ET URUNLERINDE TAGSIS

Tagsis; gida maddesinin mevzuata veya izin verilen Ozelliklerine aykir
olarak tretilmesi hali olarak tanimlanmaktadir. Gida iiriinlerinde; tagsis bir
¢ok sekilde yapilabilmektedir. Bunlar arasinda; gidada bulunmasina izin
verilen miktardan fazla katki maddesi kullanilmasi, kaliteli tiriinlerin
maliyeti diislirecek sekilde daha az kaliteli iriinler ile karistirilarak satisa
sunulmasi, {iriine etiketinde belirtilmeyen maddelerin ilave edilmesi,
gidalarda boya maddelerinin kullanilarak gidanin daha degerli olarak
gosterilmesi, su oraninin iiriinde bulunmasi gereken degerden daha fazla
olmasi, gidada birbirine ikame edebilecek maddelerin kullanilmasi, gidada
kullanilmas1 gereken maddelerin kullanilmamasi veya daha az miktarda
kullanilmasi yer almaktadir.

Son yillarda et triinlerinde yapilan tagsisler ¢ok yaygin bir problem haline
gelmistir. Et iirlinlerinde yapilan tagsisler cok c¢esitlilik gostermekle birlikte,
en yaygin olan tagsisler; pahali et tirlinlerinde ucuz et tiiriiniin kullanilmasi,
etikette belirtilmeyen veya kullanimina izin verilmeyen et tiirliniin
kullanilmast (%100 dana friiniinde tavuk kullanimi veya domuz etinin
kullanim1 gibi), iiriinde hayvanlarin ¢esitli organlarinin fazla miktarda
kullanilmasi, iiriinde bulunmasi gereken (iiriiniin etiketinde belirtilen) et
tiirline ait miktarin {irline koyulmamasi veya bitkisel kaynakli iiriinlerin

(soya) eklenmesidir. Ozellikle sucuk gibi et iiriinlerinde soyanin kullanimi

cogalmaktadir.
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Soya iriinleri et sektoriinde; iriiniin maliyetini diigiirmesi,
besin degerinin yiiksek olmasi (soya proteini biitiin elzem
aminoasitleri  igermektedir), fonksiyonel Gzelliklerinin
bulunmast (su tutma kapasitesi, emulsifikasyon ozelligi) ve
kullanimi ile et iiriinlerinde goriintiisel ve organoleptik
Ozelligi iyilestirmesi gibi nedenlerden dolay1 tercih
edilmektedir.

Et {irlin{i igerisinde bulunan et tiirliniin miktar1 veya et triinii
igerisinde etikette belirtilmeyen et tirii bulunmasi, gibi
tagsisler uriin kalitesini ve maliyetini diigiirerek haksiz
rekabete yol acar. Etikette belirtilmedigi halde {iriinde
bulunan soya kullanilmas: ise gida kalitesinin yaninda gida
giivenligi i¢in de ciddi bir sorun teskil etmektedir. Bunun

nedeni soyanin gida alerjeni olmasidir.

Gida alerjenleri ¢ok oOnemli saglik problemlerine neden
olabilmektedir. Bazi1 gida alerjenleri siddetli alerjik
reaksiyonlara neden olabilecekleri gibi, bazi durumlarda da
insan hayatin tehdit edebilmektedirler. Gida alerjenleri diinya
genelinde, yaklagik olarak yetigkin popiilasyonunun %]1-
2’sini, g¢ocuk popiilasyonunun ise %4-8’ini etkilemektedir.
Diinyada bir c¢ok alerjen bulunmaktadir. Avrupa Birligi
2006/142 regiilasyonunda yer alan 13 adet alerjen

bulunmaktadir.
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Bu alerjenlerin icerisinde yer alan kabuklu deniz canlilari, balik, siit, sert
kabuklu meyveler, bugday, yumurta, yer fistig1 ve soya; gida alerjilerinin
%90’1ma neden olmakta ve biiyiik sekiz alerjen olarak bilinmektedirler.

CABUKLULAR BALIK

YUMURTA

Gorildigi gibi gida alerjisine neden olan en onemli 8 alerjenin igerisinde
soya yer almaktadir. Soya ile ilgili olarak, 1993 ve 1996 yillar1 arasinda
Isve¢’te 5°i 6liimle sonuglanan 61 gida alerjen vakasi incelenmis ve bunun
sonucunda 45 gida alerjen vakasinin fistik, findik ve soyadan kaynaklandig:
tespit edilmistir. Oliimle sonuclanan 5 vakanm 4’{iniin sebebinin ise soya
iceren hamburger tiiketilmesi sonucu oldugu bildirilmistir. Bu nedenle; soya

igeren iriinlerin etiketleri lizerinde iirliniin soya igerdigi belirtilmelidir.

wis aybaknaturacom.tr = info@naturalab.com.te




Gida tagsislerinin  tespiti; haksiz rekabetin
Onlenmesi ve satisa sunulan {iriin ile ilgili
miisterinin dogru olarak bilgilendirilmesi, etikette
belirtilen  bilgilerin  dogrulugu (etiket bilgisi
mevzuatinin uygulanmasi) ve dolayist ile tiiketici
saghiginin korunmasi adina Onemli bir durum
olmustur. Gida tagsisinin belirlenebilmesi igin
giivenli analiz metotlaria ihtiya¢ duyulmaktadir.
Et triinlerinde; ¢esitli organlarin aranmasi, soyanin
olup olmadigmin tespit edilmesi ve bulunuyorsa
miktarimin tespiti, et iiriinii igerisinde 6zellikle sosis
ve salam gibi emiilsifiye et iiriinlerinde nisasta
miktariin tayini, et lriinlerinde nem, protein gibi
kalite parametrelerinin belirlenmesi ve bunlarin
yani sira et Uriinii i¢erisinde bulunan et tiirliniin
tespiti ve et miktarimin belirlenmesi gerekmektedir.

Et triinlerinde et tiirli belirlenmesi ve et miktar
tayini i¢in gesitli analiz metotlar1 bulunmaktadir.
Gilinlimiizde bu amagla, PCR teknikleri
(Conventional PCR, Real Time PCR),
Immunoassay teknigi (Protein), Kiitle
spektrometresi, Near-infrared Spektral Analiz
Metodu, PCR-Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP) yontemleri yogun olarak
kullanilmaktadir.
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Bu tekniklerin igerisinde; Real Time PCR metodu hassas, kesin, 6zgiin ve
analiz siiresinin diger metotlardan daha kisa olmasi ve kantitatif analiz
yapilabilmesi gibi bir ¢ok avantajinin bulunmasi sebebi ile en ¢ok kullanilan
yontemdir. Real Time PCR yontemi ile kalitatif ve kantitatif analizlerde, diziye
0zgliin olmayan floresan boyalardan ya da diziye 0Ozgiin problardan
yararlanilmaktadir. Real-time PCR reaksiyonu, iirliniin verdigi floresan 1s13a
gore reaksiyon sonuna kadar asama asama olusan iirlinii kontrol eden bir
sistemdir. Sigir, domuz, tavuk, hindi, at, koyun, kedi ve kdpek et tiirleri Real
Time PCR ile tespit edilebilen tiirler arasindadir. Bunun yaninda ileri diizeyde
islem gérmiis yada herhangi bir islem gérmemis et iirtinlerinde sigir, tavuk gibi
tiirlerinde miktarinin tespit edilmesi miimkiindiir.

PCR teknigi hassas bir tekniktir ve analiz asamalarinda kontaminasyonun
onlenmesi gerekmektedir. Kontaminasyonun Onlenmesi adma; aliabilecek
onlemlerin basinda laboratuvarin altyapisinin kontaminasyonu engelleyecek
sekilde dizayn edilmesi gelmektedir. PCR laboratuvarinda minimum dort bolim
bulunmalidir.

Bu béliimler;
Numunenin Ogiitiildiigii ve/veya Homojenize Edildigi Béliim

Numuneden DNA Ekstraksiyonunun Yapildigi Boliim

PCR reaksiyonlarinin Hazirlandig1 Bolim

PCR Isleminin Uygulandigi Béliim
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Real Time PCR ile et liriinlerinde tiir miktar oranimin
tespiti dort asamadan olusmaktadir. Bu asamalar;
numune homojenizasyonu, numuneden DNA’nin
ekstrakte edilmesi, master miks hazirlama, Real Time
PCR prosesi ve ardindan degerlendirme asamasidir.

Et iirinleri (sucuk, salam, kofte vb.) numune 6giitme
odasinda blender ve ogiitiicii gibi ekipmanlarla
ogitiilmekte  veya  homojenize  edilmektedir.
Hazirlanmis  olan numunelerin  DNA’s;, DNA
ekstraksiyon odasinda izole edilmektedir. Numunenin
homojenizasyonu ve DNA’nin ektraksiyon islemi
PCR ile yapilan biitiin analizlerde kesin ve giivenilir
sonu¢ verebilmek ic¢in ¢ok Onemlidir. Master mix
odasinda izole edilmis olan DNA, PCR islemi igin
gerekli bilesenler (master miks) ile birlestirilmekte,
Real Time PCR cihazinda analiz edilmekte ve
sonuglar degerlendirilmektedir.

Et Uriiniiniin Homojenizasyonu;

Uriiniin homojenizasyonu ve 6giitme asamasi biitiin
PCR analizleri i¢in Onemli asamalardan ilkini
olusturmaktadir.

Uriin ¢ok iyi 6giitiilmeli ve homojenize edilmelidir.

NUMUNE
HOMOJEN/ZASYONU

NUMUNEDEN DNA’NIN
EKSTRAKSIYONU

MASTER MIX
HAZIRLAMA

REAL TIME PCR
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Et ve et iriinlerinde DNA izolasyonunun etkin bir sekilde
gergeklestirilmesi ve PCR engelleyici maddelerden ayrigtirilmasi
islemi, Real Time PCR analizlerinde basarili sonuglar alinabilmesi i¢in
Oonemli olan ikinci asamadir. Bu asama sonucunda PCR islemi i¢in
yeterli diizeyde ve kalitede DNA elde edilmeli ve DNA
ekstraktinda PCR 6nleyici madde bulunmamalidir.
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DNA Ekstraksiyon ve Saflastirma Asamasi

2. Spin filtreye
1. Numune Lisis/ (membrana) .

DNA Ekstraksiyon DNA’nin
baglanmasi

3. DNA Saflagtirmast ﬁ 4. DNA EIUSYOUU

<1< :@H:@

Et ve et iirlinlerinde tiir tayini ya da et iiriinli icerisinde yiizdesel (%)
olarak ne kadar et tiiri bulundugunu Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile
saptayabilmek i¢in DNA molekiiliin saf bir sekilde elde edilmesi
gereklidir.

Gida iriinlerinden DNA’nin ekstrakte edilebilmesi i¢in farkli yontemler
bulunmaktadir. Genel olarak DNA ekstraksiyonunun birinci asamasinda
hiicrede bulunan DNA lisis ile agiga cikarilir ve aciga ¢ikmis olan
DNA’ya, igerisindeki inhibitor bilesenlerinden ayristirilmak amaci ile
saflastirma islemleri uygulanir. PCR inhibitér maddelerin icerisinde Fenol,
Etanol, Hemoglobin, Heparin, Sodyum klorid gibi maddeler
bulunmaktadir.

wis aybaknaturacom.tr = info@naturalab.com.te




Master Mix Hazirlama Asamasi

Et iirlinlerinden elde edilmis olan DNA’nin ¢ogaltilip hedef bdlgenin tespit
edilebilmesi ve miktarinin belirlenebilmesi amaci ile Real Time PCR yada
PCR islemi uygulanir. Ornekten izole edilmis olan DNA’nin gogalabilmesi
icin PCR iglemi asamasinda bazi temel bilesenlere gereksinim vardir.
Bunlar; DNA polimeraz enzimi, hedef bolgeyi tamamen tamamlayict olan
primerler, dNTP karisimi, tampon, MgCl, ve yonteme bagli olarak degisen
problardir. izole edilmis olan DNA, PCR islemi icin gerekli olan bilesenler
ile birlestirilerek PCR islemi uygulanir.

Primer dNTPs

Probe gCl, icereiiiid Il
Tampon

£
6\r W\‘\ /ﬁq Polimeraz

Ornek DNA'’sI
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Real Time PCR Prosesi

Et iiriinlerinden izole edilen DNA’nin miktarinin belirlenebilmesi i¢in hazirlanmis
olan master miks ve DNA Real Time PCR’da belirlenmis olan sicaklik programinda
proses edilir. Real Time PCR asamasi genel olarak 3 temel basamaktan olusur.

] ' 96°C
Birinci  basamak  denatiirasyon
tisex]

basamagidir. Bu asamada et
T TR TR P R R R e . S .
iriiniinden izole edilmis olan ¢ift
I zincirli DNA 1sitilarak tek zincirli
hale getirilir.

Ikinci basamak ise primerin baglanmasi

iG] r -
asamasidir. Bu asamada sicaklik 50 ile 70 I_|_—
°C arasinda bir degere disiirilir ve o] -

primerlerin tek zincirli hale getirilmis T x AT
DNA’ya baglanmasi saglanir. Bu T

primerler ¢ogaltilacak DNA kisminin tuxaag ——
uclarindaki tamamlayic1 dizilere 06zgiil l

olarak baglanir ve kalip DNA’nin sentezi
icin baslangic gorevi yapar.

= Wik \H Uciincii  basamak  ise  uzama
m"“m'm"“““'“Mm@m“mm basamagidir. Bu agamada primerlerin
ur ’ / SN h Taq Polimeraz ile elongasyonu
4_@ = . gerceklesir.
EEARRENEEENNER T ENANE RERN I EmANEANNANRY
n 7 : X ]
n n
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Real time PCR prosesinde 3 asama secilen metoda bagl olarak 30 ile 45 kez
tekrar ederek izole edilen 6rnek DNA’s1 ¢ogaltilmis olur. Reaksiyon sonucunda
olusturulmus olan kalibrasyon egrisi grafiginden 6rmnek DNA’nin kopya sayisi
belirlenmekte ve bu kopya sayist ile ornekteki et miktar1 kantitatif olarak tespit
edilebilmektedir. Et iriinlerinde kalitatif olarak tiir analizi yapilmak istendiginde
Real Time PCR reaksiyonu sonucunda amplifikasyon gézlemleniyor ve yapilmig
olan kontrol reaksiyonlarinda beklenen sonuglar elde ediliyor ise amplifikasyon
veren tiir et {iriinii igerisinde bulunan tiirii gostermektedir.

BEERILL = T T T e e e g e g T

= - . s . - i P—

o > e " El WM AT ¥ A P B0 Xy bA D B 3O mF 09 O L
e

Lt ST
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Real Time PCR metodu ile et ve et iiriinlerinde agiklandig1 sekilde tiir tespiti ve
et miktar tayini gerceklestirilmektedir. Et ve et iiriinlerindeki tiir tespiti %0,5
diizeyinde spesifik olarak tespit edilebilmektedir. Et miktarinin belirlenmesi i¢in
ise genel olarak Real Time PCR metodu ile %0,04 tespit limitlerine
diisiilebilmektedir.

Bu tiir analiz metotlari, gidalarda bulunan et
tirlerinin tanimlanmas1 ve gida igerisinde
bulunan et miktarlarmin tespit edilmesi
ayrica, gidanin etiketinde yer alan ibarelerin
dogrulugu i¢in ¢ok dnemlidir.

Son giinlerde et {riinlerinde en ¢ok
konusulan  tagsisler; kullanimina  izin
verilmeyen etlerin kullanim (at, domuz gibi)
ve ya etikette belirtilmeyen et tiirii kullanim1
(hindi eti yerine tavuk eti kullanimi) veya
etikette belirtilen et miktarinin oransal
olarak iiriin iceriginde olmamasidir (%80
dana eti yerine %20 dana eti koyulmasi).
Gidalarda bulunan et tiirlerinin Real Time
PCR ile tanimlanmasi ve Real Time PCR
cihazi ile gidada bulunan et tlir miktarlarmin
belirlenmesi miimkiin olmakta ve hatta
gidalar icin HELAL sertifikas1 ¢er¢evesinde
domuz  driinlerini  igermez  ifadesinin
belirlenmesi igin gerekli analizler Real Time
PCR ile yapilmasi saglanmaktadir.
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