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OZET

Uluslararasi et, balik, kiimes ve av hayvan ticaretinin her gecen giin daha da gelismesine karsuik, yapilan hileler de onemli
olgiide artmistir. Genelde tiirler karkas ve biiyiik par¢a etlerine gore identifiye edilebilmesine ragmen, toptancilar, perakendeciler ve
et endiistrisi ile ugrasan diger kuruluslar satisa ¢ikardiklar: bazi et iiriinlerinin, hangi hayvan etinden yapildigini agik bir sekilde
belirlevememektedirler. Bu nedenle cesitli hayvan etleri tiirlerinin identifikasyonu, gida analiz laboratuarlarmin en onemli
konularindan birisi olma niteligini korumaktadir. Uygun bir analiz yontemiyle farkl kaynaklardan gelen etlere ait proteinler
incelenerek tiir aywimi yapilabilmekte ve bu yolla ambalaj etiketinde belirtilen bilgilerin dogruluk derecesi kontrol
edilebilmektedir.Hayvansal orijinli, farkli proteinlerin taninmasinda ve tiiketici haklarinin korunmasinda gida analiz laboratuarlar:
onemli bir role sahiptir. Kas proteinlerinin yapisin belirlemede elektroforezis, izoelektrik fokuslama, immunolojik ve histolojik
metodlar gibi ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir.

Anahtar kelimeler: PAGIF, et, tiir

Identification of the Species Origin Using Polyacrilamide Gel Isoelectric Focusing (PAGIF) Technique
SUMMARY

The growth of international trade of meat, chicken, game, birds and fish have increased the number of adulteration attemps.
The food quality control laboratory has got an important role in the protection of consumer to be able to determine the different
proteins of animal origin and their eventual misrepresentation.Therefore, identification of animal species is the major concern for
the food related laboratories. In certain circumstances, it is possible to detect the presence of proteins belonging to an animal
species different from the original source of the meat as labelled on the package. On the other hand, it seems that the who sale
suppliers, retailers and the other meat related industry branches are usually unable to identify precisely the animal species sent to
the market. Generally, if the anatomical landmarks are eliminated, it is difficult or impossible to identify the animals species.A
variety of methods exist for the determination of the nature of muscle proteins such as Electrophoresis, Isoelectricfocusing,

Immunological and histological methods.
Key words: PAGIF, meat, species

GIRIS

Bazi iilkelerde, bir et iiriiniin etiketinde hangi
hayvanlarin etinden hazirlandiginin belirtilmesi yasal
zorunluluktur. Gida kalite kontrolleri i¢inde bunun énemli
bir yeri vardwr. Zira {lkemizde Gida Maddeleri
Tiizigiinlin 147. maddesine gore et {irlinlerinin yapiminda
kullanilan etlerin tiir isimlerinin etiketlerinde belirtilmesi
zorunlu kilinmistir. Bununla birlikte, {ireticiler tarafindan
daha fazla kar etmek amaciyla degisik etiketler altinda
bagka tiire ait etlerin satilmasi, Gida Maddeleri
Tiziigl’ nee taklit ve tagsis kapsaminda yer almistir. Bazi
iireticiler, kisiler ve kuruluslar ticari kazang saglamak
i¢in, kotii kaliteli etleri kaliteli etler olarak dogrudan veya
diger et triinlerinin yapiminda kullanarak hileli satislara
bagvurabilmektedir. Bunun sonucunda tiiketicilerin hem
ekonomik yonden zarara ugramalarina hem de saglik
yoniinden ¢esitli sorunlarla karsilagmalarina neden
olmaktadir. Ayrica kagak olarak kesilen gesitli hayvan
tirlerine ait etlerin kontrollerinin yapilamamasi; kuduz,
ruam, antrax gibi zoonoz enfeksiyonlarin artmasina neden
olmaktadir (21, 38).

Et endiistrisinin gelismesiyle orantili olarak dig
ticarette hileli et ve et Uriinlerinin satiglarinin artmasi,
bunlarin kontroliinii ve tiirliniin belirlenmesini gerekli
kilmaktadir. Farkli et ve et tirlinlerinin ithal edilmesi

degisik enfeksiyonlarin iilkemize girmesine sebep
olmaktadir. Ayrica kalitesiz, diisiik ve ucuz hayvan
etlerinin yiiksek kaliteli etler olarak satilmasi nedeniyle
tikketiciler aldatilmaktadir. Insanlarin, dini ve Xkiiltiirel
kaynakli diisiince degerleri goz ardi edilerek bagka orijinli
hayvan etlerini bilmeden yemis olmaktadirlar. Cesitli
hayvan etleri de bazi insanlarda allerjik reaksiyonlara
neden olmaktadir. Bu belirtilen sorunlar1 6nlemek ancak
etlerin hangi hayvana ait oldugunun saptanmasiyla
gerceklestirilir. Bunun igin de bu sorunun ¢oziimii
yoniinde duyarli yontemlere ihtiyag duyulmaktadir (13,
21). Ulkemizde de boyutlari belli olmamakla beraber
yabanct hayvan etlerinin et trlinlerine katilmasi soz
konusu olmakta ve yapilan gida analizlerinde ender de
olsa daha ¢ok tek tirnakli hayvan etlerinin et iiriinlerinde
kullanildigr  tespit edilmektedir. Belediye ekipleri
tarafindan c¢oplikklerde kedi ve kopek i¢c organ ve
atiklarinin  bulunmasi ayrica piyasada yabani domuz
etlerinin yasaklanmasi, zaman zaman bu hayvan etlerinin
de tiiketime sunuldugu diisiincesini ortaya koymaktadir.
Nitekim yakin zamanda Izmir’de yasanan domuz etinden
hazirlanmis olan ¢ig kdoftelerin yenmesiyle ortaya ¢ikan
durum konunun 6nemini gostermektedir. Et endiistrisinde
belirtilen hileli islemlerin net bir sekilde saptanmasinda
uygulanabilecek duyarli yontemlerin olmamasi, bu
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sorunun daha ciddi boyutlarda olabilecegi diisiincesini 6n
plana ¢ikarmaktadir (21).

Cig etlerde ya da et iriinlerinde, etin ait oldugu
hayvanin belirlenmesinde tiire spesifik olan proteinler
kullanilabilir. Tiirler igin spesifik olan proteinlerin izole
edilmesinin baz1  giicliikleri vardir. Immunoassay
yonteminin, gida karisimlarinin uygun ekstraktlarindan
proteinlerin belirlenmesinde kullanilabilecegi
bildirilmistir. Metot, deney hayvanlarina ait proteinlerin
parenteral olarak enjekte edilmesinden sonra, bu
maddelere karsi olusan antikorlarin invitro ortamda et
antijenleri ile karigtirilmasi esasina dayanir. Fakat antijen
antikor birlesmesinde genetik yonden yakin olan tiirlerde
benzer determinant gruplarinin bulunmasi sonucu ¢apraz
reaksiyon olusumu gozlenmektedir (13, 33). Presipitant
halka metodu, agar jel immunodiffuzyon metodu,
immunoelektroforez metodu, enzim linked
immunosorbent assay (ELISA) teknigi, et tiirlerinin
ayiriminda kullanilmaktadir. (7, 19, 27, 32). Ancak bu
amacla kullanilan immunolojik metotlarin hepsi 1siya
dayaniksiz antijenlere gore yapilmaktadir. Isil isleme
dayaniksiz  olan bu antijenler 1smin  etkisiyle
yikimlandigindan, immunolojik metotlarin 1s1 islemi
gdérmiis et ve et lirlinlerinde tiir ayiriminda kullanilmasini
giiclestirmektedir. Immunolojik metotlarin et tiirlerinin
ayiriminda kullanimimi zorlagtiran diger bir sorun ise,
kullanilan antiserumlara karst yakin akraba tiirlerinde
capraz-reaksiyonlarin  olugmasidir. Ayrica kullanilan
antiserumlarin  hazirlanmasinin ~ zor olmasi, gerekli
antiserumlarin piyasada hazir bulunmamasi bu metotlarin
kullaniminm1 giiglestirmektedir (44). Yine bu metotlarin
cok yiiksek duyarliliga sahip olmasi, kesin sonucu
sOylemek i¢in monospesifik antiserum kullanma
zorunlulugunun bulunmasi, antiserumlarin duyarli ve
monospesifik hale getirilmesinin pahali ve ¢ok zaman
gerektiren bir is olmasi, sistemin yerlestirilmemis oldugu
iilkelerde pahali olusu, bu metotlarin dezavantajlaridir
(22, 37, 41).

Ayrica  histolojik  yapilarina,  organoleptik
niteliklerine, yag ozelliklerine ve anatomik yapilarina
gore de et tiirlerinin ayirimi yapilabilmektedir. Bunlarin
yanisira  kromatografik metotlar da et tiirlerinin
ayirmminda kullanmilmaktadir (21, 31, 35, 42). Yine et
tirlerinin  birbirlerinden ayrilmasinda cytochrom b
geninin bir parcasinin ¢ogaltilarak ve daha sonra
DNA’larin tekrar eslestirilmesi prensibine dayanan
Polimerase Chaine Reaction (PCR) ve DNA-sondasi gibi
genetik metotlar da kullanilmaktadir (36).

Elektoforetik metotlar

Elektroforez;  ¢ozeltideki  iyonlarn  elektrik
akimmin tesiri ile meydana gelen hareketlerini
tanimlamak i¢in kullanilan bir terimdir. Elektriksel alan
icerisindeki gog; elektrik akiminin giddetine, net yiike,
molekiilin  sekline, soliisyonun iyonik  giiciine,
viskozitesine ve sicakligina baglidir. Go¢ hizi, protein
molekiili iizerindeki yiikiin biiylikligi ile dogru
orantilidir. Tyonik bilesiklerin iyonlasmasi, elektorforezin
temelini olusturur. Zit yiikteki elektrotlara dogru farkli
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hizlarda hareket eden degisik yiikteki iyonlar elektriksel
alanda birbirinden ayrilirlar. Elektroforez, ayrilmasi
istenen iyonlar1 ihtiva eden bir ¢ozelti ile kagit, nisasta
agar, seliiloz asetat zar1 gibi inert bir tagtyict materyalin
teskil ettigi bir sistemde de yapilabilir (2, 12, 16). Protein
iizerindeki yiiklerin birbirini dengeledigi pH’ya o
proteinin izoelektrik noktasi (p') adi verilir. Bu pH’da
proteinler hem anod, hem katotdan aym kuvvetle
cekildikleri i¢in proteinlerin bu pH’daki hareketleri sifir
olur (17, 18).

Elektroforez cesitleri
Kullanilan ayirma ortaminin cinsine gore cesitli

elektroforez teknikleri kullanilmaktadir. Kagt
elektroforezi, seliilloz asetat elektroforezi, agar jel
elektroforezi, nisasta jel elektroforezi, poliakrilamid

elektroforezi ve SDS-poliakrilamid jel elektroforezi
bunlar arasinda sayilmaktadir (25, 28, 43, 44).

Poliakrilamid jel

Poliakrilamidin bir baglayict (genellikle bis
akrilamid) ile (polimerize edilmesi sonucu olusturulur.
Boylece rasgele biiyliyen poliakrilamid ve bis akrilamid
konsantrasyonlari olusacak  jelin yogunlugunu,
viskozitesini, elastikiyetini ve mekanik dagimikligini
belirler. Bu konsantrasyonlarin arttirilmasiyla olusan agin
sikligt da artmakta, buna bagli olarak gozenek cap1
azalmaktadir. Boylece icinden yiiriiyecek
makromolekiillerin hareketi, biiytikliiklerine (molekiil
agirliklarina) gore sinirlandirilmis olmaktadir. Akrilamid
ve bis icin genellikle kullanilan konsantrasyonlar,
incelenecek olan makromolekiillerin biiyiikliigiine gore
akrilamid miktarinin bis miktarina oran1 10-100 arasinda
ve akrilamid konsantrasyonu % 5’den biyiik olur.
Akrilamidin ~ bis vasitasiyla ~ polimerizasyonunu
katalizlemek amaciyla amonyum per sulfat (APS) ve
tetrametiletilendiamin (TEMED) kullanilmaktadir (43,
44).

Polyakrilamid  jel izoelektrik  odaklama
yonteminin prensibi

Izoelektrik odaklama, bir pH gradiyetinde yapilan
elektroforezdir. Bunun i¢in makromolekiiller (+) ve (-)
yiklere sahip olduklar1 miiddetge gradient boyunca
izoelektrik noktalarina rastlayan pH’ya kadar gog ederler.
Izoelektrik noktada net elektriksel yiik sifirdir.  pH
gradienti diisik molekiil agirlikli amfoterik maddelerin
(amfolitler) yardimiyla olusturulur. Eger elektroforezde
kullanilan tampon sistemi yerine anotta kuvvetli bir asit,
katotta da kuvvetli bir baz kullanilir ve aradaki jel
ortamina da gerektigi kadar amfolit solusyonu katilirsa
amfolitlerin anoda yakin kisminda (+) katoda yakin
kisimda (-) net yiikleri olur. Bundan dolayr elektrik
verildiginde bunlar anot ve katot tarafina itilerek merkeze
dogru hareket ederler. Bu hareketleri sirasinda g¢evresel
ortamin pH’smin kendi izoelektrik noktalarina esit oldugu
bolgelerde hareketsiz kalirlar. Bundan dolayi, en asidik
amfolitler katoda yakin olacak sekilde izoelektrik
noktalarina gore siralanirlar. Bunun sonucu jel icinde
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anottan katoda dogru azalan bir pH gradienti olusur (15,
29). Numune tatbik edilip yiiritildiginde protein
izoelektrik pH’sina geldigi anda net olarak yiiksiizlesir.
Hareket etmez ve o noktada odaklanir (1, 15, 29, 30, 44).

Elektroforezde kullanilan jel boyama teknikleri

Elektroforez isleminden sonra jelin analizi i¢in
boyama veya otoradyografi gibi yontemlerden birisi tercih
edilir. En ¢ok kullanilan analitik yontem Coomasie
Brillant Blue R-250 veya giimiis nitrat ile boyamadir.
Coomasie Brillant Blue R-250 sadece 1.0-0.5 mg protein
miktarma kadar giimiis nitrat ise 10 ng protein miktarina
kadar duyarlidir. Eger proteinler dnceden bir radyoaktif
izotop ile isaretlenmigse jelin analizi otoradyografi ile
gerceklestirilir. Otoradyografi radyasyon yardimi ile bir
radyografik film {izerinde iki veya {i¢ boyutlu goriintii
olusturmaktadir. Goriintii ¢iplak gozle goriilebilir. Ancak
onceden bir radyoaktif izotop ile isaretlemeyi gerektirdigi
icin oldukc¢a pahalidir (9, 40).

Elektroforezin gida analizlerinde uygulamalari

Gida proteinlerinin tayininde elektroforez teknigi
¢ok genis uygulama bulmaktadir. Bugday ve bugday
tirlinlerindeki protein fraksiyonlar: elektroforez teknigi ile
ayrilabilmektedir.  Elektroforez  siit  proteinlerinin
ayiriminda da kullanilmaktadir. Siitiin baslica proteini
olan kazein elektroforezden 6nce pH 4.6°da asetik asit ile
coktiiriilerek fraksiyonlarma ayrilmaktadir. Laktalbumin
o, B ve vy laktoglobulinler olarak ayrilabilmektedir.
Yogurda hile amaciyla katilan jelatin proteinleri siit
proteinlerinden gayet iyi ayirt edilebilmektedir. Bu metot
ile yogurda % 0.05 oraninda katilan jelatin
belirlenebilmektedir. Yine yumurta aki igerisinde bulunan
yumurta proteinleri de karakteristik elektroforez bantlari
ile belirlenebilmektedir.

Elektroforez hile amaciyla yapilan karigimlarin
belirlenmesinde etkili bir yoldur. Insan siitiiniin inek siitii
ile karisimi, koyun ve inek siitlerinden yapilmis gesitli
peynirlerin belirlenmesinde elektroforez kullanilmaktadir.
Elektroforez, proteinlerin ve enzimlerin safliginin
kontroliinde, oligo niikleotitlerin analizinde, proteinlerin
molekiiler agirliklarinin tespitinde, proteinlerin izoelektrik
pH’larmin  belirlenmesinde ve enzimlerin preparatif
eldesinde de kullanilmaktadir (11).

Polyakrilamid  jel izoelektrik  fokuslama
(PAGIF) tekniginin et tiirlerinin ayiriminda
kullanilmasi

Elektroforetik tekniklerin numunelerdeki % 2-10
arasindaki yabanci et karigimlarini tespit edebilmesi,
dondurulmus, ¢ok kii¢iik pargalara ayrilmig, kiirlenmis, 75
°C’ye kadar 1s1l islemi gormiis iiriinlerde uygulanabilmesi
ve genetik olarak birbirine yakin hayvan tiirlerinin
etlerinin ayirt edebilmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir
(6, 14). Elektroforetik metotlardan PAGIF izoelektrik
fokuslama teknigi etlerin hangi hayvana ait oldugunun
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Elektroforezde, etlerin
yapilarindaki tiirlere 6zgii iyonize gruplar tasiyan yiklii
kas proteinlerinin belli bir pH derecesine sahip elektriksel
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alandaki  hareket yeteneklerine gore etler ayirt
edilmektedir. izoelektrik fokuslama metodunun prensibi
elektroforez metodunun prensibi ile ayn1 olup burada jelin
pH aralifi genis tutulmustur. Proteinlerin farkli pH
derecesine  sahip  tasiyict  ampholitte  izoelektrik
noktalarina gore elektroforetik ayrilmalarmma  dayanir.
Yabanci etlerin teshisinde elektroforetik metotlardan
izoelektrik fokuslamayi, et orijinlerinin belirlenmesinde
ilk defa 1976 yilinda Timbergen ve Olsman kullanmustir
(39). Daha sonra diger arastiricilar, et tiirlerinin
belirlenmesinde  izoelektrik ~ fokuslama  metodunu
kullanmiglardir (14, 20). PAGIF teknigi ayrica balik
tirlerinin belirlenmesinde de kullanilabilmektedir (20).
Fakat elektroforetik tekniklerin kullaniminda laboratuarda
biitiin hayvan tiirlerine ait referans protein veya enzim
bulundurulmasi zorunlulugu gibi zorluklari vardir (31).
Bununla birlikte yine elektroforetik tekniklerin yerlesik
kurulu bir laboratuara ve sistemin korunmasi igin 6zel
bakima ihtiya¢ duyulmasi, testi yapanlarin teknik diizeyde
uzman olmasi, masrafli olusu gibi zorluklar1 da
bulunmaktadir (26).

King ve ark. (24), diisik oranda ¢ig sigir etine
karistirtlmis diger et tiirlerini ayirmak igin izoelektrik
fokuslama yontemini kullanmig ve fosfoglukonat
dehidrogenase enzimini Ozel boyayarak et tiirlerini
birbirinden ayirmiglardir. King (23), PAGIF yontemiyle,
pismis etlerde 0zel enzim boyamasiyla et tiirlerini
identifiye etmis ve bu amagcla sigir, koyun, ke¢i, kedi,
kopek ve tavsan tiirlerini kullanmistir. Decker ve ark. (5),
PAGIF yontemini kullanarak domuz, koyun, keci ve
geyik etlerini birbirinden ayirmiglardir. Gissel (10),
polyakrilamid jel izoelektrik fokuslama teknigi ile
bilinmeyen etlerden hayvan orijinlerini belirlemeye
¢alismig bunun i¢in pH’lar1 5.5 ile 8.5 arasinda degisen
hazir poliakrilamid jeller kullanmistir. Rehbein (34),
ultrathin-layer izoelektrik fokuslama yontemiyle ¢ig ve
pismis balik tiirlerini birbirinden ayirdigini bildirmistir.

Bauer ve Hoffman (3), PAGIF yontemiyle
kaslarda bulunan peroksidaz enzimini kullanarak domuz
ve tavuk gibi az myoglobin igeren tiirleri birbirinden
ayirmiglardir. Bauer ve Hoffman (4), PAGIF yontemini
kullanarak 1s1 islemi gormiis et ve et iiriinlerinden hayvan
etlerinin tlirlerini birbirinden ayirmislardir.

PAGIF teknigi; etlerin hangi tiir hayvana ait
oldugunu veya et karisimlarinda hangi tiiriin yaklagik ne
oranda bulundugunu tespitte, giivenilir bir sekilde
kullanilabilecek bir metot oldugu anlasilmaktadir. Ancak
bu teknikle elden edilen -elektroferogramlar degisik
faktorler tarafindan etkilendiginden, bunlarin yorumlanip
degerlendirilmesinde biiyiik 6zen gerekmektedir.

Gerek diinya ve gerekse iilkemiz igin et ve et
iriinlerini olusturan tiirlerin, bunlarin karisimlarindaki tiir
cesitleri ve oranlarinin belirlenmesi, halen giincelligini
koruyan 6nemli bir sorundur. Hile amaciyla ucuz etlerin
pahali etler icerisine karigtirma oranin genelde % 20
civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Diistik kaliteli
etlerin, kaliteli etlermis gibi etiketlenip satilmasi fazla kar
yapmay1 amaglayan kisiler tarafindan yapilmaktadir. Hile
yoluyla daha fazla kazang elde etmek icin, karigtirma
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oraniin olabildigince yiiksek tutulmasina ¢aligilmaktadir.
Bu diistinceden hareketle, % 20 ve bunun {izerindeki
karigimlar hile bakimindan ekonomik olarak kabul
edilmektedir(21).

Immunolojik metotlar, yakin tiir hayvan etlerinin
ayriminda cross reaksiyonlarin olusmasi, 1sil islem
gormils et ve et drinleri aymriminda kesin sonug
vermemesi gibi nedenlerle pratikte giivenli bir sekilde
kullanilamamaktadir.

Ulkemizde gida kontrol laboratuarlarinda PAGIF
tekniginin et ve et rlinlerinde bulunabilecek et tiirlerinin

belirlenmesinde  rutin ~ kontrol ~ metodu  olarak
kullanilabilmesi miimkiindiir. Gerekli yasal
diizenlemelerin  yapilarak, bu amacgla kurulacak

laboratuarlarda PAGIF metodunun da belirtilen gaye i¢in
kullanimi1 temin edilebilir. Ayrica immunolojik metotlarin
rutin laboratuarlarda uygulanmasinin zorluklar1 nedeniyle,
rutin laboratuarlarda PAGIF’in uygulanabilmesi i¢in, bir
an Once her tiir hayvan etine uygun standart ekstraktlar
tiretilip ilgililerin hizmetine sunulmalidir. Yine bu is i¢in
gerekli teknik bilgiye sahip personel yetistirilmelidir.
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