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TOKSİK GLUTEN PEPTİTLERİN DETOKSİFİKASYONUNDA YENİ
YÖNTEMLER VE GLUTEN TOKSİSİTESİNİN BELİRLENMESİ

Özet

Bu¤day, arpa ve çavdarda ve yulaf›n baz› çeflitlerinde bulunan s›ras›yla gliadin, hordein, sekalin ve
avenin prolamin proteinlerine karfl› oto-immün sistemin intolerans göstermesinden kaynaklanan sindirim
sistemi rahats›zl›¤›na çölyak hastal›¤› denmektedir. Çölyak hastalar› için toksik olan bu¤day, arpa ve
çavdar prolaminleri, terminolojide genellikle "gluten" olarak adland›r›l›r. Prolamin proteinlerinin ince
ba¤›rsakta k›smen hidrolizi sonucu oluflan toksik gluten peptitler ince ba¤›rsaklarda villilerin körelmesi
ve iltihaplanma gibi karakteristik belirtilere sebep olurlar. Glutensiz diyet, çölyak hastalar› için güvenli
tek uygulamad›r. Codex Alimentarius Commission (CAC), glutensiz g›dalar›n gluten içeri¤i eflik de¤erini
<20 mg/kg, düflük gluten içerikli g›dalar›n ise <100 mg/kg olarak belirlemifltir. Glutensiz g›da üretimi
için son y›llarda yeni gluten detoksifikasyon yöntemleri araflt›r›lmaktad›r. Bunlar, bakteri veya küf
kaynakl›  gluten-spesifik  peptidazlar›n  kullan›ld›¤›  enzimatik  yöntemler,  ekfli  hamur  uygulamas›,
tah›llar›n çimlendirilmesiyle aktifleflen gluten-spesifik peptidazlar ile glutenin oto-sindirimi, mikrobiyel
transglutaminaz›n transamidasyonu yoluyla detoksifikasyon gibi baz› alternatif yöntemlerdir. Glutenin
tespitinde immünolojik teknikler önemli rol oynamaktad›r. CAC taraf›ndan belirlenen resmi standart
metot, R5 antikorunu kullanan kompetetiv ELISA yöntemidir.   

Anahtar kelimeler: Çölyak hastal›¤›, gluten toksisitesi, detoksifikasyon yöntemleri, 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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ÇÖLYAK HASTALIĞI VE PROLAMİN 
PROTEİNLERİ

Çölyak hastal›¤› için kullan›lan ‘gluten’ terimi
genel olarak bu¤day, arpa, çavdar ve yulafta veya
bunlar›n melezlerinde bulunan, baz› insanlar›n
intolerans gösterdi¤i, suda ve 0.5 mol/L NaCl’de
çözünemeyen proteinler olarak tan›mlanm›flt›r.
Prolamin  proteinleri  olarak  adland›r›lan  bu
proteinler, ayn› tah›llar›n depo proteinlerinden
olup, %40-70’lik etil alkol ile ekstrakte edilebilen
ve bu¤day gluteninin %50’sini (gliadinler) oluflturan
proteinlerdir (1). Çölyak hastal›¤›, beslenmeyle
al›nan gluten proteinlerinin prolin ve glutamin
aminoasitleri ile zengin olmas› sebebiyle ince
ba¤›rsakta sindirime direnç göstermesi ile bafllayan
ve oto-immün sistemde meydana gelen ba¤›rsak
rahats›zl›¤›d›r.   Dünyadaki   nüfusun   %1’ini
etkilemektedir ve tek çaresi glutensiz beslenmedir
(1). Bu  sebeple,   glutensiz   g›da   üretimi
ve ürünlerdeki gluteni do¤ru ve kesin olarak
belirleyecek yöntemin seçimi en önemli hedefler
olmufltur.

TOKSİK GLUTEN PEPTİTLERİ

Çölyak hastalar› için toksik olan bu¤day, arpa ve
çavdar prolaminleri, terminolojide genellikle
"gluten" terimi alt›nda toplanm›flt›r. Son çal›flmalarda
yulaf›n sadece baz› çeflitlerinin toksik oldu¤u ve
yulaf prolaminlerini birçok çölyak hastas›n›n
tolere edebildi¤i bildirilmifltir. Bu¤day, çavdar,
yulaf  ve  arpada  bulunan  s›ras›yla  gliadinler,
sekalinler, aveninler ve hordeinler ‘prolamin tip
proteinler’ olarak tan›mlanm›flt›r (2-7). Çizelge

1’de bu¤day, çavdar ve arpan›n çölyak hastal›¤›na
sebep olan prolamin proteinleri ile bu¤day›n
glutenin proteinleri ayr›nt›l› olarak gösterilmifltir
(2, 8, 9).

Gliadin ve di¤er prolaminlerde bulunan prolin
(~%15)  ve glutamin (~%35) aminoasitlerince
zengin  peptit  dizilerinin,  çölyak  hastal›¤›na
sebep olan epitoplar oldu¤u bilinmektedir (10).
Farkl›  uzunluklardaki  bu  peptitlerin  N- ya  da
C- terminallerindeki peptit ba¤lar›, gastrik-pankreatik
ve  ince  ba¤›rsak  membran›ndaki  proteolitik
sindirim enzimlerine karfl› dirençlidirler (11).
Bu¤day›n, immün epitop veri taban›nda (Immune
Epitope Database- IEDB), çölyak hastal›¤›yla iliflkili
190 adet T-hücresi uyarabilen epitopu belirlenmifl,
bunun  94  tanesi  α-gliadin  geninde,  74  tanesi
γ-gliadin geninde, 12 tanesi ω-gliadin geninde, 8
tanesi düflük moleküler a¤›rl›kl› (LMW) glutenin
geninde ve 2 adet epitopu ise yüksek moleküler
a¤›rl›kl› (HMW) glutenin genlerinde toplanm›flt›r
(12). Çölyak hastal›¤› bir dizi reaksiyon sonucunda
meydana gelir. ‹lk olarak, do¤al veya doku
transglutaminaz›n›n deamidasyonu ile oluflan ve
negatif yüklü aminoasitleri (Glu, Asp) içeren gluten
peptitleri,  lökosit  antijenleri  olan  HLA-DQ2  ve
HLA-DQ8’e  (HLA  class  II  geni  taraf›ndan
sentezlenen ve olgun a¤açs› hücrelerin yüzeyinde
bulunan  antijen  moleküller)  ba¤lan›rlar.  Bu
antijenik reaksiyon, T-hücrelerinin ve bunun
sonucunda, inflamatör sitokinlerin (interferon-γ
veya interleukin-4) ve matriks metaloproteinazlar›n
aktivasyonuna yol açar. Bu durum ise mukozal
y›k›m ve epitel hücrelerinin körelmesine sebep
olur  ve  en  sonunda  ince  ba¤›rsakta  yang›  ve
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Çizelge 1. Triticeae alt s›n›f›ndan bu¤day, çavdar ve arpan›n çölyak hastal›¤›na sebep olan prolamin proteinleri ile bu¤day›n glutenin
proteinleri (2, 8, 9). 

Bu¤day Çavdar Arpa
(Triticum aestivum) (Secale cereale) (Hordeum vulgare)

HMWa polimerik grup HMW-gluteninlerb HMW-sekalinler D-hordeinler
(67 000-88 000 MWc) (>75 000 MW) (105 000 MW)

Kükürt-fakir MMWa ω-gliadinler (ω1-, ω2- ω5-) ω-sekalinler C-hordeinler
monomerik prolaminler (46 000-74 000 MW) (48 000-53 000 MW) (55 000-75 000 MW)

Kükürt-zengin LMWa LMW-gluteninlerd γ-75k-sekalinler B-hordeinler
polimerik (agregat) grup (30 000-45 000 MW) (40 000-75 000 MW) (32 000-46 000 MW)

Kükürt-zengin LMW α-, β- ve γ-gliadinler γ-40k-sekalinler γ-hordeinler
monomerik prolaminler (30 000-45 000 MW) (40 000-75 000 MW) (32 000-46 000 MW)
a HMW: Yüksek Molekül A¤›rl›kl›; MMW: Orta Molekül A¤›rl›kl›; LMW: Düflük Molekül A¤›rl›kl›
b ‹ndirgeyici ajan içeren çözeltilerde çözünen, %60’l›k 1-propanolde çözünemeyen indirgenmifl (reduced) alt-birimler
c MW: Moleküler A¤›rl›k
d ‹ndirgeyici ajan içeren çözeltilerde ve %60’l›k 1-propanolde çözünebilen indirgenmifl (reduced) alt-birimler



iltihaplanma meydana gelir. Uyar›lan T-hücreleri
ise,  B-hücrelerinin  aktivasyonuna  yol  açar,
bunlar ise gluten peptitleri (antijen) veya doku
transglutaminaz›na (oto-antijen) karfl› serum IgA ve
IgG antikorlar›n›n gelifltirilmesini sa¤lar (2, 3, 13, 14).

GLUTEN DETOKSİFİKASYON YÖNTEMLERİ

Son  y›llarda,  tüm  dünyada  gluten  kaynakl›
hastal›klar›n art›fl göstermesi, bu hastal›klara karfl›
fark›ndal›¤›n artmas›na ve gluten tespiti için hassas
metotlar›n gelifltirilmesine sebep olmufltur (1).
Codex Alimentarius Commission (CAC) standartlar›na
uygun glutensiz (<20 mg/kg) g›dalar›n üretimi
için  çeflitli  gluten  detoksifikasyon  yöntemleri
literatürde belirtilmifltir. 

Mikrobiyel, fungal ve bitki-böcek zararlıları
kaynaklı peptidazların kullanımı

Farkl› kaynaklardan elde edilen, prolince zengin
gluten peptitlerine spesifik proteaz uygulamas›,
gluten peptitlerinin lenf dokusuna ulaflmadan T
hücreleri taraf›ndan tan›nmayacak flekilde en fazla
9 aminoasit içeren k›sa fragmentlere parçalanmas›n›
amaçlar (15, 16). "Proteaz" veya "peptidaz" terimi,
oligopeptitlerin ya da daha büyük proteinlerin,
terminal uçlar›ndaki veya iç k›s›mlar›ndaki peptit
ba¤lar›n› k›ran enzimleri ifade eder (17).

Oral yoldan enzim takviyesiyle prolin spesifik ve
glutamin spesifik proteazlar›n birlikte kullan›larak,
gastrointestinal sistemde gluten degradasyonunun
teflvik edilmesi (18, 19), uygulama kolayl›¤› ve
düflük  riskli  yan  etkileri  bak›m›ndan  önem
kazanm›flt›r (20). Uygulamadaki iki önemli nokta;
proteazlar›n immünolojik gluten epitoplar›ndaki
prolin ve glutamince zengin dizileri parçalayabilme
yetene¤ine sahip olmas› ve ayr›ca mide ve/veya
ince ba¤›rsak sisteminde etkin ve kararl› yap›da
olmalar› gerekti¤idir (21). Prolil-endopeptidazlar
(PEPs), karboksil ucunda bulunan prolin kal›nt›lar›
aras›ndaki peptit ba¤lar›n› hidroliz edebilen enzim
grubudur. In-vitro ve in-vivo yap›lan çal›flmalarda
Aspergillus niger, Flavobacterium meningosepticum,
Myxococcus xanthus ve Sphingomonas capsulata
gibi birçok bakteri ve küf kaynakl› PEP’in (22)
gastrointestinal sistemin pH aral›¤›nda, yap›s›n›
ve fonksiyonunu muhafaza ederek, prolince
zengin immunojenik gliadin peptitlerini kolayl›kla
hidrolize etti¤i kan›tlanm›flt›r (23, 24).

Son  y›llarda  bitki  zararl›lar›ndan  elde  edilen
enzimlerin,  g›da  proteinlerinin  hidrolizinde
biyokatalizör olarak rol almas›n›n kan›tlanmas›yla,
gluten-spesifik peptidazlar›n tah›l zararl›lar›ndan
elde   edilmesi   üzerine   yap›lan   çal›flmalara
yo¤unlafl›lm›flt›r. Süne olarak bilinen Eurygaster
spp. gibi çeflitli tah›l zararl›lar›ndan elde edilen
‘serin endopeptidaz’ ve ‘sistein endopeptidaz’
grubu enzimlerin (25), gluten proteinlerini etkin
bir flekilde hidroliz etti¤i belirlenmifltir (10). Bellir
et al. (2014), çörek otu olarak bilinen Nigella sativa
türü  bitkiden  elde  ettikleri  enzim  ile  glutenin
gliadin fraksiyonunun tümünün y›k›m›n› 24 saatlik
inkübasyon sonucunda gerçeklefltirmifllerdir (26).

Ekşi hamur uygulaması ile detoksifikasyon

Glutensiz    g›dalar›n    üretimi    için    gluten
detoksifikasyonunda   kullan›lan,   proteolitik
aktiviteye  sahip  laktik  asit  bakterileri  ve  küf
proteazlar›n›n kombinasyonuyla yap›lan ekfli
hamur fermantasyonu, prolin içeren baz› potansiyel
toksik peptitlerin hidrolize edildi¤i kompleks bir
yöntemdir  (15, 27).  Ekfli  hamur  ile  proteoliz
yöntemiyle bakteriyal peptidazlar›n yan› s›ra,
aspartikpeptidazlar ve karboksipeptidazlar gibi
(28, 29) bu¤day ve çavdar unlar›nda bulunan
asidik  enzimlerin  fermantasyon  koflullar›nda
aktivasyonuyla,  prolaminlerin  çözünürlü¤ü
artt›¤›ndan, proteolik parçalanmaya uygun bir
ortam  oluflur  (30)  ve  tah›l  prolaminlerinin
degradasyonu gerçeklefltirilir (13). Di Cagno et
al. (2010), Lb. alimentarius 15M, Lb. brevis 14G,
Lb.  sanfranciscensis 7A  ve  Lb. hilgardii 51B
bakterilerini kullanarak in-vitro koflullarda yapt›klar›
çal›flmada (10, 28) ekfli hamur fermantasyonu ile
α-gliadindeki 31-43 aminoasitler aras› fragmentlerin
ve ayr›ca albumin ve globulin fraksiyonlar›n›n
önemli oranda hidroliz edildi¤ini göstermifllerdir (10).

Rizzello et al. (2014), ekfli hamurdan izole edilen
laktobasiller ile küf proteazlar›n›n kombinasyonunu
uygulayarak, gluten konsantrasyonunu 10 mg/kg’›n
alt›na düflürmüfllerdir. Bu çal›flmada ekfli hamur;
her sufl miktar› 109 kob/ml hamur olacak flekilde
çeflitli Lactobacillus sufllar› ve Aspergillus niger ve
Aspergillus oryzae kaynakl› proteazlar kullan›larak,
48 saat 37°C s›cakl›kta fermantasyon uygulamas›yla
elde edilmifltir. Ekfli hamurdan ekstrakte edilen
protein  fraksiyonlar›  alt›  hastadan  al›nan  ince
ba¤›rsak mukozas›nda (in-vitro organ kültürü)

Toksik Gluten Peptitlerin Detoksifikasyonunda Yeni Yöntemler...
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inkübe edildi¤inde, herhangi bir intestinal T hücresi
aktivitesine rastlanmam›flt›r (30). Angelis et al.
(2010)’nun yapm›fl olduklar› benzer bir çal›flmada
da glutenin 72 saat 37°C s›cakl›kta mikrobiyel
proteazlar ile hidrolizasyonu sonucunda gluten
miktar› 20 mg/kg’›n alt›na düflürülebilmifltir (31).

Glutensiz   ekmek   üretiminde   ekfli   hamur
uygulamas›yla yap›lan mikrobiyel fermantasyonun,
ürün tekstürünü (32, 34) ve  hacmini gelifltirdi¤i
(4, 32), laktik asit ve alkol fermantasyonuyla
gerçekleflen biyotransformasyon reaksiyonlar› ile
baz› biyoaktif bileflenleri (esansiyel aminoasitler,
esansiyel ya¤ asitleri) ortaya ç›kararak g›dan›n
tad›n› ve besinsel de¤erini iyilefltirdi¤i, bayatlamay›
geciktirdi¤i  (32, 34),  protein  sindirilebilirli¤ini
art›rd›¤›, normal koflullarda lisin ve sülfür içeren
aminoasitler  bak›m›ndan  fakir  olan  bu¤day
unlar›n›n, lisin içeri¤ini ve sülfür içeren aminoasit
miktar›n› art›rd›¤› (30), antifungal aktivite gösteren
laktik asit bakterilerinin g›dalarda do¤al koruyucu
olarak  rol  alabilece¤i  belirlenmifltir  (32, 34).
Dolay›s›yla bu yaklafl›m›n, maliyet, fonksiyonellik,
katk›s›z ürün içeri¤i (clean label), uzun raf ömrü
ve iyilefltirilmifl besin içeri¤i bak›m›ndan avantajl›
bir yöntem oldu¤u ifade edilmifltir (34).

Tahılların   çimlendirilmesiyle   aktifleşen
enzimler ile detoksifikasyon (oto-sindirim)

Bakteri ve küf proteazlar›n›n, prolince zengin toksik
gluten peptitlerinin birço¤unun degradasyonunu
sa¤larken yavafl reaksiyon göstermeleri, baflka
enzimlerle  birlikte  yüksek  konsantrasyonda
kullan›m ihtiyac›, maliyetlerinin fazla olmas› gibi
sebeplerden (16), tah›l enzimlerinin çimlendirme
ifllemi ile aktiflefltirilmesiyle depo proteinlerinin
hidrolizinin sa¤lanmas›, gluten detoksifikasyonunda
farkl› bir bak›fl aç›s› sa¤lam›flt›r.

Prolin ve glutamince zengin depo proteinleri,
çimlenmenin ilk geliflim evresinde embriyoya
azot ve aminoasit kayna¤› sa¤lar (12, 16). Bunun
için çimlenme s›ras›nda sentezlenen endojen tah›l
proteazlar›, proteinleri etkin bir flekilde hidrolize
ederler (33). Bu uygulama, bira üretimindeki
malta ifllemede oldu¤u gibi baz› üretim proseslerinin
bir parças›d›r (12, 16), çimlendirme süresince
mineral,   vitamin   ve   besinsel   lif   içeri¤ini
zenginlefltiren  hemiselülaz,  lipaz  gibi  di¤er
enzimler de aktif hale geçer (35) ve uygulama
oldukça düflük maliyetlidir (7).

Glutensiz bira üretimi için yap›lan bir çal›flmada,
çimlenme aflamas›nda ortaya ç›kan do¤rudan
gluten epitoplar›na spesifik endoproteinazlar›n
(sistein proteinaz, serin proteinaz, metaloproteinaz
gibi) (36, 37) ve tanede bulunan aspartik proteinaz
ve serin karboksipeptidazlar›n (13), gastrointestinal
peptidazlara karfl› dirençli P-Q, Q-P, P–F, L–P, ve
P–Y gibi aminoasitler aras›ndaki ba¤lar›, etkin
olarak hidrolize etti¤i gösterilmifltir (7).

Hartmann et al. (2006), bu¤day, çavdar ve arpa
tanelerini 7 gün boyunca iki farkl› s›cakl›kta (15
ve   30°C)   çimlendirdiklerinde,   glutelinlerin
degradasyonunun 30°C’de, prolaminlerin ise
15°C’de daha h›zl› oldu¤unu belirlemifllerdir.
Proteolitik   aktivitenin,   tah›l   kepeklerinde,
unlar›ndan önemli derecede yüksek; bu¤day ve
çavdar kepe¤i ekstraktlar›n›n ise arpa ekstrakt›ndan
daha aktif oldu¤unu saptam›fllard›r. ‹nkübasyon
koflullar›n›n çimlendirilmifl tah›l proteazlar›n›n
aktivitesi üzerine etkisini incelediklerinde, pH
4.5 ve 50°C’de ve pH 6.5 ve 50-60°C’de proteolitik
aktivitenin maksimum oldu¤unu ve tüm peptitlerin
aminoasit  say›s›n›n  9’dan  düflük  oldu¤unu
bildirmifllerdir (16). Tah›llar›n vejetasyon süresi
ve nem içeri¤indeki art›fla ba¤l› olarak, son üründeki
gluten  içeri¤inin  do¤rusal  olarak  azald›¤›n›
belirleyen Kerpes et al. (2016), en iyi sonucun
(9300 mg gluten/ kg), %48 nem içerikli arpan›n 8
gün,  18°C’de  çimlendirilmesi  ile  sa¤land›¤›n›
rapor etmifllerdir (36). 

Mikrobiyel  Transglutaminaz  ile  Gluten
Detoksifikasyonu 

Transglutaminaz  (TG),  peptit  veya  proteinin
yap›s›ndaki  glutaminin,  γ-karboksiamid  grubu
(-açil donörü) ile yine protein veya peptitlerin lisin
aminoasidinin ε-amino grubu (-açil grubu al›c›s›)
aras›nda açil-transfer reaksiyonunu katalizleyen,
proteinler aras›nda inter- veya intramoleküler
ε-(γ-glutamil)-lisin izopeptit ba¤lar›n›n oluflumunu
sa¤layan bir polimerazd›r (4, 12, 25, 38). Dolay›s›yla
TG, deamidasyon ve transamidasyon/çapraz
ba¤lama  reaksiyonlar›n›  kataliz  etmektedir.
Doku-TG 2 (tTG) enzimi deamidasyon reaksiyonu
sonucunda, gluten peptitlerinin çölyak hastal›¤›n›
ortaya  ç›kar›fl›n›  h›zland›rmaktad›r  (12).  Bu
sebeple TG’nin transamidasyon reaksiyonu ile
gluten  detoksifikasyonu  üzerinde  daha  çok
durulacakt›r. 
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Gliadinler, sekalinler ve hordeinlerde, prolin ve
glutamince zengin, tekrar eden birçok PQPQLPY
peptit dizilimi bulunur (39). Bu dizilim, tTG enzimi
ile deamidasyon reaksiyonunun meydana gelmesi
için iyi bir substratt›r (25, 40). tTG enzimi, bu
dizilimde ikinci defa tekrar eden glutamin (Q)
aminoasidini  deamidasyona  u¤ratarak,  peptit
dizilimini  PQPELPY  olarak  de¤ifltirir  (39).
Glutaminin amid gruplar›n›n ayr›larak, glutamik
aside (E) deamidasyonu sonucu yeni epitoplar›n
oluflmas›yla, peptitlerin antijenlere (HLA-DQ2)
ba¤lanma e¤ilimleri artarken, lisin aminoasidinin
metil esteriyle transamidasyonu sonucu toksik
peptitlerin maskelenmesiyle ba¤lanma e¤ilimleri
azalmaktad›r (25, 40). Asidik koflullarda tTG enzimi,
glutaminin glutamik aside deamidasyonunu katalize
ederken (41), alkali ortamda transamidasyon
reaksiyonlar›n›n   gerçekleflti¤i   ve   polipeptit
zincirleri  aras›nda  çapraz  ba¤  oluflumunun
görüldü¤ü ifade edilmifltir (41, 42). Brzozowski
(2015)’nin  farkl›  ortam  koflullar›nda  yapt›¤›
çal›flmada, TG ile asidik koflullarda yap›lan protein
modifikasyonunun immuno-reaktiviteyi art›rd›¤›,
alkali koflullarda ise gluten içeri¤inin 61400
mg/kg’dan 7200 mg/kg’a düfltü¤ü belirtilmifltir (41).

Heredia  et  al.  (2014)  lisin  aminoasidinin
mikrobiyel-TG   (mTG)   etkisiyle   glutamin
aminoasidine ba¤lanma derecesini belirlemek
amac›yla oluflturduklar› model sistemde, pH 8 ve %2
L-lisin bulunan ortam koflullar›ndaki örneklerde,
L-lisin  ba¤lanmas›n›n  daha  yüksek  oldu¤unu
ve  bunun  sonucunda  gluten  proteinlerinin
reaktivitesinin %42 oran›nda azalarak, gluten
miktar›n›n     1102     mg/kg’a     düfltü¤ünü
gözlemlemifllerdir   (43).   TG   uygulamas›nda
inkübasyon süresinin etkisinin araflt›r›ld›¤› bir
baflka çal›flmada (44), 8 U/g mTG ve 20 mM lisin
etil ester (Lys-C2H5) ile bu¤day unu veya durum
semolina süspansiyonu haz›rlanarak, iki aflamal›
inkübasyon yap›lm›flt›r. ‹lk aflamada, 30°C’de 2
saat, ikinci aflamada tekrar taze enzim ve Lys-C2H5

ile 30°C’de 3 saat inkübasyondan sonra santrifüj
yap›lm›flt›r. ‹ki aflamal› transamidasyon ifllemi
sonucunda, R5 ELISA analizi sonuçlar›na göre,
ekmekteki son gluten miktar› 5.8 mg/kg, makarnada
ise 13.7 mg/kg olarak tespit edilmifltir (44). 

Sonuç olarak mTG’nin, tTG enzimine göre daha
spesifik  olarak  çal›flmas›  sebebiyle  (37);
de/trans-amidasyon, substrat dizilimi, pH (25,

38), enzim konsantrasyonu ve primer aminlerin
miktar› gibi reaksiyon koflullar›na ba¤l› olarak
aktivitesi de¤iflmektedir (38). Öte yandan bu
uygulamayla, glutamin ve lisin kal›nt›lar› aras›nda
çapraz  kovalent  ba¤  oluflumu  ile  hamurdaki
protein a¤›n›n kuvvetlendi¤i (4), g›dalarda su tutma
kapasitesi, renk, aroma, tekstür ve viskozitenin
geliflti¤i çeflitli çal›flmalarda ifade edilmifltir (38).

Basınç-Ezme-Kesme Etkisi ile Glutenin Antijenik
Özelliğinin Değiştirilmesi

Farkl› g›da iflleme teknolojileri ile g›da proteinlerinde
yap›sal de¤ifliklikler meydana getirilerek antijenik
özellikleri  de¤iflikli¤e  u¤rat›labilir.  Örne¤in
ekstrüzyon teknolojisi ile bu¤day unu nemli ortamda
yüksek bas›nç ve s›cakl›¤a tabi tutuldu¤unda
bu¤day depo proteinlerinin sindirilebilirli¤i ve
oluflan hidrolizatlar›n immünolojik özelliklerinin
de¤iflti¤i  saptanm›flt›r.  Ekstrüzyon  iflleminde
s›cakl›k, bas›nç, kesme kuvveti ve oksijen etkisiyle
protein yap›s›nda ve çözünürlü¤ünde de¤iflimler
meydana getirildikten sonra proteazlar ile hidroliz
özellikleri    de¤ifltirilebilir;    hammaddedeki
patojenler ve bozulma yapan mikroorganizmalar
yok edilebilir veya azalt›labilir; hammaddedeki
besleyici de¤eri azaltan bilefliklerin inaktivasyonu
ve niflasta jelatinizasyonu sa¤lanabilir (45).

Farkl› pH (3, 5, 7), s›cakl›k (80, 90, 100°C) ve
kesme kuvveti (shear stress, 500, 1000, 1500 1/s)
kombinasyonlar› ile glutenin antijenitesi tam
olarak yok edilememifltir. Rahaman et al. (2016) farkl›
kombinasyonlar uygulad›klar› bu çal›flmalar›nda,
pH 3’te ve 90°C’ye kadar uygulanan s›cakl›klarda,
kontrol grubuna göre antijenitenin %30 azald›¤›n›
tespit etmifllerdir. 100°C’den yüksek s›cakl›klarda
ise muhtemelen yeni epitoplar›n ortaya ç›kmas›
sebebiyle antijenitenin artt›¤› belirtilmifltir. Fakat
pH 5 ve pH 7’de ve 100°C’de -tiol gruplar›n›n
modifikasyonuna ve baz› epitoplar›n parçalanmas›na
veya   maskelenmesine   sebep   olan   yap›sal
de¤ifliklikler  sonucunda  antijen  özelliklerin
azald›¤› rapor edilmifltir (46). 

GLUTENSİZ GIDA GÜVENLİĞİ İÇİN GLUTEN
ANALİZİ

Glutensiz  g›dalar,  tarladan  bafllayarak,  hasat,
tafl›ma, depolama ve üretim aflamalar› s›ras›nda
gluten bulafl›s› tehdidi ile karfl› karfl›yad›r. CAC,
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glutensiz g›da olarak etiketlenmifl g›dalar›n gluten
içeri¤i  bak›m›ndan  eflik  de¤erini <20 mg/kg,
düflük gluten içerikli g›dalar›n ise <100 mg/kg
olarak belirtmifllerdir (47). Gliadin proteinlerinin
karmafl›k ve polimorfizm göstermesi sebebiyle,
toksik özellikteki alt birimlerinin tespitini ve bu
alt  birimlerin  modifikasyonlar›  için  yap›lan
çal›flmalar› zorlaflt›rmaktad›r. Glutensiz g›dalar›n
güvenli¤i ancak güvenilir bir flekilde gluten tespiti
yapan ve miktar›n› belirleyen metotlar›n gelifltirilmesi
ile sa¤lanabilir (1). Günümüze kadar çölyak hastalar›
için 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, yüksek performansl› kapiler elektroforez
(HPCE-high performance capillary electrophoresis)
gibi kromatografik teknikler; PCR (polymerase
chain   reaction)   gibi   genomik   teknikler;
MALDI-TOF/MS   gibi   proteomik   teknikler
gelifltirilmifltir (1, 39). 

Glutenin   tespitinde,   prolamin   proteini   ve
antikorlar› aras›ndaki spesifik etkileflimlere dayanan
immünolojik teknikler önemli rol oynamaktad›r.
Codex  Alimentarius  Commission  taraf›ndan
belirlenen resmi standart metot, R5 antikorunu
kullanan kompetetiv ELISA yöntemidir. R5 antikoru,
bu¤day gliadininde, arpa hordeininde ve çavdar
sekalininde bulunan ve çölyak hastal›¤›na sebep
olan k›sa zincirli peptitlerin tekrar eden epitoplar›n›n
birço¤unu (QQPFP, LQPFP, QLPYP, QLPTP,
QQSFP,  QQTFP,  PQPFP,  QQPYP  ve  PQPFP)
tan›ma kabiliyetine sahiptir (47). G12 ve A1 gibi
monoklonal antikorlar›n da kullan›ld›¤› ELISA
standart metodu ile di¤er bir immün dominant
peptit olan ‘proteaz dirençli 33-mer α-gliadin’ de
tespit edilebilmifltir (48). Bu antikorlar›n g›dalardaki
toksik peptitlerin ve gluten detoksifikasyonunun
belirlenmesinde   oldukça   yararl›   olduklar›
kan›tlanm›flt›r (1, 49).

Antikorlara  dayal›  immüno-kimyasal  ELISA
yöntemi orijinal hedeflere oldukça spesifiktir ve
yüksek affinite gösterirler, fakat maliyetli bir
uygulamad›r. Antikorlar çeflitli manipülasyonlara
karfl› hassast›r, ayr›ca protein ekstraksiyonunda
kullan›lan indirgeyici kimyasallardan etkilenirler.
ELISA yöntemine göre daha hassas sonuç veren
PCR yöntemi, DNA biyo-iflaretleyici miktar›n›n

belirlenmesine  dayanan  di¤er  bir  alternatif
yöntemdir.  Yüksek  spesifiklik  ve  duyarl›l›k
gösteren PCR yöntemi ile glutence zengin bitki
hücrelerindeki DNA biyo-iflaretleyici tespit edilir.
PCR yönteminin, bitki hücresinin tan›mlanmas›
ve miktar›n›n belirlenmesine odaklan›rken, toplam
gluten içeri¤ini tespit etmede baflar›s›z oldu¤u
bildirilmifltir (50).

Kütle spektrometresi (MS-mass spectrometry),
unlardaki  ve  di¤er  g›dalardaki  prolaminleri
belirlemede kullan›lan en önemli fiziksel metottur
(1, 51). Protein ve peptitleri yüksek hassasiyetle
belirler, tan›mlar ve miktar›n› tespit eder. Bu metot,
moleküllerin iyonizasyonuna dayan›r, iyonlar
kütle/yük oran›na göre ayr›l›r ve ayr›lm›fl iyonlar
tespit edilir. MALDI-TOF/ MS, çölyak hastal›¤›na
sebep   olan   toksik   prolaminlerin   tespitinde
kullan›lan ilk kütle spektrometrik yöntemdir. Fakat
yöntemin, parçalanmam›fl gluten proteinlerinin
veya gluten hidrolizatlar›n›n analizinde, dizilimlerin
benzerli¤i sebebiyle yeterli olmad›¤› bildirilmifltir
(1). MALDI-TOF/MS, 20-25 mg/kg’›n alt›ndaki
prolaminleri tespit edemedi¤i için düflük prolamin
içeren g›dalarda yap›lan ELISA analiz sonuçlar›n›
do¤rulayamamaktad›r (51). 

SONUÇ

Çölyak hastal›¤›, genetik olarak yatk›n bireylerin,
bu¤day   gliadini   veya   di¤er   prolaminlerin
sindiriminden sonra, oto-immün sistemlerinin
gösterdi¤i tepki reaksiyonlar› sonucu meydana
gelen rahats›zl›kt›r ve dünyadaki toplam nüfusun
%1’inde görülmektedir. Bu durum son on y›lda,
glutensiz g›da üretimi için yap›lan çal›flmalar›n
artmas›na sebep olmufltur. Bu çal›flmada, CAC ve
Avrupa  Birli¤i  mevzuat›nda  belirtilen  s›n›rlar
çerçevesinde   glutensiz   g›da   üretimi   için
uygulanabilecek detoksifikasyon yöntemlerine ve
gluten tespitinde kullan›lan metotlara de¤inilmifltir.
Bu potansiyel gluten detoksifikasyon faaliyetleri,
g›da güvenli¤i, maliyet, verimlilik gibi faktörler
aç›s›ndan teoride pozitif sonuçlar vermifltir, ancak
daha  detayl› in-vivo çal›flmalar›n  da  yap›lmas›
gerekti¤i göz önünde bulundurulmal›d›r.
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