin bir bilesenidir. Jelatin,
fotograf gelistiriciye maruz kalan ve kalmayan kristallerin ayirt edilmesine katki

saglayarak, kolaylagtirir.




1.1.3.3 Gida Endiistrisinde Jelatin Kullanim

Tath ve sekerlemelerde, siit iirlinlerinde, firin ve pastacilik iiriinlerinde, et iirlinlerinde
ve icecek endiistrisinde yaygin kullanim alanina sahiptir [14]. Jelatin, kimyasal
yapisindan dolay1 bir¢ok fonksiyonel 6zellige sahiptir. Jelatin, kopiik onleyici, kivam
artirici, jellestirici, emiilgator, ¢oktiiriicii ve mikro enkapsiile edici ajan gibi fonksiyonel
ozelliklerinden dolayr gida endiistrisinde 6zellikle sekerleme {iriinlerinde ¢ok yaygin
olarak kullanilmaktadir [5]. Jelatinin, Cizelge 1.2'de belirtilen iistiinliikleri g6z Oniine
alindiginda gida endiistrisinde bir¢ok {iirliniin formiilasyonunda kullanilmasi kolayliklar
saglamaktadir. Cizelge 1.5 ise jelatinin fonksiyonel 6zelliklerini ve bu 6zelliklerinden

dolay1 jelatinin kullanildig1 gida iirlinlerini gostermektedir.

Cizelge 1. 5 Jelatinin fonksiyonel dzellikleri ve kullanildig: tirtinler [5, 15]

Fonksiyonel Ozellikler Kullanim Alanlari

Jellesme ajani joleli tatlilar, etler, sekerlemeler, et soslari

Yapi baglayict lokum, koz helvasi, sufleleler, firin triinleri

Baglama ajani konserve etler, sekerlemeler, peynirler, siit lirlinleri

Kolloidal yap1y1 koruyucu sekerlemeler, dondurmalar, donmus tatlilar

Durultma ajani bira, sarap, meyve sulari

Film olusturucu meyvelerin kaplanmasi

Koyulastirici toz igecekler, et suyu, soslar, ¢corbalar, puddingler,
joleler, suruplar

Emiilgator ¢orbalar, soslar, tatlandiricilar, et iirtinleri, kremalar,
sekerlemeler

Stabilizor krem peynirler, ¢ikolatal: siitler, yogurt, kremalar,
donmus tatlilar

Yapigma ajant sekerlemeler, et iirlinler1

Kopiirmeyi saglayici sekerlemeler, kremalar, dondurmalar

Kristalizasyonu diizenleyici | dondurmalar, buzlu iiriinler, donmus tathlar

Cizelge 1.5’te goriildiigii gibi, jelatin cok amagh bir gida katki maddesi olarak ¢esitli et,
siit ve sekerleme iiriinlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Cizelge 1.5'te sayilan
jelatinin fonksiyonel Ozelliklerine ilave olarak, jelatin igerdigi 9 elzem aminoasitten
dolay1 da insan beslenmesi i¢in 6nem arz etmektedir [1]. Daha oncede bahsedildigi
lizere jelatin gida prosesinde ve gida formiilasyonlarinda birden fazla role sahiptir. Tlk
ozellikleri, jellesme ajani olmasi ile ilgilidir. Bu o6zellikler jel giicii, jellesme siiresi,
erime sicakligi, viskozite, koyulagma, su baglama, yap1 diizenleme olarak siralanabilir.
Ikinci gruptaki 6zellikleri jelatinin yiizey davranisindan ileri gelmektedir. Bu 6zelliklere
ornek olarak ise, emiilsiyon olusturma, kopik olusturma, stabilizasyon ve

adezyon/kohezyon verilebilir. Su an piyasada bulunan higbir hidrokolloid bahsedilen




ozellikleri tiimiinii kapsayan 6zellige sahip degildirler. En yaygin 6zelligi ise jelatinin
1stya bagli olarak geri-doniistimlii sekilde jellesme 6zelligine sahip olmasidir. Yiizde
birka¢ oranda jelatin iceren sulu ¢ozeltiler su ile 1s1ya bagli olarak geri dontistimlii jeller
olustururlar. Bu prosesin 1sil-tersinir olmasi jelatin jeline essiz “agizda-erime” kalite
ozelligini kazandirir. Bitkisel kaynakli polisakkarit jellendirme ajanlart jel olusturma
giicline sahiptir fakat agizda erime 6zelliginden ve elastik 6zelliklerden yoksundurlar
ayni zamanda jelatinin parlak ve berrak gorsel 6zelligi diger polisakkarit jellestiricilerde
yoktur [2]. Yinede jelatinin bazi dezavantajlar1 olabilmektedir. Gida uygulamalarinda

jelatinin avantaj ve dezavantajlar1 Cizelge 1.6’da sunulmustur.

Cizelge 1. 6 Gida uygulamalarinda jelatinin avantaj ve dezavantajlari [16]

Avantajlar Dezavantajlar

Cok fonksiyonlu (tekstiir, yiizey aktivitesi, Istya kars1 diistik stabilite

emiilsifiyer, stabilizasyon, film olusturucu)

Hizli ve yogun aroma ile viicut sicakliginda erir Diisiik jellesme sicakligi

Essiz tektiir, elastiklik ve parlaklik Yavas jellesme

Kolay proses etme Daha yiiksek sicakliklarda
¢Oziinebilme

Osteoartrit ve osteoporoz acisindan onleyici BSE (Deli inek hastalig)

fonksiyon konusundaki tartigmalar

Protein zenginlestirme Hayvansal kokenli olmas1

Dini ¢ekinceler

Jelatin Gida Uygulamalarinda Essiz Ozellikleri

e Jelatinin en 6nemli Ustiinliiklerinden biri “agizda erime” 6zelligidir. Bu 6zelligi
ile tirline iliskin lezzet ve aromanin yogun sekilde ortaya ¢ikmasini saglar. Bu
ozellik jelatine karakteristiktir ve diger biyopolimer yapilarinda bunu saglamak
mimkiin degildir [17]. Bu zamana kadar bilim insanlar1 jelatinin yerine

gecebilecek jellestirici protein veya polisakkarit bulamamaislardir.

e Jelatinin 1sisal olarak tersinir 6zellikte bir jel olmasi iistiin 6zelliklerinden bir
digeridir. Karragenan ve agar gibi bazi bitkisel hidrokolloidler tersinir jel
olusturma ozelligine sahiptir. Fakat erime noktalar jelatine nispeten ¢ok daha

yiiksektir.

e Jelatinin diger bir dnemli Ozelligi ise yiizey aktivitesidir. Arap zamki ile
karsilastirildiginda ¢ok iyi nitelikte degildir. Ancak o6zellikle yiizey aktivitesinin

jel olusturma 6zelligi ile kombinasyonu jelatini oldukca 6zel kilar.



1.14

Jelatin gida endiistrisindeki en ¢ok fonksiyonu olan hidrokolloiddir. Bu
fonksiyonlar1, jellestirici, koyulastirici, su-baglayici, emiilsifiye edici,
koptiklendirici, film olusturucu olarak siralamak miimkiindiir. Bagka higbir

hidrokolloid tek basina bu 6zellikleri saglamaz [16].

Jelatinin diger bir Onemli oOzelligi, farkli jel gilicii ve farkli partikiil
bliyiikliiklerinde bulunabilmesidir. Bu sekilde ¢ok spesifik uygulamalarda
kullanimi1 miimkiin olabilmektedir. Genel olarak diger hidrokolloidler genis bir
aralikta jel giicli ¢esitliligine sahip degildir ve jel giicii ayarlamasi seker ve tuz

gibi bilesenler ile karigtirilarak elde edilir [4, 16].

Jelatinin kullanimi oldukg¢a basittir. Cogu gidanin normal pH degerine yakin
aralikta jel olusturur dolayisiyla ayarlamak i¢in ilave tuz veya sekere ihtiyag
yoktur. Diger jellestirici hidrokolloidler tuz, gida asitleri ve sekerlerin ilavesine

ihtiyag duyar [2].

Yumusak Sekerlemeler

Sekerlemeler; seker ve glikozun veya sadece sekerin pisirilmesinden sonra sitrik asit,

tartarik asit veya potasyum bitartarat ilave edilerek kestirilmesi sonucu olusan hamura,

tiretilecek iriiniin ¢esidine gore siit, siit tozu, jelatin, kivam verici yag ve aroma gibi

maddelerin eklenmesi ve sekillendirilerek ambalajlanmasi sonucu elde edilen gida

uriinleridir. Sekerlemeler, Tirk Gida Kodeksinde asagidaki sekilde gruplara ayrilmistir

[18].

Sert sekerleme

Yumusak sekerleme

Jole sekerleme

Draje sekerleme

Tablet sekerler

Meyve sekerlemeleri

Badem ezmesi ve benzerleri
Koz helva, nuga ve benzerleri

Fondan
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e Krokan
e Dolgulu sekerleme iiriinleri

Bu tez ¢alismasi kapsaminda yumusak sekerleme iiretimi gergeklestirilmis ve yumusak
sekerlemelerdeki jelatinin kokeninin tespitine yonelik ¢aligmalar yapilmistir. Yumusak
sekerlemeler genel olarak jelatin kullanilarak tiretilirler ve sekerleme pazari degerinin
%50’ sini temsil ederler [19]. Yumusak sekerlemeler yiiksek oranlarda siikroz ve glikoz
surubu icermektedir. Ayrica jellesmeyi ve arzulanan tekstiirel Ozellikleri saglamak
amaci ile nisasta, jelatin ve pektin kullanilmaktadir. Diger katki maddeleri ise gida
asitleri, aromalar ve renklendiricilerdir. Yumusak sekerlemelerdeki en dnemli bilesenler
tatlandiricilardir. Genel olarak siikroz, glikoz ve misir surubu kullanilmaktadir. Glikoz
veya misir surubu nisastanin hidrolizi ile elde edilmektedir [20]. Tiiketiciler yumusak
sekerlemeleri essiz tekstiir ve duyusal ozellikleri sebebi ile tercih etmektedirler. Diinya

genelinde yenilik¢i ve farkli yumusak sekerleme iiriinlerine olan ilgi artmaktadir.

1.15 Helal Gidda Kapsaminda Jelatin

Helal kelimesi Arapca kokenli olup “izin verilen” anlamina gelmektedir. Bu kelime bir
gida ile iligkili olarak kullanildiginda ise herhangi bir yiyecek veya igecegin
Miisliimanlarin tiiketimi yoniinden herhangi bir yasak icermedigini ifade eder [21].
Tiirkiye’nin de tiyesi oldugu Birlesmis Milletler organlarindan Codex Alimentarus

Komitesi helal giday1:

“Islami kurallara gore yasak olan herhangi bir unsuru icermeyen, bu unsurlardan
arindirilmig yerlerde ve cihazlarda hazirlanan, islenen, tasinan ve depolanan; bu
durumlarin disinda iiretilen herhangi bir gida ile hazirlama, isleme, tasima ve depolama
asamasinda direkt temasta olmayan iiriin” olarak tanimlanmaktadir. Helal olmayan
(haram) gidalar ¢ok istisnai durumlar disinda tiim Miisliimanlar i¢in yasaklanmistir.

Haram gidalar1 dokuz gruba ayirmak miimkiindiir [21]:
e Olii hayvanlar (lesler)
e Akan veya pithtilasmis kan
e Tiim yan {iriinleri dahil olmak iizere domuz tiirevleri
e Allah adina kesilmeyen tiim hayvanlar

e Kanin tamamen akmasini engelleyecek sekilde oldiiriilen hayvanlar
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e Alkol ve uyusturucu dahil olmak tizere her tiirlii sarhos edici madde

e Aslanlar, kopekler, kurtlar veya kaplanlar gibi disleri olan etobur hayvanlar
e Sahinler, baykuslar, kartallar veya akbabalar gibi keskin penceli kuslar

e Kurbagalar veya yilanlar gibi kara hayvanlar

Domugz tiirevleri, domuzdan dogrudan veya dolayli olarak elde edilen her tiirlii maddeyi
igcermektedir. Bu maddeler domuz yagi, domuz eti ve domuz kemigi veya derisinden
elde edilen jelatin olarak siralanabilir. Domuzdan elde edilen jelatin veya diger iirlinler
sigirdan elde edilenlere gore genel olarak daha ucuzdur. Bu sebeple cogu gida
sisteminde domuz kokenli trlinler kullanilabilmektedir. Jelatinin gida endiistrisinde
sahip oldugu essiz Ozellikler sebebi ile yaygin olarak kullanildigr bilinmektedir.
Dolayisiyla domuz kokenli jelatinin gida endiistrisinde kullanilma ihtimali genis
cesitlilikteki gida tiriinii igerisinde bulunma ihtimalini olugturmaktadir. Sonug¢ olarak,
Miisliman toplumlarin &zellikle sekerleme iiriinleri gibi gidalarin  tiiketimindeki
tedirginlikleri ve endiseleri domuz kdkenli jelatin varligi stiphesiyle artmaktadir. Agikca
goriilmektedir ki, domuz kokenli {riinlerin gidalardaki varliginin tespiti icin etkin ve
giiclii analitik metotlara ihtiya¢ vardir. Yeterli etkinli§e ve dogruluga sahip metotlarin
olusturulmas1 ve yayginlastirilmasi yolu ile gida iirlinlerinin helalligi hususunda
kontrolleri ve sertifikalandirilmasi yapilabilecektir. Helal sertifikasyon ise “muteber,
ehil ve tarafsiz bir kurumun, s6z konusu iiretimi denetlemesini, helal standartlara
uygunluk igerisinde {iretimin yapildigini teyit etmesini ve buna bagl olarak, onaylanmis
bir belge vermesini kapsayan bir islemdir [22]. Helal sertifikas1 veren kuruluslar kendi
belirledikleri standartlari uygulamaktadir. Fakat ortak bir dil olabilecek, helal gida
acisindan uluslar arasi gegerlilige sahip tek bir standart olusturulmasi ve bu standartta
belirtilen hususlara goére helal gida denetiminin uluslar arasi akreditasyona sahip
kuruluslar tarafindan gerceklestirilmesi nem tasimaktadir. Bu amagla islam Konferansi
Teskilat1 (OIC) altinda Tiirkiye nin onciiliigiinde Islam Ulkeleri Standardizasyon ve
Metroloji Enstitiisii (SMIIC) kurulmustur. SMIIC’e 13 OIC filkesi iiyedir: Cezayir,
Kamerun, Gine, Urdiin, Libya, Mali, Fas, Pakistan, Somali, Sudan, Tunus, Tiirkiye ve
Birlesik Arap Emirlikleri. Merkezi Istanbul’dadir ve 3 yillik harcamalari Tiirk
Standartlar1 Enstitiisiince karsilanmaktadir. Kurulug 2007 yilinda helal standartlar
gelistirme faaliyetlerine baslamigtir. 17 Mayis 2011 tarihinde bu faaliyetler sonucunda
{ic standart olusturulmustur [22, 23]. Tiirk Standartlar1 Enstitiisii (TSE), Diyanet Isleri
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Baskanligi ile igbirligi igerisinde 14 Temmuz 2011 tarihinden itibaren, SMIIC
tarafindan yayinlanan Helal Gida Standartlar1 kapsaminda Helal Gida Belgelendirmesi
yapmaktadir [23]. Yumusak sekerlemeler dahil olmak iizere gidalara ilave edilme
ihtimali olan domuz kokenli jelatinin tespit edilebilmesi i¢in yeni ve etkin metotlarin
gelistirilerek helal gida denetim mekanizmalarina kazandirilmas: biliylik 6nem

tasimaktadir.

1.1.6  Jelatinde Koken Tespiti ve Onemi

Jelatin, erisebilirlik, maliyet, bolge ve dini inan¢ gibi sebeplerden dolay:r farkli
kaynaklardan {iretilebilmektedir. Bu sebeple jelatinde otantisite ¢alismalar1 Miisliiman,
Hiristiyan, Hindu ve Yahudiler icin 6nemli bir mesele haline gelmistir. Ornegin,
Miisliimanlarin  domuz igeren bir triinii tiiketmesi kesinlikle yasaktir [10]. Aym
zamanda, Hindu inancina gore dana veya ineklerin kesilmesi ve tiiketilmesi
yasaklanmaktadir. Benzer sekilde vejetaryenler hayvansal kokenli herhangi bir gida
triinlinii tiketemezler [14]. Jelatin, yaygin ve farkli sekillerde kullanim alani buldugu
icin bircok gida icerisinde katki olabilmektedir. Jelatin baz1 gidalara tekstiir 6zelliklerini
iyilestirmek icin katilirken tagsis sebebi olabilmektedir. Ornegin, jelatin yogurda iiriiniin
stirekliligini artirmak i¢in ve sineresisi azaltmak amaci ile katilmaktadir ve Tiirkiye
dahil olmak iizere bircok iilkede yogurda jelatin katilmasi tagsis olarak kabul edilmekle
beraber yasaklanmistir. Bircok agidan degerlendirdigimizde, jelatinin otantisitesinin
degerlendirilmesi 6nemli bir konudur. Dolayisiyla, gida iirlinlerinde jelatinin varliginin
ve kaynaginin belirlenmesi i¢in giivenilir ve giiglii metotlarin gelistirilmesi 6nemli bir

ithtiyag haline gelmistir

Sahip oldugu fonksiyonel oOzellikleri sebebi ile gida fireticileri jelatinden genis
cesitlilikte gida iirlinlinde yararlanirlar. Bu gida {riinlerine 6rnek olarak yumusak
sekerlemeler, joleler, siitlii tatlilar, marsmelovlar ve daha fazlasi verilebilir [2].
Ozellikle sekerleme sektoriinde jelatine olan talep c¢ok fazla oldugundan diinya
genelinde jelatinin yaygin olarak ithalati ve ihracati ger¢eklesmektedir. Fakat jelatinin
biiylik bir kismi1 domuz eti daha ucuz ve islenebilir oldugundan dolayr domuzdan
tiretilmektedir. Tiirkiye’ de ki durumu goz Oniine aldigimizda, jelatin {iretimi
endiistrinin talebini karsilayacak diizeyde ger¢eklesmemektedir ve bu sebeple jelatinin
cogu diger iilkelerden ithal edilmektedir. Daha once belirtildigi gibi bircok fonksiyonel
ozellige sahip jelatin lilkemizde yeterli miktarda iiretilemediginden dolay1 yilda 1.500-

13



2.000 ton jelatin lilkemize ithal edilmektedir. Jelatinin yurt disindan bir kismimin ithal
edilmesi nedeniyle orijini hakkinda tiiketiciler lizerinde daima kusku bulunmaktadir.
2006 yilinda gergeklestirilen bir arastirmaya [24] gore Avrupa'da iiretilen jelatinlerin
%69' unun domuz derisinden tretildigi belirtilmistir. Sekil 1.3'de gorildiigi gibi diinya

genelinde bu oran % 46'd1r.

B Domuz Derisi B Domuz Derisi
B Diger EDiger
Hayvanlar Hayvanlar
Kemikler Kemikler
B S1gir Derisi B S1@1r Derisi
Avrupa Jelatin Uretimi Diinya Jelatin Uretimi

Sekil 1. 3 2006 yilina ait diinya ve Avrupa jelatin iiretimindeki hammadde dagilimi [24]

Bu sebeple, gida kontol mekanizmalarinin jelatin saf halde iken ve gida icerisinde iken
kokenini belirlemesi gerekmektedir. Baska bir deyisle, saf haldeki ticari jelatinin ve bir
gida igerisinde bir bilesen olarak jelatinin kokeninin tespit edilebilmesi igin gilivenilir ve

giiclii metotlara ihtiyag duyulmaktadir.

1.1.7  Jelatinde Koken Tespitine Yonelik Literatiir Calismalari

Literatiirde, jelatinin kokenin belirlenmesi i¢in ¢esitli ¢alismalar gerceklestirilmistir.
Genel olarak bu c¢alismalarda PCR temelli, elektroforetik, kromatografik ve
spektroskopik tekniklerden yararlanilmigtir [25]. Bu c¢alismalarin ¢ogunda ¢esitli
analitik teknikler kullanilarak saf jelatinin kokenin belirlenmesi saglanmistir [26-30].
Domuz ve sigir jelatinlerinin ayirt edilmesine iliskin g¢esitli ¢aligmalar yaymlanmistir.
Hashim vd. [31] FTIR tekniginden yaralanarak jelatin numunelerini domuz veya sigir
kokenli olmasina gore siniflandirabilmislerdir. Bulgularina gore, jelatinler Amid I ve
Amid Il titresimsel bantlar1 kullanilarak basarili sekilde siniflandirilabilmistir. Gidalarda
ve farmasotik irlinlerde jelatin tespiti immiinokimyasal yontemler kullanilarak
gerceklestirilebilmektedir. Bu yontemler kisa siirede ve nispeten ekonomik sekilde
uygulanabilmektedir. Doi vd. [32] jelatine alerjisi olan insanlar i¢in islenmis gidalarda
domuz ve sigir jelatinini tespit edebilecek ELISA temelli bir yontem gelistirmislerdir.

Bagka bir ¢alismada, Tukiran vd. [33] ELISA yontemini kullanarak ticari sekerleme
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iiriinlerinde bulunan jelatinin kokenini tespit etmislerdir. Ozellikle, domuz jelatinin
varligin1 gosteren proteini saptamak amaci ile jelatini SDS-PAGE (Sodyum Dodesil
Siilfat Poliakrilamit Gel Elektroforezi) ile analiz etmislerdir. Domuz jelatini 90,28-
114,51 % araligindaki geri kazanim degerleri ile tespit edilmistir. Benzer bir ¢aligmada
Azira vd. [34] SDS-PAGE yontemi ile domuz ve sigir jelatinin molekiil agirliklarina
gore tespiti iizerinde ¢alismistir. Elde ettikleri sonuglara gore, sigir ve domuz jelatinleri
bant sayisina gore ayirt edilemezken ayrim bantlarin farklilik gosteren siddetleri ile
saglanabilmektedir. Bulgulara gore, sigir jelatinine %5 oraninda ilave edilen domuz

jelatini tespit edilebilirken domuz jelatinin sigir jelatini ile tagsisi tespit edilememistir.

Kromatografi ve kiitle spektroskopisinin birlikte uygulanmasi ile jelatin kdkeninin
tesptine yonelik ¢esitli ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bir ¢alismada, domuz, sigir ve
balik jelatinlerine ait amino asit kompozisyonu RP-HPLC teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Domuz, sigir ve balik jelatinleri basarili bir sekilde temel bilesen analizi
kullanilarak ti¢ farkli grup seklinde ayirt edilebilmistir [35]. Bir ¢alismada, Cheng vd.
[36] UPLC/Q-TOF-MS teknigini, temel bilesen analizi ile birlikte uygulamis ve sigir ve
domuz jelatinlerini tanimlayabilmislerdir. Tripsin enzimi ile muamele edilmis
jelatinlerin UPLC-MS verilerine temel bilesen analizi uygulanmistir ve markor
peptitlerden yararlanilarak ayrim saglanabilmistir. Benzer amagli olan bir diger
calisgmada Flaudrops vd. [37] jelatinin kokeninin  (sigir,domuz) tespitini
amaglamiglardir. Jelatin enzimatik parcalama yolu ile peptitlerine ayrilmis ve kiitle

spektrumlarindan yararlanilarak domuz jelatini sigir jelatininden ayirt edilebilmistir.

Nemati vd. [28] RP-HPLC analizi ile elde edilen amino asit kompozisyonu verilerine
temel bilesen analizini uygulayarak sigir ve domuz jelatinlerini ayirt etmeyi
basarmislardir. Gui-Feng [29] kollajen dizilerindeki markor peptitlerden yararlanarak
HPLC/MS teknigi ile saf jelatini ayirt etmislerdir. Hidaka ve Liu [38] kimyasal
¢coktiirme teknigi ile sigir ve domuz jelatinlerinin ayirt edilebilecegini gostermislerdir.
Saf jelatinlerin kokenlerinin belirlenmesinin  yaninda islenmis gidalarda bulunan
jelatinlerin orijinin belirlenmesine yonelik basarili caligmalar gerceklestirilmistir.
Yilmaz [39] nanoUPLCESI-g-TOF-MSE teknigi ile sigir ve domuz jelatinlerini basarili
sekilde ayirt edebilmislerdir. Bir c¢alismada yumusak sekerlerin amino asit
kompozisyonlarimi belirleyerek kemometrik yaklagimlar ile yumusak sekerlerde jelatin
kaynagini tespit etmislerdir [40]. Bir diger ¢alismada, yumusak ayicik sekerlerdeki
jelatin kaynagini belirlemek {izere kromatografik bir teknik olan LC-MS/MS
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tekniginden yararlanilmistir [41]. Demirhan vd. [42] RT-PCR teknigini kullanarak
yumusak sekerlerde, marsmelovda ve tlirk lokumunda jelatin kdkenini belirlemek tizere
bir arastirma calismasi gerceklestirmislerdir. Baska bir calismada, domuz, si8ir, at ve
tavuk etlerine iliskin iz miktarlar ger¢ek zamanli time Kkantitatif PCR metodu
kullanilarak tespit edilmistir [43]. PCR temelli metotlar jelatinde koken tespiti icin
yaygin olarak kullanilmaktadir. Cai vd. [44] RT-PCR teknigini kullanarak jelatin
karisimlarinda ve kapsiillerde sigir ve domuza ait DNA’ nin nicel ve nitel olarak
tespitini gergeklestirmistir. Her iki tiirede (sigir ve domuz) hassas olan kantitatif PCR
analizlerini basar1 ile gergeklestirmislerdir. Farkli bir ¢alismada, Abd Mutalib vd. [45]
jelatin kapsiillerinin helallik yoniinden otantisitesinin tespiti i¢in klasik PCR teknigi ile
southern  hibridizasyon tekniklerini  uygulamislardir.  Sonuglar1  birbiri  ile
karsilagtirmiglar ve yirmi markaya ait jelatin kapsiilerine iliskin sonuglari
karsilagtirmiglardir. Yirmi Ornegin altisinda PCR-southern hibridizasyon teknigi ile
domuz geni tespit edilirken, klasik PCR tekniginde domuz pozitif bir 6rnek tespit
edilememistir. Iki boyutlu elektroforez gii¢lii ve umut vadeden bir ayirma teknigidir.
Molekiil agirliklar1 ve izoelektrik noktadan yararlanilarak jelatin kdkeninin belirlenmesi
miimkiin olabilir. Bir ¢alismada, Aina vd. [46] iki boyutlu elektroforez teknigini

kullanarak domuz derisine ait on markor peptit tespit edilebilmistir.

Hermanto vd. [47] spektroskopik ve elektroforetik analizleri kullanarak sigir ve domuz
jelatini tiirlerini ayirt etmislerdir. Calismalari kapsaminda her iki jelatin tiirinii de
pepsin enzimi ile hidroliz ederek farkli molekiil agirligina sahip peptit pargalarini elde
etmislerdir. Hidroliz 6ncesi ve sonrasinda ultraviyole-goriiniir bolge spektrumlarindaki

ve FTIR spektrumlarindaki farkliliklar: degerlendirmislerdir.

Bahsi gegen metotlarin dogru ve giivenilir oldugu raporlanmistir. Fakat bu metotlarin
dezavantajlar1 zaman alic1 olmalari, tahrip edici, pahali ve mesakkatli olmalar1 seklinde
siralanabilir. ilaveten, bu ¢alismalarin gergeklestirilmesi icin zehirli kimyasallar ve

uzman kullaniciya ihtiyag vardir.

IR spektroskopisi jelatin tanimlanmasi i¢in yararlanilabilir niteliktedir ¢ilinkii spesifik
maddelerin kimyasal kompozisyonu hakkinda bilgi sunmaktadir [14]. Boylece FTIR
tekniginden yararlanarak tahribatsiz ve hizli sekilde molekiiler yap1 ve kompozisyona
iliskin bilgi elde edilebilir [48]. Bu metotlarin giivenilir ve basarili oldugu
raporlanmistir. Diger bir yandan, genellikle maliyetli, zaman alan, tahrip edici ve

tecriitbeli kullanic1  gerektiren metotlardir. Alternatif bir teknik olarak, FTIR
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spektroskopisi gidalarin otantisite caligmalarina ilgi c¢ekici bir ¢oziim segenegi
sunmaktadir. FTIR spektroskopisi molekiiler yap1 ve kompozisyon hakkinda kimyasal
bilgi elde edilmesi hususunda tahribatsiz ve hizli bilgi saglayabilen bir teknolojidir [49].
Bu spektroskopik teknik genis ¢esitlikteki gidalarda tagsis ve otantisite problemlerinde
etkin ve basarili bir arag olarak kullanilabilmektedir. Bir kizilotesi spektrumu
molekiiliin parmak izi niteligindeki essiz bilginin elde edilmesine imkan tanir. FTIR
teknigi kullanilarak, farkli kaynaklara sahip her Ornekten farkli ve spesifik bir IR
spektrumunun elde edilmesi miimkiindiir. Bu sebeplerden dolayi, gidalarin ve gida
bilesenlerinin otantisite tespiti i¢in hizli, ucuz ve etkin tekniklere ihtiya¢ vardir. Bu
problemlere kemometrik tekniklerin FTIR spektroskopisi ile kombinasyonu ¢oziim

sunabilme yetenegine sahiptir.

1.1.8 Spektroskopik Metotlar

Spektroskopik teknikler atomlarin ve molekiillerin elektromanyetik radyasyon ile
etkilesmesi esasina dayanir. Yapisal, fiziksel-kimyasal ve Kkalitatif-kantitatif bilgi
spektroskopik caligmalar kapsaminda elde edilebilir. Bu bilgiler yayilan veya
absorblanan enerjinin dalgaboyu ve frekansi sayesinde elde edilir. Spektroskopik
teknikler etkin olmalari, gida bilesenlerine iliskin hizli bilgi vermeleri, sik
kullanilmalari, zehirli reaktif veya ¢oOziicii gerektirmemesi gibi nedenler ile gida
analizlerinde yaygin kullanim alani bulur. Tahribatsiz ve noninvazif olmalari sebebiyle
spektroskopik teknikler siklikla uygulanir. Ilaveten, ayn1 anda birden fazla bilesenin
tespitinin yapilmasina olanak saglar. Spektroskopik teknikleri atomik spektroskopi,
kizil6tesi spektroskopisi, niikleer manyetik rezonans ve kiitle spektroskopisi olarak

siralamak miimkiindiir [50].

1.1.8.1 Titresimsel Spektroskopi

Titresimsel spektroskopi gidalarin ve gida iiriinlerinin hem Kalitatif hem kantitatif
analizini gergeklestirmek i¢in uygulanmaktadir. Titresimsel teknikler kullanilarak
aragtirilan numune hakkinda kompleks kimyasal bilgi elde edilebilir. Titresimsel
tekniklere drnek olarak FTIR (Fourier doniisiimlii kizilotesi spektroskopisi), NIR (yakin
kiz1l6tesi spektroskopisi), MIR (orta kizilotesi spektroskopisi), Raman spektroskopisi ve
HSI (hiperspektral goriintiileme) verilebilir. Bu tekniklerin baslica avantajlari tahribatsiz

ve diisiik maliyetli olmalaridir [51]. Titresimsel spektroskopi daha ¢ok IR (kizil6tesi) ve
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Raman spektroskopisi olarak iki giliglii analitik yontemi kapsar. IR bolge
elektromanyetik spektrumun 14000-50 cm™ araligin1 kapsamaktadir. Bu aralik yakin IR
(14000-4000 cm™), orta-IR (4000-400 cm™) ve uzak IR (400-50 cm™) olmak iizere iic
kisimdan olusmaktadir. Bu teknikler Orneklerin kimyasal baglar1 ile iliskili olan
titresimsel enerji  seviyelerini dlgmektedir. Bir molekiil dogru frekanstaki
elektromanyetik radyasyona maruz kaldiginda 6rnegin molekiilleri bu frekansta titresir
ve bu titresim soncunda molekiildeki baglarin gerilme agilar1 ve uzunluklar1 degisir.
Titresimsel spektroskopinin temeli bu olguya dayanmaktadir [52]. Herhangi bir
molekiiliin veya numunenin spektrumu parmak izi niteligindedir ve numuneye 6zgii
essiz karakteristik Ozellikleri sunmaktadir. Titresimsel spektroskopinin en Onemli
ozelliklerinden biri ayn1 anda bircok bilesenin analizinin yapilabilmesi ve molekiil
yapilarina iliskin bilgiyi igeren miikkemmel ¢6ziiniirliikteki spektral bantlardir [53]. En
yaygin olarak kullanilan titresimsel teknik kizilotesi (IR) spektroskopisidir.
Spektroskopik teknikler genel olarak molekiillerin ve kimyasal reaksiyonlarin
karakterizasyonunda kullanilir. Titresimsel spektroskopi yaygin olarak kullanilan
ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisinden temel prensip bakimindan farklidir. Soyle
ki, elektromanyetik spektrumun goriiniir bolgesinden gelen radyasyon etkilestigi bir
kimyasal bilesen ile etkilesir ve elektron temel halden daha yiiksek enerjideki uyarilmis
hale gecis yapar, bu elektronik gegise sebep olan radyasyon absorblanir ve absorbans
spektrumunda bir pik olugmasini saglar [52]. Titresimsel spektroskopi metotlarinda ise
goriiniir bolge spektroskopisine benzer sekilde titresime sebep olan radyasyon
absorblanir ve iligkili bir pik olusumu gozlenir. Fakat titresimsel spektroskopide IR
bolgedeki foton enerjileri elektronlar: {ist enerji seviyelerine gegirecek kadar biiyiik
degildir [52]. Sekil 1.4’te bir elektronun temel hali, titresimsel olarak uyarilmis hali ve
elektronik olarak uyarilmig hali gosterilmistir. IR 1ginlar1 kovalent bagli atomlar1 veya
molekiillerin zaten var olan titresimsel hareketlerini uyaracak diizeydedir. Baska bir
deyisle, IR 1smlar1 belirli molekiiller tarafindan absorblanir ve molekiiler titresim
enerjisine doniislir. IR 15111 absorblayan baglar kendi yapilarina bagli olarak farkli
sekillerde titresirler. Bir molekiiliin IR aktif olabilmesi i¢in titresimsel veya rotasyonel
hareket sonucunda dipol momentinde degisiklik olmas1 gerekir. Spesifik bir titresimin
frekansi, molekiile yonlendirilen IR radyasonuna esit oldugunda molekiil radyasonu
absorblar. IR radyasonu molekiil tarafindan absorblandiginda ise s6z konusu enerji

cesitli sekillerdeki titresimsel veya rotasyonel haraketlere doniisiir.
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Sekil 1. 4 Titresimsel uyarilma diyagrami. Bir elektronun temel hali (TH), titresimsel
uyarilma hali (TU), elektronik olarak uyarilmis hali (EU) [52]

Titresimsel hareketler;
e Gerilme Titresimleri
o Asimetrik gerilme titresimleri

o Simetrik gerilme titresimleri

e Egilme Titresimleri
o Makaslama Titresimleri
o Sallanma Titresimleri (diizlem disinda)
o Sallanma Titresimleri (diizlem iginde)
o Burulma Titresimleri (diizlem disinda)

Olarak smiflandirilmaktadir [54]. Goriildigii gibi IR spektroskopisi molekiiliin
titresimsel enerji seviyeleri arasindaki gecisler ile ilgilenmektedir dolayisi ile titresimsel
spektroskopi olarak isimlendirilmistir. Glinimiize kadar gergeklestirilen gida otantisitesi
ve tagsis ile ilgili ¢ogu calismada titresimsel spektroskopi teknikleri kemometri
birlikteliginde uygulanmistir [31, 55-60]. Uluslararasi kemometri dernegine gore,
kemometri bir kimyasal sistem veya siire¢ lizerinde yapilan Sl¢limleri matematiksel
veya istatiksel ~metotlar kullanilarak iliskilendirme bilimidir. ~Kemometri,

spektrumlardan elde edilen verileri iyilestirmek igin 40 yil once spektroskopi ile
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uygulanmaya baslamustir. Ik zamanlarda ¢ok sinirh sekilde uygulanirken, giiniimiizde
modern analitik cihazlar kullanilarak elde edilen zengin verilerin igslenmesinde temel bir
ara¢ haline gelmistir [61]. Temel olarak, kemometri yardimi ile ¢ok bilesenli veri
matrislerinden en etkin sekilde yararli bilginin ekstrakte edilmesi saglanmaktadir. Bagka
bir deyisle kemometri, metotlar ve bu metotlarin kimya biliminde uyulabilirligi arasinda
bir koprii olusturmakta niteligine sahiptir. Yani kemometrinin spektroskopi alaninda
oldukca uygun bir rolii vardir. Kemometri titresimsel spektroskopi birlikteliginde

Ozellikle asagidaki amaglar ile basarili sekilde uygulanmaktadir

e Onislem teknikleri: (normalizasyon, temelhat diizeltmeleri, merkezleme,
tirevlendirme, ¢oklu diizeltmeler). Bu islemler uygulanarak kimyasal girisimler,
temelhat degisimleri, dalgaboyu ile iliskili degisiklikler ve benzeri problemler

Onlenmis olur

e Simflandirma metotlari: Orneklerin smiflandirilmas: ve ayirt edilmesi icin

uygulanirlar.

e Regresyon metotlart: Orneklerin titresimsel spektrumlar1 ile kantitatif
ozelliklerini iliskilendirmek i¢in uygulanirlar. Genel olarak uygulanan teknikler,
temel bilesen analizi, PLS (kismi en kiigiik kareler), kalibrasyon algoritmalari,

genetik cok degiskenli kalibrasyon ve klasik en kiigiik karelerdir [61].

Bu tez calismasi kapsaminda titresimsel spektroskopi tekniklerinden FTIR ve Raman
spektroskopi teknigi kullanilmigtir. Kemometrik teknik olarak ise siniflandirma
teknikleri olan HCA( hiyerarsik kiimeleme analizi), PCA (temel bilesen analizi) ve
PLS-DA (kismi en kiigiik kareler-ayirt edici analiz), GADA (genetik algoritmalar- ayirt
edici analiz) teknikleri FTIR ve Raman tekniklerinden elde edilen spektral verilere

uygulanmigtir.

1.1.8.2 FTIR Spektroskopisi

FT-IR spektrometreler 1960 yillarinda ticari kullanim i¢in gelistirilmistir ve zaman
gectikce gelistirilerek FTIR teknolojisi yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir.
Giliniimiizde kullanilan FTIR spektrometreler Michelson interferometre igermektedir.
Bir FTIR spektrometrenin sematik gosterimi Sekil 1.5°te sunulmustur. Sekil 1.5°te

goriildiigi tizere bir FTIR cihazi 151in kaynagi, dedektor, Michelson interferometre (1gin
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boliicli, sabit ayna, hareketli ayna) kisimlarindan olugsmaktadir. Interferometre sistemi

olduk¢a 6nemlidir.

Hareketli ayna ¢ yd s Bilgisayar
I /Ig,ln Baliicii
Sabit ayna Dedektor
Numune
Interferometre

* IR kaynag

Sekil 1. 5 FTIR spektrometrenin sematik olarak gosterimi [54].

Bu sistem sayesinde 151n demeti iki yola boliiniir bir 151n demeti sabit aynaya diger 1s1n
demeti ise hareketli aynaya gonderilir. Yansiyan 1sinlar geri doniip birlestiginde bir
interferans paterni olusur. Interferans paterninin olusmasinin sebebi iki 1s1n
komponentinin degisen yol farkidir. Baska bir deyisle interferometre 1simn Ornek
icerisinden gegtikten sonra IR spektral bilgisini iceren interferans sinyallerini olusturur.
Tekrarli olarak optik yol farkinin bir fonksiyonu olarak interferans sinyalleri dedektor
tarafindan {retilir ve Olgiiliir [54]. Optik yol fark:i interferometrenin iki kolu arasinda
hareket eden 1ginlarin aldigi yollar arasindaki farktir [62]. Kizil6tesi 1511 segici sekilde
olarak 6rnek tarafindan absorblandigi zaman dedektore ulasan enerjideki dalgalanmalar
gercek zamanl olarak sayisallastirilir ve bir interferogram elde edilir. Interferogram
ornegin kizilotesi spektrumunun elde edileiblimesi igin gerekli olan tiim bilgiyi igerir
fakat bu bilgi zaman diizlemindedir. Yorumlanabilir bilgiyi elde etmek amaci ile
interferogramin frekans diizlemine gegirilmesi gerekir. Fourier doniisiimii ile bu

gerceklestirilir [63]. Sekil 1.6°da bir interferogram 6rnegi gorsel olarak sunulmustur.

ATR (Attenuated total reflectance) Teknigi

Attenuated total reflectance (ATR) teknigi 1960’ larin baslarinda Fahrenfort ve Harrick

Tarafindan bagimsiz olarak gelistirilmistir. Isik yiiksek kirilma indisine sahip ortamda
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ilerlerken bu ortam ile daha diisiik kirilma indisine sahip olan ortam arasindaki yiizeye

carpar ve 151k kismen iletilir ve kismen yansitilir.
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Sekil 1. 6 Bir interferogram 6rnegi [62]

Yalniz kritik ac1 olarak ifade edilen belirli bir gelis acisindaki ve tizerindeki ag1
degerlerlerinde 15181n higbir kismi ikinci ortama iletilmez ve tam i¢sel yansima meydana
gelir bu duruma toplam i¢ yansima (total internal reflection) denir [64]. ATR tekniginde
ornek yiiksek kirilma indisine sahip olan kristal tizerine yerlestirilir. IR 1101 kristalin i¢
yilizeyinden tam ig¢sel yansimaya ugrar ve kristal ylizeyinin 6tesinde ATR kristali ile
temasta olan numunenin igerisine yayilan kisa siireli bir dalga yaratir [63]. Kristal
yiizeyine kagan bu 151 0.1-5 pm’lik bir alanda yayilir. Bu dalganin bir kism1 numune
tarafindan absorblanir ve bir miktar azalma ile geri yansiyan 1sin dedektorde algilanir.
Bu durumda gerceklesen zayiflatilmis toplam yansima (ATR) denir. Bagka bir deyisle
kristal yiizeyinden kacan iginlar numune tarafindan absorblanir ve absorblanan kisim
oOlgiilerek analizlenen numunenin FTIR spektrumu elde edilir [54]. Sekil 1.7°de ATR
kristali ve tiizerinde gerceklesen yansima sematik olarak gosterilmistir. ATR
aksesuarlarinda farkli kristaller bulunabilmektedir. Ozellikle, ZnSe, Ge ve elmas
kristaller tercih edilmektedir [63]. FTIR-ATR teknigi gida analizlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. FTIR ile birlikte ATR tekniginin kullanilmasi kati, sivi, yari-kati ve
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ince film seklindeki numunelerden spektral veri elde edilmesini son derece kolay hale

getirmistir.

. FTIR-Attenuated Total Reflectance
Infrarevd Dedektor
kaynagindan  Zayif dalga Numune
gelen 151

Dedektore
Giden
ATR Kristali Isin

Sekil 1. 7 ATR kristali iizerinde ger¢eklesen yansima ve sematik gosterimi [54]

ATR tekniginin kullanimi ile 6rnek hazirhigr kolaylagsmis ve neredeyse hi¢ numune
hazirligina gerek kalmamistir. Bu durum ATR teknigine stiinliikler kazandirmaktadir.
IR-ATR teknigi klasik IR-transmitans ile kiyasladiginda ATR tekniginin bircok
listiinliik kazandirdigini sdyleyebiliriz. Ornek olarak, daha hizli olmasi, daha az numune
hazirlig1 gerektirmesi, tekrar tiretilebilirligin artmasi, farkli 6l¢iimlerdeki varyasyonlarin
azalmasi, yiiksek kalitede veri elde edilmesi ve daha bir¢ok 6zellik siralanabilir [65].
FTIR-ATR teknigi gidalarda ¢ok genis cesitlikteki numune icin uygulanabilmektedir.
FTIR tekniginin kullanildig1 gida analizleri su sekildedir [62]:

e Siit ve siit iirlinlerinin analizleri
e Et ve et lriinlerinin analizleri

e Balik analizleri

e Yenilebilir yaglarin analizleri

e Tahil analizleri

e Seker ve bal analizleri

e Sebze ve meyve analizleri

e Icecek analizleri
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1.1.8.3 Raman Spektroskopisi

Bir numune bir lazer 1g1m1 ile uyarildigi zaman bilinen frekans ve polarizasyondaki
fotonlarin kiigiik bir kismi Ornekten sacilir. Raman c¢alisma prensibinde, 1s1k
absorbsiyonu yerine 151k sagilmasi meydana gelir. Isik sagilmasi sirasinda sagilan 1s181n
biiyiik kisminin enerjisi madde ile etkilesen 1s181n enerjisine esit olur ve bu tiir elastik
olan sagilmaya Rayleigh sagilmasi denir [52]. Elastik sagilmanin yani sira 1g1gin ¢ok az
bir kismi elastik olmayan sagilmaya ugrar bu olay ise Raman sacilmasi adim alir.
Raman etkisi olustugu zaman 6rnek molekiilii ile anlik foton arasinda bir elastik
olmayan (esnemez) bir carpigma meydana gelir. Bunun sonucunda molekiiliin
titresimsel ve rotasyonel enerjisi degisir ve sagilan radyasyon farkli bir dalgaboyuna
kayar. Anlik radyasyon ve sagilan radyasyon arasindaki fark bir Raman kaymasi olarak
adlandirilir. Eger molekiil enerji kazanirsa sagilan fotonlar daha uzun dalga boylarina
kayarlar bu durumda Raman spektrumundaki Stokes ¢izgilerinde yiikselmeye sebep
olur. Tam tersi durumda daha kisa dalgaboyuna kayarlar ve anti-Stokes c¢izgilerinin
Raman spektrumunda yiikselmesini saglarlar. Sacilan 151nin  frekans kaymalar
analizlenerek spektrum olarak sunulmaktadir [66]. Baska bir deyisle, gonderilen
fotonun enerjisinin bir kismi1 molekiile aktariliyorsa Stokes, molekiilden bir miktar
enerji fotona aktariliyorsa AntiStokes hatlar1 olusur. Temel olarak cihazin galisma
prensibine gore, ornekteki elektronlart uyarmak amaci ile tek dalga boyunda bir lazer
kullanilir. Sekil 1.8’de goriildiigii lizere lazer kaynagindan ¢ikan 1sin bir ayna ile
polarize ediciye gonderilir. Sistemdeki polarize edici ve yarim dalga plakasi ile tim
fotonlarin 6rnegin uyarilmasi i¢in ayni yonde hareket etmesi saglanir. Daha sonra 1s1n
6l¢iimde yeterince giiclii bir yanit alabilmek amaci ile 151n genisleticiye gonderilir ve
spot biiylikliigii ayarlanir. Objektif genisletilmis 151n1 6rnege gotiirecek bir fiber optik
kablo igerisine odaklar. Ornek igerisinden gectikten sonra 1sin bir centikli filtreden
gecirilir. Bu filtrede secici olarak uyarict 1s1mnin frekansindaki radyasyon bloke edilir.
Diger tiim frekanslar bir monokromatorden gecerek dedektorde algilanmak iizere farkl
frekanslara ayrilir. Sekil 1.8’de bir Raman spektrometresinin sematik gdsterimi ve
kisimlart sunulmustur. Raman teknigi gida analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir
ve gida analizlerinde ¢ok onemli avantajlar1 vardir. Bu avantajlar, yiiksek segicilik, sivi
sistemleri ile glizel uyumluluk, hi¢ veya ¢ok az 6rnek hazirligi, kisa analiz siiresi olarak

siralanabilir. FTIR tekniginde bahsedilen tim gidalarin analizleri Raman spektroskopi

24



teknigi ile gerceklestirilebilir. Ilaveten asagida bahsedilen iistiinliiklere gida

analizlerinde ulasmak miimkiindiir.

e Yiiksek secicilik: Raman bantlar1 giizel bir sinyal/giiriiltii oranina sahiptir.
Piklerde ¢akisma genel olarak goriillmez. Raman teknigi numune analizlerinde
orneklerin parmak izi olarak kullanilabilmektedir.

e Sivi sistemler ile giizel uyumluluk: Suyun Raman spektrumu zayif veya fark
edilmeyen nitelikte oldugu i¢in sulu sistemler igin giizel bir uygulamadir.

e Ozel 6rnek hazirlig1 gerektirmemesi: Bazi uygulamlarinda, Raman calismalari
ornek hazirligr gerektirmez ve ornek ile temas gerektirmez ciinkii Raman
spektrometre sadece ornege lazer 1511 gonderip sagilan fotonlarin toplanmasini
gerceklestirir.

e Kisa slirmesi: Raman spektrometre bir analizi birkag¢ saniyede tamamlayabilir ve

endiistriyel ¢aligmalar1 gergek zamanli olarak gézlemlemeyi saglar [66].

Lazer
Polarize
Edici
% Wave Plate ) Centikli
Filtre
: Ayna
Ayna o »
Isin Objektif  Numune
Genisletici _
Dedektor

Sekil 1. 8 Raman spektrometresinin sematik gosterimi [52]
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1.1.9 Kromatografik Metotlar

1.1.9.1 Sivi Kromatografisi Sirah Kiitle Spektroskopisi (LC MS/MS) Teknigi

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) 1960 yillarinin basinda gelistirilmistir.
Giliniimiizde modern analitik cihazlar arasinda yer almaktadir. HPLC bir tiir sivi
kromatografisi teknigidir. Ayrilma bir hareketli faz ile bir sabit faz arasinda gerceklesir.
Ayrilmak istenen analit bir siv1 hareketli faz ile sistem boyunca taginir. Analit igeriginin
sabit ve hareketli faz arasinda dagilma yeteneginde gore ayrilma gergeklesmektedir.
Ayrilma prosesi dort farkli sekilde gerceklesmektedir. Bunlar adsorpsiyon
kromatografisi, partisyon kromatografisi, iyon degistirme kromatografisi olarak
siralanmaktadir. Bir HPLC sistemi genel olarak pompa, enjeksiyon blogu, HPLC
kolonu ve dedektor kisimlarindan olusmaktadir. Sekil 1.9’da bir HPLC sisteminin temel
komponentleri sematik olarak gosterilmistir [67]. HPLC sistemlerinde genel olarak
cihaz donanimlart benzer olmakla beraber farkli tiirde dedektorler kullanilabilir. Bu
dedektorlere ornek olarak absorbans, floresans, refraktif indeks, elektrokimyasal,
iletkenlik ve kiitle dedektorleri verilebilir [68]. Gida biliminde HPLC teknigi
karbonhidratlar, yaglar, vitaminler, katkilar, renklendiriciler, dogal pigmentler,
kontaminatlar, amino asitler gibi birgok gida bileseninin nitel ve nicel olarak tespit

edilmesine imkan tanimaktadir [67].

HPLC kolonu
_ = b Kromatogram

W —————— =

Enjektor
-L Bilgisayar i
Numune
Pompa Dedektor
Atk

Sekil 1. 9 HPLC sistemimin sematik gosterimi [67]

Sivi kromatografisi ile birlestirilmis kiitle spektroskopisi gidalarin analizi igin altin

standart olarak ifade edilebilir. Kiitle dedektorii ile birlestirilmis sivi kromatografi
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sistemi daha iyi pik ayrilmasi, yiiksek kiitle 6l¢iim dogrulugu ve yiiksek ¢oziiniirliik
saglayabilme 6zelligine sahiptir [69]. Ayn1 zamanda LC-MS/MS teknigi kompleks gida
matrikslerinde etkin bi¢cimde kullanilabilmektedir. Bahsedilen bu 6zellikler LC-MS/MS
teknigini kantitatif analizlerde daha giiclii, giivenilir ve etkin bir yontem olarak tanimlar.
LC-MS/MS tekniginin bahsedilen yaygin gida uygulamalarinin yaninda proteomik
alaninda da uygulamalar1 mevcuttur. Ozellikle proteomik alanindaki yaklasimlar son on
yildir popiilerlik kazanmistir. LC-MS temelli teknikler genis ¢esitlilikteki biyolojik
uygulamada tercih edilmistir ¢iinkii dogru ve kesin sonu¢ alma imkani sunmaktadir
[70].  Ozellikle LC-MS/MS  teknigi  kullanilarak  proteomik  ¢alismalari
gergeklestirilebilmektedir. Bir proteini tanimlamakta kullanilan en temel parametre
kiitlesidir. Bir proteinin kiitlesinin bilinme hassasiyeti arttikca, onun mubhtelif
etkilesimlerde aldigi rolii bilme imkén1 da artar. Kiitlesindeki degismelere bagh olarak,
bagl kofaktor veya metal iyonlarinin varligindan, kovalent modifikasyonlara kadar pek
cok konuda bilgi edinilebilir. iste bu nedenle protein kiitle spektrometresi (mass
spectrometry — MS), proteomik calismalarinin 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 smirlamadan (¢oziniirliik, post-translasyonel modifikasyonlar, serbest N
terminalinin olup olmamasi v.b.) etkilenmeksizin yapilabilmektedir. Isterse dogrudan
dogruya kiitle spektrometresinden alinan veri iizerinden dizi tespiti yapan teknik i¢in
olsun, isterse de daha sonra gelistirilmis olan, genis ¢apli proteom taramalar1 i¢in
kullanilan ve spektrometreden elde edilen spektrumu genis veri tabanlariyla
karsilastirarak dizi ve islev bilgisine ulagsmaya ¢alisan sistemler i¢in olsun, gelistirilen
dizileri betimlemekte biyoinformatik yontemleri ve iliskili tek harfli amino asit kodlar1

kullanilir.

1.1.10 Gergek Zamanh (Real-Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu kisa DNA dizilimlerinin (100-600 baz) daha uzun ¢ift
sarmalli DNA molekiiliine ¢ogaltilmasin1 saglar. Polimeraz zincir reaksiyonundaki
cogalmayr goriinlir hale getiren ve monitdrize eden floresan raporlayict molekiiller
kullanilir [71]. Floresan temelli gergek-zamanli PCR teknolojisi, hedef DNA nin
cogaltilmasiyla orantili olan floresan sinyalinin dedeksiyonuna dayanmaktadir. Real

time PCR analizinde prensip olarak, bir PCR iiriiniiniin ilk tespit edildigi zaman noktas1
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belirlenir. Baska bir deyisle, raporlayici boya emisyon yogunlugunun zemin
glriiltiisiiniin tizerine ¢iktig1 dongii sayisi belirlenir. Dongii sayisi Ct olarak ifade
edilmektedir [72]. Polimeraz zincir reaksiyonu ii¢ temel basamaktan olusmaktadir bu
asamalar denatiirasyon, hibridizasyon ve polimerizasyon olarak siralanabilir.
Denatiirasyon asamasinda DNA’nin iki zinciri yiiksek sicaklikta birbirinden ayrilir.
Hibridizasyon asamasinda, sentetik oligoniikleotidler hedef DNA’ya baglanir.
Polimerizasyon asamasinda ise zincir uzamasi veya DNA polimerazin primerleri
uzatmasi gerceklesir. Ard arda denatiirasyon gergeklesmesi, primerlerin baglanmasi ve

primerilerin uzamasi agamlartyla DNA pargalar1 lissel olarak artig gosterir.

1.1.11 Kemometri

“Kemometri” terimi deney dizayninin optimize edilmesi ve faydali bilginin biiylik ve
kompleks veri kiimelerinden ekstrakte edilmesi i¢in kullanilan istatiksel ve
matematiksel yaklasimlari tanimlar. Kimyasal veri genel olarak cesitli bilesenlerin
laboratuvarda elde edilmis birgok varyansa sahip olan degerlerini ve Ozelliklerini
icermektedir. Boyle bir veri analizinde bir veya daha fazla ¢ok degiskenli istatiksel arag
kullanilmaktadir. Cok degiskenli analiz bir veya daha fazla bagimli degiskenin iki veya
daha fazla bagimsiz degiskene gore simiiltane olarak analizini kapsamaktadir [73].
Kemometrik analiz kapsaminda birgok teknik bilimsel calismalarda ve endiistride
kullanilmaktadir. Temel olarak siniflandirma ve kalibrasyon olmak iizere kemometrik
teknikler iki sinifa ayrilmaktadir. Bu tekniklere 6rnek olarak ANOVA (varyans analizi),
PCA (temel bilesen analizi), HCA (hiyerarsik kiimeleme analizi) ve PLSR (kismi en
kiiciik kareler regresyonu) verilebilir [73].

1.1.11.1 HCA (Hiyerarsik Kiimeleme Analizi) and PCA (Temel Bilesen Analizi)

Spektoskopik teknikler ile birlikte HCA ve PCA gibi ¢ok degiskenli metotlar
degerlendirilen elemanlar1 benzerlikleri ile iligkili olarak gruplara ayirmak tizere yaygin
olarak gida uygulamalarinda kullanilmaktadir [74]. S6z konusu siniflandirma
analizlerinde temel mantik hiyerarsik olarak birbiri ile iligkili kiimeler olusturabilmektir.
Kemometrik analiz ile etkin bir sekilde analizlenen degiskenler arasindaki gizli
benzerlikler veya farkliliklar tespit edilebilir. Temel bilesen analizi (PCA)
siniflandirmaya yardimeci olabilecek bir veri isleme metodudur. Bu analizin merkezinde

olan mantik veri setinin boyutunu diisiirmektir. PCA analizinde orijinal degiskenlerin
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birka¢ lineer kombinasyonlari hesaplanir ve en az bilgi kaybi1 olacak sekilde
smiflandirma calismalarinda uygulanir [28]. Baska bir deyisle, PCA genel olarak
kullanilan bir veri sikistirma ve gorsellestirme aracidir. Spektral verileri her 6rnek i¢in
bir skor degerinin hesaplandig1 yeni az sayidaki ortogonal degiskenlere indirger. Bu
skorlarin grafiksel gosterimi incelenen numuneler i¢in bir pattern veya kiimelenmenin
gozlemlenmesini saglar soyle ki benzer ozellikteki numunelerinin birbirine yakin
sekilde kiimelenmesi beklenir. Degerlendirilen hususta birbirinden farkli nitelikteki
numunelerin ise elde edilen grafiklerde uzak iliskili olmasi beklenir [75]. Hiyerarsik
kiimeleme analizinde de aslinda benzer mantik séz konusudur. HCA analizi bir
smiflandirma (kiimeleme) analizi olarak kiimeler arasinda bir yakinlik iliskisi kurmak
icin kullanilir. HCA analizi daha cok ayirt edici kemometrik metotlar kapsamina
girmektedir. Bu tiir metotla genel olarak farkli siniflardaki numuneler arasindaki
siirlar1 belirler ve her sinif icin istatiksel olarak giivenilirlik siirlarini belirlemeyi
kapsamaz. HCA analizi yapilarak numunelerden elde edilen spektrumlar benzerlik veya
farklilik iligkisine gore degerlendirilir ve numunelerin dagilim gosterdigi kiimeler ve alt

kiimelere gore hedeflenen amag kapsaminda yorum yapilir [76].

1.1.11.2 PLS-DA (Kismi En Kiiciik Kareler-Ayirt Edici Analiz)

PLS (Kismi En kiigiik Kareler Regresyonu) bir kemometrik teknik olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir. PLS yaklagimi Herman Wold tarafindan 1975 yillarinda baslatilmistir
[77]. PLS teknigi kullanilarak bagimsiz degiskenler (X) ve bagimli degiskenler (Y)
arasindaki iliskiyi gosteren bir model kurgulanir [78]. PLS yaygin olarak kullanim alani
bulmaktadir. Ciinkii degisken sayisi belirgin sekilde gozlem sayisindan fazladir. PLS
analizinde, aralarinda ¢oklu dogrusal baglant1 olan agiklayici degiskenler, algoritmalar
yardimiyla hem bagimli degiskendeki degisimi hem de agiklayici degiskenlerdeki
degisimi aciklayacak, dogrusal baglanti problemi ortadan kalkmis olan aciklayici
degisken sayisindan daha az sayida bilesene indirgenmektedir [79]. PLS teknigi genel
anlamda kalibrasyon i¢in tercih edilmekle birlikte smiflandirma analizlerinde de
kullanilabilmektedir ve siniflandirma i¢in kullanildigi durum ise PLS-DA (kismi en
kiiciik kareler-ayirt edici analiz) olarak isimlendirilmektedir. PLS analizi siiflandirma
amaci ile uygulanmak istendigi zaman sif bilgisinin ikili olarak kodlamasi yapilir ve
elde edilen sonuglar bagimli degisken olarak sunulur. PLS-DA analizi uygulanarak

farkli gruplara ait spektral verilerin (X blogu) bir hedef sinif ( Y veri blogu) ile
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maksimum kovaryanslarina gore daha iyi ayirt edilebildigi tespit edilmistir. PLS-DA
analizi bir numunenin spektrumunun belirli bir sinifa dahil olup olmadigina iliskin bilgi

verir [80].

1.1.11.3 GADA (Genetik Algoritmalar Ayirt Edici Analiz)

Genetik algoritmalar canli bir tiiriin evrim prosesini mimik etmek igin icat edilmistir.
Genetik algoritmalar bir¢ok probleme ¢6ziim olarak basarili sekilde uygulanmistir.
Bunlara ornek olarak, c¢ok degiskenli kalibrasyon, molekiiler modelleme, model
tanimlama ve smiflandirma verilebilir. Ozellikle smiflandirma analizlerinde, genetik
algoritmalar iki sinif arasindaki ayrimi maksimum seviyeye ¢ikarilmasini saglayacak

anahtar degiskenleri belirleyecek bir optimizasyon prosediirii olarak uygulanabilir [81].

Genetik algoritmalar ilk defa 1960 yillarinin baginda gelistirme ve optimizasyon
metotlaridir. Gilinimiizde goriintlii prosesleme, modelleme ve sistem tanimlama gibi
uygulamalarda giiclii bir sekilde genel amagli olarak kullanilabilmektedir. Kalibrasyon
ve siniflandirma yoniinden degerlendirildiginde, genetik algoritmalarin  bazi
uygulamalarinin gergeklestirildigi gorilmektedir [82, 83]. Bu c¢alismalarda dogal
sistemlerin adaptasyon prosesi anlasilmaya calisilmistir. Ayrica yapay sistemlerin

dizayn1 algilanmaya ¢alisilmistir.

Spektral veriler kullanilarak genetik algoritmaya dayali siniflandirma ve obekleme
yontemleri gelistirilebilmektedir. Gelistirilen yontemler genetik algoritma gibi var olan
cesitli siniflandirma ve kiimeleme yontemlerine uyarlanir. Baska bir deyisle genetik
algoritmaya dayali temel bilesen analiz yontemi veya genetik algoritmaya dayali

diskriminant analiz gergeklestirilebilmektedir.

1.1.12 Tekstiir Analizi

Sekerleme {irlinlerinde oldugu gibi diger bir¢ok gidada tekstiir baslica jel aginin
olugmasinda etkilidir. Yumusak sekerlemelerde jelatin kullanilarak son {iriiniin
arzulanan sertlik ve esneklikte olmasi saglanmaktadir [84]. Tekstiir gida bilesiminde
bulunan biyopolimerlerin dogal yapisindan etkilenmektedir. Yumusak sekerlemelerde
ozellikle onem tasiyan iki tekstiir ozelligi sertlik ve elastikiyettir. Sertlik terimi,
tamamen sikistirmak i¢in gerekli olan giic miktar1 olarak tanimlanabilmektedir. Baska
bir deyisle ise sertlik, malzemenin deformasyonunu saglayacak gerekli olan gii¢ miktari

olarak ifade edilebilir. Elastiklik ise deformasyona ugrayan bir maddenin deformasyona
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sebep olan gii¢ kaldirildiktan sonra orijinal haline donme hizidir [85]. Yumusak
sekerlemeler, yapilarinda yiliksek oranda jelatin, siikroz ve glukoz ihtiva ederler.
Yumusak sekerlemeler, sekerleme pazarinda 6nemli bir yere sahiptir ve farkli tekstiir,
aroma ve gorliniime sahip yumusak sekerlemeler i¢in tiiketici talepleri s6z konusudur.
Bu sebeple yumusak sekerlemelerin tekstiir Ozelliklerinin belirlenmesi 6nem

tasimaktadir.

1.1.13 Renk Analizi

Genel olarak gidanin goriinimii taze veya proses edilmis gidalarda en 6nemli duyusal
faktordiir. Gida yiizeyinin rengi tiiketiciler tarafindan degerlendirilen ilk kalite
parametresidir ve iiriin kabul edilebilirligi yontinden kritik bir 6zelliktir. Ayn1 zamanda
iriiniin renk 6zelligi duyusal, besinsel ve goriinen veya goriinmeyen kusurlar hakkinda
bilgi verme 6zelligine sahiptir. Bu sekilde tiretimde hizli kontrol ve miidahele imkan
sunmaktadir dolayisiyla endiistriyel olarak gida kalitesi canli goriintiileme sistemleri ile
goriintiilenmekte ve takip edilmektedir [86]. Baska bir deyisle, gida {irliniin rengi ayni
zamanda kompozisyonel bilesimindeki farkliliklar veya icerik hakkinda bilgi sunabilme
ozelligine sahiptir. Bir gidanin veya maddenin rengi birkac¢ renk koordinat sistemi ile
tamimlanmaktadir. Kantitatif olarak renk tanimlanmasi (L*,a*,b*) modeli ile
yapilabilmektedir. Bu model sisteminde, a* degeri kirmizimsi renkler igin pozitif
degerler alirken yesilimsi renkler i¢in negatif degerler almaktadir ayn1 zamanda b*
degeri sarimsi renkler i¢in pozitif degerler alirken mavimsi renkler i¢in negatif degerler
almaktadir. L* degeri ise parlakligin yaklasik bir 6lgiitiidiir ve her renk siyah ve beyaz
arasindaki gri skalanin bir iiyesine denk olarak kabul edilmektedir [87]. Baska bir
deyisle ise renk {i¢ boyut ile ifade edilir: L*: Rengin parlaklig1 (0: Siyah, 100: Beyaz),
a*: Kirmizilik Yesillik (-60: Yesil, +60: Kirmizi), b*: Sarilik Mavilik (-60: Mavi, +60:
Sar1) [88].

1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinda yeni ve etkin bir yontem olarak yumusak sekerleme iiriinlerindeki
jelatinin kokeninin kolay ve pratik olarak belirlemek amaci ile FTIR, Raman ve RT-
PCR tekniklerinden yararlanilmistir. Caligmalarin ilk asamasinda standart jelatin
numunelerinin kdkeninin tespiti i¢in FTIR temelli yontem gelistirilmesi amaglanmistir.

Sonraki asamada ise yumusak sekerlemelerde jelatin kokeninin FTIR spektroskopi
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teknigi kullanilarak tespiti ig¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. FTIR spektroskopisi
gidalarda otantisite ve tagsis gibi konularin arastirilmasinda ilgi ¢ekici ve basarili bir
tekniktir. FT-IR metodunun hizli ve hassas bir sekilde kesin sonug¢ vermesi, atigi
olmamas1 ve analiz i¢in ¢ok az 6rnege gereksinim duyulmasi, bu metodun avantajlari
arasinda sayillmaktadir. Jelatin orijininin bu metot vasitasiyla hizli bir sekilde
belirlenebilmesi gida iireticileri ve tiiketicileri ic¢in olduk¢a Onemlidir. Gida
endiistrisinde kullanilan jelatinin biiylik ¢ogunlugunun domuz orijinli olma ihtimali,
Miisliiman ve Yahudi tiiketicileri, jelatin i¢eren {iriinlerin tiiketimini konusunda siipheli
hale getirmektedir. Buradaki temel etken de koken belirlemeye yonelik etkin bir
yontemin bulunmamasidir. Insanlarm giivenilir bir sekilde jelatin igeren iiriinleri
tilkketebilmesi icin jelatin kokeninin dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesi zorunlu

hale gelmistir. Bu hedefi gerceklestirebilmek i¢in su asamalar planlanmistir:

1. Standart jelatinlerin kokeninin belirlenmesi amact ile FTIR ve Raman

analizlerinin gergeklestirilmesi

2. Standart jelatinler i¢in elde edilen bulgulara kemometri (HCA, PCA, GADA)

uygulanarak orijin tespitinin yapilmasi

3. Ticari yumusak sekerlemelere benzer o&zelliklerde laboratuvar ortaminda

yumusak sekerleme iiretilmesi

4. Uretilen yumusak sekerlemelerdeki jelatinin kokenini belirlemek amaci ile farkli

kemometrik (HCA, PCA, GADA, PLS-DA) tekniklerin uygulanmasi

5. Yumusak sekerlemeler i¢in elde edilen sonuglarin RT-PCR teknigi ile

dogrulanmasi ve validasyonunun gergeklestirilmesi

6. Renk ve tekstiir analizlerinin gergeklestirilmesi

1.3 Hipotez

Giiniimiizde, Miisliman toplumun tiiketiminde hassasiyeti bulunan jelatinin orijininin
tespitine yonelik efektif bir yontem bulunamamasindan dolayi, iiretici firmalar ithal
ettikleri jelatinin orijinini belirleyememektedirler. Sekerleme gibi jelatin iceren
gidalarin tliketiminde de bireyler benzer endiseleri yasamaktadirlar. Bu problemin
ortadan kaldirilabilmesi ve tiiketicilerin goniil rahathigi ile jelatin igeren iiriinleri

tikketebilmesi amaciyla hizli ve giivenilir metotlara gereksinim duyulmaktadir.
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Bu tez ¢alismasinda, sekerleme iriinlerine ilave edilen jelatinin kokenini belirlemeye
yonelik FTIR spektroskopisi teknigine dayali hizli ve etkin bir yontem gelistirilmistir.
Tez calismasi kapsaminda standart jelatin numunelerinin kdkeni FTIR teknigi ile
belirlenmis ve sonraki asamada farkli kokene sahip jelatinleri iceren yumusak
sekerleme iiretimi yapilarak bu iriinlerin jelatin kokenine gore siniflandirilmast ve
orijin tespiti gergeklestirilmistir. Konu ile ilgi ¢alismalar TAGEM (Tarimsal
Aragtirmalar ve Politikalar Genel Miidiirliigii) projesi kapsaminda baglatilmistir. Bu
proje kapsaminda o&zellikle saf jelatinler i¢in FTIR teknigi kullanilarak koken
calismalar1 gerceklestirilmistir. Akabinde, desteklenen TUBITAK ARDEB 1003 projesi
kapsaminda ise yumusak sckerlemelerde jelatin orijinin tespitine yonelik caligmalar
gerceklestirilmis ve FTIR temelli metot gelistirilmistir. FTIR teknigine ilaveten, Raman,
LC-MS/MS, RT-PCR teknikleri jelatin kdkeninin belirlenmesi konusunda basari ile

uygulanmistir ve 6nemli bulgular elde edilmistir.
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BOLUM 2

MATERYAL VE YONTEM

2.1 Spektroskopik Metotlarin Gelistirilmesi

2.1.1 Standart Jelatinlerin FTIR analizi

Spektrumlarin elde edilmesi igin Bruker Tensor 27 FTIR spektrometre (Bremen-
Almanya) kullanilmistir. Cihaz KBr 151n boliicii ve DLaTGS dedektore sahiptir. FTIR
Ol¢iimlerinde ATR aksesuar1 kullanilmistir ve ATR elemani elmas kristale sahiptir.
Cihaz kontrolii ve veri toplanmasi OPUS Version 7.2 (Bruker, Almanya) yazilimi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

2.1.1.1 FTIR Analizi Oncesi Saf Jelatinler icin Numune Hazirhg

Tez c¢alismasinda farkli jel giiciine sahip standart sigir, domuz ve balik jelatinleri
kullanilarak ¢alismalar gergeklestirilmistir. Standart jelatin numuneleri Sigma-Aldrich
(Almanya)’ten satin alinmistir. Cizelge 2.1°de ¢alisma kapsaminda kullanilacak standart
jelatin numuneleri detayli olarak belirtilmektedir. Calisma kapsaminda farkli jel giicline
sahip standart jelatinlerin saf su kullanilarak farkli konsantrasyonlarda g¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Kullanilan tiim numunelerin  homojenizasyonu kusursuz sekilde
saglanmistir. Homojen jelatin ¢dzeltilerinin  hazirlanmasinda ise ultrasonik su
banyosundan yararlanilmistir (Wisebath, Almanya). Jelatin ¢ozeltisi konsantrasyonlari
%4, %6, %8, %10, %12, %14, %16, %18 , %20 (m/v) olacak sekilde hazirlanmstir.
Dolayistyla toplam 5 farkli jelatin i¢in 45 numune hazirlanmistir. Buna ilaveten domuz
ve sigir jelatinlerinin oranlar1 3:1, 1:1 ve 1:3 olacak sekilde ve toplam jelatin

konsantrasyonu %10 olacak sekilde jelatin karisimlarinin sulu ¢ozeltileri hazirlanmustir.
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Cizelge 2. 1 Kullanilan standart s1g1ir, domuz ve balik jelatini numuneleri

Jelatin tiirii Uretici Firma Bloom Degeri
Balik jelatini Sigma-Aldrich -belirtilmemis
Sigir jelatini Sigma-Aldrich ~225

Sig1r jelatini Sigma-Aldrich ~75

Domuz jelatini Sigma-Aldrich ~90-110
Domuz jelatini Sigma-Aldrich ~175

2.1.1.2 FTIR Ol¢iimleri

Hazirlanan jelatin ¢ozeltilerinin ATR-FTIR spektrumlar1 4 em™ ¢oziiniirliikte, her bir
spektrum i¢in 16 tarama olacak sekilde toplanmistir. Spektrumlar 4000-600 cm™ orta
kizil6tesi bolgede kaydedilmistir. Her numune i¢in ayni kosullarda {i¢ 6l¢iim toplanmis
ve spektrumlarin ortalamasi alinmistir. Her Olgiim Oncesi saf su ile zemin taramasi
yapilmustir. Kristal yiizeyi 1lik su ve %100 saf etil alkol (Merck, Almanya) kullanilarak

temizlenmistir.

2.1.1.3 Kemometrik Analiz

Kemometrik analiz olarak HCA ve PCA analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler
OPUS Version 7.2 (Bruker, Almanya) yazilimi kullanilarak yapilmistir. HCA analizi
icin spektrumlar 9 nokta ile diizgilinlestirilerek vektdr normalizasyonu gerceklestirilmis
ve spektrumlarin birinci tlirevi alinmigtir. 1722-1487 cm™ spektral bolge kemometrik
analizlerde tercih edilmistir. Ayn1 zamanda kemometrik analizlerde Oklit mesafesi
tizerinden Ward algoritmas1 uygulanmistir. Ayrica karigimlarin ayrilabilmesi i¢in 1313—
1124 cm™ spektral bolgesi kemometrik analize dahil edilmis ve karisimlar igin daha iyi
ayirt etme islemi gergeklestirilmistir. Benzer sekilde kemometrik analiz olarak PCA
(temel bilesen analizi) uygulanmistir. HCA (Hiyerarsik siniflandirma analizi) analizinde
oldugu gibi dokuz noktali diizgiinlestirme ve vektér normalizasyonu gerceklestirilmistir
farklt olarak spektral mesafelerin hesaplanabilmesi icin faktdrizasyon algoritmasi
uygulanmistir. OPUS yazilimi kullanilarak iki ve ii¢ boyutlu simiflandirma analizi

grafikleri elde dilmistir.
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2.1.2 Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak Sekerleme Uretimi

2.1.2.1 Materyal

Tez c¢alismasi kapsaminda iiretilen ilk yumusak sekerlemeler, jelatin, glikoz surubu,
seker, asit diizenleyici, meyve suyu, renklendirici, parlatici ve aroma vericileri ihtiva
etmektedir. Kullanilan malzemelerin timii Hammaddeler.com
(https://magaza.hammaddeler.com/) internet sitesinden siparis verilerek temin
edilmistir. Laboratuvar sartlarinda yumusak sekerleme tiretiminde sigir (G9382-Sigma
Aldrich, Almanya) ve domuz (G2500-Sigma Aldrich, Almanya) jelatinleri katki olarak
kullanilmistir. Her iki jelatinde {iretim formiilasyonuna uygun olarak ayni oranda iiriin
icerisine ilave edilmistir. Her tirlin sadece tek bir jelatin tiirii icerecek sekilde numuneler

hazirlanmistir.

2.1.2.2 Yontem

Yumusak sekerleme iiretimi USDA tarafindan oOnerilen standart sekerleme yapim

prosediiriine gerceklestirilmistir [89]. Uretim detaylar1 asagida sunulmustur.

Kullanilan malzemeler:

o 2 birim jelatin tozu
e 2 Dirim limon suyu
. 2 birim toz seker
o Dogal elma suyu

Uretim prosediirii:

. Dogal elma suyu ve limon suyu iginde toz jelatin karistirilarak eritilmisir.

. Bir 1sitic1 kullanilarak hazirlanan karisim 2 dakika 100° C’ de kaynatilmustir.
. Kaynayan karisima toz seker ilave edilmistir.

. Y4 ing tepe boslugu olacak sekilde bir behere doldurulmustur.

. Buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hazirlanan yumusak sekerlemeler sicak halde iken ve kaliplara dokiilmiis ve kaliplarda

1-2 giin siiresince bekletilmistir.
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2.1.2.3 Yumusak Sekerlemelerden Jelatin Ekstraksiyonu

Jelatinin yumusak sekerlemelerden ekstraksiyonu igin literatiirde dondurma igin
uygulanan alkolle soguk ¢oktiirme teknigi uygulanmistir [90]. Uygulanan ekstraksiyon
metodu kapsaminda 6ncelikle jelatin iceren sekerleme numuneleri 45 'C sicaklik
degerine 1sitilmistir. 225 g sekerleme balon jojeye alinarak saf su ile 250 mL hacme
tamamlanmistir. Ardindan 100 ml alinarak 200 mL soguk etil alkol yavasca, karistirarak
ilave edilmis, ¢okelti olusumunu takiben numuneler 24 saat 0 C’da bekletilmistir.
Cokmenin tamamlanmasinin ardindan filtrasyon islemi gerceklestirilmistir. Sonra ki
asamada ¢okelti soguk alkol ile yikanarak tizerine 50 mL saf su ilave edilmis ve oda
sicakliginda yarim saat bekletilmistir. Ardindan su banyosunda sicakligi 90 ‘C degerine
getirilerek, jelatinin tamamen ¢oziicli fazina ge¢mesi saglanmistir. Bu islemin ardindan
filtre edilecek, siiziintii 85 'C’ da 15 dk karistirilarak 1sitilmis ve igerisindeki etil alkoliin

uzaklagtirllmistir. Bu iglemler sonucunda jelatinin sulu ¢6zeltisi elde edilmistir.
2.1.3 Standart Jelatinlerin Raman Teknigi ile Analizi

2.1.3.1 Materyal

Raman spektrumlarinin elde edilmesi i¢in InVia Raman Mikroskop sistemi (Renishaw,
Wotton-under-Edge, Ingiltere) birlikteligindeki Leica DMLM mikroskop (50X objektif)
Olglimlerde kullanilmigtir. Raman ¢aligmalar1 785 nm dalgaboyuna sahip lazer
kullanilarak yapilmistir. Raman spektroskopi sistemi 1024x256 piksel ¢oziiniirliige
sahip bir Renishaw CCD kameraya sahiptir. Cihaz kontrolii ve veri toplama islemi

WIRE (Renishaw, Ingiltere) yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.1.3.2 Raman Analizi Oncesi Saf Jelatinler Icin Numune Hazirhg

Tez ¢aligmasinda farkl: jel giiciine sahip standart siir ve domuz jelatinleri kullanilarak
Raman c¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Standart jelatin numuneleri Sigma-Aldrich’ten
satin alinmigtir. Cizelge 2.2°de Raman calismasi kapsaminda kullanilacak standart
jelatin numuneleri detayl1 olarak belirtilmektedir. Calisma kapsaminda farkli jel giicline
sahip standart jelatinlerin saf su kullanilarak ayni1 konsantrasyonda (% 6,67) ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Homojen jelatin ¢ozeltilerinin  hazirlanmasinda ise ultrasonik su
banyosundan yararlanilmistir (Wisebath, Almanya). Raman o6lgiimleri mikroskop

kullanilarak gergeklestirildigi i¢in numunenin yiizeyinin diiz ve piirlizsiiz olmasini
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saglamak gerekmektedir. Bu sebeple numuneler sivi ¢ozelti halinde iken 1 cm ¢apindaki
plastik dairesel kaliplar igerisine 1 mL esit hacimde aktarilmis ve bir giin sonra

numuneler jel haline geldiginde Raman 6l¢iimleri alinmastir.

Cizelge 2. 2 Raman ¢alismasinda kullanilan standart sigir ve domuz jelatini numuneleri

Domuz Jelatini

(Sigma G2500)

Domuz Jelatini

(Sigma 04055)

Domuz Jelatini

(Sigma 48720)

Domuz Jelatini

(Sigma 48724)

Domuz Jelatini

(Sigma 48722)

Domuz Jelatini

(Sigma G2625)

Domuz Jelatini

(Sigma 39465)

Sig1r Jelatini

(Sigma G9382)

Sig1r Jelatini

(Sigma G9391)

2.1.3.3 Raman Cahismalani icin On Denemeler

Tez kapsaminda yapilan caligmalarda Oncelikle Raman spektrumlarmin en giivenilir
sekilde elde edilmesini saglamak amacit ile ©n degerlendirme ¢aligmasi
gerceklestirilmistir. Burada ki amag tekrarl olarak en dogru, giivenilir ve detayli Raman
spektrumlarin1 elde edilmesidir. Ayrica énemli bir konu si8ir ve domuz jelatinlerinin
birbirinden ayirt edilmesini saglayacak markor bantlarin tespitinin saglanmasidir.
Yapilan c¢alismalarda en giivenilir spektrumlarin 785 nm lazer, %5 lazer giicii, 40
akiimiilasyon ve 50X objektif ile elde edildigi tespit edilmistir. Mikroskop kisminda
yapilan calismalarda 6zellikle 50x objektifin tercih edildigi durumda 20x objektife
nispeten daha fazla spektral ayrinti iceren bir Raman spektrumu elde edilebilmistir.
Yapilan caligmalar literatiirde ilk olma 06zelligini tasidigi i¢in bu c¢aligmalarda 6rnek

alinan bir metot veya yaym bulunmamaktadir.

2.1.3.4 Kemometrik Analiz

Kemometrik analiz olarak HCA ve PCA analizleri gergeklestirilmistir. Bu analizler

OPUS Version 7.2 (Bruker, Almanya) yazilimi kullanilarak yapilmistir. HCA analizi
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icin spektrumlar 25 nokta ile diizgiinlestirilerek vektor normalizasyonu gergeklestirilmis
ve spektrumlarin birinci tirevi alinmustir. 729-1777 cm™ spektral bolge kemometrik
analizlerde tercih edilmistir. Ayn1 zamanda kemometrik analizlerde Oklit mesafesi
tizerinden Ward’s algoritmasi uygulanmistir. Benzer sekilde kemometrik analiz olarak
PCA (temel bilesen analizi) uygulanmistir. HCA analizinde oldugu gibi 25 noktali
diizgiinlestirme ve vektor normalizasyonu gerceklestirilmistir farkli olarak spektral
mesafelerin hesaplanabilmesi i¢in faktorizasyon algoritmasit uygulanmistir. OPUS
yazilimi kullanilarak iki ve ii¢ boyutlu smiflandirma analizi grafikleri elde dilmistir.
laveten, GADA (genetik algoritmalar ayirt edici analiz) olarak adlandirilan bir temel

bilesen analizi ile ikinci kez temel bilesen skor grafikleri elde edilmistir.

2.1.4 FTIR Cahsmalan icin Farklh Konsantrasyonlarda Sigir ve Domuz Jelatini

Katkih Yumusak Sekerleme Uretimi

2.1.4.1 Materyal

Tez c¢aligmasi kapsaminda toplam 1i{ic kez yumusak sekerleme iiretimi
gerceklestirilmistir. Calisgmanin bu asamasinda %1, %5 ve %10 konsantrasyonda jelatin
icerecek sekilde yumusak sekerlemeler iiretilmistir. Kullanilan jelatin tiirleri Cizelge
2.3’te sunulmustur. Sonug grafiklerinde ve ¢iktilarinda daha kolay yorumlanabilmeleri

adina numuneler kodlanarak ifade edilmistir.

2.1.4.2 Yontem

Yumusak sekerleme iiretimi USDA tarafindan Onerilen standart sekerleme yapim
prosediiriine gerceklestirilmistir [89]. Uretim detaylar1 asagida sunulmustur. Bu ¢alisma
kapsaminda farkli jelatin icerikli yumusak sekerler iiretilmeye calisildigr i¢in oranlar
Cizelge 2.3’te gosterilen jelatin igerigi oranlarini saglayacak sekilde diizenlenmistir.

Tiim yumusak sekerlemeler ayn1 prosediir ile hazirlanmistir.

Kullanilan malzemeler:

o Jelatin tozu
o Limon suyu
. Toz seker

. Dogal elma suyu
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Cizelge 2. 3 FTIR calismasinda kullanilan yumusak sekerlemelere ait jelatin tiir ve

konsantrasyonlari

Numune Jelatin Jelatin Turi Numune | Jelatin Jelatin Tiri

Kodu fcerigi Kodu Icerigi

D1 %1 Domuz Jelatini/G1890- S1 %1 Sigir Jelatini/G6650-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D1 %5 Domuz Jelatini/G1890- S1 %5 Sigir Jelatini/G6650-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D1 %10 Domuz Jelatini/G1890- S1 %10 Sigir Jelatini/G6650-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D2 %1 Domuz Jelatini/G2500- S2 %1 Sigir Jelatini/G9382-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D2 %5 Domuz Jelatini/G2500- S2 %5 Sigir Jelatini/G9382-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D2 %10 Domuz Jelatini/G2500- S2 %10 Sigir Jelatini/G9382-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D3 %1 Domuz Jelatini/G2625- S3 %1 Sigir Jelatini/G9391-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D3 %5 Domuz Jelatini/G2625- S3 %5 Sigir Jelatini/G9391-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D3 %10 Domuz Jelatini/G2625- S3 %10 Sigir Jelatini/G9391-Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

D4 %1 Domuz Jelatini/04055- sS4 %1 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 215
Sigma Aldrich

D4 %5 Domuz Jelatini/04055- S4 %5 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicii 215
Sigma Aldrich

D4 %10 Domuz Jelatini/04055- sS4 %10 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 215
Sigma Aldrich

D5 %1 Domuz Jelatini/6144- S5 %1 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 222
Sigma Aldrich

D5 %5 Domuz Jelatini/6144- S5 %5 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 222
Sigma Aldrich

D5 %10 Domuz Jelatini/6144- S5 %10 Sigir Jelatini/Halavet -Jel gilicti 222
Sigma Aldrich

D6 %1 Domuz Jelatini/39465- S6 %1 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 255
Sigma Aldrich

D6 %5 Domuz Jelatini/39465- S6 %5 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicii 255
Sigma Aldrich

D6 %10 Domuz Jelatini/39465- S6 %10 Sigir Jelatini/Halavet -Jel giicti 255
Sigma Aldrich

D7 %1 Domuz Jelatini/48720- B %1 Balik Jelatini/7041-Sigma Aldrich
Sigm Aldrich

D7 %5 Domuz Jelatini/48720- B %5 Balik Jelatini/7041-Sigma Aldrich
Sigm Aldrich

D7 %10 Domuz Jelatini/48720- B %10 Balik Jelatini/7041-Sigma Aldrich
Sigm Aldrich

D8 1% Domuz Jelatini/48722-
Sigma Aldrich

D8 5% Domuz Jelatini/48722-
Sigma Aldrich

D8 10% Domuz Jelatini/48722-
Sigma Aldrich

D9 %1 Domuz Jelatini/48724-
Sigma Aldrich

D9 %5 Domuz Jelatini/48724-
Sigma Aldrich

D9 %10 Domuz Jelatini/48724-
Sigma Aldrich

Uretim prosediirii:

. Dogal elma suyu ve limon suyu iginde toz jelatin karistirilarak eritilmistir.
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. Bir 1sitic1 kullanilarak hazirlanan karisim 2 dakika 100° C* de kaynatilmustir.
. Kaynayan karigsima toz seker ilave edilmistir.

o Y4 ing tepe boslugu olacak sekilde bir behere doldurulmustur.

o Buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Hazirlanan yumusak sekerlemeler sicak halde iken ve kaliplara dokiilmiis ve kaliplarda

1-2 giin siiresince bekletilmistir.

2.1.5 Farkh Konsantrasyonlarda Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemelerin FTIR Analizlerinin Gergeklestirilmesi

2.1.5.1 Materyal

Spektrumlarin elde edilmesi igin Perkin Elmer Frontier (Perkin Elmer Instruments,
Waltham, Massachusetts, ABD) FTIR/NIR spektrometre kullanilmistir. Cihaz OptBr
1sin boliici ve MIR TGS dedektore sahiptir. FTIR oOlgiimlerinde ATR aksesuari

kullanilmistir ve ATR elemani elmas kristale sahiptir.

2.1.5.2 FTIR Olgiimleri

Hazirlanan jelatin ¢ozeltilerinin ATR-FTIR spektrumlart 8 cm™ ¢oziniirliikte, her bir
spektrum i¢in 4 tarama olacak sekilde toplanmistir. Elde edilen dort taramanin
ortalamasi alinmistir. Spektrumlar 4000-600 cm™ orta kiziltesi bolgede kaydedilmistir.
Her numune i¢in ayni kosullarda ii¢ Ol¢iim toplanmis ve spektrumlarin ortalamasi
alimmistir. Her ol¢lim Oncesi saf su ile zemin taramasi yapilmistir. Herhangi bir 6n
hazirlik olmadan numuneler dogrudan ATR kristali iizerinde sikistirilarak ol¢timleri
alinmigtir. Kristal yiizeyi %100 saf etil alkol kullanilarak temizlenmistir. Kristal
yiizeyinin temizliginin kusursuz sekilde saglanmasi olduk¢a 6nemlidir. Bu sebeple sicak
suda ¢oziinme 6zelligi olan jelatin, 1lik saf su kullanilarak kristal yiizeyinden tamamen

temizlenmistir.

2.1.5.3 Kemometrik Analiz

Kemometrik analiz olarak GADA (Genetik algoritmalar diskriminant analiz) metodu

kullanilarak siniflandirma yapilmistir. GADA (Matlab2017) analizi sonucunda temel
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bilesen skor grafikleri, mesafe grafikleri, frekans dagilim grafigi ve PRESS grafigi

sunulmustur.

2.1.6 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak Sekerleme

Uretimi

2.1.6.1 Materyal

Tez caligmasi kapsaminda toplam 1{ic kez yumusak sekerleme iiretimi
gerceklestirilmistir. Caligmanin bu asamasinda ayni1 konsantrasyonda fakat farkli orijine
sahip jelatinleri igerecek sekilde yumusak sekerlemeler iretilmistir. Kullanilan jelatin
tiirlerine ait detayli bilgi Cizelge 2.4’te sunulmustur. Uretilen yumusak sekerlemeler
kompozisyonlarinda ii¢ farkli tiir seker ve farkli orijine sahip jelatinleri igermektedirler.
Uretilen yumusak sekerlemelere ait spektrumlar Perkin Elmer Frontier (Perkin Elmer
Instruments, Waltham, Massachusetts, ABD) FTIR/NIR cihaz1 kullanilarak

toplanmistir.

2.1.6.2 Yontem

Tez c¢alismasinin bu asamasinda yumusak sekerleme {iretim prosediiriimiiz
degistirilmis olup sert ve uzun yapili yumusak sekerleme iiretimime uygun prosediir
tercih edilmistir [91]. Bu prosediir de kullanilan malzemeler ve regete asagidaki
gibidir:

Malzemeler:

e 79 pektin

e 330g siikroz

e 480g glikoz surubu

e 200g, 1.su

e 120g, 2.su

e 50g jelatin

e Yaklasik 25 mL sitrik asit ¢ozeltisi (%50 v/v)

Recete:
e Su banyosu i¢erinde, 2. su kullanilarak jelatinin ¢oziinmesi saglanmustir.

e Manyetik karistiricilt 1sitict  kullanilarak pektinin 1. su igerisinde ¢dziinmesi
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saglanmistir ve tlizerine Once siikroz sonrasinda ise glikoz surubu ilave edilmistir.

Karisim 95 'C’ da isitilmustur.

Karigima ¢6ziinmiis olan jelatin ilave edilmis ve 10 dk siiresinde pigirilmistir.

Cizelge 2. 4 Farkl1 seker ve jelatin i¢erikli yumusak sekerlemelere ait igerik bilesimi

Yumusak Uretilen Yumusak Sekerlemelerin Igerikleri
Sekerleme
(YS)

YS1 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma G2500)-300g jel giicii Su
YS2 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma G2500) -300g jel giicii Su
YS3 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma G2500) -300g jel giicii Su
YS 4 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma 04055)-180g jel giicii Su
YS5 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma 04055) -180g jel giicii Su
YS6 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma 04055) -180g jel giicii Su
YS7 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma 48720)-70g jel giicii Su
YS 8 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma 48720) -70g jel giicii Su
YS9 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma 48720) -70g jel giicii Su
YS 10 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma 48724)-250g jel giicii Su
YS 11 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma 48724) -250g jel giicii Su
YS 12 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma 48724) -250g jel giicii Su
YS 13 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma G6144)-100g jel giicii Su
YS 14 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma G6144) -100g jel giicii Su
YS 15 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma G6144) -100g jel giicii Su
YS 16 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma 48722)-170-195 g jel giicii Su
YS 17 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma 48722) -170-195 g jel giicii Su
YS 18 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma 48722)- 170-195 g jel giicii Su
YS 19 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma G2625)-175 g jel giicii Su
YS 20 Pektin Siikroz Glukoz Domuz jelatini (Sigma G2625) -175 g jel giicii Su
YS 21 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma G2625) -175 g jel giicii Su
YS 22 Pektin Siikroz Fruktoz Domuz jelatini (Sigma 39465)-280-302 g jel giicii Su
YS 23 Pektin Siikroz Glukoz ~ Pomuz jelatini (Sigma 39465) -280-302 g jel giicii Su
YS 24 Pektin Siikroz Maltoz Domuz jelatini (Sigma 39465) -280-302 g jel giicii Su
YS 25 Pektin Siikroz Fruktoz S1gir jelatini (Sigma G9382) -225 g jel giicii Su
YS 26 Pektin Siikroz Glukoz S1g1r jelatini (Sigma G9382) -225 g jel giicii Su
YS 27 Pektin Siikroz Maltoz S1gir jelatini (Sigma G9382) -225 g jel giicii Su
YS 28 Pektin Siikroz Fruktoz S1g1r jelatini (Sigma G9391)- 225 g jel giicii Su
YS 29 Pektin Siikroz Glukoz Sigir jelatini (Sigma G9391)- 225 g jel giicii Su
YS 30 Pektin Siikroz Maltoz Sigir jelatini (Sigma G9391)- 225 g jel giicii Su
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e pH degerini 3,0-3,2 araligina getirebilmek i¢in yaklasik 25 mL sitrik asit ilave edilerek,
jellenme kuvvetlendirilmistir.

e Son liriin kaliplara alinarak buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.1.7 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemelerin FTIR Analizinin Gergeklestirilmesi

2.1.7.1 Materyal

Spektrumlarin elde edilmesi i¢in Perkin Elmer Frontier (Perkin Elmer Instruments,
Waltham, Massachusetts, ABD) FTIR/NIR spektrometre kullanilmistir. Cihaz OptBr
1sin boliicii ve MIR TGS dedektore sahiptir. FTIR Olgiimlerinde ATR aksesuari

kullanilmistir ve ATR elemant elmas kristale sahiptir.

2.1.7.2 FTIR Olgiimleri

Hazirlanan jelatin ¢ozeltilerinin ATR-FTIR spektrumlart 8 em™ ¢oziiniirliikte, her bir
spektrum igin 4 tarama olacak sekilde toplanmustir. Spektrumlar 4000-650 cm™ orta
kizil6tesi bolgede kaydedilmistir. Her numune i¢in aym kosullarda ii¢ 6l¢iim toplanmis
ve spektrumlarin ortalamasi alinmistir. Her Olglim oOncesi saf su ile zemin taramasi
yapilmistir. Her ol¢lim {i¢ kez alinmistir ve analizlerde {i¢c yansimali elmas kristal
kullanilmistir. Spektrumlar havaya gore zemin spektrumu taranarak elde edilmistir.
Herhangi bir 6n hazirlik olmadan numuneler dogrudan ATR kristali iizerinde
sikigtirilarak Olgimleri alinmustir. Kristal yiizeyi %100 saf etil alkol ve saf su

kullanilarak temizlenmistir.

2.1.7.3 Kemometrik Analiz

Kemometrik analiz olarak HCA, PCA ve PLS-DA) kullanilarak smiflandirma
yapilmistir. Bu analizler sonucunda dendrogramlar, skor grafikleri ve siniflandirma

sonuglar1 elde edilmistir.

2.1.8 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemelerin Raman Analizinin Gergeklestirilmesi

2.1.8.1 Materyal

Raman caligmalar1 785 nm dalgaboyuna sahip lazer kullanilarak yapilmstir.
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Raman spektroskopi sistemi 1024x256 piksel ¢oziiniirliige sahip bir Renishaw CCD
kameraya sahiptir. Cihaz kontrolii ve veri toplama islemi WIRE (Renishaw, Ingiltere)

yazilimi kullanilarak gergeklestirilmistir.

2.1.8.2 Raman Analizi Oncesi Yumusak Sekerlemeler Icin Numune Hazirhig

Tez caligmasinda farkl: jel gliciine sahip standart sigir ve domuz jelatinleri kullanilarak
Raman caligmalart gergeklestirilmistir. Standart jelatin numuneleri Sigma-Aldrich’ten
satin alinmistir. Kullanilan jelatin tiirlerine ait detayl1 bilgi Cizelge 2.4’de sunulmustur.
Uretilen yumusak sekerlemeler kompozisyonlarinda ii¢ farkli tiir seker ve farkli orijine
sahip jelatinleri igermektedirler. Raman oOlgiimleri mikroskop kullanilarak
gerceklestirildigi i¢in numunenin yiizeyinin diiz ve piirlizsiiz olmasmi saglamak
gerekmektedir. Bu sebeple hazirlanan yumusak sekerlemeler akiskan halde iken 1 cm
capindaki plastik dairesel kaliplar igerisine 2 ml esit hacimde aktarilmis ve bir giin sonra

numuneler jel haline geldiginde Raman 6l¢timleri alinmistir.

2.1.8.3 Raman Ol¢iimlerinin Gerceklestirilmesi

Yapilan ¢alismalarda en gilivenilir ve diizgiin spektrumlarin 785 nm lazer, %5 lazer
giicii, 40 akiimiilasyon ve 50x objektif ile elde edildigi tespit edilmistir. Mikroskop
kisminda yapilan onceki ¢alismalarda 6zellikle 50x objektifin tercih edildigi durumda
20x objektife nispeten daha fazla spektral ayrinti iceren bir Raman spektrumu elde
edilebilmistir. Raman dlciimleri secilen parametreler ile extended olarak 3000-100 cm™
spektral araliginda gerceklestirilmistir. Yapilan caligmalar literatiirde ilk olma 6zelligini

tasidig i¢in bu ¢alismalarda 6rnek alinan bir metot veya yayin bulunmamaktadir.

2.1.8.4 Kemometrik Analiz

Kemometrik analiz olarak detayli bir sekilde degerlendirme imkani saglayan HCA

(Hierarchical cluster analysis) gergeklestirilmistir.
2.2 Kromatografik Metotlarin Gelistirilmesi

2.2.1 Jelatinde Markor Peptitlerin Belirlenmesine Yonelik Nano LC-MS/MS

Proteomiks Calismasi

45



Jelatinde markor peptitlerin belirlenmesini saglamak amaci ile Thermo Scientific Q
Exactive Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer with nano Liquid Chromatography
(n-LC MS/MS) si1v1 kromatografisi cihazi kullanilmistir. Tripsin (Promega), NH;HCO;
(Sigma-Aldrich, Almanya), Halavet sigir jelatini (Kazlicesme), B9382 kodlu sigir
jelatini (Sigma-Aldrich, Almanya), P2500 ve P2625 (Sigma-Aldrich,Almanya) kodlu

domuz jelatinleri ¢aligmalar kapsaminda temin edilmistir.

2.2.1.1 Triptik Parcalama Islemi

Jelatinlerin triptik par¢alama islemi i¢in literatiirde uygulanan metottan yararlanilmistir
[29]. Bu metoda gore yaklasik 10 mg jelatin 6rnegi (sigir ve domuz) 5 mL NH4HCO3
(0,05 M) ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir. Jelatin ¢ozeltisi 22 um filtreden gegirilerek
stiziilmistiir. 100 pL jelatin ¢ozeltisini alinmis ve tizerine 50 pL tripsin (Promega) ilave
edilmistir. Karisim, 37 °C sicaklikta 18 saat siire inkiibe edilmistir. Par¢calanmis olan
jelatinler analiz 6ncesi -20 °C sicaklikta muhafaza edilmistir. Bu ¢alisma kapsaminda
dort farkli cesit jelatin kullanilarak (Halavet sigir jelatini, B9382 kodlu sigir jelatini
(Sigma-Aldrich), P2500 ve P2625 (Sigma-Aldrich) kodlu domuz jelatinleri) triptik

pargalama islemi gerceklestirilmistir.

2.2.1.2 Nano LC-MS/MS c¢alismasi

Triptik pargalama islemi gergeklestirilen jelatinlerin analizi Thermo Scientific Q
Exactive Quadrupole-Orbitrap Mass Spectrometer with nano Liquid Chromatography
(n-LC MS/MS) cihazi kullanilarak markor peptitlerin belirlenmesine yonelik analiz
edilmistir. Pozitif polarite i¢cin 300-1500 m/z araliginda tarama yapilmistir. Nano LC-
MS/MS analizinde kullanilan metot parametreleri asagidaki gibidir (Cizelge 2. 5)

2.2.1.3 Markor Peptitlerin Belirlenmesi

LC-MS/MS analizi sonucunda elde edilen veriler Maxquant (1.6.1.0) yazilimi
kullanilarak degerlendirilmistir. Markor peptitlerin tespit edilebilmesi igin sigir jelatini
ve domuz jelatinine ait fasta dosyalar1 yazilimda onceden tanimlanmistir. Yazilimda
kullanilan fasta dosyalar1 National Center for Biotechnology Information (NCBI) web

sitesinden alinmustir. Tlgili dosyalar asagidaki gibidir:

Metot parametreleri ise Cizelge 2.5’te sunulmustur. Mobil faz gradientli olarak sisteme

verilmistir.
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Cizelge 2. 5 Nano LC-MS/MS analizinde kullanilan metot parametreleri

Mobil faz gradienti: %5 B-%25 B (25,0 dk), %25 B-% 40 B
(15,0 dk), %40 B-%95 B(2,0 dk), %95 B
(2,0 dk), %95 B- %5 B(2,0 dk), %5 B- %
95 B (2,0 dk), %95 B (2,0 dk), % 95 B-%
5B (2,0 dk), % 5 B (8,0 dk)

A (mobil faz) : HPLC grade su %0,1
Formic acid

B (mobil faz) : HPLC grade Acetonitrile
% 0,1 Formic Acid

Akis Hizi: 300 nL/dk

Toplam metot siiresi: 60 dk

e Collagen alpha-1(1) chain [Sus scrofa]

e Collagen alpha-1(1) chain-like partial [Sus scrofa]
e Collagen alpha-2(1) chain precursor [Sus scrofa]
e Colagen type I alpha 1[Bos taurus]

e Colagen type I alpha 2 [Bos taurus]

2.3 Gercek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Cahismalari

2.3.1 Materyal

PCR calismalarinda DNA ekstraksiyonu ve ¢ogaltilmasi i¢in ticari kitler kullanilmistir.
Yumusak sekerlemelerden DNA ekstraksiyonu Sure Food® Prep Advanced Kit
(CONGEN, R-Biopharm, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir. Ekstraksiyon
sonrast DNA c¢ogaltilmasi ise yine bir ticari kit (SureFood® Animal ID Pork SENS
Plus) ile gerceklestirilmistir. Ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu cihazi

(Applied Biosystems® 7500) ¢aligmalarda kullanilmustir.
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2.3.2 DNA Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonunun tiim adimlar kit talimatlarina gore gerceklestirilmistir. 200 mg
yumusak sekerleme Ornegi tizerine 600 uL lizis tamponu 40 pL proteinaz K ilave
edilmis ardindan vortekslenmistir. Karisim 65 °C sicaklikta 60 dk siiresince 1sitici bir
blok iginde calkalanarak tutulmustur. iki asamali santrifiij gergeklestirilerek lizat
uzaklagtirllmistir. Santrifiij sonrasinda tiip igerisine bir filtre yerlestirilmis ve 12000 rpm
de 1 dakika santrifiij gergeklestirilmistir. Filtre uzaklastirilarak stiziintiiye 250 pL
baglayic1 tampon eklenerek karistirllmistir. Siiziintii yeni bir filtreye aktarilarak oda
sicakliginda 1 dk inkiibe edilerek tekrar 1 dk siire ile 12000 rpm de santrifiijlenmistir.
Stiziintii uzaklastirildiktan sonra 550 pL. 6n yikama tamponu filtreye eklenmis ve 12000
rpm de 1 dk siireyle santrifiijlenmistir. Bu asama iki kez tekrar edilmistir. Filtre
uzaklagtirildiktan sonra 12000 rpm degerinde 2 dk siire ile kalan etanolii uzaklastirmak
icin santrifiijlenmistir. Filtre {izerine 50 pL 6n 1sitilmis (65 'C) eliisyon tamponu ilave
edilmis ve 65 °C sicaklikta 3 dk inkiibasyona birakilmustir. En son olarak 10000 rpm de
1 dk santrifiijlenmis ve saf DNA kullanilana kadar muhafaza edilmistir.

2.3.3 DNA Cogaltilmasi

Yumusak sekerlemelerden ekstrakte edilen DNA’nin ¢ogaltilmasi ticari kit (SureFood®
Animal ID Pork SENS Plus) kullanilarak gergeklestirilmistir. Bu kit domuz reaksiyon
karisimini (primerler), Tag-polimeraz enzimini igermektedir. Baslangi¢ denatiirasyonu
95 °C sicaklikta 5 dk siire ile, 45 dongli denatiirasyon 95 °C sicaklikta, primer
baglanmasi 15 s ve uzama 55 °C de 30 saniye olacak sekilde programlanmistir. Floresan

yogunlugu 522 nm (FAM) ve 553 nm (VIC) degerlerinde 6l¢lilmiistiir.
2.4 Renk ve Tekstiir Analizleri

24.1 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemelerin Tekstiir Analizlerinin Gerceklestirilmesi

2.4.1.1 Materyal ve Metot

Tekstiir analizi 6ncesi iiretilen yumusak sekerlemeler sicak halde iken Petri kaplarina
dokiilmiis ve kat1 hale gelinceye kadar +4’de bekletilmistir. Tez ¢alismasi1 kapsaminda

tiretilen yumusak sekerlemelerin tekstiir analizi (TA.HD Plus, Stable Micro Systems,
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Godalming, Ingiltere) sistemi kullanilarak gerceklestirilmistir. Tekstiir analizi cihaz
yaziliminda bulunan “gummy confectionery” metodu kullanilarak gergeklestirilmistir.
Bu metot parametrelerine gore, test dncesi hiz 1 mm/s, test hizi 1 mm/s, test sonrasi hiz
10 mm/s olarak tanimlanmistir. Gerilme degeri %20 olarak belirlenmisken analiz siiresi
ise 60 saniyedir. Tekstlir analizinde, Olglimler sirasinda 35 mm silindir prob
kullanilmistir. Tekstiir analizleri oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Tekstiir analizince
sertlik ve elastikiyet degerlerine bakilmistir. Analizler 3 paralelli olarak

gergeklestirilmistir.

2.4.1.2 istatiksel Analiz

Tez ¢alismast kapsaminda gergeklestirilen tekstiir analizleri 2 tekerriirlii olarak
yapilmistir. Sonuglar, ortalama + standard sapma olarak ifade edilmistir. Kullanilan
jelatin tiriiniin yumusak sekerlemenin tekstiir 6zelliklerine etkisi iki yonli ANOVA
yontemiyle degerlendirilmistir. S6z konusu istatistiksel analizler, JMP 6 kullanilarak

gerceklestirilmistir.

2.4.2 Uc¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemelerin Renk Analizlerinin Gergeklestirilmesi

2.4.2.1 Materyal ve Metot

Laboratuvar ortaminda iiretilen yumusak sekerlemelerin renk analizleri petri icerisine
dokiilerek hazirlanmis yumusak sekerlemeler iizerinden ii¢ tekrarli olarak farkli noktalar
tizerinden Ol¢iim alinmistir. El tipi bir kolorimetre cihazi (Chroma Meter CR-400,
Konica Minolta, Japonya) kullanilarak L(parlaklik), a(kirmizi-yesil), b(sari-mavi) renk

degerleri tespit edilmistir.

2.4.2.2 istatiksel analiz

Tez c¢alismasi kapsaminda gergeklestirilen tekstiir analizleri 4 tekerriirlii olarak
yapilmistir. Sonuglar, ortalama =+ standard sapma olarak ifade edilmistir. Kullanilan
jelatin tiirtiniin yumusak sekerlemenin tekstiir 6zelliklerine etkisi iki yonli ANOVA
yontemiyle degerlendirilmistir. S6z konusu istatistiksel analizler, JMP 6 kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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BOLUM 3

BULGULAR VE TARTISMA

3.1 Spektroskopik Metotlar Kullanilarak Elde Edilen Bulgular

3.1.1 Standart Jelatinlerin FTIR Calismalarina fliskin Spektral Bulgular

Balik, sigir ve domuz jelatinlerine ait FTIR spektrumlart Sekil 3.1°de gosterilmistir.
Jelatinler benzer karakteristik 6zelliklerdeki FTIR spektrumlarina sahiptirler. Baska bir
deyisle tim jelatinlerde benzer spektral 6zellikler goriilmistir. Jelatinlere ait FTIR
spektrumlarinda belirgin sekilde Amid bolgeleri goriilmiistiir. Temel olarak sirasiyla
1700- 1600 cm™ (Amid-1), 1565-1520 cm™ (Amid-11) ve 1240-670 cm™ (Amid-111)
olmak {izere li¢ temel Amid bag1 FTIR spektrumlarinda bulunmaktadir. Elde edilen
veriler literatiirde tespit edilmis olan bulgular ile uyumludur [31, 92]. Sigir, domuz ve
balik jelatinlerinden elde edilen FTIR spektrumlari dogrudan jelatinde bulunan
proteinlerin ikincil yapist ile iligkili olan gii¢lii ve keskin pikleri icermektedir. Amid |
absorbiyonu C=0 bag1 gerilme titresimleri ve az miktarda C-N gerilme titresimlerinden
ileri gelmektedir. Amid II bandi ise N-H egilme ve C-N gerilme titresimlerinden
kaynaklanmaktadir. Bir¢ok ¢alismada belirtildigi gibi neredeyse tamamen C=0 gerilme
vibrasyonlarindan kaynaklanan Amid | bandi proteinlerin ikincil yapisinin
belirlenmesinde daha yararlidir [93]. Amid III bandi ise genel olarak C-N gerilme
vibrasyonlari, N-H diizlem i¢i egilme titresimleri ve zayif sekilde C-C gerilme C=0
diizlem igi egilme titresimlerini kapsamaktadir. Amid III bandi ¢ok iyi tanimlanan bir
titresimsel mod olmamasina ve farkli yapisal 6zelliklerden kaynaklanmasina ragmen
literatiirde belirtildigine gore proteinlerin ikincil yapisi Amid III absorbsiyonu baz

almarak tahmin edilebilinir [93]. 1000-1100 cm™ araligindaki spektral bolge
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karbonhidratlara ait C-O ve C-O-C gerilme vibrasyonlarini icermektedir. Ozellikle
1083-1031 cm™ arasindaki bantlar karbonhidrat kalintilarimin C-O gerilme titresimleri
ile iliskilidir [7, 94, 95].
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Sekil 3. 1 Balik, sigir ve domuz jelatinlerine ait FTIR spektrumu

Tez calismasi kapsaminda %4-%20 konsantrasyon araliginda saf jelatin ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Sekil 3.2°de sigir, domuz ve balik jelatinlerine ait FTIR spektrumlarinin
gosterilmistir. Sekilde agikga goriildiigii tizere farkli konsantrasyonlarda tiim jelatinleri
icin benzer karakteristik Ozellikler goriilmiistiir. Baska bir deyisle jelatin tiirlerinin
birbirinden ayrilmasini saglayacak herhangi bir markor pik veya bant mevcut degildir.
Sigir jelatini, domuz jelatini ve balik jelatini igin ayni spektral bdlgelerde benzer
titresimsel bantlar goriilmiistiir. FTIR spektroskopisi teknigi ile tespit edilen bulgulara
gore Sekil 3.2°de goriildiigii gibi sigir, domuz ve balik jelatinlerinin konsantrasyonu
artttkca Amid I ve Amid II bantlarinin absorpsiyon siddeti yiiksek korelasyonlu bir
sekilde artmistir. Bagka bir deyisle, absorbans olarak y ekseni iizerinde gosterilen
degerler jelatin konsantrasyonu arttik¢a artmistir. Sigir, domuz ve balik jelatinlerinin
her {igiinde de benzer sonuglar ile karsilagilmistir. FTIR tekniginde sinyal/giiriiltii oran1
yiiksektir. Dolayisiyla, FTIR tekniginden yararlanarak hem kalitatif olarak madde
tanimlanmasina yonelik hem de kantitatif olarak miktar belirlenmesine yonelik

calismalarin gergeklestirilmesi miimkiindiir.
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Sekil 3. 2 Konsantrasyon ile iliskili FTIR spektrumlari. Sigir jelatini (a), domuz jelatini
(b), balik jelatini (c).

3.1.2 Standart Jelatinlerin FTIR Cahsmalarina Iliskin Kemometrik Bulgular

3.1.2.1 Saf Standart Jelatinlerin FTIR Calismalarina fliskin Kemometrik Bulgular

Jelatin standart numunelerinin FTIR spektrumlar1 tespit edildikten sonra spektral
benzerlik temelinde kiimeleme analizi yapilarak jelatin orneklerinin siniflandiriimasi
gerceklestirilmistir. Jelatinlerin ayirt edilmesi ve simiflandirilmas: tiirler arasindaki
spektral c¢esitlilik ve farklilik ile alakalidir. Sigir, domuz ve balik jelatinlerinin
muhtemel smiflandirmasini gerceklestirmek amaci ile smiflandirma analizlerinde Oklit
mesafesi ve Ward algoritmasindan yararlanilmistir. Onislem olarak tiim numunelere ait
spektrumlarin birinci tiirevi alinmis ve vektdr normalizasyonu gerceklestirilmistir.
Dalga boyu araligi olarak 1722-1487 cm* spektral bolge tercih edilmistir. Farkli jel
giiciindeki ve farkli konsantrasyondaki (%4-20) sigir, domuz ve balik jelatinlerininin
siiflandirilmasini igeren hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu Sekil 3.3’te sunulmustur.
Dendrogram da goriildiigii iizere farkli konsantrasyon ve jel giiciindeki jelatinler

(Cizelge 2.1) sigir, domuz ve balik kdkenli olmalart durumuna gore %100 dogruluk ile
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siiflandirilabilmistir. Agikca goriilmektedir ki, jelatin 6rneklerinin siniflandirilmasinda
jel giiclinden ziyade jelatin kokeni anahtar bir faktordiir. HCA analiz sonuglarina gore,
iki temel grup goriilmiistiir. Kiimelerden biri farkli konsantrasyondaki balik jelatini
numunelerinden olusurken diger grup farkli konsantrasyondaki sigir ve domuz jelatini
numunelerini igeren birbirinden jelatin kokenine gore belirgin sekilde ayrilmis sigir ve
domuz olmak iizere iki kiimeden olusmaktadir. Sekil 3.3’te goriildiigii lizere tim
jelatinler elde edildikleri kaynaga gore dogru sekilde kiimelenmislerdir. Elde edilen
bulgular ATR-FTIR tekniginin jelatinin kdkeni belirlemek amaci ile kolay ve rahat bir

sekilde kullanilabilecegini gostermektedir.
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Sekil 3. 3 Sigir, domuz ve balik standart jelatin numunelerine iligkin hiyerarsik
kiimeleme analizi dendrograma.

Hiyerarsik  smiflandirma  analizine ilaveten PCA (temel bilesen analizi)
gergeklestirilmistir. Sekil 3.4’te standart jelatinler icin PCA analiz sonuglar
gosterilmistir.  Cizelge 2.1°de sunulan jelatinler kullanilarak PCA  analizi

gerceklestirilmistir ve bu analizle jelatinlerin sigir, domuz ve balik kokenli olmalari
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durumuna gore siniflandirilmas: yapilmistir. Sekil 3.4’te iki ve ti¢ boyutlu PCA analiz
sonuglart sunulmustur. Grafikte gorildigii lizere belirgin bir sekilde jelatinleri

kokenlerine gore ayirmak PCA analizi ile miimkiindiir.
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Sekil 3. 4 Si8ir, domuz ve balik standart jelatin numunelerine iliskin PCA kiimeleme
analizi sonuclari. a) iki boyutlu PCA grafigi, b) Ug boyutlu PCA grafigi

HCA analiz sonuglarinda goriildiigii gibi sigir ve domuz jelatinleri birbirleri ile daha
yakin iligkili goriiniitken balik jelatini daha uzak bir bolgede gruplanarak belirgin
sekilde ayrilmistir. Literatlirde benzer sekilde sigir ve domuz jelatinlerinin PCA analizi

kullanilarak ayirt edilebildigi tespit edilmistir [31].

3.1.2.2 Kanisim Standart Jelatinlerin FTIR Cahsmalarma iliskin Kemometrik
Bulgular

Calisma kapsaminda sigir, domuz ve balik jelatinleri degerlendirilmistir fakat balik
jelatini daha kolay ayrilabildigi i¢in karigim numuneleri sigir ve domuz jelatinleri icin
hazirlanmistir. Sigir ve domuz jelatini oranlart 3:1, 1:1 ve 1:3 olarak toplam jelatin
konsantrasyonu %10 olacak sekilde hazirlanmistir. Calismanin bu agsamasinda saf sigir
jelatininin karisim halindeki numunelerden ayirt edilmesi amaglanmistir. Hazirlanan
karisim numuneleri farkli konsantrasyonlarda (%25 sigir jelatini ve %75 domuz jelatini,
%350 s181r jelatini ve %50 domuz jelatini, %25 domuz jelatini ve %75 sigir jelatini) sigir
ve domuz jelatinleri igermektedir. Sigir jelatini numunelerinin karisim numunelerinden
ayirt edilmesini saglamak amaci ile Onislem olarak spektrumlarin birinci tiirevi

alimmistir, Ward algoritmasi1 ve 6klit mesafesi, Amid I ve Amid II bantlarin1 igeren
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1722-1487 cm™ spektral araliginda uygulanmustir. Sonug olarak standart sigir jelatininin

acikea ayirt edildigini gosteren bir HCA dendrogrami elde edilmistir (Sekil 3.5 (a)).
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Sekil 3. 5 Standar si8ir jelatini, standart domuz jelatini ve farkli oranlarda standart sigir-
domuz jelatini karisim numuneleri i¢in HCA dendrogrami (a) 1722-1487 cm* spektral
bolgesi (b) 1722-1487 cm™ ve 1313-1124 cm™ spektral bolgesi.

Yalniz standart domuz jelatinleri, sigir-domuz karisim numunelerinden ayirt

edilememistir. Bu durumun {iistesinden gelmek icin 1246 cm™ civarindaki Amid III
banti, Amid I ve Amid II bantlarina ilaveten HCA kiimeleme analizine dahil edilmistir.
Sekil 3.5 (b)’de goriildiigii tizere Amid IIT bandinda ki spektral bilginin HCA analizine
dahil edilmesi durumunda standart domuz jelatinleri karisim numunelerinden basarili
sekilde ayirt edilebilmistir. Hiyerarsik siniflandirma analizine (HCA) ilaveten temel
bilesen analizi (PCA) gergeklestirilmistir. PCA analizi sonuglart HCA analizi sonuglari

ile tamamen uyumludur. Elde edilen HCA ve PCA analizi sonuglari (Sekil 3.6)
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degerlendirildiginde HCA sonuglarinin siniflandirma c¢alismalarinda daha yararh
oldugunu sdylemek miimkiindiir ¢iinkii sinif elamanlar1 arasindaki yakinlik iligkisi
hakkinda detayli olarak bilgi vermektedir. Baska bir deyisle kiime elemanlar1 arasindaki
benzerlik veya farklilik iliskisi dendrogram iizerindeki konumlanmalarina gére basarili

bir sekilde degerlendirilebilmektedir.
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Sekil 3. 6 Standar si8ir jelatini, standart domuz jelatini ve farkli oranlarda standart sigir-
domuz jelatini karisim numuneleri i¢in ii¢ boyutlu PCA grafikleri (a) 1722-1487 cm™
spektral bolgesi (b) 1722-1487 cm™ ve 1313-1124 cm™ spektral bolgesi.

Calisma kapsamindaki bulgular literatiir ile karsilastirdigimizda tamamen literatiir ile
uyumlu sonuclar elde edildigi goriilmektedir. Yapilan bazi c¢aligmalarda proteinlerin
ikincil yapisinin 1600-1700 cm™ araliginda ki Amid I bandina karsilik gelen spektral
bolge kullanilarak degerlendirilebilecegi tespit edilmistir [95]. Hashim vd. [31]
yaptiklar1 bir ¢alismada sigir ve domuz jelatinlerinin ayrimi i¢in 3290-3280 cm™? ve
1660-1200 cm™ spektral arahigindaki N-H baglarindan yararlannuslardir. Tez

caligmasinda elde edilen bulgulara gore, sigir, domuz ve balik jelatinlerinin kdkenine
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gore ayirt edilmesi gelistirilen FTIR temeli metot ile miimkiin olmaktadir. HCA ve PCA
teknikleri ile gergeklestirilen siniflandirma caligmalari ile %100 dogrulukta sonuglar
elde etmek miimkiindiir. Baska bir deyisle FTIR spektroskopisinin kemometri ile

birlikte uygulanmasi, jelatinde koken tespiti i¢in oldukg¢a faydali bir gelisme saglamistir.

3.1.3 Yumusak Sekerlemelerden Ekstrakte Edilen Jelatinin Kemometrik Olarak

Degerlendirilmesi

Tez calismasit kapsaminda Bolim 2.1.2°de belirtildigi sekilde farkli orijine sahip
jelatinler (sigir, domuz) kullanilarak yumusak sekerleme iiretimi gergeklestirilmistir.
Uretilen yumusak sekerlemelerden ekstrakte edilen jelatin standart jelatinler
kullanilarak olusturulmus kemometrik model iizerinde test edilmistir. Sekil 3.7°de

ekstrakte edilen jelatinin HCA dendrogrami tlizerindeki lokasyonu gosterilmistir.
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Sekil 3. 7 Yumusak sekerlemeden ekstrakte edilen sigir jelatini numunesinin dahil

edildigi hiyerarsik kiimeleme analizi dendrograma.

Sekil lizerinde goriildiigii izere standart jelatinler ile olusturulan metodoloji kullanilarak
sekerleme numunesinden ekstrakte edilen jelatin test edildiginde bu ornegin sigir
jelatini numunelerinin bulundugu sinifta yer aldigi goriilmektedir. Ekstrakte edilen
jelatin dendrogram {izerinde mor renk ile isaretlenmistir. Goriildigii tizere humunenin
sigir kokenli jelatin oldugunu sdylemek miimkiindiir. Benzer sekilde domuz jelatini
kullanilarak tiretilen yumusak sekerlemelerden jelatin ekstraksiyonu ger¢eklestirilmistir.

Uretilen yumusak sekerlemelerden ekstrakte edilen jelatin standart jelatinler
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kullanilarak olusturulmus kemometrik model iizerinde test edilmistir. Sekil 3.8’de
ekstrakte edilen jelatinin HCA dendrogrami {izerindeki lokasyonu gosterilmistir.
Ekstrakte edilen jelatin dendrogram iizerinde mor renk ile isaretlenmistir. Goriildigi
tizere numunenin domuz kokenli jelatin oldugunu sdylemek miimkiindiir ¢iinki
ekstrakte edilen jelatin kemometrik analiz sonucunda domuz jelatini numunelerinin

bulundugu sinifa dahil olmustur.
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Sekil 3. 8 Yumusak sekerlemeden ekstrakte edilen domuz jelatini numunesinin dahil
edildigi hiyerarsik kiimeleme analizi dendrograma.

3.1.4 Standart Jelatinlerin Raman Calismalarina Iliskin Spektral ve Kemometrik
Bulgular

Tez caligmasi kapsaminda yapilan ¢aligmalarda boliim 2.1.3” te bahsedilen materyal ve
metodoloji  kullanilarak Raman c¢alismalar1  gerceklestirilmis. Aslinda Raman
caligmalarinda temel amag FTIR teknigi kullanilarak tespit edilemeyen markor spektral
bilgiyi bulabilmektir. FTIR teknigi kullanilarak kemometri yardimi ile jelatinler
orijinlerine gore ayirt edilebilse de domuz jelatinine ait markor 6zellikte bir spektral
bant tespit edilememistir. Standart sigir ve domuz jelatinlerine ait Raman spektrumlari
Sekil 3.9°da gosterilmistir. Sekilde goriildiigii gibi 1800-700 cm™ spektrum araliginda
her iki jelatin tiirii iginde spektral 6zellikler birebir aynidir. Markor spektral bilgiyi elde
edebilmek amaci ile Olgiimlerin alindigt Raman mikroskopta 6n degerlendirme
caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarinda 20x ve 50x objektifler farkli lazer

giicli, siire ve akiimiilasyon ile denenmistir. Deneme sonuclarina gére 50x objektif
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tercih edildigi durumda girisim yapmis bantlarin agildigi ve 1400-1300 cm™ dalgaboyu
araliginda yeni piklerin ortaya ¢iktig1 tespit edilmistir.
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Sekil 3. 9 Standart sigir ve domuz jelatinlerine ait Raman spektrumlari

Fakat soz konusu spektral ozellikler hem sigir hem domuz jelatininde ortak olarak
goriilmiistiir. Dolayisiyla tiim olgiimler 785 nm lazer kullanilarak, %5 lazer giicii ile
1800-700 cm™ dalgaboyu araliginda toplanmustir. Sinyal/giiriiltii oramn1 artirmak ve
giiriiltiiniin  spektrum {izerindeki olumsuz oOzelliklerinden kaginmak amaci ile 50
akiimiilasyon olacak sekilde tarama yapilmistir. Mikroskop kisminda yapilan
caligmalarda 6zellikle 50X objektifin tercih edildigi durumda daha fazla spektral ayrint
iceren bir Raman spektrumu elde edilebilmistir. Sekil 3.10’da karsilastirmali olarak
spektral farklilik gosterilmistir. Gortildiigii iizere 50X objektifin tercih edildigi durumda
1400-1200 cm™ dalga boyu araligindaki pik ortiismesi agilarak bantlar ayrik ve belirgin
sekle gozlemlenebilmistir. Her ne kadar 50x objektif kullanilarak daha detayli spektral
bilgi elde edilse de farkl: tiirdeki jelatinler arasinda ayirt edici bir 6zellik olmadigindan.
Jelatinlerin kokenine gore ayirt edilebilmesi i¢in kemometri kullanilmasina gerek
duyulmustur. Kemometri c¢alismalart  bolim 2.1.3°te izah edildigi sekilde
gerceklestirilmistir. Ayrica Cizelge 2.2°de belirtilen jelatinler c¢alisma kapsaminda

kullanilmistir. Kemometrik analiz olarak HCA ve PCA analizleri gergeklestirilmistir.
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llaveten Matlab yazilimi kullanilarak GADA kemometrik teknigi kullanilarak

siiflandirma ¢alismalar1 gergeklestirilmistir.
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Sekil 3. 10 50x ve 20x objektifler kullanilarak elde edilen jelatine ait Raman
spektrumlari

Sigir Jelatinler1 Domuz Jelatinleri

l

1890_BS.79
ine_48720_BS.85
ine_2500_BS.80

39465_BS .84

ine_d48722 BS.E6

bovine_9382_BS.77
bovine_9391_BS.75
porcine
porcine_04055_BS .82
ine_2625 BS.81
porcine_48724_BS.87

porcine
porcine
porcine
porcine
porcine

r
_
d
_

0.05 —

0.1 —

0.15+

Heterojenite

0.2 —

0.25 4

Sekil 3. 11 Sigir ve domuz standart jelatin numunelerine iligkin hiyerarsik kiimeleme
analizi Raman dendrogramu.
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Caligmanin ilk asamasinda %6,67 konsantrasyonda sigir ve domuz jelatini ¢ozeltileri
hazirlanmistir. Tiim jelatin tipleri i¢in konsantrasyonlar aynidir. Jelatin numunelerinin
siniflandirilmasinda  hiyerarsik kiimeleme analizi ve temel bilesen analizi
uygulanmistir. Sekil 3.11°deki dendrogramda goriildiigii tizere, sigir ve domuz
jelatinleri yiiksek dogruluk ile ayirt edilmistir. Siiflandirma islemlerinde ham
spektrumlarin birinci tiirevleri alinmis ve Ward algoritmasi uygulanmistir. Kiimeleme
analizinde tercih edilen spektral bolge ise 1700-1600 cm™ bant araligidir. Daha once
de belirtildigi gibi 1700-1600 cm™ araliginda ki spektral bolge Amid I bandindan
kaynaklanan vibrasyonlar1 icermektedir ve bu bdlge proteinlerin ikincil yapilarinin
tahmin edilmesinde kullanilabilmektedir [95]. Ayni zamanda temel bilesen analizi
gerceklestirilmis ve elde edilen grafik Sekil 3.12°de sunulmustur. Temel bilesen
analizinde de benzer sekilde sigir ve domuz jelatinleri yliksek dogruluk ile ayirt
edilerek siniflandirilabilmistir. Sekil 3.12°de PCA analizinin bir ¢iktis1 olan iig
boyutlu skor grafigi sunulmustur ve gruplarin belirgin sekilde ayrildig1 ii¢ boyutlu
PCA grafigi lizerinde agik¢a goriilmektedir.

@ Sizir jelatini
A Domuz jelatini

Sekil 3. 12 Sigir ve domuz standart jelatin numunelerine iligkin Raman PCA kiimeleme
analizi ii¢ boyutlu grafigi

Bolim 2.1.3°te bahsedilen materyal ve metot kullanilarak iretilen yumusak

sekerlemeler i¢in ayrica Matlab yazilimi (2017) kullanilarak kemometrik ¢alismalar
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gerceklestirilmistir. Bu ¢alismalar kapsaminda GADA analizi uygulanarak basarili bir
sekilde yumusak sekerlemelerin kdkenine gore ayirt edilebilmesi saglanmistir. Standart
jelatin orneklerinin her biri 3 tekrarli olmak iizere Raman ol¢iimleri yapilmis 12 adet
jelatin 6rnegine ( 3’1 s181r, 9’u domuz) ait verilere 6ncelikle zemin diizeltmesi yapilmis
ve bu Orneklerin ortalamasi alinmistir.12 adet jelatin Grnegine ait Raman spektrum
grafigi sekil 3.13’de gosterilmektedir. Grafik tlizerinde gosterilen isimler jelatin
numunelerinin orijinal isimleridir. Ayrica bu jelatinler ile ilgili detayl bilgi Cizelge 2.2’

de verilmistir.
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Sekil 3. 13 Ortalama degerleri alinan on iki adet (3’1 s18ir, 9’u domuz) jelatin 6rnegine
ait Raman spektrum grafigi.

Sekil 3.13°de Raman spektrumlar1 gosterilen jelatin 6rnekleri ile GADA metodu
kullanilarak siniflandirma yapilmistir. Yapilan analiz sonucu elde edilen ilk iki temel
bilesene (PC1 ve PC2) ve ilk ii¢ temel bilesene (PC1, PC2 ve PC3) ait skor grafikleri
sekil 3.14 ve 3.15’te verilmektedir. Yapilan analiz sonucu elde edilen ilk ii¢ temel
bilesen toplam varyansin %76’sin1 agiklamaktadir. Siniflandirmaya dahil edilen 12 adet
ornege ek olarak, her gruptan birer adet toplamda 2 adet bagimsiz validasyon da modele
eklenmistir. Skor grafiklerinin iizerinde ki numaralar numunelerin orijinal numaralarini
gostermektedir. Sekil 3.14 ve 3.15°de PCA analizinden gelen skor grafiklerine
bakildiginda, sigir (kirmizi) ve domuz (yesil) jelatin 6rneklerinin birbirlerinden ayrimi
net bir sekilde gozlenmektedir. Ayrica siniflandirma analizinde kullanilan GADA
metodunda verilerin tamamina uygulanan temel bilesen analizinden elde edilen skorlara
mahalanobis uzaklik hesabi yapilmis ve elde edilen uzakliklar asagida ki grafikte

gosterilmistir.
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Sekil 3. 14 Raman 6l¢iimleri alinmis sig1r (kirmizi) ve domuz (yesil) jelatininin ilk iki
temel bilesenine (PC1 ve PC2) ait skor grafigi.
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Sekil 3. 15 Raman 6lgitimleri alinmis sigir (kirmizi) ve domuz (yesil) jelatininin ilk ti¢
temel bilesenine (PC1,PC2 ve PC3) ait skor grafigi

Sekil 3.16’da smiflandirma sonucu elde edilen 2 farkli grubun (A ve B) birbirlerine
olan uzaklik grafigi yer almaktadir. Sekil 3.16°de gosterilen uzaklik grafiginde, x ekseni
A (s1g1r jelatini) grubuna olan uzakligi, y ekseni ise B (domuz jelatini) grubuna olan
uzakligi temsil etmektedir. Grafikte goriildiigli gibi, A ve B grubuna ait 6rnekler %95
giiven araliginda birbirlerinden ayrildigr goriilmektedir. Bunlara ek olarak genetik
algoritma tarafindan spektrum tizerinde secilen noktalarin frekans dagilim grafigi Sekil
3.17°de verilmigtir. Ayrica PCA analizinden gelen skor ve yiikleme (loadings)
grafiklerinin st tiste gosterildigi “biplot” Sekil 3.18’de verilmistir.
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Sekil 3. 16 Raman 6l¢iimleri alinmis sigir (kirmizi) ve domuz (yesil) jelatinine ait iki

grubun (A ve B) birbirlerine uzaklik grafikleri
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Sekil 3. 17 Segilen dalga boylarinin frekans dagilim grafigi
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Sekil 3. 18 Skor ve yiikleme vektorlerinin (PC1 vs PC2) biplot grafigi
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3.1.5 Farkh Konsantrasyonlarda Uretilen Sigir ve Domuz Jelatini Katkili

Yumusak Sekerleme icin FTIR ve Kemometri Bulgular:

Tez calismas1 kapsaminda bolim 2.1.4’te detayli olarak anlatilan materyal ve metot
kullanilarak farkli konsantrasyonlarda jelatin igeren yumusak sekerleme iiretimi
laboratuvar kosullarinda gerceklestirilmistir. Ug farkl1 yiizdede (%1, %5, %10) jelatin
icerigine sahip, dokuz farkl tiirde domuz, alti1 adet farkh tiirde sigir ve bir adet balik
yumusak sekerlemelerinin FTIR spektrumlarina ait veriler her bir 6rnek igin 3 tekrarli
sekilde alinmistir. Her bir yiizde jelatin i¢in alinan 3 tekrarli Olgiimlerin ortalamasi
alinmis olup, elde edilen verilere ait FTIR spektrumlari asagida yer alan Sekil 3.19°da
gosterilmektedir. Ust iiste agilmis toplam 48 adet yumusak sekerlemenin detayl bilgisi
Cizelge 2.3’te detayli olarak sunulmustur ve sekil {lizerindeki kodlarin hangi jelatine

karsilik geldigi tabloda gosterilmistir.
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Sekil 3. 19 Ug farkl yiizde (%1, %5, %10) jelatin icerigine sahip 48 adet yumusak
sekerleme numunesine (dokuz farkl tiir domuz, alt1 farkli tiirde sigir ve bir tiir balik) ait
FTIR spektrumlari.

Sekil 3.19°da verilen FTIR spektrumlarina bakildiginda, 48 adet 6rnegin spektral olarak
biiyiik farkliliklar icermemesine ragmen, 1 adet 6rnegin (%] jelatin igceren 9. domuz
yumusak sekerleme numunesi) 6zellikle 3700-3000 cm™ araliginda diger 6rneklerden
farklilik gosterdigi gézlemlenmistir. Siniflandirma ¢alismasinda oncelikle unsupervised
bir metot olan PCA metodu ile ¢alisilmis olup, ¢ok basarili sonuglar elde edilememistir.
Daha sonrasinda, supervised metotlar denenmeye baslanmis olup, PLS-DA metodu ile
smiflandirma ¢alismas1 yapilmustir. Ik calismada, 48 adet drnekte yer alan 27 adet

domuz 6rneginden 21’1 kalibrasyon, 6’s1 bagimsiz validasyon, 18 adet si8ir 6rneginden
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15’1 kalibrayon, 3’ii validasyon ve 3 adet balik Orneginden 2’si kalibrasyon 1’1
validasyon olarak secilmis olup, PLS-DA metodu ile smiflandirma ¢alismasi

yapilmistir. PRESS (predicted residual error of standard residual) degerleri Sekil
3.20°de yer almaktadir.
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Sekil 3. 20 Model olusturmada kullanilan 21 adet domuz, 15 adet sigir ve 2 adet balik
yumusak sekerlemelere ait PRESS grafigi.

Sekil 3.20°de verilen PRESS degerlerine bakildiginda goriilebilecegi gibi, en diisiik
hatanin 6. Temel bilesenle elde edildigi goriilmiis olup, modeli olusturup validasyon
setini kurarak modeli test etme amaciyla 6 PC se¢ilmistir. Elde edilen model sonucu ilk
i¢c temel bilesene (PC1, PC2 ve PC3) ait li¢ boyutlu grafik Sekil 3.21°de verilmektedir.
Sekil 3.21°de verilen li¢ boyutlu uzaklik grafigine bakildiginda, domuz (kirmizi dolu
ticgen), sigir (yesil dolu iicgen) ve balik (mavi dolu iiggen) yumusak sekerlemelerin
biiyiik 6l¢iide birbirlerinden ayrildiklar gorilmektedir. Ancak, her gruba ait validasyon
orneklerine bakildiginda, kurulan modelin tahmin etme giiciiniin yeterinde iyi olmadigi
gorilmektedir. Siniflandirma sonucu validasyon tahmin basarist %70’dir. Sekil 3.19°da
verilen FTIR spektrumlarinda bahsedildigi iizere, 9’nolu %1 domuz jelatini iceren

yumusak sekerleme 6rnegi spektral olarak gozle goriiliir bir farklilik icerdiginden, bir
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sonraki ¢alisma bu numune verisi ¢ikartilarak gerceklestirilmistir. 20’si domuz, 15’
sigir ve 2’si balik yumusak sekerleme 6rneginden olusan kalibrasyon verileri ile PLS-

DA sonucu elde edilen PRESS degerleri Sekil 3.22°de verilmektedir.
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Sekil 3. 21 48 adet yumusak sekerleme orneginin ilk ti¢ temel bilesenine (PC1, PC2 ve
PC3) ait skor grafigi.

Sekil 3.22°de verilen PRESS degerleri grafigine bakildiginda, en az hata oran1 11. PC

de gozlemlenmis olup, model ve validasyon tahminlemesinde 11 PC kullanilmistir.

Sekil 3.23’te sinifilandirma sonucu elde edilen ilk tii¢ temel bilesene ait skor grafigi

verilmektedir.
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Sekil 3. 22 Model olusturmada kullanilan 20 adet domuz, 15 adet sigir ve 2 adet balik
yumusak sekerlemelarina ait PRESS grafigi.
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Sekil 3. 23 47 adet yumusak sekerleme 6rneginin ilk ii¢ temel bilesenine (PC1, PC2 ve
PC3) ait skor grafigi.

Sekil 3.23’de verilen {i¢ boyutlu skor grafigine bakildiginda, domuz-sigir ve balik

orneklerinin bir Onceki calismaya gore grafik tizerinde daha iyi ayirt edildikleri

goriilmesine ragmen, siniflandirma sonucu elde edilen validasyon tahmin basarisi

%60’dir. Bunun sebebi siniflandirma esnasinda domuz, sigir ya da balik ile ilgili bir

bilgi tasimayan su pikinin PLS-DA algoritmasiyla model kurulumundaki yiikiinii

azaltmasindan kaynaklanmaktadir.

Siniflandirma c¢alismasinin esas amacinin bilinmeyen orneklerin tahmini olmasindan
otiirii, validasyon tahmin hatalarina dikkat edilmektedir. Domuz, sigir ve balik jelatinli
48 yumusak sekerleme Ornegine ek olarak 10 adet icerigi bilinmeyen numune verisi
olusturulan metotlar ile test edilmistir. Ikinci ¢alismada ¢ikarilan 9’nolu domuz Srnegi
yine ¢ikartilmis olup, 47 yumusak sekerleme 6rnegi ve 10 adet icerigi bilinmeyen ticari
yumusak sekerleme Orneginin FTIR spektrumlart Sekil 3.24°de verilmektedir. Sekil
3.24’e bakildiginda, model ile bilinmeyen Ornekler arasinda farkin en ¢ok oldugu ve
benzerlik gosterdigi bolge olarak 2350-2600 cm™ secilmistir. Modelleme calismasinda
en az hata bulunan 4 PC kullanilmis olup, siniflandirma sonucu elde edilen kalibasyon
ve validasyon setinin ilk ii¢ temel bilesenine ait skor grafigi sekil 3.25°te verilmistir.
Bilinmeyen orneklerinde i¢inde bulundugu skor grafigi Sekil 3.26’da verilmektedir.
Sekil 3.25’te verilen skor grafiginden goriildiigii tizere, kalibrasyon setinde bulunan iki
adet domuz 6rnegi disinda 3 grup birbirinden biiyiik anlamda ayrilmis olup, validasyon
tahmin basaris1 %100 olarak elde edilmistir. Bilinmeyen 6rneklerin tahminiyle birlikte

bir grafik olusturuldugunda, Sekil 3.26’da goriildigii {lizere, her ne kadar Ornek
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verilerinde ki en benzer nokta bulunmaya calisilmis ve ona gore model olusturulmus
olsa da, ticari Ornekler ve laboratuvar ortaminda hazirlanan 6rnek farkliliklarindan

dolayr bilinmeyen Ornek tahminleri model olusturulan verilerden ¢ok wuzakta

¢cikmaktadir.
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Sekil 3. 24 Kalibrasyon setini olusturan 6rnek spektrumlari (mavi), bilinmeyen ticari
ornek spektrumlari (sar1), mavi ve sar1 spektrumlar arasindaki fark (kirmizi).
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Sekil 3. 25 Daraltilmis FTIR spektrumu kullanilarak 47 adet yumusak sekerleme
orneginin ilk ti¢ temel bilesenine (PC1, PC2 ve PC3) ait skor grafigi.
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Sekil 3. 26 Daraltilmis FTIR spektrumu kullanilarak 47 adet yumusak sekerleme
orneginin ve 10 adet bilinmeyen 6rnegin ilk ii¢ temel bilesenine (PC1, PC2 ve PC3) ait
skor grafigi.

Bunun yani sira ticari drneklerle laboratuvar ortaminda hazirlanan 6rneklerin igerikleri
ve dolayisiyla verileri arasinda ki ciddi fark siniflandirma ¢aligmalar agisindan problem
yaratmistir. Bagka bir deyisle kemometrik model laboratuvar ortaminda {iretilen
yumusak sekerlemeler ile olusturulmustur fakat test numuneleri piyasadan satin
almmistir. Laboratuvar ortaminda iiretilen yumusak sekerlemeler hem kompozisyon
olarak hem de iiretim sekli olarak ticari olarak satilan yumusak sekerlemelerden farkli

oldugu i¢in gergek test numuneleri i¢in olusturulan kemometrik model ¢alismamustir.

3.1.6 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemeler i¢cin FTIR ve Kemometri Bulgular:

Tez caligmas: kapsaminda daha onceki boliimlerde farkli konsantrasyonlarda jelatin
iceren yumusak sekerleme {iretimi gerceklestirilmistir fakat yapilan ¢aligmalarda ticari
numuneler ile tretilen yumusak sekerlemeler arasinda kemometrik analizde sorun
olusturacak nitelikte uyumsuzluk mevcuttur. Bu sebeple farkli formiilasyonda ve farkli
receteye gore yumusak sekerleme iiretimi gerceklestirilmistir. Yapisinda ii¢ farkli seker
bilesimi igeren yumusak sekerlemeler literatiirde belirtilen bir regeteye [91] gore
dretilmistir. Bolim 2.1.6’da detayli olarak iiretim yonteminden ve materyalden
bahsedilmistir. Cizelge 2.4’te kullanilan jelatinler ve iiretilen yumusak sekerlemelerin
seker bilesimi detayli sekilde sunulmustur. Laboratuvarda diretilen yumusak
sekerlemelerin FTIR spektrumlar1 Sekil 3.27°de gosterilmistir. Yumusak sekerlemelerin

baslica bilesenleri su, seker (glikoz, fruktoz, maltoz ve siikrozdur), pektin ve jelatindir.
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Sekil 3. 27 (A) Laboratuvarda tiretilen yumusak sekerlemelerin FTIR spektrumu
(Siikroz+Fruktoz) (I), Laboratuvarda iiretilen yumusak sekerlemelerin FTIR spektrumu
(Siikroz+Glikoz) (1) Laboratuvarda iiretilen yumusak sekerlemelerin FTIR spektrumu
(Siikroz+Maltoz)(II) (B) Laboratuvarda iiretilen ve ticari yumusak sekerlemeleri temsil

eden FTIR spektrumlari

Sekil 3.27 (A)’da sunulan FTIR spektrumlar1 yumusak sekerlemelerin
kompozisyonunda bulunan temel bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Baska bir deyisle,

spektral bantlar yumusak seckerlemelerin yapisinda bulunan kimyasal gruplarla
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iliskilidir. Uretilen yumusak sekerlemeler genel olarak benzer spektral 6zelliklere

sahiptirler.

3300 cm™ civarindaki biliyiik pik genel olarak su molekiillerinden kaynaklanan OH
gerilme titresimleri ile iliskilidir. 2930 cm™ civarindaki pikler ise karboksilik asitlerin
C-H gerilme titresimleri ve serbest amino asitlerin NH3" gerilme vibrasyonlarmdan
kaynaklanmaktadir [59]. Sekerler ile iliskili olan bantlar genel olarak 750-1500 cm™
spektral araliginda bulunmaktadir [96]. Sakkaritlerden ileri gelen spektral 6zellikler ise
daha ¢ok 900-750 cm™ spektral araliginda goriilmektedir [97]. 993 cm™ civarinda
goriilen bant ise siikrozdaki karakteristik glikozit bag: ile iliskilidir. Uretilen tiim
yumusak sekerlemelerin  kompozisyonunda siikroz bulunmaktadir. 1049 cm™
civarindaki pik fruktoz igeriginden kaynaklanmaktadir [98]. 1100-1000 cm™
araligindaki spektral bolge ise karbonhidratlarin (C-O) ve (C-O-C) absorbsiyonlarindan
kaynaklanmaktadir [27]. 925 cm™, 1255 cm™ ve 1415 cm™ civarinda goriilen pikler
sirasiyla  karbonhidratlarin  C-H egilme, C-O gerilme ve O-H gerilme/egilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir [96]. 1500-1200 cm™ spektral araliginda ii¢ temel
bant (1261, 1362, 1415 cm™) goriilmiistiir. 1500-1200 cm™ araligindaki spektral bolge
proteinlerin >CH, and —CHgj egilme titresimlerinden etkilenen karigik bolge olarak
bilinmektedir [54]. Tlaveten, siikroz ile birlikte fruktoz sekerinin kullamildigi yumusak
sekerlemelerde farkli pikler goriilmiistir bu pikler yumusak sekerleme igerisinde
fruktoz varligini isaret etmektedir. 866, 818 and 779 cm™ noktalarindaki pikler fruktoz
varhigim1 gostermekle birlikte sirasiyla (6 CH+ v CC+ 6 CCH), 6 CH, (6 CCO+ CCH)
titresimlerine karsilik gelmektedirler [99].

Yumusak sekerlemelere iliskin spektrumlarda jelatin ile iligkili olan en belirgin pik
1700-1600 cm™ arahginda bulunan Amid I bantidir [27]. Sekil 3.27 (A)’ da acikca
goriildiigii lizere tiim seker kompozisyonlarinda genel olarak benzer spektral 6zellikte
ve belritilen kompozisyona uygun nitelikte yumusak sekerleme spektrumlari elde
edilmistir. Sekil 3.27 (B)’de laboratuvarda iiretilen yumusak sekerleme ile ticari
yumusak sekerlemenin karsilastirma spektrumu sunulmustur. Sekilde goriildiigii tizere
hem laboratuvarda iiretilen hem de ticari yumusak sekerleme oldukc¢a benzer ve
karsilastirilabilir FTIR spektrumlarina sahiptirler. Bahsedilen spektral bolgeler ve
tekabiil eden fonksiyonel gruplarin hepsi laboratuvarda iiretilen ve ticari olarak satin
alinan yumusak sekerlemelerde goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikarak elde edilen spektral

bilgi ile kemometri uygulanacak yumusak sekerleme ornekleri i¢in olduk¢a uygun bir
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liretim recetesi ve yontemi tercih edilmistir. Bagka bir deyisle ticari yumusak

sekerlemeye en yakin laboratuvar iiretimi gergeklestirilmistir.

Calismanin temel amaci1 yumusak sekerlemelerin igerigindeki jelatin orijinine gore ayirt
edilmesini ve smiflandirilmasini saglayacak bir FTIR metodu gelistirmektir. Bu amacla
ATR-FTIR teknigi ile birlikte kemometri uygulanmustir. Oncelikli olarak laboratuvarda
tiretilen yumusak sekerlemelerin boliim 2.1.7°de belirtildigi sekilde FTIR spektrumlari
alinmistir. Sonraki asamada orneklerin benzerlik veya farkliliklarina gore belirgin bir
siniflandirma gergeklestirmesi amaci ile kemometri uygulanmistir. Siiflandirma islemi
spektrumlarin  birinci  tiirevi alinarak reprolevel ve Ward algoritmast ile
gerceklestirilmistir. HCA ve PCA analizler i¢in 1734-1528 cm™ spektral araligi tercih
edilmistir. Segilen bdlge Amid I (1700-1600 cm™) ve Amid Il (1565-1520 cm™)
piklerinden kaynaklanan spektral o6zellikleri i¢ermektedir. Daha Onceki boliimlerde
Amid I pikinin proteinlerin ikincil yapis1 hakkinda bilgi saglayan peptit baglarinin C=0
gerilme titresimlerinden ileri geldigi belirtilmistir [27]. Siniflandirma sonuglart sekil
3.28’de sunulmugtur. HCA dendrograminda goriildiigii tizere iki tane belirgin sekilde
ayrilmis sinif olusmustur. Baska bir deyisle, tiim yumusak sekerlemeler orijinleri ile
iliskili olarak dogru sekilde siniflandirilmustir. Uretilen sekerlemeler olduk¢a kompleks
bir matriks olarak diisiiniilebilir. Ilaveten yumusak sekerleme 6rneklerine herhangi bir
on islem uygulanmamigtir. Buna ragmen 6rnekler herhangi bir hata veya yanlig tahmin
olmadan ayirt edilebilmistir. Sekil 3.28’de sunulan PCA analizine gore belirgin bigimde
sigir ve domuz jelatini igerikli yumusak sekerlemelerin ayirt edilebildigi goriilmektedir.
Bu durum Ward algoritmasinin uygulanmasi ile iliskilendirilebilir. Ward algoritmasi
birgok algoritmaya gore tistiin Ozelliklere sahiptir. Ward bir ¢alismasinda hiyerarsik
gruplama prosediiriiniin en biiyiik miktardaki bilgi iizerine kurgulandigini siniflandirma
islemlerinde karsilagilan problemler ile sinirlanmadigini ve birgok farkli uygulama sekli

buldugunu ifade etmistir [100, 101, 102, 103].

Ayrica litertiirde, otantisite ve tagsis ile ilgili problemlerde HCA analizi ile birlikte
Ward algoritmasinin etkin ve basarili bir sekilde kullanildig1 ve ¢6ziim imkani sundugu
goriilmektedir [58, 80-82]. Ayirmadaki stiinliigiin bir diger sebebi ¢cok yansimalt ATR
kristalinin kullanilmasidir. Cok yansimali ATR kristali tek yansimali kristale gore ¢ok
daha yiiksek kalitede spektrum elde edilmesini saglar bunun sebebi 6rnek ¢oklu sekilde

uyarildigi i¢in sinyal/gliriiltii oraninin artmis olmasidir.
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Sekil 3. 28 (A) 30 farkli yumusak sekerleme 6rnegi icin HCA analizi (Ward
algoritmasi) denrogrami (B) Toplam 30 yumusak sekerleme 6rnegi icin iki ve {i¢
boyutlu PCA analizi grafikleri
Ayrica Sekil 3.29’da PLS-DA analiz sonuglar1 sunulmustur. PLS-DA tahminleri ¢gubuk
grafikleri ile sunulmustur. Sekilde goriildiigii iizere her bir O6rnek icin iki cubuk
bulunmaktadir. Mavi ¢ubuklar domuz jelatini iceren yumusak sekerlemeleri ifade
ederken, turuncu ¢ubuklar sigir jelatini igeren yumusak sekerlemeleri ifade etmektedir.
PLS-DA analizi laboratuvarda tretilen ve Cizelge 2.4’te sunulan yumusak
sekerlemelere ait FTIR spektrumlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. 1734-1528 cm™
spektral araligi analizlerde kullanilmistir. Sekil 3.29°da gosterildigi gibi her yumusak
sekerleme 6rnegi igin iki gubuk bulunmaktadir. iki ¢ubuktan daha yiiksek degere sahip
olan1 yumusak sekerlemelerin ait oldugu grubu gostermektedir. Ornegin YS1 (Yumusak
Sekerleme 1) i¢in kalibrasyon modelindeki smif domuz orijini olarak belirlenmistir
¢linkii en yiiksek olan ¢ubuk mavidir, benzer sekilde kros-validasyonda bu numune

domuz jelatini olarak tespit edilmistir. PLS-DA sonuglarina gore hem kalibrasyon hem
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kros-validasyon modelinde %100 basar1 elde edilmistir. Tiim domuz jelatini igerikli
yumusak sekerlemeler domuz olarak tespit edilirken sigir jelatini igerikli yumusak

sekerlemeler sig1ir olarak tespit edilmistir.
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Sekil 3. 29 Yumusak sekerlemeler (YS) igin PLS-DA sinif tahmin (kalibrasyon-kros
validasyon) grafikleri

Tez galismasi kapsaminda asil amag farkli seker kompozisyonuna ve farkli tiirde jelatin
icerigine sahip olan yumusak sekerlemeleri smniflandirmaktir. Onceki kisimlarda
bahsedildigi iizere HCA, PCA ve PLS-DA kemometrik analizleri gerceklestirilerek
jelatin  kokenine gore yumusak sekerlemelerin  smiflandirilmas:  basar1 ile
gerceklestirilmistir. flaveten yapilan kemometrik ¢alismalar kapsaminda ii¢ farkli seker
kompozisyonuna sahip yumusak sekerlemelerin seker icerigine gore siiflandirilabildigi
goriilmistiir. Sekil 3.30°da kemometrik analize iliskin hiyerarsik siniflandirma analizi
sonucu sunulmustur. Uretilen yumusak sekerlemelerin seker ve jelatin igerikleri Cizelge

2.4’te detayli olarak sunulmustur. Tekrar bahsetmek gerekirse, her jelatin tiirii igin
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Siikroz+Fruktoz, Siikroz+Glikoz ve Siikroz+Maltoz olmak iizere ii¢ farkli seker
bilesiminde yumusak sekerleme iiretimi yapilmigtir. Bahsedilen yumusak
sekerlemelerin 6rnek olacak nitelikte temsili FTIR spektrumlar1 Sekil 3.27 (A)’da
sunulmustur. FTIR spektrumlarin1 degerlendirdigimizde 6zellikle sakkaritlerden ileri
gelen spektral dzellikler 900-750 cm™ spektral araliginda goriilmektedir. Bu bolgedeki
spektral farkliliklar gozle goriiliir sekilde belirgindir. Ozellikle Siikroz+Fruktoz
igerigine sahip olan yumusak sekerlemeler 900-750 cm* spektral araliginda ¢ok belirgin
farkliklara sahiptir ve bu farkliliklar siikroz biitiin yumusak sekerlemelerde ortak oldugu
icin fruktoz sekerinden ileri gelmektedir. Detayli olarak ifade etmek gerekirse, 866, 818
and 779 cm™ noktalarindaki pikler fruktoz varhigini gostermekle birlikte sirasiyla (8
CH+ v CC+ & CCH), & CH, (6 CCO+ CCH) titresimlerine karsilik gelmektedirler [99].
Glikoz ve fruktoz izomerdirler. Glikoz bir aldoz ve fruktoz ise bir ketoz olup ayni
atomlara farkli diizenlenis ile sahiptirler. Sekil 3.30’da kemometrik analize iliskin
hiyerarsik siniflandirma analizi sonucu sunulmustur. Bu simiflandirma sonucuna gore
yumusak sekerlemeler temel olarak iki gruba ayrilmistir. Numaralandirma ile ifade
edilen tiim yumusak sekerlemelerin (YS) kompozisyonel bilesimi Cizelge 2.4’te detayl
olarak verilmistir. Siniflandirma analizindeki heterojenite degeri 16000°dir ve oldukca
yiiksek bir deger olup siniflandirmanin giiglii bir sekilde gergeklestigini gostermektedir.
Kemometrik analiz kapsaminda Ward algoritmasi ve birinci tlirevi alinmig spektrumlar
kullanilmigtir. Dendrogram {izerinde iki ile isimlendiren dallanma yapilarinda
stikroz+fruktoz sekerini ihtiva eden yumusak sekerlemeleri igermektedir. Bu ornekler
diger yumusak sekerlemelerden belirgin sekilde grup olarak ayrilmiglardir. Bir ile
numaralandirilmig dallanma ise birbirinden ayrilmis iki farkli grubu igermektedir. Bu
gruplardan biri siikroz+glikoz seker igerigine sahip iken diger grup siikroz+maltoz seker
icerigine sahiptir. Dendrogram {izerindeki gruplanma incelendiginde ayni seker
kompozisyonuna sahip yumusak sekerlemelerin ayni grupta kiimelendigi agikca
goriilmektedir. Uriiniin seker icerigine gdre smiflandirilabilmesi olduk¢a dnemli bir
gelismedir. Buradan yola ¢ikarak FTIR-ATR teknigi ve kemometrinin birlikte
uygulanmasi ile saf haldeki farkli seker tiirlerinin ayirt edilmesi ve tagsis veya taklit ile
ilgili problemlerin aydinlatilmasi olduk¢a muhtemeldir. Elde edilen FTIR verilerinin
kemometri ile birlikte uygulanmasi sonucunda basarili sekilde yumusak sekerlemelerin
kokenine gore ayirt edilebildigi goriilmektedir. Literatiirde sekerleme tiirlerinde jelatinin

kokeninin tespiti i¢in ¢esitli calismalar gerceklestirilmistir.
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Sekil 3. 30 Yumusak sekerleme 6rneklerinin HCA analizi (Ward algoritmasi) ile seker
kompozisyonuna gore siniflandirilmasi

Ornegin aminoasit profili ve kemometri yardimi ile yumusak sekerlemelerde jelatin
kokeni belirlenmistir [40]. Baska bir c¢alismada ticari sekerleme tiirlerinde hayvana

spesifik DNA tespiti ile jelatin kokeni tespit edilmistir [88]. LC-MS/MS teknigi
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kullanilarak yumusak sekerlemelerde domuz kokenli ekstrakt olup olmadigi basarili
sekilde tespit edilmistir [41]. Bu ¢aligmalarin tiimii basarili olmakla birilikte
dezavantajlar1 uzun stiren numune hazirligi, toksik kimyasal gerektirmeleri ve zahmetli
olmalaridir. FTIR temelli gelistirilen metodolojide bahsedilen dezavantajlar s6z konusu
degildir. Numune hazirligr olmaksizin hizli ve etkin sekilde yumusak sekerlemelerin

kokeni tespit edilebilmektedir.

3.1.7 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemeler icin Raman ve Kemometri Bulgular:

Sekil 3.31°de laboratuvarda iiretilen ti¢ farkli seker igeren yumusak sekerlemelerin
Raman spektrumlari iist iiste gosterilerek sunulmustur. Tiim yumusak sekerlemeler
genel olarak benzer karakteristik 6zellikte Raman spektrumuna sahiptir. Cizelge 2.4’te
yumusak sekerlemelerin kompozisyonu ayrintili olarak sunulmustur. Sekil 3.31°de
goriildiigii tizere spektral veri 100-4000 cm™ spektral araliginda elde edilmistir. Bir
maddenin kizilotesi spektrumu kimyasal yapisini yansitmakla birlikte Ornekteki
molekiillerin ii¢ boyutlu oryantasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Raman IR bdlgenin
genis bir araliginda (100-4000 cm™) elde edildigi igin bolgelere ayirarak spektral
Ozelliklerden bahsetmek uygun olacaktir. Genel olarak degerlendirdigimizde, 3000-
2800 cm™ spektral aralizi —~CHs ve >CH, fonksiyonel gruplarmm gerilme
titresimlerinden ileri gelen C-H gerilme titresimlerini igermektedir. 1800-1500 cm™
proteinler ve peptitler ile iliskili olan Amid I ve Amid II gruplarindan kaynaklanan
pikleri icermektedir. 1500-1200 cm™ arasi ise yag asitlerindeki, proteinlerdeki ve fosfat
igeren bilesenlerdeki >CH, and —CHj3 gruplarinin egilme titresimlerinden kaynaklanan
karisik bir bolgedir. 1200-900 cm™ araliginda genel olarak niikleik asitlerde bulunan
PO, gruplarindan, karbonhidrat ve polisakkaritlerden kaynaklanan titresimsel bantlar
goriilmektedir. Son olarak 900-600 cm™ aralig1 olduk¢a énemlidir ve bu bolge gergek
parmakizi bolgesi olarak bilinmektedir. Ilaveten aromatik aminoasitler ve niikleotidler
ile iliskili olan g¢ok spesifik titresimler bu bolgede goriiliir [54]. Elde edilen spektral
verilerin kemometrik olarak degerlendirilebilmesi i¢in HCA ve PCA analizleri
uygulanmistir. FTIR analizlerinde tespit edilen Amid I ve Amid II titresimlerini igeren

spektral bolge kemometrik analizde kullanilmistir.
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Sekil 3. 31 Laboratuvarda iiretilen yumusak sekerlemelerin (30 adet) Raman spektrumu

HCA ve PCA analizler icin 1734-1528 cm™ spektral araligi tercih edilmistir. Secilen
bolge Amid I (1700-1600 cm™) ve Amid 11 (1565-1520 cm™) piklerinden kaynaklanan
spektral ozellikleri icermektedir. Daha 6nceki boliimlerde Amid I pikinin proteinlerin
ikincil yapis1 hakkinda bilgi saglayan peptit baglarinin C=0O gerilme titresimlerinden
ileri geldigi belirtilmistir [27]. Sekil 3.32°de hiyerarsik kiimeleme analizi ve temel
bilesen analizi sonuglart sunulmustur. Dendrogram iizerinde sunulan tim yumusak
sekerlemelere ait detayli bilgi Cizelge 2.4’te sunulmustur. Dendrogrami inceledigimizde
iki temel kiime olusumu goriilmektedir. Fakat yumusak sekerlemeler sigir veya domuz
jelatini olmalariyla iligkili sekilde diizgiin olarak kiimelenmemistir. Benzer sekilde
temel bilesen analizinde de yumusak sekerlemeler jelatin kdkenini ile iligkili olarak
siniflandirilamamistir. Hem hiyerarsik siniflandirma dendrograminda hem de temel
bilesen analizine ait {i¢ boyutlu grafikte yumusak sekerlemelerin kokenine gore
ayrilmasi saglanamamustir. Tiim spektrumlarin birinci tlirevi alinarak Ward algoritmasi
ile 1734-1528 cm™ spektral araliginda kemometrik analizler gergeklestirilmistir.
Kemometrik analizlerde FTIR verilerinin islenmesinde tercih edilen parametreler igin
tercih edilen degerlerin aynilart Raman verilerinin islenmesinde tercih edilmistir. Sekil
3.32°de goriildiigii lizere diizgiin bir siniflandirma gergeklestirilememistir. Bu durumun
sebebi Raman analizlerinde siklikla karsilasilan zemin fluoresans etkisinden

kaynaklanabilir. Fluoresans etki elde edilen verilerde zemin ¢izgisinde yiikselmeye
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sebep olmakla birlikte numuneden numuneye farklilik gostererek olgiimler arasinda
degiskenlige sebep olmaktadir. FTIR spektrumlarinda oldugu gibi sabit ve diizgiin bir
zemin ¢izgisi elde edilmesi miimkiin olamamaktadir. Diger bir sebep ise FTIR
spektrumlarinda Raman sepktrumlarina nispeten daha yiiksek ¢oziiniirlik elde
edilmektedir. Sinyal/giiriiltii oran1 FTIR spektrumlarinda daha yiiksek seviyededir.
Raman verilerinde karsilasilan giiriiltii coklu akiimiilasyon ile elimine edilmeye ¢alisilsa
da FTIR spektrumlarinda oldugu kadar yiiksek ¢oziniirliikte ve yiiksek piirtizsiizliikte

spektrumlar elde etmek miimkiin olmamaktadir.
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Sekil 3. 32 (A) 30 farkli yumusak sekerleme 6rneginin Raman analizi i¢in HCA (Ward
algoritmasi) denrogrami (B) Toplam 30 yumusak sekerleme 6rnegi icin iki ve li¢
boyutlu PCA analizi grafikleri (Raman Analizi)

3.2 Gercek Zamanh (Real Time) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Calismalarina iliskin Bulgular
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PCR calismasi test orneklerinin jelatin kdkeninin belirlenmesi amaci ile kullanilmistir.
Tiirkiye’den ve yurt disindan toplam 20 adet olacak sekilde yumusak sekerleme 6rnegi
satin almmustir. Icerisindeki jelatinin kokeni bilinmeyen numuneler Bolim 3.4’te
gelistirilen metot ile test edilmistir. Olusturulan HCA dendrogramlari {izerinde test
numunelerinin konumlanmasina gore jelatinin kdkeni hakkinda karar verilmistir. Ayrica
bahsedilen test numunelerinin Bolim 2.3’te anlatildigi sekilde PCR analizleri
gergeklestirilmistir. Domuz pozitif jelatin numuneleri literatiirde yer alan bir PCR
metodu kullanilarak tespit edilmistir [42]. Yirmi test 6rneginin HCA kemometrik analizi
sonuglar1 ile PCR analiz sonuglarinin karsilagtirmasi Cizelge 3.1°de sunulmustur. PCR
sonuglarina gore 20 test numunesinden ii¢ tanesi domuz pozitif olarak tespit edilmistir.
HCA analizi sonuglarina gore benzer sekilde 20 test numunesinin ii¢ tanesi domuz
jelatinlerine ait kiime igerisinde yer almaktadir. Domuz tespit edilen yumusak
sekerlemeler kirmizi renk ile isaretlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, HCA analiz
sonuglart %100 dogruluk ile PCR sonuglari ile eslesmistir. Bu durumda FTIR-ATR
temelli kemometrik modelin yumusak sekerlemelerdeki jelatinin kdkeninin tespit i¢in
mitkemmel sekilde calistigini sdylemek miimkiindiir. Tez c¢alismas1 kapsaminda,
iiretilen yumusak sekerlemelerdeki jelatinin kokeninin tespiti i¢in daha once literatiirde
uygulanmus olan ticari kit kullanilarak gergeklestirilen bir metot uygulanmistir. Uretilen
yumusak sekerlemelerin hepsi ayni konsantrasyonda jelatin icermektedir. Jelatin
konsantrasyonu yaklagik %4 degerindedir. Demirhan vd. ayni metodu ve Kkitleri
kullanarak %1 dedeksiyon limiti ile yumusak sekerlemelerde, tiirk lokumunda ve
marsmelovda domuz jelatini tespit etmislerdir. Bu tez ¢calismasinda, yirmi tane numune
test amagl olarak kullanilmistir ve PCR teknigi sadece bu numunelerde koken tespiti
icin kullanilmistir.  FTIR sonuglarinin dogrulugu PCR teknigi kullanilarak test
edilmistir. Degerlendirilen test numunelerinde PCR teknigi FTIR teknigi ile benzer
sonuglar vermistir. Cizelge 3.1°de goriildiigii iizere FTIR spektrumlarinin kemometrik
olarak analizlenmesi ile elde edilen hiyerarsik kiimeleme analizine gore 8,9 ve 10
numarali ticari jelatinler domuz jelatini kiimesinde yer almistir. Test numunelerinin
validasyonu i¢in gerceklestirilen PCR analizinde ise ayni numunelerin domuz pozitif
oldugu tespit edilmistir. Agikca goriilmektedir ki FTIR spektroskopisi ile PCR sonuglari
birbirini destekleyen niteliktedir. Boylece test numuneleri icin FTIR teknigi PCR

metodu ile dogrulanmstir.
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Cizelge 3. 1 Yirmi test 6rnegi i¢in ATR-FTIR sonuglarinin ve PCR sonuglarinin

karsilastirmast
Test Numuneleri FTIR- HCA sonuglar1 PCR sonuglar1
1 Sigir jelatini Domuz negatif
2 Sigir jelatini Domuz negatif
3 Sigir jelatini Domuz negatif
4 Sigir jelatini Domuz negatif
5 Sigir jelatini Domuz negatif
6 Sigir jelatini Domuz negatif
7 Sigir jelatini Domuz negatif
8 Domuz jelatini Domuz pozitif
9 Domuz jelatini Domuz pozitif
10 Domuz jelatini Domuz pozitif
11 Sigir jelatini Domuz negatif
12 Sigir jelatini Domuz negatif
13 Sigir jelatini Domuz negatif
14 Sigir jelatini Domuz negatif
15 Sig1r jelatini Domuz negatif
16 Sigir jelatini Domuz negatif
17 Sigir jelatini Domuz negatif
18 Sig1r jelatini Domuz negatif
19 Sigir jelatini Domuz negatif
20 Sigir jelatini Domuz negatif

3.3 Kromatografik Metotlara iliskin Bulgular

3.3.1 Jelatinde Markor Peptitlerin Belirlenmesine Yonelik Nano LC-MS/MS

Proteomiks Calismasi Bulgular:

Proteomiks caligmalar1 bolim 2.2°de detayli sekilde belirtilen materyal ve metot
kullanilarak gerceklestirilmistir. Dort farkli jelatin ikisi sigir diger ikisi domuz olmak
tizere nano LC-MS/MS calismasinda kullanilmistir. Analiz sonucunda elde edilen
toplam iyon kromatogramlar1 Sekil 3.33°te sunulmustur. Boliim 2.2°de numune hazirligi
detayli olarak anlatilmistir. Buradaki amag¢ enzimatik parcalama ile sigir ve domuz
jelatinlerine spesifik olan markor peptitlerin tespit edilebilmesidir. Nano LC-MS/MS
cihaz1 ile analiz edilen numuneler jelatinlerin triptik parcalama iiriinleridir. Baska bir
deyisle, Sekil 3.33’te sunulan iyon kromatogramlar: jelatinin parcalanmasi sonucu

olusan peptit karistmina iligkin alikonma siiresi ve kiitlelerinin nisbi bolluklarina dair

82



bilgiyi icermektedir. Detayli olarak incelendigi zaman Sekil 3.33’de sunulan iyon
kromatogramlarinda her iki sigir ve her iki domuz jelatini i¢in benzer karakteristikte
LC-MS/MS iyon kromatogramlarinin elde edildigi goriilmektedir. Baska bir deyisle
gorsel olarak sigir ve domuz jelatinine ait kromatogramlarin aralarindaki farklilik agikca
goriilmektedir. Dolayistyla enzimatik parcalanma sonucu olusan peptitlerin
degerlendirilmesi durumunda jelatinlerin kdkenine gore ayirt edilmesinin miimkiin
olacagi soylenebilir. Kesin sonug¢ elde etmek amaci ile ¢alisma sonucunda elde edilen
LC-MS/MS verileri Maxquant (1.6.1.0) yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.
Yazilima sigir ve domuz kollajenlerinde bulunan peptitler fasta dosyasi olarak
tanimlanmis akabinde analiz sonucu elde edilen LC-MS/MS verileri Maxquant yazilim
ile incelenmistir. Yazilimdan ¢ikti olarak eslesen peptitlerin listesini alinmis ve
literatiirle karsilastirilmistir. Ayrica literatiirde benzer ¢alismalar daha dnce yapilmis ve
jelatinler i¢in markor peptitlerin tespiti konusunda onemli gelismeler kaydedilmistir ve
markor peptitler sunulmustur [26, 29]. Cizelge 3.2°de her iki sigir ve her iki domuz

jelatini i¢in ortak olan ve literatiirdeki c¢aligmalar ile ortak olan markor peptitler

sunulmustur.
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Sekil 3. 33 Nano-LC-MS/MS ¢alismasi standart jelatin toplam iyon kromatogramlar. a)
Halavet s181ir jelatini, b) Sigma 9282 si1g1r jelatini, ¢) Sigma G2500 domuz jelatini, d)
Sigma 2625 domuz jelatini.
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Cizelge 3. 2 Enzimatik olarak parcalanmis sigir ve domuz jelatinleri i¢in tanimlanan
markor peptitler

Sigir Jelatini Markdor Peptitler (Halavet,
Sigir G9382)

Domuz Jelatini Markor Peptitler
(Domuz G2500, Domuz G2625)

AGVMGPAGSR EGPAGLPGIDGR

GATGPAGVR GAPGPDGNNGAQGPPGPQGVQGGK
GDIGSPGR GEPGPAGSVGPAGAVGPR
GEAGPSGPAGPTGAR GESGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK
GEGGPQGPR GETGPSGPAGPTGAR
GESGNKGEPGAVGQPGPPGPSGEEGK GIPGEFGLPGPAGPR
GETGPAGPAGPIGPVGAR GPNGEVGSAGPPGPPGLR
GETGPAGPPGAPGAPGAPGPVGPAGK GPPGESGAAGPAGPIGSR
GPPGSAGSPGK GPTGDPGK

GSTGEIGPAGPPGPPGLR GPTGPAGVR

IGQPGAVGPAGIR

GSPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR

PGAPGPAGAR PGPPGPAGAR
QGPSGASGER QGPSGPSGER
SGETGASGPPGFVGEK TGETGASGPPGFAGEK

STGISVPGPMGPSGPR

TGQPGAVGPAGIR

3.4 Renk ve Tekstiir Analizlerine iliskin Bulgular

34.1 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak

Sekerlemeler icin Tekstiir Analizi Bulgular:

Yumusak sekerlemelerde Ozellikle onem tasiyan iki tekstiir Ozelligi sertlik ve
elastikliktir. Sertlik terimi, tamamen sikistirmak i¢in gerekli olan giic miktar1 olarak
tanimlanabilmektedir. Bagka bir deyisle ise sertlik, malzemenin deformasyonunu
saglayacak gerekli olan gilic miktar1 olarak ifade edilebilir. Cizelge 2.4’te belirtilen tiim
yumusak sekerlemelere ait tekstiir analizleri gerceklestirilmis olup, analiz sonuglarina
iliskin bulgular Cizelge 3.3’te sunulmustur. Tekstiir analizlerinde sertlik ve elastikiyet
degerlendirilmis olup Ol¢timler iki tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Tiim yumusak
sekerlemelerin sertlik (g) degerleri 1174,3 ile 3842,9 arasinda degisim gostermektedir.
Yumusak sekerlemelerin  sertlik  degerleri  birbirlerine  belirgin  farkliliklar
gostermektedir. Bunun sebebi kullanilan jelatinlerin jel giicii degerlerinin farklh

olmasidir. Tiim jelatinlerin jel giicii hakkinda detayli bilgi Cizelge 2.4’te sunulmustur.
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Cizelge 3.3 detayli olarak incelendigi zaman ti¢ farkli seker tiirii icinde en yiiksek setlik
degerlerinin goriildiigli yumusak sekerlemeler jel giicii en yiiksek olan jelatinler
kullanilarak hazirlanmis olanlardir. YS1, YS2, YS3, YS10, YS11, YS12, YS22, YS23,
YS24, YS25, YS26, YS27, YS$28, YS29, YS30 yumusak sekerlemelerinin
hazirlanmasinda jel giicii 200 g tlizerinde olan jelatinler kullanilmigtir. En yiiksek sertlik
degerleri bu yumusak sekerlemelerde goriilmiistiir. Benzer sekilde YS7, YS8 ve YS9 jel
giicii en diisiik olan (70 g) jelatin ile hazirlanmistir ve Cizelge 3.3’te detayli olarak
gorildiigi gibi en distik sertlik degerlerine bu yumusak sekerlemeler sahiptir. Diger bir
bulgu ise aym jelatinlerin kullanildig1 fakat farkli seker kompozisyonlarini igeren
yumusak sekerlemelerin sertlik degerlerinde farklilik goriilmiistiir. Belirgin biiyiik
farkliliklar olmasa da seker igerigi sertlik degerinde degisiklige sebep olmustur. Diger
incelenen parametre ise elastikiyet degeridir. Uretilen yumusak sekerlemelerin
elastikiyet degerleri 44,7 (mm) ile 80,5 (mm) degeri arasinda degisim gostermistir.
Benzer sekilde ayni jelatin tiirlinti fakat farkli seker kompozisyonunu igeren yumusak
sekerlemelerin elastikiyet degerleri birbirinden farkli olarak tespit edilmistir. Genel
olarak hem sertlik hem de elastikiyet bulgulari incelendiginde, iiriin igerigindeki
farkliliklar sebebi ile s6z konusu parametrelerin iiriinler arasinda farklilik gosterdigini
sOylemek miimkiindiir fakat asil amacimiz olan jelatinin kokeninin tespit edilmesi
yoniinden degerlendirildiginde, tekstlirel bulgularin yardimei olacak nitelikte sonug
vermedigi gorilmektedir. Baska bir deyisle sertlik ve elastikiyet degerlerinden yola

cikarak triindeki jelatinin kdkeni hakkinda yorum yapabilmek miimkiin degildir.

Sonuglar istatiksel olarak incelendiginde sertlik tekstiir ozelliginin jelatin tiirlinden
onemli derecede etkilendigi goriilmektedir. Yapilan istatiksel analizler sonucunda
p<0,001 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda iki yonlii-ANOVA analizinde {i¢ farkl
seker kompozisyonun etkisinin respons (sertlik) iizerine etkisi degerlendirilmistir. Ug
farkli seker kompozisyonu (siikroz+fruktoz, siikroz+glikoz, siikroz+maltoz) belirgin
sekilde farkli olarak tespit edilmistir. ANOVA sonuglarina gore sirasiyla, B, A ve C
harflendirmesine sahiptirler. Benzer sekilde sertlik tekstlir ozelliginin seker
kompozisyonundan 6nemli derecede etkilendigi tespit edilmistir (p<0,001). Elastikiyet
degerleri icin sonuclar istatiksel olarak incelendiginde elastikiyet tekstiir 6zelliginin
jelatin tiirtinden 6nemli derecede etkilendigi goriilmektedir. Yapilan istatiksel analizler
sonucunda p<0,001 olarak tespit edilmistir. Ayni zamanda iki yonli-ANOVA

analizinde li¢ farkli seker kompozisyonun etkisinin respons (sertlik) iizerine etkisi
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degerlendirilmistir. Ug farkli seker kompozisyonu (siikroz+fruktoz, siikroz+glikoz,
stikroz+maltoz) belirgin sekilde farkli olarak tespit edilmistir. ANOVA sonuglarina gore
sirastyla, A, B ve C harflendirmesine sahiptirler. Benzer sekilde elastikiyet tekstiir

Ozelliginin seker kompozisyonundan oOnemli derecede etkilendigi tespit edilmistir

(p<0,001).

Cizelge 3. 3 Yumusak sekerleme 6rnekleri icin tekstiir analizi sonuglari

Jelatin Yumusak | Sertlik (g) Ortalama | Elastikiyet (mm) Ortalama
Tiir Sekerleme Sertlik Elastikiyet
9) (mm)

Domuz | YSI 3842,9+129,7 | 3609 78,5+1,6 64,20°
G2500 | YS2 3464,6+63,9 55,0+1,8

YS3 3519,5+91,9 59,1+0,6
Domuz | YS4 3156,9+98,1 | 2775° 74,7+0,7 63,47%
04055 YSs5 2580,0+113,0 70,6+0,5

YS6 2587,8+102,0 45,149,9
Domuz | YS7 1174,3+458 | 1659" 68,8+2,5 72,60°
48720 YS8 1932,4+11,3 68,5+1,4

YS9 1871,2+11,3 80,5+0,2
Domuz | YS10 2789,2+24.8 | 2600° 70,9+0,3 66,67
48724 YS11 2884,7+112,8 65,30,0

YS12 2143,2+108,5 63,8+0,7
Domuz | YSI3 21432+32,5 | 2111° 65,0+0,8 61,20°
6144 YS14 2098,1+96,3 63,840,6

YS15 2092,0+23,4 54,8+0,1
Domuz | YS16 2308,5+72,9 | 2837° 52,8+0,6 54,97°
48122 YS17 3746,4+211,1 60,0+2,8

YS18 2456,5+180,3 52,1422
Domuz | YSI9 2182,8+181,0 | 2305 58,9+3,2 63,33
2625 YS20 2330,0+42,4 65,7+0,6

YS21 2405,1+63,8 65,5+0,7
Domuz | YS22 3569,4+52,0 | 3246™ 52,3+1,0 49,57"
39465 YS23 3300,6+141,5 51,8+0,3

YS24 2869,3+6,9 44,7+3,9
S131r9382 | YS25 2880,0+84,9 | 3137° 53,9+0,4 55,45°

YS26 3442,4+132,0 60,1+6,5

YS27 3089,2+157,0 52,4+0,7
S15119391 | YS28 3449,3+373,4 | 3296" 72,1£1,4 64,68

YS29 3157,8+70,7 54,7+0,4

YS30 3281,2+79,2 67,1+0,8

*Farkl1 harfler 6rnekler arasindaki onemli istatistiksel farkliliklar gosterir (p<0,05)

342 U¢ Farkh Seker Iceren Sigir ve Domuz Jelatini Katkih Yumusak
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Sekerlemeler icin Renk Analizi Bulgular:

Cizelge 2.4’te belirtilen tiim yumusak sekerlemelere ait renk analizleri gergeklestirilmis
olup, analiz sonuglarina iliskin bulgular Cizelge 3.4 ’te sunulmustur. Renk 6zelliklerinin
degerlendirilmesi (L*,a*,b*) modeli ile gergeklestirilmistir. Analiz sonuglarinda renk {i¢
boyut ile ifade edilmektedir: L*: Rengin parlakligi (0: Siyah, 100: Beyaz), a*:
Kirmizilik Yesillik (-60: Yesil, +60: Kirmizi), b*: Sarilik Mavilik (-60: Mavi, +60:
Sari).

Cizelge 3. 4 Yumusak sekerleme ornekleri i¢in renk analizi sonuglari

Yumusak L* L*ort a* a*ort b* b*ort
Sekerleme

YS1 57,61£0,26 | 58,03° | -0,67+0,04 | -0,48° 6,82+0,22 6,65"
YS2 68,78+0,27 -0,58+0,05 10,13+0,06

YS3 47,70+0,11 -0,20+0,01 3,00+0,08

YS4 70,76+0,39 | 64,96 | -1,06+0,07 | -0,47° 10,44+0,51 7,72°
YS5 62,86+0,60 -0,14+0,05 7,16£0,35

YS6 61,25+0,75 -0,19+0,03 6,92+0,28

YS7 51,32+0,80 | 50,70" | -0,35+0,07 | 0,08" 7,32+0,31 7,05°
YS8 48,89+0,61 0,39+0,04 6,31+0,92

YS9 51,90+0,82 0,22+0,08 7,54+0,39
YS10 5481+0,71 | 48,99" | -0,84+0,03 |-0,005°| 6,59+0,38 4,94"
YS11 45,39+0,92 0,46+0,05 4,98+0,78

YSI12 46,77+0,96 0,37+0,07 3,26+0,24

YSI13 53,95+0,35 | 52,72% | -0,85+0,03 | -0,49° 8,31+0,98 9,04
YS14 51,52+0,36 -0,04+0,09 10,31+0,93
YS15 52,69+0,67 -0,60+£0,09 8,52+0,32
YS16 51,82+0,56 | 48,20' | -0,27+0,01 | -0,003°| 6,03+0,33 6,48"
YS17 48,94+0,71 0,210,09 8,66+0,18
YS18 43,84+0,50 0,05+0,04 4,76+0,22
YS19 51,67£0,24 | 46,74 | -0,24+0,07 | 0,08 7,48+0,38 6,049
YS20 41,78+0,22 0,63+0,06 5,40£0,15

YS21 46,76+0,20 -0,15+0,01 5,26+0,18
YS22 53,34+0,69 | 51,47° | -0,06+0,03 | 0,134* | 3,51+0,11 3,22'
YS23 46,08+0,17 0,45+0,09 3,88+0,88
YS24 54,98+0,83 0,01:£0,07 2,28+0,18
YS25 60,23+0,83 | 49,78° | -1,16+0,05 | -0,48% | 10,84+0,15 8,34°
YS26 44,03+0,70 -0,13+0,07 8,93+0,27
YS27 45,09+0,64 -0,16+0,02 5,27+0,50
YS28 54,82+0,35 | 54,4° | -1,10+0,03 | -0,69° | 10,37+0,17 | 11,84
YS29 51,71+0,78 -0,45+0,05 12,16£0,19
YS30 56,69+0,22 -0,54+0,04 13,00+0,21

*Farkli harfler ornekler arasindaki 6nemli istatistiksel farkliliklar1 gosterir (p<0,05)
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Sonuglar istatiksel olarak incelendiginde L* renk 6zelliginin jelatin tiirlinden 6nemli
derecede etkilendigi goriilmektedir. Yapilan istatiksel analizler sonucunda p<0,001
olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda iki yonli-ANOVA analizinde {i¢ farkli seker
kompozisyonun etkisinin respons L* renk iizerine etkisi degerlendirilmistir. Ug¢ farkl
seker kompozisyonu (siikroz+fruktoz, siikroztglikoz, siikroz+maltoz) degerlendirilmis
ve birinci seker kompozisyonu belirgin sekilde farkli olarak tespit edilmistir. ANOVA
sonuglarma gore sirasiyla, A, B ve B harflendirmesine sahiptirler. Benzer sekilde L*

renk 6zelliginin 6zelliginin seker kompozisyonundan énemli derecede etkilendigi tespit

edilmistir (p<0,001).

Sonuglar istatiksel olarak incelendiginde a* renk 6zelliginin jelatin tiirlinden 6nemli
derecede etkilendigi goriilmektedir. Yapilan istatiksel analizler sonucunda p<0,001
olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda iki yonlii-ANOVA analizinde ii¢ farkli seker
kompozisyonun etkisinin respons a* renk iizerine etkisi degerlendirilmistir. Ug farkli
seker kompozisyonu (siikroz+fruktoz, siikroz+glikoz, siikroz+maltoz) degerlendirilmis
ve li¢ seker kompozisyonun belirgin sekilde farkli oldugu tespit edilmistir. ANOVA
sonuclarina gore sirasiyla, C, A ve B harflendirmesine sahiptirler. Benzer sekilde a*
renk 6zelliginin 6zelliginin seker kompozisyonundan onemli derecede etkilendigi tespit

edilmistir (p<0,001).

ANOVA sonuglar istatiksel olarak incelendiginde b* renk 6zelliginin jelatin tiiriinden
onemli derecede etkilendigi goriilmektedir. Yapilan istatiksel analizler sonucunda
p<0,001 olarak tespit edilmistir. Ayn1 zamanda iki yonlii-ANOVA analizinde {i¢ farkl
seker kompozisyonun etkisinin respons b* renk iizerine etkisi degerlendirilmistir. Ug
farkli seker kompozisyonu (slikroz+fruktoz, siikroz+glikoz, silikroz+maltoz)
degerlendirilmis ve iigiincii seker kompozisyonun belirgin sekilde farkli oldugu tespit
edilmistir. ANOVA sonuglarina gore sirasiyla, A, A ve B harflendirmesine sahiptirler.
Benzer sekilde b* renk ozelliginin O6zelliginin seker kompozisyonundan onemli

derecede etkilendigi tespit edilmistir (p<0,001).

Cizelge 3.4’te goriildiigii tizere iiretilen yumusak sekerlemelerin renk degerleri L*, a*,
b* farklilik gostermektedir. Renk degerlerine bakilarak iiriindeki jelatinin orijini (sigr,
domuz) hakkinda yorum yapabilmek miimkiin degildir. Ayrica Sekil 3. 34’te yumusak
sekerlemeler (YS) i¢in L*, a*, b* degerlerine karsilik siitun grafigi sunulmaktadir.
Siitun grafiginde de goriildiigl lizere degerlendirilen renk degerleri temelinde jelatin

kokeni hakkinda yorum yapabilmek miimkiin degildir.
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

Gilinlimiizde jelatinin orijininin hem saf halde iken hem de gida iriinlerinin icerisinde
iken belirlenmesi biiyiik onem tasimaktadir. Toplumlarin konu hakkinda siiregelen
tartismalar1 ve cekinceleri mevcuttur. Ozellikle bazi topluluklarin jelatin tiiketimi ile
ilgili hassasiyetleri s6z konusudur. Birgok a¢idan degerlendirildiginde gida

iriinlerindeki jelatinin kdkeninin belirlenmesi gerektigi goriilmektedir.

Bu tez g¢alismasi kapsaminda FTIR ve Raman spektroskopi teknikleri kemometrik
yaklagimlar ile birlestirilerek saf haldeki sigir, domuz ve balik jelatinlerinin ayirt
edilmesi amaci ile kullanilmistir. Farkli orijine sahip saf standart jelatinler basarili bir
sekilde FTIR ve Raman teknikleri kullanilarak ayirt edilebilmistir. Karisim halindeki
jelatinlerin kokeninin tespiti i¢in ayrica FTIR temelli metot gelistirilmistir. Farkli
tirdeki jelatinlerin kimyasal yapilart FTIR ve Raman teknikleri kullanilarak
degerlendirilmis ve konu hakkinda literatiire katkida bulunulmustur. Proteomiks
calismalarinda nano LC-MS/MS teknigi kullanilarak standart sigir ve domuz
jelatinlerine ait markor peptitler belirlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda standart jelatinlerin
kokeninin belirlenmesi hususunda énemli gelismeler kaydedilmistir. Ozellikle ATR-
FTIR tekniginin ve Raman tekniginin kemometri ile birlikte uygulanmasi sonucunda
standart jelatinlerin sigir veya domuz kokenli olmalarina gore siniflandirilabilecegi ve

ayirt edilebilecegi tespit edilmistir.

Bu tez calismasinin amaci yaygin olarak tiiketilen yumusak sekerlemelerin yapisinda
bulunan jelatinin kokeninin belirlenmesidir. Bu baglamda c¢alisma kapsaminda farkli
kompozisyonda ve farkli recetelere gore yumusak sekerlemeler {iretilmis ve

yapilarindaki jelatinin kdkeninin belirlenmesine yonelik FTIR ve Raman teknikleri
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uygulanmistir. Yumusak sekerlemelerin spektral 6zellikleri hakkinda bilgiler literatiire
kazandirilmig ve jelatin kokenine yonelik siiflandirilmasi hususunda kemometrik
caligmalar gergeklestirilmistir. Calismalar kapsaminda PCA, HCA, PLS-DA, GADA
gibi etkin siniflandirma yontemleri yumusak sekerlemelerinin kdkeninin belirlenmesi
amaci ile ilk defa uygulanmistir. FTIR ve Raman teknigi birlikteliginde kemometrik
metotlarin olusturulmasi metot gelistirme asamasinda zaman alic1 olsa da uygulanma
asamasinda oldukca basit ve pratik sekilde bu metotlardan yararlanilabilmektedir.
FTIR-ATR temelli pratik, gii¢lii, glivenilir ve etkin metotlar gelistirilmistir. Yumusak
sekerlemeler i¢in elde edilen bulgular RT-PCR teknigi kullanilarak valide edilmistir.
FTIR-ATR sonuglar1 ile RT-PCR sonuglar1 karsilastirilmistir ve birbirini destekleyen

benzer sonuclar elde edilmistir.

Ulkemizde jelatinin gida iiriinlerindeki kokeninin tespitine yonelik arastirmalar helal
gida kapsaminda helal gida kontrolii i¢in arttirilmali ve olusturulan metotlar daha ileri
boyuta taginmalidir. Ozellikler helal gida tiiketiminde hassasiyetleri olan toplumlarin

siipheleri ve kaygilar1 azaltilmalidir.

Bu amagla var olan kontrol yontemlerine ek olarak kolay, pratik, ucuz ve teknik bilgi

gerektirmeden yapilabilecek yontemlerin gelistirilmesi 6nem arzetmektedir.
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