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Ozet

Bugday, arpa ve cavdarda ve yulafin bazi cesitlerinde bulunan sirasiyla gliadin, hordein, sekalin ve
avenin prolamin proteinlerine karst oto-immun sistemin intolerans gostermesinden kaynaklanan sindirim
sistemi rahatsizligina ¢olyak hastaligi denmektedir. Colyak hastalart icin toksik olan bugday, arpa ve
cavdar prolaminleri, terminolojide genellikle "gluten" olarak adlandirilir. Prolamin proteinlerinin ince
bagirsakta kismen hidrolizi sonucu olusan toksik gluten peptitler ince bagirsaklarda villilerin korelmesi
ve iltihaplanma gibi karakteristik belirtilere sebep olurlar. Glutensiz diyet, ¢olyak hastalar icin gtivenli
tek uygulamadir. Codex Alimentarius Commission (CAC), glutensiz gidalarin gluten icerigi esik degerini
<20 mg/kg, dusik gluten icerikli gidalarin ise <100 mg/kg olarak belirlemistir. Glutensiz gida tretimi
icin son yillarda yeni gluten detoksifikasyon yontemleri arastirilmaktadir. Bunlar, bakteri veya kuf
kaynakli gluten-spesifik peptidazlarin kullanildigi enzimatik yontemler, eksi hamur uygulamast,
tahillarin ¢imlendirilmesiyle aktiflesen gluten-spesifik peptidazlar ile glutenin oto-sindirimi, mikrobiyel
transglutaminazin transamidasyonu yoluyla detoksifikasyon gibi bazi alternatif yontemlerdir. Glutenin
tespitinde immiinolojik teknikler énemli rol oynamaktadir. CAC tarafindan belirlenen resmi standart
metot, R5 antikorunu kullanan kompetetiv ELISA yontemidir.

Anahtar kelimeler: Colyak hastaligi, gluten toksisitesi, detoksifikasyon yontemleri, gluten analizi

NEW METHODS FOR DETOXIFYING OF TOXIC GLUTEN
PEPTIDES AND DETERMINATION OF GLUTEN TOXICITY

Abstract

Celiac disease (CD), which is a gastrointestinal disorder, is an auto-immune intolerance against prolamine
proteins, like gliadin, hordein, secalin and avenin, of wheat, barley, rye and in some varieties of
oats, respectively. Prolamins of wheat, barley and rye, which are toxic to celiac patients, are generally
recognised as ‘gluten’ terminologically. Toxic gluten peptides, which are formed through partial
hydrolysis of prolamin proteins, cause characteristic inflammation and villous atrophy in upper small
intestine of celiac patients. Gluten-free diet is the only safety treatment for celiac patients. Codex
Alimentarius Commission (CAC) determined that the threshold values of gluten content in gluten-free
foods and foods containing low levels of gluten are <20 mg/kg and <100 mg/kg, respectively. For the
production of gluten-free products, the novel gluten detoxifying methods have recently been investigated.
These are alternative methods, such as enzymatic approaches like using gluten-specific peptidases
obtained from fungi or bacteria, sourdough practices, autolysis of gluten with activated gluten-spesific
peptidases during germination of cereals, using microbial transglutaminase fulfilling transamidation
reactions. Immunologic technics play an important role in the quantification of gluten. The official
standart method issued by CAC is the competitive ELISA method using R5 antibody.
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COLYAK HASTALIGI VE PROLAMIN
PROTEINLERI

Colyak hastaligr icin kullanilan ‘gluten’ terimi
genel olarak bugday, arpa, cavdar ve yulafta veya
bunlarin melezlerinde bulunan, bazi insanlarin
intolerans gosterdigi, suda ve 0.5 mol/L NaCl'de
¢oziinemeyen proteinler olarak tanimlanmuistir.
Prolamin proteinleri olarak adlandirilan bu
proteinler, ayni tahillarin depo proteinlerinden
olup, %40-70lik etil alkol ile ekstrakte edilebilen
ve bugday gluteninin %50’sini (gliadinler) olusturan
proteinlerdir (1). Colyak hastaligi, beslenmeyle
alinan gluten proteinlerinin prolin ve glutamin
aminoasitleri ile zengin olmas: sebebiyle ince
bagirsakta sindirime diren¢ gostermesi ile baslayan
ve oto-immiin sistemde meydana gelen bagirsak
rahatsizligidir.  Dunyadaki ntfusun  %1’ini
etkilemektedir ve tek caresi glutensiz beslenmedir
(1. Bu sebeple, glutensiz gida Uretimi
ve uUrtnlerdeki gluteni dogru ve kesin olarak
belirleyecek yontemin se¢imi en onemli hedefler
olmustur.

TOKSIK GLUTEN PEPTITLERI

Colyak hastalari icin toksik olan bugday, arpa ve
cavdar prolaminleri, terminolojide genellikle
"gluten" terimi altinda toplanmustir. Son ¢alismalarda
yulafin sadece bazi cesitlerinin toksik oldugu ve
yulaf prolaminlerini bircok ¢6lyak hastasinin
tolere edebildigi bildirilmistir. Bugday, cavdar,
yulaf ve arpada bulunan sirastyla gliadinler,
sekalinler, aveninler ve hordeinler ‘prolamin tip
proteinler’ olarak tanimlanmistir (2-7). Cizelge

1’de bugday, cavdar ve arpanin ¢olyak hastaligia
sebep olan prolamin proteinleri ile bugdayin
glutenin proteinleri ayrintili olarak gosterilmistir
(2,8,9.

Gliadin ve diger prolaminlerde bulunan prolin
(~%15) ve glutamin (~%35) aminoasitlerince
zengin peptit dizilerinin, ¢olyak hastaligina
sebep olan epitoplar oldugu bilinmektedir (10).
Farkli uzunluklardaki bu peptitlerin N-ya da
C- terminallerindeki peptit baglari, gastrik-pankreatik
ve ince bagirsak membranindaki proteolitik
sindirim enzimlerine karsi direnclidirler (11).
Bugdayin, immiin epitop veri tabaninda (Immune
Epitope Database- IEDB), colyak hastaligiyla iliskili
190 adet T-hticresi uyarabilen epitopu belirlenmis,
bunun 94 tanesi a-gliadin geninde, 74 tanesi
y-gliadin geninde, 12 tanesi o-gliadin geninde, 8
tanesi disik molekiler agirlikli (LMW) glutenin
geninde ve 2 adet epitopu ise ylksek molekiler
agirlikli (HMW) glutenin genlerinde toplanmistir
(12). Colyak hastaligt bir dizi reaksiyon sonucunda
meydana gelir. Ilk olarak, dogal veya doku
transglutaminazinin deamidasyonu ile olusan ve
negatif yukli aminoasitleri (Glu, Asp) iceren gluten
peptitleri, 16kosit antijenleri olan HLA-DQ2 ve
HLA-DQ8e (HLA class II geni tarafindan
sentezlenen ve olgun agacst hiicrelerin ytizeyinde
bulunan antijen molekiller) baglanirlar. Bu
antijenik reaksiyon, T-hiicrelerinin ve bunun
sonucunda, inflamator sitokinlerin (interferon-y
veya interleukin-4) ve matriks metaloproteinazlarin
aktivasyonuna yol acar. Bu durum ise mukozal
yikim ve epitel hiicrelerinin korelmesine sebep
olur ve en sonunda ince bagirsakta yangi ve

Cizelge 1. Triticeae alt sinifindan bugday, cavdar ve arpanin ¢élyak hastaligina sebep olan prolamin proteinleri ile bugdayin glutenin

proteinleri (2, 8, 9).

Bugday Gavdar Arpa
(Triticum aestivum) (Secale cereale) (Hordeum vulgare)
HMW:? polimerik grup HMW-gluteninler® HMW-sekalinler D-hordeinler
(67 000-88 000 MW*) (>75 000 MW) (105 000 MW)
Kukart-fakir MMW? w-gliadinler (o1-, ®2- ©5-) wo-sekalinler C-hordeinler
monomerik prolaminler (46 000-74 000 MW) (48 000-53 000 MW) (55 000-75 000 MW)
Kukurt-zengin LMW? LMW-gluteninler® y-75k-sekalinler B-hordeinler

polimerik (agregat) grup (30 000-45 000 MW)

(40 000-75 000 MW)

(32 000-46 000 MW)

Kukurt-zengin LMW
monomerik prolaminler

a-, B- ve y-gliadinler
(30 000-45 000 MW)

y-40k-sekalinler
(40 000-75 000 MW)

y-hordeinler
(32 000-46 000 MW)

*HMW: Yiksek Molekal Agirlikli; MMW: Orta Molekul Agirlikli; LMW: Dugtk Molekul Agirlikli
*Indirgeyici ajan igeren ¢ozeltilerde ¢dzlinen, %60’lik 1-propanolde ¢dziinemeyen indirgenmis (reduced) alt-birimler

°MW: Molekdiler Agirlik

¢indirgeyici ajan igeren gozeltilerde ve %60’lik 1-propanolde ¢éziinebilen indirgenmis (reduced) alt-birimler



iltihaplanma meydana gelir. Uyarilan T-htcreleri
ise, B-hticrelerinin aktivasyonuna yol acar,
bunlar ise gluten peptitleri (antijen) veya doku
transglutaminazina (oto-antijen) karst serum IgA ve
IgG antikorlarinin gelistirilmesini saglar (2, 3, 13, 14).

GLUTEN DETOKSIFIKASYON YONTEMLERI
Son yillarda, tim dinyada gluten kaynakli
hastaliklarin artis gdstermesi, bu hastaliklara karst
farkindaligin artmasina ve gluten tespiti icin hassas
metotlarin gelistirilmesine sebep olmustur (1).
Codex Alimentarius Commission (CAC) standartlarina
uygun glutensiz (<20 mg/kg) gidalarin Gretimi
icin cesitli gluten detoksifikasyon yontemleri
literatiirde belirtilmistir.

Mikrobiyel, fungal ve bitki-bécek zararhlari
kaynakli peptidazlarin kullanimi

Farkli kaynaklardan elde edilen, prolince zengin
gluten peptitlerine spesifik proteaz uygulamast,
gluten peptitlerinin lenf dokusuna ulasmadan T
hticreleri tarafindan taninmayacak sekilde en fazla
9 aminoasit iceren kisa fragmentlere parcalanmasini
amaclar (15, 16). "Proteaz" veya "peptidaz" terimi,
oligopeptitlerin ya da daha buytk proteinlerin,
terminal uclarindaki veya ic¢ kistmlarindaki peptit
baglarinit kiran enzimleri ifade eder (17).

Oral yoldan enzim takviyesiyle prolin spesifik ve
glutamin spesifik proteazlarin birlikte kullanilarak,
gastrointestinal sistemde gluten degradasyonunun
tesvik edilmesi (18, 19), uygulama kolayligi ve
dustik riskli yan etkileri bakimindan o6nem
kazanmustir (20). Uygulamadaki iki 6nemli nokta;
proteazlarin immiinolojik gluten epitoplarindaki
prolin ve glutamince zengin dizileri parcalayabilme
yetenegine sahip olmasi ve ayrica mide ve/veya
ince bagirsak sisteminde etkin ve kararli yapida
olmalar gerektigidir (21). Prolil-endopeptidazlar
(PEPs), karboksil ucunda bulunan prolin kalintilart
arasindaki peptit baglarini hidroliz edebilen enzim
grubudur. In-vitro ve in-vivo yapilan ¢alismalarda
Aspergillus niger, Flavobacterium meningosepticum,
Myxococcus xanthus ve Sphingomonas capsulata
gibi bircok bakteri ve kif kaynakli PEP’in (22)
gastrointestinal sistemin pH araliginda, yapisini
ve fonksiyonunu muhafaza ederek, prolince
zengin immunojenik gliadin peptitlerini kolaylikla
hidrolize ettigi kanitlanmustir (23, 24).

Son vyillarda bitki zararlilarindan elde edilen
enzimlerin, gida proteinlerinin hidrolizinde
biyokatalizor olarak rol almasinin kanitlanmasiyla,
gluten-spesifik peptidazlarin tahil zararlilarindan
elde edilmesi tzerine vyapilan calismalara
yogunlasilmistir. Stine olarak bilinen Eurygaster
spp. gibi cesitli tahil zararlilarindan elde edilen
‘serin endopeptidaz’ ve ‘sistein endopeptidaz’
grubu enzimlerin (25), gluten proteinlerini etkin
bir sekilde hidroliz ettigi belirlenmistir (10). Bellir
et al. (2014), corek otu olarak bilinen Nigella sativa
turi bitkiden elde ettikleri enzim ile glutenin
gliadin fraksiyonunun timiintin yikimint 24 saatlik
inkiibasyon sonucunda gerceklestirmislerdir (26).

Eksi hamur uygulamasi ile detoksifikasyon

Glutensiz ~ gidalarin  Uretimi  icin  gluten
detoksifikasyonunda  kullanilan, proteolitik
aktiviteye sahip laktik asit bakterileri ve kuf
proteazlarinin kombinasyonuyla yapilan eksi
hamur fermantasyonu, prolin iceren bazi potansiyel
toksik peptitlerin hidrolize edildigi kompleks bir
yontemdir (15, 27). Eksi hamur ile proteoliz
yontemiyle bakteriyal peptidazlarin yani sira,
aspartikpeptidazlar ve karboksipeptidazlar gibi
(28, 29) bugday ve cavdar unlarinda bulunan
asidik enzimlerin fermantasyon kosullarinda
aktivasyonuyla, prolaminlerin ¢o6ztntrligi
arttigindan, proteolik parcalanmaya uygun bir
ortam olusur (30) ve tahil prolaminlerinin
degradasyonu gerceklestirilir (13). Di Cagno et
al. (2010), Lb. alimentarius 15M, Lb. brevis 14G,
Lb. sanfranciscensis 7A ve Lb. bilgardii 51B
bakterilerini kullanarak #n-vitro kosullarda yaptiklar
calismada (10, 28) eksi hamur fermantasyonu ile
o-gliadindeki 31-43 aminoasitler arasi fragmentlerin
ve ayrica albumin ve globulin fraksiyonlarinin
onemli oranda hidroliz edildigini gostermislerdir (10).

Rizzello et al. (2014), eksi hamurdan izole edilen
laktobasiller ile kiif proteazlarmnmn kombinasyonunu
uygulayarak, gluten konsantrasyonunu 10 mg/kg’in
altina dustirmuslerdir. Bu calismada eksi hamur;
her sus miktari 10° kob/ml hamur olacak sekilde
cesitli Lactobacillus suslart ve Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzae kaynakli proteazlar kullanilarak,
48 saat 37°C sicaklikta fermantasyon uygulamastyla
elde edilmistir. Eksi hamurdan ekstrakte edilen
protein fraksiyonlart alti1 hastadan alinan ince
bagirsak mukozasinda (in-vitro organ kiltirt)
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inkiibe edildiginde, herhangi bir intestinal T hiicresi
aktivitesine rastlanmamistir (30). Angelis et al.
(2010)nun yapmus olduklar1 benzer bir calismada
da glutenin 72 saat 37°C sicaklikta mikrobiyel
proteazlar ile hidrolizasyonu sonucunda gluten
miktar1 20 mg/kg’in altina dustirtlebilmistir (31).
Glutensiz ekmek tretiminde eksi hamur
uygulamastyla yapilan mikrobiyel fermantasyonun,
urlin tekstirini (32, 34) ve hacmini gelistirdigi
(4, 32), laktik asit ve alkol fermantasyonuyla
gerceklesen biyotransformasyon reaksiyonlari ile
bazi biyoaktif bilesenleri (esansiyel aminoasitler,
esansiyel yag asitleri) ortaya cikararak gidanin
tadint ve besinsel degerini iyilestirdigi, bayatlamayi
geciktirdigi (32, 34), protein sindirilebilirligini
artirdi@t, normal kosullarda lisin ve stlftr iceren
aminoasitler bakimindan fakir olan bugday
unlarinin, lisin icerigini ve silfir iceren aminoasit
miktarint artirdigi (30), antifungal aktivite gdsteren
laktik asit bakterilerinin gidalarda dogal koruyucu
olarak rol alabilecegi belirlenmistir (32, 34).
Dolaysstyla bu yaklasimin, maliyet, fonksiyonellik,
katkisiz Grtin icerigi (clean label), uzun raf dmri
ve iyilestirilmis besin icerigi bakimindan avantajli
bir yontem oldugu ifade edilmistir (34).

Tahillarin ¢imlendirilmesiyle aktiflesen
enzimler ile detoksifikasyon (oto-sindirim)

Bakteri ve kif proteazlarinin, prolince zengin toksik
gluten peptitlerinin bircogunun degradasyonunu
saglarken yavas reaksiyon gostermeleri, baska
enzimlerle birlikte ylksek konsantrasyonda
kullanim ihtiyaci, maliyetlerinin fazla olmast gibi
sebeplerden (16), tahil enzimlerinin ¢cimlendirme
islemi ile aktiflestirilmesiyle depo proteinlerinin
hidrolizinin saglanmasi, gluten detoksifikasyonunda
farklt bir bakis acisi saglamustir.

Prolin ve glutamince zengin depo proteinleri,
cimlenmenin ilk gelisim evresinde embriyoya
azot ve aminoasit kaynagi saglar (12, 16). Bunun
icin ¢imlenme sirasinda sentezlenen endojen tahil
proteazlari, proteinleri etkin bir sekilde hidrolize
ederler (33). Bu uygulama, bira tretimindeki
malta islemede oldugu gibi bazi Gretim proseslerinin
bir parcasidir (12, 16), ¢imlendirme siiresince
mineral, vitamin ve besinsel lif icerigini
zenginlestiren hemiseltlaz, lipaz gibi diger
enzimler de aktif hale gecer (35) ve uygulama
oldukca diistiik maliyetlidir (7).

Glutensiz bira tretimi icin yapilan bir ¢alismada,
cimlenme asamasinda ortaya ¢ikan dogrudan
gluten epitoplarina spesifik endoproteinazlarin
(sistein proteinaz, serin proteinaz, metaloproteinaz
gibi) (36, 37) ve tanede bulunan aspartik proteinaz
ve serin karboksipeptidazlarin (13), gastrointestinal
peptidazlara karsi direncli P-Q, Q-P, P-F, L-P, ve
P-Y gibi aminoasitler arasindaki baglari, etkin
olarak hidrolize ettigi gosterilmistir (7).

Hartmann et al. (2006), bugday, cavdar ve arpa
tanelerini 7 giin boyunca iki farklt sicaklikta (15
ve 30°C) c¢imlendirdiklerinde, glutelinlerin
degradasyonunun 30°C’de, prolaminlerin ise
15°C’de daha hizli oldugunu belirlemislerdir.
Proteolitik  aktivitenin, tahil kepeklerinde,
unlarindan 6nemli derecede yiiksek; bugday ve
cavdar kepegi ekstraktlarmin ise arpa ekstraktindan
daha aktif oldugunu saptamuslardir. Inkiibasyon
kosullarinin ¢imlendirilmis tahil proteazlarinin
aktivitesi tUzerine etkisini incelediklerinde, pH
4.5 ve 50°C’de ve pH 0.5 ve 50-60°C’'de proteolitik
aktivitenin maksimum oldugunu ve tiim peptitlerin
aminoasit sayisinin 9’dan disik oldugunu
bildirmislerdir (16). Tahillarin vejetasyon stiresi
ve nem icerigindeki artisa bagli olarak, son tirtindeki
gluten iceriginin dogrusal olarak azaldigini
belirleyen Kerpes et al. (2016), en iyi sonucun
(9300 mg gluten/ kg), %48 nem icerikli arpanin 8
glin, 18°C’de cimlendirilmesi ile saglandigini
rapor etmiglerdir (36).

Mikrobiyel Transglutaminaz ile Gluten
Detoksifikasyonu

Transglutaminaz (TG), peptit veya proteinin
yapisindaki glutaminin, y-karboksiamid grubu
(-acil donorl) ile yine protein veya peptitlerin lisin
aminoasidinin e-amino grubu (-a¢il grubu alicist)
arasinda acil-transfer reaksiyonunu katalizleyen,
proteinler arasinda inter- veya intramolektler
e-(y-glutamil)-lisin izopeptit baglarinin olusumunu
saglayan bir polimerazdir (4, 12, 25, 38). Dolayisiyla
TG, deamidasyon ve transamidasyon/capraz
baglama reaksiyonlarini kataliz etmektedir.
Doku-TG 2 (tTG) enzimi deamidasyon reaksiyonu
sonucunda, gluten peptitlerinin ¢dlyak hastaligini
ortaya c¢ikarisint hizlandirmaktadir (12). Bu
sebeple TG’nin transamidasyon reaksiyonu ile
gluten detoksifikasyonu 1tizerinde daha cok
durulacaktr.



Gliadinler, sekalinler ve hordeinlerde, prolin ve
glutamince zengin, tekrar eden bircok PQPQLPY
peptit dizilimi bulunur (39). Bu dizilim, tTG enzimi
ile deamidasyon reaksiyonunun meydana gelmesi
icin iyi bir substrattir (25, 40). tTG enzimi, bu
dizilimde ikinci defa tekrar eden glutamin (Q)
aminoasidini deamidasyona ugratarak, peptit
dizilimini PQPELPY olarak degistirir (39).
Glutaminin amid gruplarmin ayrilarak, glutamik
aside (E) deamidasyonu sonucu yeni epitoplarin
olusmasiyla, peptitlerin antijenlere (HLA-DQ?2)
baglanma egilimleri artarken, lisin aminoasidinin
metil esteriyle transamidasyonu sonucu toksik
peptitlerin maskelenmesiyle baglanma egilimleri
azalmaktadir (25, 40). Asidik kosullarda tTG enzimi,
glutaminin glutamik aside deamidasyonunu katalize
ederken (41), alkali ortamda transamidasyon
reaksiyonlarinin  gerceklestigi  ve  polipeptit
zincirleri arasinda capraz bag olusumunun
goruldugu ifade edilmistir (41, 42). Brzozowski
(2015)'nin farkli ortam kosullarinda yaptig:
calismada, TG ile asidik kosullarda yapilan protein
modifikasyonunun immuno-reaktiviteyi artirdig,
alkali kosullarda ise gluten iceriginin 61400
mg/kg’'dan 7200 mg/kg’a diistigi belirtilmistir (41).
Heredia et al. (2014) lisin aminoasidinin
mikrobiyel-TG (mTG) etkisiyle glutamin
aminoasidine baglanma derecesini belirlemek
amaciyla olusturduklart model sistemde, pH 8 ve %2
L-lisin bulunan ortam kosullarindaki ¢rneklerde,
L-lisin baglanmasinin daha yiiksek oldugunu
ve bunun sonucunda gluten proteinlerinin
reaktivitesinin %42 oraninda azalarak, gluten
miktarinin 1102 mg/kg’a distigini
gozlemlemislerdir (43). TG uygulamasinda
inktibasyon stiresinin etkisinin arastirildigt bir
baska calismada (44), 8 U/g mTG ve 20 mM lisin
etil ester (Lys-C2H5) ile bugday unu veya durum
semolina suspansiyonu hazirlanarak, iki asamali
inkiibasyon yapilmustir. Ik asamada, 30°C’de 2
saat, ikinci asamada tekrar taze enzim ve Lys-C,H;
ile 30°C’de 3 saat inklibasyondan sonra santrifiij
yapilmustir. iki asamali transamidasyon islemi
sonucunda, R5 ELISA analizi sonuglarina gore,
ekmekteki son gluten miktar1 5.8 mg/kg, makarnada
ise 13.7 mg/kg olarak tespit edilmistir (44).

Sonug olarak mTG’nin, tTG enzimine gore daha
spesifik olarak calismas: sebebiyle (37);
de/trans-amidasyon, substrat dizilimi, pH (25,

38), enzim konsantrasyonu ve primer aminlerin
miktar1 gibi reaksiyon kosullarina bagli olarak
aktivitesi degismektedir (38). Ote yandan bu
uygulamayla, glutamin ve lisin kalintilart arasinda
capraz kovalent bag olusumu ile hamurdaki
protein agmnimn kuvvetlendigi (4), gidalarda su tutma
kapasitesi, renk, aroma, tekstiir ve viskozitenin
gelistigi cesitli calismalarda ifade edilmistir (38).

Basin¢-Ezme-Kesme Etkisi ile Glutenin Antijenik
Ozelliginin Degistirilmesi

Farkli gida isleme teknolojileri ile gida proteinlerinde
yapisal degisiklikler meydana getirilerek antijenik
ozellikleri degisiklige ugratlabilir. Ornegin
ekstriizyon teknolojisi ile bugday unu nemli ortamda
yiksek basing¢ ve sicakliga tabi tutuldugunda
bugday depo proteinlerinin sindirilebilirligi ve
olusan hidrolizatlarin immiinolojik 6zelliklerinin
degistigi saptanmistir. Ekstriizyon isleminde
sicaklik, basing, kesme kuvveti ve oksijen etkisiyle
protein yapisinda ve ¢ozintrliginde degisimler
meydana getirildikten sonra proteazlar ile hidroliz
ozellikleri  degistirilebilir; ~ hammaddedeki
patojenler ve bozulma yapan mikroorganizmalar
yok edilebilir veya azaltulabilir; hammaddedeki
besleyici degeri azaltan bilesiklerin inaktivasyonu
ve nisasta jelatinizasyonu saglanabilir (45).

Farkli pH (3, 5, 7), sicaklik (80, 90, 100°C) ve
kesme kuvveti (shear stress, 500, 1000, 1500 1/s)
kombinasyonlar: ile glutenin antijenitesi tam
olarak yok edilememistir. Rahaman et al. (2016) farkh
kombinasyonlar uyguladiklar: bu calismalarinda,
pH 3'te ve 90°C’ye kadar uygulanan sicakliklarda,
kontrol grubuna gore antijenitenin %30 azaldigi
tespit etmislerdir. 100°C’den yuksek sicakliklarda
ise muhtemelen yeni epitoplarin ortaya ¢ikmasi
sebebiyle antijenitenin arttig1 belirtilmistir. Fakat
pH 5 ve pH 7’de ve 100°C’de -tiol gruplarinin
modifikasyonuna ve bazi epitoplarin parcalanmasina
veya maskelenmesine sebep olan yapisal
degisiklikler sonucunda antijen Ozelliklerin
azaldigi rapor edilmistir (46).

GLUTENSIZ GIDA GUVENLIGI ICIN GLUTEN
ANALIiZi

Glutensiz gidalar, tarladan baslayarak, hasat,
tasima, depolama ve Uretim asamalart sirasinda
gluten bulasist tehdidi ile karst karsiyadir. CAC,
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glutensiz gida olarak etiketlenmis gidalarin gluten
icerigi bakimindan esik degerini <20 mg/kg,
disik gluten icerikli gidalarin ise <100 mg/kg
olarak belirtmislerdir (47). Gliadin proteinlerinin
karmasik ve polimorfizm gostermesi sebebiyle,
toksik ozellikteki alt birimlerinin tespitini ve bu
alt birimlerin modifikasyonlart i¢in yapilan
calismalari zorlastirmaktadir. Glutensiz gidalarin
glivenligi ancak guivenilir bir sekilde gluten tespiti
yapan ve miktarini belirleyen metotlarin gelistirilmesi
ile saglanabilir (1). Gliniimtize kadar ¢6lyak hastalari
icin toksik prolamin tip proteinlerin tespitinde
ELISA, Western Blot gibi immunolojik teknikler;
izoelektrik odaklama (IEF-isoelectric focusing),
A-PAGE, SDS-PAGE gibi elektroforetik teknikler;
RP-HPLC, yiiksek performansli kapiler elektroforez
(HPCE-high performance capillary electrophoresis)
gibi kromatografik teknikler; PCR (polymerase
chain reaction) gibi genomik teknikler;
MALDI-TOF/MS gibi proteomik teknikler
gelistirilmistir (1, 39).

Glutenin tespitinde, prolamin proteini ve
antikorlart arasindaki spesifik etkilesimlere dayanan
immiuinolojik teknikler 6nemli rol oynamaktadir.
Codex Alimentarius Commission tarafindan
belirlenen resmi standart metot, RS antikorunu
kullanan kompetetiv ELISA yontemidir. R5 antikoru,
bugday gliadininde, arpa hordeininde ve cavdar
sekalininde bulunan ve ¢olyak hastaligina sebep
olan kisa zincirli peptitlerin tekrar eden epitoplarmnimn
bircogunu (QQPFP, LQPFP, QLPYP, QLPTP,
QQSFP, QQTFP, PQPFP, QQPYP ve PQPFP)
tanima kabiliyetine sahiptir (47). G12 ve Al gibi
monoklonal antikorlarin da kullanildigi ELISA
standart metodu ile diger bir immiin dominant
peptit olan ‘proteaz direncli 33-mer a-gliadin’ de
tespit edilebilmistir (48). Bu antikorlarin gidalardaki
toksik peptitlerin ve gluten detoksifikasyonunun
belirlenmesinde  oldukca vyararli olduklar
kanitlanmustir (1, 49).

Antikorlara dayali immiino-kimyasal ELISA
yontemi orijinal hedeflere oldukga spesifiktir ve
yuksek affinite gosterirler, fakat maliyetli bir
uygulamadir. Antikorlar ¢esitli maniptilasyonlara
karst hassastir, ayrica protein ekstraksiyonunda
kullanidan indirgeyici kimyasallardan etkilenirler.
ELISA yontemine gore daha hassas sonu¢ veren
PCR yontemi, DNA biyo-isaretleyici miktarinin

belirlenmesine dayanan diger bir alternatif
yontemdir. Yiksek spesifiklik ve duyarlilik
gosteren PCR yontemi ile glutence zengin bitki
hiicrelerindeki DNA biyo-isaretleyici tespit edilir.
PCR yonteminin, bitki hiicresinin tanimlanmasi
ve miktarinin belirlenmesine odaklanirken, toplam
gluten icerigini tespit etmede basarisiz oldugu
bildirilmistir (50).

Kiitle spektrometresi (MS-mass spectrometry),
unlardaki ve diger gidalardaki prolaminleri
belirlemede kullanilan en 6nemli fiziksel metottur
(1, 51). Protein ve peptitleri yliksek hassasiyetle
belirler, tanimlar ve miktarini tespit eder. Bu metot,
molekiillerin iyonizasyonuna dayanir, iyonlar
kutle/yuk oranina gore ayrilir ve ayrilmis iyonlar
tespit edilir. MALDI-TOF/ MS, ¢olyak hastaligina
sebep olan toksik prolaminlerin tespitinde
kullanilan ilk kiitle spektrometrik yontemdir. Fakat
yontemin, par¢alanmamis gluten proteinlerinin
veya gluten hidrolizatlarinin analizinde, dizilimlerin
benzerligi sebebiyle yeterli olmadigi bildirilmistir
(1. MALDI-TOE/MS, 20-25 mg/kg’in altindaki
prolaminleri tespit edemedigi icin distk prolamin
iceren gidalarda yapilan ELISA analiz sonuclarini
dogrulayamamaktadir (51).

SONUC

Colyak hastaligi, genetik olarak yatkin bireylerin,
bugday gliadini veya diger prolaminlerin
sindiriminden sonra, oto-immiin sistemlerinin
gosterdigi tepki reaksiyonlart sonucu meydana
gelen rahatsizliktir ve diinyadaki toplam niifusun
%71’inde gortlmektedir. Bu durum son on yilda,
glutensiz gida Uretimi icin yapilan calismalarin
artmasina sebep olmustur. Bu ¢alismada, CAC ve
Avrupa Birligi mevzuatinda belirtilen smirlar
cercevesinde glutensiz gida icin
uygulanabilecek detoksifikasyon yontemlerine ve
gluten tespitinde kullanilan metotlara deginilmistir.
Bu potansiyel gluten detoksifikasyon faaliyetleri,
gida glvenligi, maliyet, verimlilik gibi faktorler
acisindan teoride pozitif sonuclar vermistir, ancak
daha detayli in-vivo calismalarin da yapilmasi
gerektigi goz dniinde bulundurulmalidir.

uretimi
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