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DIYET LIFi TAYIN YONTEMLERININ IRDELENMESI
I-Enzimatik Yontemler

A REVIEW OF THE DIETARY FIBER METHODOLOGY
II-ENZYMATIC METHODS

~ Dilek BOYACIOGLU, M.Hikmet BOYACIOGLU
I-T.0. Kimya Metaluzji Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii-ISTANBUL

OZET: Giiniimiizde diyet lifi tayin metodolojisi enzimatik-gravimetrik ve enzimatik-kimyasal olarak iki kategoriye
aynimaktadir. Bunlardan enzimatik-kimyasal ySntemler tekrar enzimatik-kolorimetrik, enzimatik-yitksek basingh s
kromatografisi (High pressure liquid chromatography; HPLC) ve enzimatik-gaz s kromatografisi (Gas-liquid
chromatography; GLC) olarak sinflandinlabilir. Halen diyet lifi tayininde en yaygin olarak tercih edilen ydntemler
enzimatik-gravimetrik yonterlerdir.

SUMMARY: Currently, dietary fiber methodology can be categorized as enzymatic-gravimetric and enzymatic-chemical, The
latter can be further classified into enzymatic-colorimetric, enzymatic-high performance liquid chromatography (HPLC),
and enzymatic-gas liquid chromatography (GLC) methods. At present, enzymatic-gravimetric methods are most widely used
for the determination of dietary fiber.

GIRiS

Diyet lifinin giiniimiizde kabul edilen tamm: insan sindirim sisteminde yer alan enzimlerle
hidrolizlenemeyen polisakkaritleri ve lignini kapsamaktadir (TROWELL ve ark., 1976). Bu tanimda yer alan
polisakkaritler ise kullamlan (available) ve kullanlamayan (unavailable) polisakkaritler olarak
simflandirilabilir (LEE ve PROSKY, 1992). Bu simflandirmada kullamlabilir nitelikteki polisakkaritler
mevcut nigasta ve dekstrinleri, kullamlamayan nitelikteki polisakkaritler ise direngli nigasta (resistant starch)
ve nigasta olmayan polisakkaritleri igermektedir. Ancak diyet lifinin tammma kullanilamayan
polisakkaritlerle birlikte lignin de ilave edilmektedir (LEE ve PROSKY, 1992).

Giniimiizde diyet lifi tayin metodolojisi enzimatik-gravimetrik ve enzimatik-kimyasal yontemler
seklinde siniflandiriimaktadic. Enzimlerin kullamldig: kimyasal yontemler ise Xolorimetrik, yitksek basinch
sivi kromatografisi (High pressure liquid chromatography; HPLC) ve gaz-sivi kromatografisi (Gas-liquid
chromatography; GL.C) tekniklerini igermektedir. Meveut gravimetrik yontemler iginde toplam diyet Lifi,
suda ¢oziniir diyet lifi ve suda ¢oziiniir olmayan diyet lifi yontemleri (AOAC, 1984), Lif bilegenlerinin mik-
tarlar1 hakkinda bilgi vermemekle beraber dogruluk, kesinlik ve ekonomik oluglar1 nedeniyle cok yaygin ola-
rak kullanilmaktadir. ENGLYST ve CUMMINGS (1988) tarafindan gelitirilen enzimatik-kolorimetrik yon-
tem ise tiim kimyasal yontemler iginde en hizli sonug veren ve ekonomik olan yéntemdir. Bununla beraber
indirgen gekerlerin ve dronik asitlerin dzgiin olmayan renk reaksivonlar nedeniyle ydntemin enzimatik-GLC
veya enzimatik-gravimetrik yontemlere gére kalibre edilmesi gereklidir (LEE ve PROSKY, 1992).
Enzimatik-GLC ve enzimatik-HPLC yontemleri ile diyet lifinin bilesenleri hakkinda bilgi alinabilmesine
kargmn bu yontemler zaman alict ve masrafl olmalari, tekrar edilebilirligin digitk olmas: nedeniyle rutin
analizlerde kullanslmamaktadir. Bu derlemede diyet [ifi tayininde meveut enzimatik yontemler tartigilmigtir,

TAYIN YONTEMLERI
Southgate Yonterni

1960’larin sonuna dogru Southgate ¢oziiniir olan ve olmayan diyet Lfi tayin ydntemlerinin
geligtirilmesine onciilitk etmistir (SOUTHGATE, 1969; SOUTHGATE ve ark., 1978). Yontemde seliiloz,
seliiloz olmayan polisakkaritler ve lignin komponentleri kullanilamayan karbonhidratlar seklinde tantmlanan
toplam diyet lifi olarak tayin edilmektedir (Sekil 1). Aym zamanda seliloz olmayan polisakkaritlerin heksoz,
pentoz ve iironik asit kompozisyonu da elde edilmektedir. Southgate’in bu fraksiyonlara ayirma islemi alkol
ile ymkama ve enzimle nigastamn hidrolizini takiben, seyreltik silfiirik asitle seliildz olmayan polisakkaritlerin
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hidrolizini ve daha sonra da derigik silfiiritk asitle D'I""ﬁ' iitme

selilldziin hidrolizini icermektedir. Bu hidrolizlerden  gum metanoketer veys —~..co——- SEKERLER

agiga gikan gekerler ve iironik asitler ise kolorimetrik "‘i"""“"“mwvon ’ )

olarak tayin edilmekte ve geriye kalan kalmti lignin g kosmiiez fie hidraliz —— -+ NISASTA (glukoz olarek}

olarak tammlanmaktadir. Elde edilen veriler basit e
sekerler cinsinden ifade edildigi igin diger 5""’"'“"‘“""""'""""’:‘"”904“’ A SELULOZIK
yontemlerle kargilastirmada bu degerlerin et (hekeoz, pentoz ve Gronlk ast alaral

polisakkarit cinsinden miktarlarmin yaklagtk 910 'NHSO,hidrolzl — —— = BUDACOZUN A bz

daha fazla oldugu dikkate alinmalidir {hekaoz, pantoz ve Lirontk asit ol

(SOUTHGATE ve WHITE’ 1981)' b "'2304 eheeaon == ﬁf :I"I‘l'kLIEI%IH or gokeriotln bitllide
Yontemin dezavantajlar;; 1) alkol glukoz clarak

ekstraksiyonu ile hiicre duvar: materyalleri ile birlikte b -—— oo oo LIGNIN

baz1 feno!l karakterde maddelerin, nitkleik asitlerin, Sekil 1. Southgate diyet lifi tayin yontemi (SOUTHGATE ve

depo * polisakkaritlerinin ve hilere duvan ark., 1978)

proteinlerinin ¢okelmesi, 2) gidanm hiicre yapismin

tam olarak par¢alanmasi ve bunun nigastanin vzaklagtinlmasinda problem yaratmasi, 3) amlloglukozxdaz
ile muamele edilmis kalintinin sicak suyla ekstraksiyonunun pektik yapidaki maddelerin ve baz selildz
olmayan polisakkaritlerin ¢dziiniir hale gegmesini engellemesi, 4) seliiloz olmayan polisakkaritlerdeki ndtral
sekerlerin asitle hidroliz sirasida serbest hale gegmesi, ve 5) lignin miktarimn ligninie birlikte ¢okelen diger
maddeler nedeniyle haiali olarak tahminlenmesi geklindedir (SELVENDRAN ve ark., 1981).

Anderson ve Clydesdale Yontemi

Anderson ve Clydesdale (1980),“1 suda  Gmel donduracak kuruime v Sitme
cozniir diyet lifinin tayini amaciyla geligtirdikleri '
yontemde sicak ve sopuk su ekstraksiyonlari Sofuk su skatrakalynn
fizerinde durulmaktadir (§ekil 2). Yontemde P e e -

Lipit exirakstyonu

sopuk su ekstrakit 90°C’a dek 5 dakika isitiimakta ?m 1 okt Eketrakt

. . I |
ve proteinler santrifiljlenerek uzaklagtirilmak- cézinveven  Amimzie - @B20nlr protetnlen
tadir, Polisakkaritler alkol ile coktiriilmekte, AN rruamele et
santrifijleme ile toplanmakta ve daha sonra Pesinglrerler Polsakaiitier| cBkidinin
notral ve asidik gekerler analizlenmektedir. Sicak t

. . . Qaz Kromatografis) Gaz Kiomatogralisi
su ekstrakt nigastayl hidrohizlemek amaciyla ve Harbazol reakslyonuyla annliz vo:ﬂhunl teAkshyaniyin
an

amilazla muamele edilmekte ve polisakkaritler

benzer §ekﬂde gbktﬁriilmekte, toplanmakta ve Sekil 2. Slxda g(’).z_ﬁnﬁr p(.)li.merlerin Anderson ve Clydesdale
analizlenmektedir. Soguk ve sicak su yontemi ile analizi (ANDERSON ve CLYDESDALE, 1980)
ekstraktlarindan  ¢oktirilen  polisakkaritlerin

toplarm1 suda ¢bziiniir diyet [ifi miktarim vermektedir. Bu yontem pek cok gidamin ¢ozimiir diyet lifi
miktarim kargifagtirmada kullanilabilmektedir.

Englyst Yontemi

Nigastamn uzaklastinlmas1 ve seker miktarlarimn tayinlerinde meveut problemler Englysti
Southgate vontemini modifiye etmeye yonlendirmigtiv (ENGLYST ve CUMMINGS, 1984.) Bu yontemde
nigastay daha sonraki enzimle muamele iglemine hazirlamak ve ¢dziinir hale getirmek igin dimetilsulfoksit
kullamlmigtir (Sekil 3). Nigasta olmayan polisakkaritler etanolle ¢Oktirilmekie ve siilfirik asitle
monosakkaritlere hidrolizlenmektedir. Bu hidrolizle olugan sekerler ise alditol asetat esterleri olarak gaz
kromatografisi ile analizlenmektedir. Pektinlerin bir kismim olugturan iironik asitler kolorimetrik olarak
tayin edilmektedir. Englyst’in toplam diyet lifi tammina dahil etmedigi lignin ise tayin edilmemektedir. Bu
yontemin daha sonraki modifikasyonlan ise; 1) gaz kromatografisi olmayan laboratuvarlarda kolorimetrik
bir seker tayin ydnteminin ilavesi, 2) gaz kromatografisinde kapiler kolonlarin kullanimi, 3) nigasta hidrolizi
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Sekil 3. Englyst yontemiyle serbest gekerler, nisasta olan ve
olmayan polisakkaritlerin simflandinlmas: GK=Gaz
kromatografisi; KOL=Kolorimetrik analiz (ENGLYST,
1981)

Isrya direncll atin-amilaz s
16 dk ‘_nay:nmnrak |elaliniznayon

icin geligtirilmig bir enzim sisteminin kullanimin
(ENGLYST ve CURMINGS, 1988}, ve 4) ligninin
de tayin edilmesi igin proteolitik ve lipolitik enzim
aktivitesine sahip porcine pankreatin enziminin
kullanimu, elde edilen kalintimm yikanmasinda su
yerine %80-85 etanoliin tercih edilmesi ve aseton
ile kurutma igleminin ilavesidir (FLINT ve
CAMIRE, 1992). Englyst yontemi diyet lifi
komponentlerinin kompozisyonunu incelemeye de
olanak verdigi i¢in Ozellikle aragtirma amaciyla
tercih edilen bir yontemdir. Oldukga uzun olan ve
tecriibe gerektiren bu yontem rutin amagh olarak
kullanilmamaktadzr.

Asp Yontemi

ASP ve ark. {1983) suda ¢dzinir olan ve
olmayan diyet lifinin tayini i¢in enzimatik ve izl
sonug veren bir yontem geligtirmiglerdir (Sekil 4).
Yontemde nigastamn tiimiinil ve proteinin bityik
bir kismin oldukga kisa bir sitrede pargalayabilen
bir enzim sistemi kullamlmakta ve diyet lifi
hidrolize olmus nigasta ve proteinden selit
yardimiyla filtrasyon suretiyle ayrilmaktadir. Bu
yontem gesitli gidalarin diyet 1ifi miktarlarinmn
kargilastinlmasinda  rutin - amagh  olarak
kullanilabilmektedir.

Theander ve Westerlund Yontemi

THEANDER ve WESTERLUND (1983 ve 1986) suda

Fapsin e 1 saal asit pH'cln Inkubasyon

Selit 545 kullanarak fiirasyon fle

¢oziiniir olan ve olmayan diyet lifinin tayini amaciyla ¢ farkl akim
semasmu kapsayan bir yontem geligtirmiglerdir (Sekil 5). Yontemde

CO2UNUR OLMAYAN DIYET LIFiNIN AviRivagl  Tisastanin uzaklagtirlmasinda isiya dayanikh amilaz ve amiloglukozidaz
, enzimleri kullamimaktadir. A ydntemi ile etanol/hekzan ekstraksiyonu

Fiftrattan sudn cbzlinlir diyot tifinin

ve enziralerle muameleden sonra ¢Hziiniir olan ve olmayan kisimlar

4 haclm etanal kullanarak cShilirdimest ayrilmaktadir. B yontemi ¢Oziiniir olan ve olmayan lifle beraber
nigastayr (enzimle muamele olmaksizin) ve C yontemi ise ¢dziiniir olan
Sellit 845 kultanarak Litrasyon il ve olmayan diyet lifini tayin etmektedir, Her ii¢ yontemle elde edilen

SUDA GOZUNUR BIVET LiriNiN AvIRILMASI

kahntilarda gekerler gaz kromatografisivle alditol asetat tiirevieri

§ekil 4. Suda ¢bziinir olan ve olmayan  glarak, itronik asitler dekarboksilasyon reaksiyonuyla ve lignin de

diyet lifinin hizh enzimatik
yontem ile tayini (ASP ve ark,
1983)

Prosky Yontemi

Klasson yontemiyle gravimetrik olarak tayin edilmektedir.

Toplam diyet lifi tayininde enzimatik ve gravimetrik yaklagimlar olduk¢a tatminkar sonuglar
vermekte ve lif komponentlerinin tayini miimkiin olmaktadir. Ancak bu yéntemlerin pek ¢ogunun oldukea
zaman ahci olmasi, Resmi Analitik Kimyactar Dernegi'nin {Association of Official Analytical Chemists;
AOAC) 1981 yilinda diizenledigi toplantida hizli sonug veren bir yontemin gelistiriimesini hedeflemesine
neden olmugtur. Bu karann {izerine Asp, Englyst, Furda, Schweizer, Southgate, Theander ve Van Soest’in
aliymalarina dayamilarak bir yil iginde enzimatik ve gravimetrik bir ydntem geligtirilmigtir (PROSKY ve
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ark, 1984). Bu yontem cesitli ilkelerdeki 32
laboratuvarda denenmis ve AQAC yéntemi olarak
kabul edilmigtir.
' Bu ybntemde &rnek amilaz ile hidrolize
edildikten sonra proteaz ve amiloglukezidaz ile
muamele edilmekte ve protein ile nisasta
uzaklagtirilmaktadir, Daha sonra ¢ozimir 1if
fraksiyonu etanol (%78) ile ¢oktiirillmektedir. Geriye
kalan kalmh siiziilmekte, etanol ve aseton ile
yikanmakta ve kurutulup tartilmaktadir. Protein ve
kiil miktarlar1 kalint: miktarindan diigiiriilerek geriye
kalan miktar toplam diyet lifi olarak rapor
edilmektedir. Yontemde insan sindirim sistemindeki
faaliyetler dikkate alindigs igin toplam diyet lifinin
fizyolojik tamumina uygun sonuglar almmaktadir.
Prosky veya AOAC yontemi adiyla bilinen
bu yéntemde gidalara ilave edilen polidekstroz ve
sentetik hidroksipropil seliiloz gibi ¢bziiniir yapidaki
polisakkaritler tayin edilememektedir. Bu maddeleri
kazanmak igin alkol yerine asetomun c¢oktiiriici
olarak kullanimi dezenmis olmasina ragmen sonuglar
tutarh degildir (HALL, 1989). Ayrica toplam diyet lifi
kalintis1 , ozellikle pismis hububat bazh iiriinlerde
enzimlere karyt direncli olan nigastayr da
icermektedir. Sindirime direngli olan nisasta ince
barsakta sindirilmemekle beraber kalin barsakta
kolayca fermente olmaktadir. Bu nedenle direngli

6rne§| ofiitme voya hurno;;.nnlza elms

Uranlk aslilern
daknrbnknl‘!aayon!g analizl

%8¢k atanc! va daha
sonra hekzan llo %d kez
eksirakalyonu

i

A Yinteml B Y8nteml C Yénteml
Kalinh |
SUDA c{iziir«?? OLAN VE OLMAYAN
DIYET LiFl ve NISASTA

Agolal tempon eozelisinde {pH 5; 0,1 M) emillogh tkosirtaz
{60%'da 18 saal) ve Termarnyl 1201, {86'C'da 0.5 raat)lle muamels

%80'lik stannlde
cUktllnne vo
sanirifjleme

Santriifleme

——-= Sanlrid] srvist SBI‘I‘IH’?] BIvIBE = - -
'

Diyallz ve Nigasta analiz|
dandurarak kuruima
Kaluh B Kalnt I . Kglfll'l!: v
Gz0NUR  gOzONDR ¢OZUNUR O )
gLMM’A SIYET M ve OLMAYAN DIYET LIF
DIvET UF

Sekil 5. Theander ve Westerlund’un diyet 1ifi tayin yontemi
(THEANDER ve WESTERLUND, 1986)

nigastanin toplam diyet lifinin bir komponenti olarak tayin edilmesi tartigma konueod ar {(HALL, 1989).
Bununla beraber bu yontem halen rutin ¢aligmalarda en ¢ok tercih edilen yontemdir.

Berlin Yontemi

BECKER ve ark,, (1986) suda ¢dziiniir olan ve

Ornef Ggdtma

Liph ektrakslyonu

. g e s . « . Otaklavl
olmayan diyet lifini, ilk kademede santrifiijleme ilemini EXatiaksiyon
. " . . . . Santriiflerne
kullanarak aywran bir yontem geligtirmiglerdir (Sekil 6), e -
Yontemde her fraksiyon nigasta ve proteini hidrolizleyen Kaloh EXrtrakt
e.nzvlvmlerle ayri - ayrt muamele “edllmekFedu. Suda | Amboglukoridez ve ko |
¢ozimemeyen lif filtrasyonla ve ¢oziintr lif membran tripsin llo snzimalik nisasta |
. . va@ proteln hidrollizl

filtrasyonuyla elde edilmektedir, ‘

N Flrasyon Mambran fliraryan
Yakain Kizl Otesi Yansitma (Near Infrared Reflectance;
NIR) Yontemi Kaltinh Membrandakl kafint

Diyet lifinin insan beslenmesindeki oneminin
giderek daha iyi anlagilmas: lif ingrediyentlerinin cesith ‘
tirinlerde  kullammum  arttirmig ve dolayisiyla gida

Yikama ve Kurutma Yikama ve kurulma

SUDA COZUNUR

. sunr GOZUNUR
OLMAYAN DIYET LIFi DIYET LIFI

treticilerinin 1if miktarlarim etikette beyan etmeleri

zorunlulugu dogmugtur. Bu nedenle dzellikle gida
sanayinin gok hizh sonu¢ veren yéntemlere olan

$ekil 6. Berlin diyet lifi tayin yontemi (BECKER ve ark.,
1986)

gereksinimleri artmigtir, Gida sanayinde kalite kontrol _
amaciyla kullanilan en huzh enstriimanlardan biri "Near Infrared Reflectance Spectroscopy” (NIR)Ydir. Bu
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enstriimanun lif tayininde kullanimina A.B.D. Tarim Bakanhg laboratuvarlarindan Norris ve Baker dnciilitk
etmig ve ham lif ve notral deterjan lifi miktarlariyla korelasyonlar kahvaltihk hububat iiriinleri igin
geligtirilmigtir (BAKER, 1983). Bugday ve yulafta toplam diyet lifinin NIR yontem ile tayin sonuglar
AOAC ybntemi ile milkemmel bir uyum géstermektedir. Bu sonuglar yayumlanmamig olmakla beraber
bugiin A.B.D. gida sanayi NIR ydntemini rutin amagla kullanmaktadir (HALL, 1989).

SONUC

Tip alanindaki buluglara bagh olarak diyet lifi tanmmndaki degisiklikler fizyolojik faaliyetlerin
benzetilmeye cahgildizi enzimatik yontemlerin geligtirilmesine neden olmugtur. Kolorimetrik, HPLC ve GLC
gibi tekniklerin kullanzldigs bu ydntemlerin arasida rutin olarak analize imkan veren gravimetrik yontemler
biyiik ilgi cekmektedir. Ancak bu yontemlerin de eksikligi diyet lifi tanumina dahil edilen direncli nigastanin
tayin edilememesidir. Bununla beraber diyet lifinin fonksiyonel éneminin daha iyi anlagilmas: icin tayin
metodolojisinin  gelecek donemde kapsayacag konular; ozellikle bazi oligosakkaritlerin fizyolojik
Soemlerinin dikkate alinmasi, diyet lifintn olugtugu seker birimlerinin saptanmasi, molekiil agirhipinin ve
yapisal farkbliklarinn tayin edilmesi, viskozite, fermente edilebilirlik ve su tutma kapasitesinin olgiilmesine
ait metotlanin geligtirilmesi iizerinde olacaktir,
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