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Immunolojik reaksiyonlardan salgin ve en-
feksiyon hastaliklaria savagimda dnce tipta ya-
rarlaniimistir. Daha sonra baglh bagina bir bi-
lim dal olarak gelisen immunoloji, sadece tip.
biyoloji, biyokimya degil, duyarli ve spesifik
tayinierin gerektigi gida bilimi alamnda da
kullaniima olanaf bulmustur. Farkli protein
yapilarindan yola cikarak vyapilacak tayinler
icin spesifik antijen - antikor reaksiyoniarinin
yerini alabilecek kimyasal, fiziksel ya da enzi-
matik kokenli herhangi bir ydntem yoktur, im-
munolojik yontemlerin, proteinleri ayirmada ya.
rarlamlan fiziksel yéntemlierle - érnedin ultra-
santrifiijleme, elektroforez gibi - kombine edil-
miesi kullatulma alanlarini genisletmistir. Bu

yolla bir preparatin antijen’e dayall safsizhkla- .

nmn kalitatif ve kantitatif tayini amaciyla bir-
cok immunolojik ydntem geligtirilmisgtir.

Bilindigi gibi besin maddelerine gogunluk-

la ekonomik ¢ikar saglamak amactyla gesitii.

ucuz ve fizyololik degeri disiik katki madde-
leri katiimakta ve buna eski dilde (tagsis) adi
verilmektedir, Tadsigin belirlenmesi c¢ok oiig
hatta gogu kez olanaksizdir. Iste bu durumiar-
da immunolojlk yontemler tek yarariamlabilen
- yéntemler olmaktadir.

Besin analizlerinde immunolojik yontemle-
rin kullamimasina su drnekler gdsteriiebilir;

— Et mamiiilerinde protein katllarr drne-
jin soya proteini, kazein saptanmast.

— Kiyma kontrolunda, domuz ve dana eti
kiymalarimn oranlarimin belirlenmesi.

— Diyet besinlerde gluten/giiadin orani-
nin saptanmasi. '

—_ Kakab-gi‘kolata ‘Kontroliinde, &teki fina
dik fisttk iginde yer fistidr proteininia
belirlenmesi.

— Yapay protein’in Tek hiicre proteini)
belirlenmesi.

— Hububat iiriinlerinden makarnada  yu-
murta, yumusak bugday gibi katki mad-
delerinin nicel ve nite! yénden kontrofu

— Besin maddelerinde Salmonella tiirleri- -
nin saptanmasi.

Salmoenella thyphimurlum'a kars: geligtiri-
len polivalent antiserumlar yardmm ile besin
maddelerinde c¢ok cesitli Salmomella tiirleri
saptanabilmektedir.  Siitte  Staphylococeus
aureus tarafindan olusturulan enterotoksin bu-

‘lunmustur. Siit dirdnleri iceren besin maddele-

rinde enteretoksin A, tavuk, ton bahgi ve muz
ezmelerinde ise enteretoksin B saptanmigtir.

— Meyve suyu teknolojisinde portakal ve
ltmon siralarinin antigen farkliliklarnin gok bii-
yiik olmasi nedeniyle piyasada satiian portakal
smalartnin safiyetinin kontrolunda yararlanilir.

— Cesithi {lkelerde bira yapiminda malt
katki maddeleri (piring, misir, arpa, seker v.b.)
ve enzim prepafstlar kuilammmi ya tamamen
yasaklanmig ya da oranlan belirtilmek sure-
tiyle kullammina izin verilmistir. Malt katkila-
rindan hangisinin ne oranda katildigi, enzim
preparatlarindan hangi tipinin (proteolitik, ami-
Jotik, sitolitik) ne miktarda kullanildigi ancak
imrhunolojink yﬁntgmlerle belirlenebilmektedir.
Bu amifan kontrol amaclari diginda arpa ve
malttakj proteinieri, ¢imlenmede enzimlerde
meydana gelen dedismeleri ve birada kopik
ve bulamkiik olusumunda etkili olan protein
fraksiyonlarim aragbrmak amaci ile EBC tara-
findan immunolojik yontemlerle galismalar or-
ganize edilmektedir (3, 5).

immunclojik Reaksiyonlarin Mekanizmasi

irimunolojik  yontemlerin  asil reagens'i
immun va da Antikorp= Antiserum'dur, Bu mad._
de omurgalt hayvanlarin lenfatik organlarmda
olusur ve doku icine ve kan dolagmm sistemine
akitilir, Bu olusum ve salgilama ancak daha
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gnce organizmaya yabanc) sayilabilecek antigen
bir maddenin girmesi halinde ortaya cikar.
Antikorp’lar immunglobulin sinifma girer ve sa-
dece olusumlarina neden olan antigen’iere kar-
st spesifiktirler baska hicbir antigene kars
reaksiyon gostermezler. ‘

Antigen'leri belirli bir madde grubuna sok-

mak olas: degildir. Bunlara proteinler ve. poli-
sakkaridler dahildir. Ayrica glikoproteidler ve
glikopeptidler de antigen olabilirler, Kimyasal
- degisime ugramuis antigenlerde vardir. Son za-
manlarda gelistirilen teknikler sayesinde iste-
nen herhangi bir molekilliin protein veya sen-
tetik bir polipeptide baglanmasi mimkiin ol-
maktadir, Gergekie antigen olmayan bu mad-
deler (-bunlara Hapten denir-} aromatik hal-

kalar, sekerler, steroidler, peptid’ler, pirimidin
fluoresans bi[é$hkler v.b! yapisinda olabilir.

An-t_igen, - Antikorp reaksiyonunda anti-
korp'un hiicre agglutinasyonu mu voksa presi-
pitat seklinde mi bajlanacadr antigen’e badim
olmaktadir. Antikorp antigene oranla nisbeten
' daha bitylik pargacik halinde ise agglutinasyen
séz konusudur. Prespitin olusturacak antigen-
‘Ier-de is= genel olai:ak protein ve karbonhidrat
¢hzeltileri sbz konusudur. .

Antigen ile antikorp arasinda en kolay' iz-
fenen reaksiyon sayet cdziinily antigen soz
konusu ise . presipitasyon, sayet partikiiler an-
tigen ise - angglutinasyon'dur (2,3, 5).

Bira kalitesi kontrolunda yararlanilan im-
munolojik ydntemlerin esasim antigen ile goz-
le gbriiebilir agregat meydana getirmek sure-
tiyle gozeltiden ¢tkerek ayritmaya dayali pre-
sipitasyon reaksiyonu olusturur. Bu nedenle
burada degdinilecek yiintemler presipitasyon
reaksiyonuna dayali yéntemlerdir. '

Kalitatif tayinler, agar geldifizyonu (bu
yontem OQuchterlony teknigi olarak da anilir)
ve immunoelekiroforez tekniklerinden yararla-
narak vapibir. Her ikj ydntem de immunoloji de
_genis bir uygulama alantna sahiptir (1, 3, 5);

Agar gel difiizyon ydntemi

Agar gel diffiizyon ydnteminde hem antigen

" hem de antikorp bir agar tebakasi iginde biri-

birine dogru ilerler. Optimum antigen/antikor
iliskisinin hakim oldugu vyerlerde bir presipi-
tasyon hattt olusur. Bu nedenle bu olaya iki
boyutiu ¢ift diffiizyon da denir.

Bu yéntemin en biiyitk yarari antigenlerin,
kompleks karisimlar icinde tamnabilmesi ve
tayin edilebilmesidir. Sekil 1'de farkli reaksi-
yonlar gdrillmektedir.
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Sekil 1.

Lam Uzerindeki ¢ukurun iginde saf formda
bir antigen varsa, antikorp ile bir presipitasyon
oizgisi olusturur. iki antigen serolojik olarak
ayni degiiise bunlarin clusturdugu presipitasyon
gizgileri biribirini Kesmektedir. Kismu bir iden-
tite sbz konusu ise presipitasyon cizgileri kis-
men i¢ ice geemekte ve sadece sporn adi veri-
len kisa bir ¢izgi olusumunu siirdiirmektedir.

Serolojik spesifite yuksek duyarhigina rag-
men belirli sinirlara sahiptir. Her ne kadar pro.
teinlerden pek azinin kesin, detayll striktiri
biliniyorsa da, bunlarin ait olduklar organizma-
nin gesidine bagl bir spesifiteye sahip olduk-
larr da crtadadir. Aymi durum gesitlj hububatin
proteinleri iginde. gecerlidir, bunlar da tirlere
baglt farkliiklar gosteririer.

Sekil 2'de arpa, bugday ve piring antigen-
leri ile doyurulduktan sonraki spesifik immun-
serum’un misir - antigeni ile verdigi reaksiyon
ghrilimektedir. Sekilden izlendidi gibi misir an-
tikorp'u sadece kendi homolog reaksiyon pa'rt-
neri ile reaksiyona girmektedir.
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immunelektroforez Yontemi

Gel - diffizyon tekniklert ile bitin presi-
pitasyon ¢izgilerini tanilamak cofunlukla giic-
tiir. immuneiektroforez yonteminde fiziksel vs
immunolojik ydntemlerin  kombinasyonu sbz
konusudur ve bu yontemde diffiizyon diginda
arastirilan maddenin elektroforetik mobilitesina
dayali olarak daha iyi ayriimasi ve tamtanmasi
olasidir.

Maltlanmamis Hububat Katihp
Kati!madigimn Saptanmasi

Sekil 3 bira yapiminda misir  katkisimin
kontrolunun 2 degigik immunserum kullanilarak
yapiligin:  gostermektedir. Deneyin ddyarlxgs
serumun antikorptiterine baghdir. Sekilde sag
tarafta yer alan serum'un % 0.3 gibi konsant-
rasyondaki misir antigen’inin prensiﬁi'tasyonunu
sagladigi halde dteki serum ayn geyl yapama-
mistir, yani ancak daha yirksek konsantrasyon-
larda duyarlik gostermigtir.
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Sekil 3. Agardiffizyontest

(I’den 6'ya kadar érnek molan % 10’dan % 0.3’e
kadar antfkorptiter seyreltmelerini gistermek-
tedir.)

Agargel - diffiizyonunda gok kullamlan tek-
niklerden biri de ek konulan gukurcuklarm
bir dogru boyunca dizilmesidir. $ekil 4'de 7 bira
Brnedinde piring katkis1 kontrolll gdriilmekte-
dir. Bu drnekierden iiiinde katki bulunmakia-
dir.
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Sekil 4. Piring katkis1 kontrolu -

1.7 ve 8- 14 ile igaretlenmis biralar biri-
birinin aynidir, Aralarindaki tek fark serumun
kondugu cukurcuk ile érneklerin konuldudu gu-
kurcuklar arasindaki mesafedir. Presipitat olu-
sumu antigen Ile antikorp arasindaki konsant-
rasyon farkinin yitksek veya diisiik oluguna da
baghdir (4, 5, 7).
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Proteolitik Enzimlerin Saptanmasi

Biralarin stabilizasyonunda ve berraklast:
‘rtimalarinda en doga! ol olarak, mekaniksel ve.
. ya adsorbe ‘edici etkive sahip maddelerin, bu-
lamkiga neden olan maddeleri biradan ¢oktii-
nip ayirmasi kabul edilmektedir. Kimi tlkelerin
gida tiziiklerinde biralarda gerek stabilizatdr
ve gerekse berraklastiric) olarak kullanilabile-
cek maddeler konusunda strrlamalar bulun-
maktachr. Bunun vaninda pek cok {ilkede ds
biranin stabilizasyonu ve filtrasyonunda Papain,
Ficin, ‘Bromelin, Pepsin gibi preparatiar yaygis
bigimde kullamimaktadir. '

Proteolitik enzimlerin bulunup bulunmadig
normal olarak enzim akfivitesi tayini ile belir-
lenehilir. Ancak pastﬁ_rizé edilen biralarda bu-
na olanak yoktur. Stabilizatér olarak enzim pre-
parati kullamlmigsa biranin mutlaka pastori-

zasyonu gereklidir. Zira elde olunan stabilite-

nin korunmasi ve biranin biyolojik dayanikligi-
nin sadlanmast ancak pastorizasyonla clasidir.

Immunclojik yéntemle yapilan kontrolds
kullamlan enzimin aktivitesi' izerinden degi!,
stritkbirdl  lzerinden glidilmektedir. Burads
onemli olan nokta, kullanilacak antiserumlarin
yan akfivifele.re sahip olup olmadiklarimn kont-
roludur, Bir bagka deyisle bunlar arpa protein-
leri veya diger proteazlarla reaksiyona girme-
melidirler (5, 6).

Sekii 5'de ortadaki gukurda Papain antise-
rumu bulunmaktadir.
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Sekil 5. Papain kullanimm kentroliy

Etrafinda ise Papain, Pepsin ve tripsin an-
tigen olarak konukbmustur. Antiserum sadece
3 ve 4 numarall gukurcuklara konulan Papain
anmigeni ile reaksiyon vermistir. Serolojik jden-
tite belirgin olarak gorilmektedir.

Sekil 6 Bromelia, Ficin ve Papain enzim-
ferinin bir bira drnedinde saptanmasmi goster.
mektedir. Burada uygulanan presipitasyon tek-
nikleri sayesinde - iyi antiserumlar da kullani-
Heidelberger'in presipitin analiz teknigidir. Bu
lirlenmesi olasidir.
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Kantitatif Tayin Yintemleri

Bu ydntemlerde en eski ve en basit olan:
Heidelberger'in presipifin analiz rtéknig‘i'd'ir. Bu
yontemle Heidelberger ve ark. daha 1929'larda
antiugen-anti-kﬁrper reaksiyonlarini duyarh bi-
gimde saptayabilmislerdir. Kantitatif presipi-
tasyon reaksiyonu sayesinde biyolojik smvila~
icindeki birgok protein belirlenebilmistir.

Yeni kantitatif - yontemlerle galismalarda
¢ojunlukla monospesifik immunserum kullan-
mak zorunludur. Béyle bir serum’un elde edi-
lebilmesi igin ise antigen’in cok jyi aribiimis
olmasi ya da saf madde olarak bulunmasi &n
kosuldur (5).
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Elektroimmundiffiizyon

Laurell tarafindan gelistirilen bu kantitatif
yontemde, dogru akimin etkisi aitinda antigen
. anoda dogru agarosegel igindeki antiserum’a
dogru cekilir. Boylece uzunlamasina cekilmis

bir immunpresipitat olusur. Bunun ucunda in-

tigen’in 'ele:k-troforeti'k hareketlilifine gdre az
veya ¢ok sivri bir pik ortaya gikar. '

Mode! sisten ‘Hn&iiza =tandart
‘ . alinén kira {birad
., 2 3 415 6 718 9
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9/hl papairy 9/l papsin | 9/hl papair
|
Sekil 7.

Sekil 8'de biranin protein fraksiyonlari
Gzerine cesitli stabilize edici maddelerin etki-
leri gdrulmektedir.

Omeklerden 1'den 4'e kadar olanlar % 4.3,

dir.

5 no'lu biraya - 70 g/bl, 6 no'lu biraya

1 ve 8 g/hl papain katilmistir. 5-6-7 kontrola
alinan drneklerdit ve bunlarda 44 ve 3 g/hl
papain bulunmustur.

Sekil - 7 Biralarda elektroimmundiffilzyon
yortemi ile papain belirlenmesini gdstermekie-
dir. 1 -4 nolu drnekier mode! drnek olup ig-
lerine sirasiyla 3-5-10 ve 2 g/hl papain katil-
mistir. 8 ve o no.lu 8rmeklerde standart olup
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Sekil 8.
Burada standart olarak dedisik dran‘larda-
seyreltilmis, stabilize edilmemis (diyalize edil_
mig) bira kullamimigtir. ‘ -

2. 1 oraninda seyreltilmis standart biralar-

140 g/hl Hidroged,
140 g/hl Xerogel 2,
140 g/hl  Xerogel 1,

7 » » 70 g/hl, 8 » »
9 s » ~T70g/hl,. 10 »
11 » » 70/70 g/hl Xeroge!/Bentonit karigimi,

12, » » 70 g/hl, 13 no'lu biraya
14 = » 40 g/hl, 15 » »
16 = » 4 gfhl, 17 = »
kattlmigtir.

Antiserum olarak stabilize edilmemis bira
kullanibmistir, Sekil 8'de bentonit ile stabilize
edilen 12 ve 13 no.lu drneklerde bikylik mole-
kil N'iu maddelerin en fazla tutuldugu, Hid-
rogel ile Xerogel uygulamasinda da bu azal-

Stabilize edici maddeyi 70 g/hl den 140 g/hl'ye
“yiikselmek stabilizasyon agisindan ¢ok az hir
fark meydana getirebilmektedir.

140 g/hl Bentonit,
20 g/h! PVP
2 g/hl Enzim

Iki Boyutlu Elektroforez

Yukarida anlatilan olay yani biyiikk mole-
killli protein fraksiyonlarinin etkilenmeleri iki
boyutlu elektroforez ile de tayin edilebilir. 1k
boyutta antikorp igermeyen agaroz - gel iginde
elektroforetik ayirma yapilir, Ikingi boyutta
kantitatif olarak degerlendirilebilen immunpre-
sipitasyon islemi yapilir. Bu iglemde agaroz -
gel’i oligospesifik veya polispesifiik antiserum
icerir,
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$ekil 9'da stabilizatériin farkh dozlarinin
birada biiyitk molekilllii protein fraksivonlari
izerine etkisi gorlilmektedir. Soldan sada sta-
bilizatériin dozu arttikca, stabilize edici etkisi-
min de wyitkseldigi izlenmektedir (Biyilk mol-N
azaliyor). Birada ma't katki maddelerinin orani
da aynt bigimde belirlenebilmektedir.

DAL AL

Sekil 9.
Radioimmunoassay (RIA)

En duyarh Immunolojik yontemdir. Biralar-
da enzim katkisi-en saghkl olarak bu ydntem:

le saglanabilir,

RIA, Antigen - antikorp reaksiyon-uhun yiik-
sek spesifitesi ile radyoaktivite &lgmelerinin
ekstrem bitylik duyarliini biraraya getiren yon.
temdir ve bdylece en kigiik miktarlann bile
saptanmasim mimkiin kilar.

RIA vybnteminde radyoaktif maddeler #r-
megdin iyot 125 isaretleme maddesi olarak be-
lirli- bir antigene veya bir hormon ile reaksiyon
veren maddeye (receptor) badlamr,

RIA prensibi kiiglik antigen we antikorp
miktarlar arasindaki geri donilgli olabllen kar-
sthikly etkilegime dayanir,

Bu ybntemle birada papain, bromelin ve

ficin gibl enzimler 10-25 ng/ml gibi gok dii- _

sik miktarlarda bile saptanabilmektedir.
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