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OZET

Farkh Kaynaklardan Elde Edilen Postbiyotiklerin
Karakterizasyonu ve Fonksiyonel Bilesen Olarak

Kullanim Olanaklan

Dilara YALMANCI

Gida Miihendisligi Anabilim Dali
Gida Miihendisligi Programi

Doktora Tezi

Danisman: Prof. Dr. Enes DERTLI

GRAS statiileri ile gidalar i¢in 6nemli bakteriler olan Laktik Asit Bakterileri (LAB)
cok cesitli fermentasyon ortamlarindan izole edilebilmekte olup ortam sartlarindaki
farkliliklarla iliskili olarak ©6nemli tekno-fonksiyonel ozelliklere sahip olan
ekzopolisakkaritleri (EPS) tiretebilmektedirler. Bu ¢er¢evede ¢imlendirilmis tahil
taneleri bu ¢alismada 6zgiin kaynaklar olarak secilmis ve bu ortamlardan izole
edilen LAB suslarinda EPS {iretimi fizikokimyasal olarak karrakterize edilmistir.
Bu kapsamda fermente edilmis tahil taneleri ile olusturulan ortamlardan elde edilip
genotipik olarak tanimlanan 17 farkli sus igerisinden Weissella confusa W-16 ve
Leuconostoc lactis GW-6 suglarina ait EPS’ler saflastirilarak kimyasal
karakterizasyonu gerc¢eklestirilmistir. EPS yapilarinin monomer kompozisyonu
HPLC analizi ile belirlenmis ve yapinin sadece glukoz birimlerinden olustugu tespit
edilmistir. FTIR analizi ile bu a-D-glukoz birimlerinin (1—6) / (1—3) baglan ile
yapida yer aldigi ve *H ve 3C NMR analizi ile ise bu EPS yapilarinin %1-3 ila %5-
7 (1-3) bagl a-D-glukoz iiniteleri igeren homopolimerik yapida lineer zincirli

dekstranlar olduklan agiga cikanlmistir. Termal ozelliklerin aciga ¢ikarilmasi
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amaciyla uygulanan TGA ve DSC analizleri sonucunda EPS yapilarimn yiiksek
termal stabiliteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica XRD analizi ile yapilarin
amorf karakter gosterdigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak, EPS yapilarinin
homopolimerik glukan yapida lineer dekstran tipte az dallanma oranina sahip
polimerler oldugu ortaya ¢ikarilmistir. Karakterize edilen EPS’lerin fonksiyonel
bilesen olarak kullamm imkanlarinin degerlendirilmesi icin iki farkli gida
uygulamas: gergeklestirilmistir. 11k olarak peynir alti suyu protein izolat1 (WPI) ile
saflastirilan EPS’lerin 1s1l islemle olusturdugu kompleksin mayonez orneklerinde
yag ikame edici 6zelliginin degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu kapsamda farkl
konsantrasyonlarda WPI-EPS kompleksleri hazirlanarak 50% oraninda yag miktari
azaltilmis mayonez formiilasyonlarina ilave edilmis ve ksantan gum ile hazirlanmis
%100 ve %50 yagli kontrol mayonez ornekleri ile karsilastirilmistir. Orneklerin
reolojik 6zellikleri, akis davraniglari, frequency sweep ve 3-1TT reolojik 6zellikleri
emiilsiyon ve oksidatif stabiliteleri belirlenmistir. %2 EPS ve %5 WPI
kompleksinin, az yagli mayonezlerde saglam bir yap1 sagladigi ve fiziksel
stabiliteyi gelistirdigi ve yag ikamesi olarak kullanilabilecegi belirlenmistir. Diger
bir gida uygulamasinda EPS yapisinin glutensiz tiriinlerde yap1 gelistirici ajan
olarak kullanim imkanlar1 degerlendirilmis ve bu amagla nohut unundan yapilmis
keklerin yapisal 6zellikleri bugday unlu kontrol kek 6rnekleri ile karsilastirilmistir.
Kek hamurlarina ait reolojik 6zellikler ile kek orneklerinin tekstiirel ve fiziksel
ozelliklerinin  EPS-WPI  kompleksinin ilavesi ile gelistirilebildigi agiga
cikartilmistir. Sonug olarak elde edilen verilertahil tanelerinin fermentasyonu ile
olusturulan ortamlarin 6zgiin glukan ireticisi LAB suslarim1 igerdigi ve bu
glukanlarin gida formiilasyonlarinda tekno-fonksiyonel katki saglayabildikleri
gosterilmistir. Tiketici beklentilerine uygun olarak temiz etiketli {irlinlerin
iiretilmesi kapsaminda bu EPS’lerin 6niimiizdeki donemde kapsamli ¢aligsmalara

daha fazla konu olabilecegi dngoriilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Laktik asit bakterileri, ekzopolisakkaritler, yag ikamesi,

glutensiz kek
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ABSTRACT

Characterization of Postbiotics Obtained from Different

Sources and Their Usage as Functional Components

Dilara YALMANCI

Department of Food Engineering

Doctor of Philosophy Thesis

Supervisor: Prof. Dr. Enes DERTLI

Lactic acid bacteria, which are important bacteria for foods with their GRAS status,
can be isolated from a wide variety of fermentation media and can produce
exopolysaccharides with important techno-functional properties in relation to
differences in ambient conditions. The aim of this study is to isolate EPS producer
LAB strains from fermented media created with various cereal and leguminous
grains, which have an important place in human nutrition, and to chemically
characterize EPS structures of the two types that produce EPS with the highest
efficiency and to evaluate their use as functional components in foods. In this
context, EPSs belonging to Weissella confusa W-16 and Leuconostoc lactis GW-6
strains were purified, and chemical characterization was carried out among 17
different genotypically defined strains. The monomer composition of the EPS
structures was determined by HPLC analysis, and it was determined that the
structure consisted only of glucose units. With FTIR analysis, these a-D-glucose
units are located in the structure with (1—6) / (1—3) bonds, and with 1H and 13C
NMR analysis, these EPS structures are 1-3% to 5-7% (1—3) were found to be
linear chain dextrans in homopolymeric structure containing linked a-D-glucose

units. As a result of TGA and DSC analyzes applied to reveal the thermal properties,
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it was determined that EPS structures have high thermal stability. In addition, it was
determined that the structures showed amorphous character by XRD analysis, and
this data was supported by DTA data applied for thermal analysis. As a result, it
has been revealed that EPS structures are linear dextran type polymers with low
branching ratio in homopolymeric glucan structure. Two different food applications
were carried out to evaluate the possibilities of using the characterized EPSs as
functional components. First, it was aimed to evaluate the fat-substituting feature
of the complex formed by heat treatment of whey protein isolate (WPI) and EPS in
mayonnaise samples. In this context, different concentrations of WPI-EPS
complexes were prepared and added to mayonnaise formulations with 50% reduced
fat content and compared with 100% and 50% oily control mayonnaise samples
prepared with xanthan gum. The rheological properties, flow behavior, frequency
sweep and 3-ITT rheological properties of the samples, emulsion and oxidative
stability were determined. It has been determined that the complex of 2% EPS and
5% WPI provides a solid structure and improves physical stability in low-fat
mayonnaises and can be used as a fat substitute. As another food application, the
possibilities of using EPS structures as a structure improving agent in gluten-free
products were evaluated and for this purpose, the structural properties of the cakes
made from chickpea flour were compared with the wheat flour control cake
samples. It has been revealed that the rheological properties of cake batters and the
textural and physical properties of cake samples can be improved by the addition
of EPS-WPI complex.

Keywords: Lactic acid bacteria, exopolysaccharides, fat substitute, gluten-free

cake
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GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

1.11 Postbiyotik Kavram

Gidalarin raf Omiirlerinin uzatilarak kayiplarin azaltilmasi ve ayni zamanda
dogalliklarimin muhafaza edilmesi gida sektoriindeki en 6nemli hedeflerden biridir.
Bu hedeflerin gerceklestirilmesinde ozellikle dogal gida katkilarina olan ilgi
gliniimiizde giderek artmaktadir. Gidalarin dogal olarak muhafazasinda kullamlan
en eski yontemlerden biri ise fermantasyondur. Tarihsel siirece bakildiginda antik
cag Misir ve Orta Dogu medeniyetlerinde fermantasyon yonteminin kullandigini ve
bu durumda da probiyotik laktik asit bakterilerinin (LAB) ¢ok uzun zamandir
insanlar tarafindan tiiketildigi soylenebilmektedir. Ancak bu bakterilerin saglik
iizerine etkileri 1907 yilinda Elie Metchnikoff tarafindan kesfedildi. Terim olarak
“probiyotik” kavraminin kullanimi ise 1953 yilinda “saglikli yasam i¢in temel aktif
maddeler” seklinde tanimlanarak kullanilmaya baslandi. 2001 yilinda Birlesmis
Milletler Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) uzmanlari
tarafindan probiyotikler; “yeterli miktarlarda uygulandiginda konakgiya saglik
yarart saglayan canli mikroorganizmalar” olarak tanimlandi. Fermantasyonun
gerceklestirilmesinde esas rolii oynayan bu laktik asit bakterilerinin etkinlikleri ise
gelisim sagladiklan ortam, gida isleme ve depolama kosullari ile iligkili oldugundan
etkinligin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi ve standardin yakalanmasi asilmasi zor
bir engel olmaktadir. Ancak yapilan son ¢alismalar LAB’nin koruyucu etkilerinin
sadece canli olmalari ile iligkili olmadigini ayn1 zamanda bu mikroorganizmalarin
metabolik yan iiriinlerinin de istenilen 6zelliklere sahip oldugunu gostermistir.
(Barros vd, 2019; Cuevas-Gonzalez vd, 2020). Terminolojide faydali etkilere sahip
“canli olmayan mikrobiyal hiicreler”, “parabiyotikler”, “inaktif probiyotikler” veya
“hayalet probiyotikler” olarak tanimlanirken, mikrobiyal metabolizma yan tirtinleri
ise “postbiyotikler” olarak karsilik bulmaktadir. “Postbiyotik”, “metabiyotik™ veya
“hiicresiz siipernatant” kavramlar1 canli mikroorganizmalar tarafindan tiretilen
veya hiicrenin parcalanmasi sonucu elde edilen ¢oziinebilir nitelikte, konakgiya

fayda saglayan bilesenler olarak tanimlanir (Barros vd, 2019).
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Postbiyotik teriminin tantmlanmasi ve siniflandirilmasina dair sinirlar tam olarak
cizilemese de son zamanlarda bu bilesiklerin dikkat cekmekte olmasinin en 6nemli
sebepleri (i) belirgin kimyasal yapilart, (i) giivenli doz parametreleri, (iii) uzun
raf omiirleri (iv) anti-inflamatuar, anti-obezojenik, hipokolestrolemik, anti-
proliferatif, antioksidan, antihipertansif, immiinomodulator ozellikteki ¢esitli sinyal
molekiilleri icerigidir (Aguilar-Toala vd, 2018; Moradi vd., 2019). Postbiyotiklerin
bu bahsedilen olumlu 6zelliklerine ek olarak; (i) canlt mikroorganizmalara karsi
hassas ve bagisikligi baskilanmis kisilerde bagirsak liimeninden kana bakteri
translokasyonu riskinin olmamast, (1) Antibiyotik direng genlerini alma ve aktarma
sansimin olmamast (i) Standardizasyon, depolama ve tasima kolayligi  (iv)
Hiicrenin lizisi ile canliigin kaybt daha baska yararl etkiler olusturabilmesi (V)
Gida proseslerinde dayaniklilik ve istenilen ozelligin daha uzun siire korunabilmesi
(Vi) Raf omriiniin uzatilmasinda gida bilesenleri ile daha az etkilesim gibi

avantajlart vardir (Nataraj, 2020).

LAB’leri ve onlarin essiz antimikrobiyal ajanlar1 food-grade bilesenler olarak
bilinmektedir. Bu bilesenler diisiik molekiil agirlikli (hidrojen peroksit, CO2, di-
asetilin) ve yiiksek molekiil agirlikli (bakteriyosin ve bakteriyosin benzeri) olarak
iki kategoriye ayrilmakta olup yiiksek molekiil agirlikli bu bilesenler genellikle
postbiyotikler olarak adlandirnilmaktadir (Moradi vd, 2019). Postbiyotikler, canli
mikroorganizma tarafindan salgilanan veya bakteriyel lizis sonrasi ortama salinan

enzimler, peptitler, teikoik asit, peptidoglukan tiirevieri muropeptitler, hiicre yiizey

proteinleri, polisakkaritler ve organik asitler olarak sekilde gruplandirilmaktadir.

Bakteriyosinler, organik asitler, enzimler, alkoller ve diisiik molekiil agirlikll
reuterin benzeri maddeler genellikle antimikrobiyal aktiviteden sorumlu olup gida
endiistrisinde en ¢ok calisilan postbiyotik grubunu bakteriyosinler olusturmaktadir.
Diger taraftan ise onemli tekno-fonksiyonel ve bazi biyolojik 6zelliklere sahip
ekstraselliiler mikrobiyal polimerler olan ekzopolisakkaritler (EPS) gida katkisi
olarak kullanimlar1 bakimindan endiistride giderek 6nem kazanmaktadir (Angelin

J., Kaitha M., 2020; Yang vd, 2018).
1.1.2 Mikrobiyal Polisakkaritler
Mikrobiyal polisakkaritler, bakteri, maya, alg veya fungi tiirleri tarafindan

¢Oziinebilir veya ¢oziinemez formda yiiksek molekiil agirligina sahip karbonhidrat

polimerleri olarak hiicre duvarina sikica bagli kapsiil formunda veya hiicreye
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gevsekce bagli veya tamamen ortama salinan mukus formunda bilesenlerdir
(Angelin & Kaitha, 2020; Yang vd, 2018; Zhu vd, 2018; Dertli, 2016).

Ekzopolisakkaritler (EPS) olarak isimlendirilen bu polimerler yapisal olarak,

tekrar eden D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya nadiren N-asetilglikozamin, N-

asetilegalaktozamin ve glukronik asit birimlerini diiz veya dallanmis yapida farklh

zincir uzunluklarinda iceren, farkli molekill agirliklarina sahip mikrobival

polimerlerdir (Yilmaz, 2014; Soyugok vd., 2016). EPS’ler arasinda farkliligi
olusturan cesitli etmenler mevcuttur, (I) fermente sistemdeki konumu, (II)
ortamdaki islevselligi veya (III) molekiiler bilesimi ve yapist (Mende vd., 2020).
Molekiiler yapilarinda bulundurduklann seker cesitlerine gore EPS’ler
homopolisakkarit (HoPS) veya heteropolisakkarit (HePS) olarak iki gruba
ayrilmaktadirlar (Sekil 1.1). HePS’ler D-glikoz, D-galaktoz ve daha az bulunan L-
ramnoz, mannoz, arabinoz ve fukoz sekerlerden olusurken bazi durumlarda N-
asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin veya glukuronik asitte bulundurabilir ve
gellan, ksantan ve kefiran olarak adlandirilirlar. HoPS’ler ise glukoz veya fruktoz
birimlerinden dallanmis veya dallanmamis yapida olup, a-glukanlar; glukan (a-
1,2), dekstran (a-1,6), mutan (a-1,3), alternan (a-1,6; a-1,3) ve reuteran (a-1,4), -
glukanlar, fruktanlar; levan (B-2,6) ve iniilin (B-2,1), poligalaktonlar olarak
kategorize edilir (Angelin & Kaitha, 2020).

LAB’leri her iki tiirde de EPS iiretebilme kabiliyetinde olup iiretimleri agisindan

HoPS yapida olan EPS’lerin baz1 avantajlar1 vardir. Bunlar;

e HePS yapida EPS’ler daha karmasik bir biyosentez mekanizmasina sahip
olmalar1 ve {iretim i¢in daha fazla miktarda enzime ihtiya¢c duymalar sebebiyle
cok daha az oranda iiretilmektedirler. Buna karsilik HoPS yapida bir EPS
iiretimi i¢in daha basit bir metabolik yol izlenmekte olup ortamda karbon
kaynagi olarak sukroz, enzim olarak ise glukansiikraz veya fruktansiikraz
varlig1 yeterli olmaktadir. Bu duruma bagli olarak da daha fazla oranda EPS

uretilebilmektedirler.

e HoPS yapida EPS’lerin iiretiminden sadece tek bir gen (gtf/ftf) sorumlu olup
dretimi i¢in gen kiimesine ihtiya¢ duyan HePS yapiya gore daha kolay

sentezlenir.
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e Ekstraselliilar olarak sentezlendiginden direk ortama salinirlar ve ekstrakte

edilmeleri daha kolaydir (Mende vd., 2020; Bounaix vd., 2009).

Homopolimerik yapida EPS

Monosakkaritler

Glikoz

Galaktoz

Mannoz

Fruktoz
Heteropolimerik yapida EPS

Ramnoz

BED>O0OOOO

N-asetilglikozamin

Sekil 1.1 Homopolimerik ve Heteropolimerik EPS yapilart (Mende vd., 2020)

HoPS yapida EPS’lerin iiretilebilmesi i¢in glikozid hidrolaz ailesi 70 (GH70)
icerisinde yer alan glukansiikraz enzimlerinin aktivitesine ihtiya¢ vardir. Bu
enzimler glucosyltranferaz veya glukansiikraz enzimleri olarak adlandirilmakta
olup; enzim Ozgiinliigiindeki farkliliga ve glikozidik bagin tiiriine gore;
dekstransiikraz, alternansukraz, mutansukraz ve reuteransukraz olarak
siniflandinlirlar. LAB tiirlerinde yaygin olarak goriilen bu enzimler D-
glukopyronosyl donorii olarak siikrozu kullanarak yiiksek molekil agirlikl
glukanlarn sentezlerler ve fruktoz agiga ¢ikartirlar (Sekil 1.2). Bu enzimler kiictlik
molekiillerden polisakkarit polimerlerinin sentezini de nova olarak katalize ederler
(Yan vd. 2018). Glukan sentezini katalize eden bu enzimler, istenilen yapt ve

ozelliklerde oa-glukanlarin sentezleme potansiyeline sahip oldugundan ilgi
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gormektedir. Giiniimiizde firincilik, sekerleme, dondurma ve igecek endiistrisinde
(stabilize edici, nem tutucu, emiilsifiyer) kullanilan dekstran ana zincir yapisi,
yaptya rijit 6zellik veren a-(1,2,) a-(1,3) ve a-(1,4) ikincil baglantilan ile dallanmis
ve daha esnek yapida olan a-1,6 glikozidik baglarindan (>%50) olusur. Her
dekstranin tam yapisi sentezinde yer alan spesifik dekstransiikraz (E.C. 2.4.1.5)
enzimlerine baghdir. Yapida bulunan dallanma EPS’lerin o&zelliklerini
etkileyebilmektedir 6rnegin; Mutansukraz (E.C.2.4.1.5) tarafindan %50 ‘den fazla
oranda a-1,3 bagi igerecek sekilde sentezlenen mutan suda diisiik ¢oziintirliik
gosterirken Leuconostoc mesenteriodes tarafindan alternansukraz (E.C. 2.4.1.140)
enzimi ile sentezlenen a-1,6 ve a-1,3 glikozidik baglan igeren alternan yiiksek
coziiniirliik, diisiik viskozite ve mikrobiyal ve enzimatik hidrolize direng 6zelligine
sahiptir (Mende vd., 2020; Yan vd. 2018; Monsan vd.; 2001). EPS’ler arasindaki
cesitlikler, seker momomerlerindeki varyasyonlarin yani sira monosakkaritlerin
anomerik konfigiirasyonlarinda, stereokimyalarinda veya siklik
konformasyonlarinda gesitlilik gostermeleri, zincir uzunluklan, glikozidik baglarin
tiirleri, polimerlerin dallanma dereceleri ve sayilar1 veya karbonhidrat olmayan
diger bilesenlerin varligi gibi durumlara bagli olarakta ¢ok sayida kombinasyon
olusturabilmeleri ile iligskilendirilmektedir (Mende vd. 2020; Dertli, 2016a;
Tiikenmez ve Aslim, 2017). Bu sebeplerle farkli gidalarda farkli ozellikleri
sebebiyle kullanilacak olan EPS’lerin gesitlendirilerek arastirilmasi biiyiik 6nem

arz etmektedir.
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Sekil 1.2 LAB genel karbonhidrat yollar1 ve dekstran,mutan,alternan sentezi

*Leuconostoc (siyah), Weissella (turuncu), Lactobacillus (mavi) ve Streptococcus
(yesil) (Diaz-Montes, 2021’den tiiretilmistir)

1.1.3 LAB’nin Ekzopolisakkarit Sentezini Etkileyen Faktorler

Ekzopolisakkaritler yukarida bahsedildigi gibi cesitli monosakkarit gruplarn ve
kalintilarindan olusan yiiksek molekiiler agirligina sahip, biyolojik olarak
parcalanabilir polimerler olup ¢ok ¢esitli bakteriler tarafindan hiicre i¢i veya hiicre
dis1 olarak sentezlenebilmektedirler (Perri vd., 2021). LAB, Gram pozitif, katalaz
negatif, hareketsiz, spor olusturmayan, ¢cubuk veya kok seklinde, zorunlu olarak
fermentatif, aerotolerant veya anaerobik tiirler olup karbonhidratlari fermente
ederek son iirlin olarak laktik asit iireten bakterilerdir (Holzapfel vd., 2001; Leroy
& Vuyst, 2004). LAB’leri gelisimleri i¢in kompleks besin (karbonhidratlar, amino
asitler, peptitler, yag asitleri, vitaminler) kaynaklarina ihtiya¢ duyarlar. Bu sebeple

zengin besinsel ortamlara sahip fermente gidalarda bulunurlar ve son iirlinlerin
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olusmasinda temel olarak gorev alirlar. Bakteri gruplarn arasinda GRAS (Genel
olarak giivenilir kabul edilen) statiilerinden dolay1 son derece dnemlidirler (Ispirli
vd., 2019). EPS iiretiminin bakteri fizyolojisine sagladig yararli etki hala tam
olarak agikliga kavusturulamamistir. Ancak LAB'nin pH, sicaklik ve ozmotik stres
gibi fermantasyon siirecleriyle ilgili tiim streslere dayanmak i¢in koruyucu bir
matris olarak EPS iirettigi on goriilmektedir (Donot vd., 2012). Cogu arastirmaci,
LAB’nin sahip oldugu bu GRAS statiileri sebebiyle, gida ve tibbi uygulamalarda
kullanilmak tizere yeni EPS ireticisi tiirlerinin kesfi i¢in bu bakterilere
yonelmislerdir. Bakteriyel EPS’ler elde edildikleri kaynaklara gore cesitlilik
gostermektedir. Ornegin; siit {iriinleri kaynakli EPS’ler genel olarak HePS yapida
iken tahil kaynakli fermente {riinlerden elde edilen EPS’ler fermantasyon
ortamindaki seker kaynag ile iligkili olarak HoPS yapidadir (Mende vd., 2020;
Bounaix vd., 2009). EPS iireten tiirler i¢cin ¢cogunlukla yogurt, kefir gibi fermente
siit trtinleri ve eksi hamur basta olmak iizere c¢ok cesitli fermente iirlinlerde
calistlmistir (Galle & Arendt, 2014). Cesitli alanlarda yararlar1 olan dogal
polimerlere olan talep her gecen giin artmaktadir. EPS iiretebilme yetenegine sahip
cok sayida LAB tiirleri simdiye kadar izole edilmis ve bazilarinin karakterizasyonu
ve fonksiyonel ozellikleri degerlendirilmis olsa da endiistriyel kapsamda

kullanilabilen tiir sayis1 halen kisithdir.

LAB’nin EPS iiretme yetenegi cesitli faktorlere bagli olmakla beraber iiretim
miktar1 biiylik 6lcilide tlire ve susa 0zgiidiir. Bakteriyel biiytime ile iliskili olan
sicaklik, inkiibasyon siiresi, pH, oksijen oran1 vb. gibi fizikokimyasal parametreler
ile farkli karbon ve nitrojen kaynaklar1 EPS iiretimini etkileyen ana faktorlerdir.
(Sekil 1.3) Diger taraftan ayn1 LAB susu, farkli biiylime kosullan altinda ¢esitli
EPS'leri sentezleyebilir. Kiiltiir ortaminin biiyiimeyi destekleyici besinsel bilesenler
ile zenginlestirilmesi EPS iiretimini 6nemli 6l¢iide etkileyebilmektedir (Lorey &
Vuyts, 2016; Jolly vd., 2002). Ornegin, HoPS yapida EPS iiretimini
gozlemleyebilmek i¢in siikroz, fruktoz veya maltoz gibi karbon kaynaklan ile
desteklenmis Man Rogosa ve Sharpe (MRS) besi yeri ortami kullanilabilir
(Cirrincione vd., 2018). Kiiltiir ortamimn EPS firetim seviyesi iizerine etkisinin
arastirildig1 bir calismada yagsiz veya kismen yagsiz siit, peynir alt1 suyu bazli
ortam, yar1 tanimli ortam, kimyasal olarak tanimlanmis ortam ve bazal minimum

ortam olmak iizere ¢esitli besiyerleri olusturulmustur. Sonug olarak uygun karbon
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kaynagi ile desteklenmis siit bazli ortamlarin EPS iiretimi i¢in uygun oldugu
belirtilmistir (Ruas-Madiedo & Reyes-Gavilan ,2005). Benzer sekilde baska
calismalarda Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus tiiriiniin karbon kaynagi
olarak glikoz kullanilan ortamda yiiksek oranda EPS {iretebildigi tespit edilirken
sadece fermente siitte kiiltiire alinan ve Lacticaseibacillus casei ve Lb. delbrueckii
subsp. bulgaricus suslar farkli karbon ve nitrojen kaynaklari ile desteklenmis M17
stv1 besiyerine kiyasla daha diisiik miktarda EPS {iretmistirler (Rabha vd., 2012;
Petry vd., 2000).

EPS iiretimi icin 6nemli olan diger bir etmen fizikokimyasal bir parametre olan
pH’tir. LAB icin optimum pH degerinin genellikle pH 6.0 civarinda oldugu kabul
edilir, ancak tiirler ve LAB suslar1 arasinda biiyiik farkliliklar gosterir. Diisiik pH
degerinin ise (yani 4.9) EPS yapisinin bozunumunu 6nemli Olgiide etkiledigi ve
EPS veriminde diisiise sebep oldugu bildirilmistir (Pham vd., 2000; Vaningelgem
vd., 2004). Bir diger parametre olan sicaklifin EPS {iretimi iizerindeki etkisi ile
ilgili olarak 6zellikle proteolitik aktiviteden yoksun suslarda (Orn; Streptococcus
thermophilus) bakteri hiicreleri tizerindeki diisiik sicakligin neden oldugu fizyolojik
strese bagli olarak, daha yiiksek seviyelerde EPS iiretimi gerceklesebilecegi
bildirilmistir. Yani optimal olmayan sicakligin en uygun sicaklik oldugunu tespit

edilmistir (Mende vd., 2012; Rabha vd., 2012).

Kiiltiir ortaminda farkli LAB tiirlerinin bir arada bulunmasi EPS {ireten bakterilerin
aktivitesini etkileyebilir. Ozellikle endiistriyel uygulamalarda, aym LAB tiiriiniin
ve/veya farkli tiirlerin ¢oklu suslarindan olusan karisik kiiltiirler kullanilmaktadir.
Bu sebeple kiiltiir ortaminda bakteriler arasi iliski onem arz etmektedir. EPS
iireticisi ve tiretici olmayan suslarin bir arada bulundugu ortamlarda, farkli tiirde ve
yapida EPS sentezi miimkiin olabilir ve bu da son liriinde farkli nitel 6zelliklerin
gelismesine katki saglayabilir (Ahmed vd., 2013). Saccharomyces cerevisiae ile
kombinasyon halinde ii¢ farkli Lacticaseibacillus rhamnosus susu tarafindan
iiretilen EPS miktar1 tizerindeki ortak kiiltiiriin etkilerinin arastirildig1 bir galismada
ortamda EPS biyosentezini destekleyen etkilesimlerin gelistigi bildirilmigtir
(Bertsch vd., 2019).
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Uretimi Etkileyen Esas Faktorler

Mikrobiyal Faktorler
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i « Mikrobiyal Etkilegimler : © SIELBIK / Antagonis
Ortamin Bilesimi
i « Karbon Kaynag o Glikoz/Sukroz/Laktoz
: i .
i * Nitrojen Kaynag o Organik veva Inorganik nitrojen
Fizikokimyasal Parametreler
* PH o Ortamn pH degeri ve varyasyonlar
* Sicaklik o Optimal / Sub-optimum Sicakhk
*+ Oksijen miktan o Aerobik / Anaerobik ortam
+ Inkiibasyon Siiresi o Uzatilmis Inkiibasvon stiresi

Sekil 1.1 Laktik asit bakterilerin EPS iiretimini etkileyen faktorler

1.1.4 Ekzopolisakkaritlerin Yapisal ve islevsel Ozelliklerini Etkileyen
Faktorler

EPS’ler, farkli kimyasal yapilarin yan sira farkli fizyolojik ve teknolojik islevleri
ile de karakterize edilir. Bu mikrobiyal polimerlerin sahip olduklar1 6zellikler, tiir
kokenleri yerine yapilartyla (6rnegin, bilesim, baglantilar, omurgalar, molekiiler
agirlik ve ikame gruplan) iliskilendirilmistir. Yaygin olarak kabul edildigi iizere,
molekiiler yapi, zincir uzunlugu ve Substituent gruplar: olmak tlizere toplam ii¢
yapiyla ilgili faktorler, bu biyopolimerlerin fizyolojik ve teknolojik fonksiyonlar
iizerinde belirgin bir etkiye sahiptir.
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Molekiiler Yap1 EPS’lerin molekiiler yapilarini olusturan baglantilar (a/f3 ve 1—3,

4, 6) ve bunlann birlesimleri (izomerler ve fonksiyonel gruplar) onlarin
fizikokimyasal ve islevsel Ozelliklerini 6nemli Olglide etkilemektedir (Zhou vd.,
2019). EPS polimerik zincirinde yer alan (1—4) omurga baglantilari, (1—2) ve
(1—3) olanlara gore yapiya daha fazla sertlik kazandirir. Bu durumun olasi nedeni,
para- pozisyonun yapiya meta- Ve orto-pozisyona gore daha kuvvetli bir sekilde
kesme gerinimine dayanma yetenegini kazandirmasi ve koselerdeki glikozidik
baglarin yiiksek yapili EPS’lerden disiik yapili EPS’lere doniisebilmesi icin
kolayca ayrisabilmesi olarak bildirilmektedir (Du vd.,2017). Bu sebeple bozunumu
zor olan 1 —4 baglantilarina (para-) sahip EPS'ler genellikle ytliksek viskozite, gii¢lii
anti-mikrobiyal ve kolesterol diisiiriicli aktivitelerle karakterize edilmektedir. Sekil
1.4 (a) molekiiler yapiy1 demir tel modellemesine gore tasvir etmektedir. (1—4),
(1-3) ve (1—2) baglantilar1 sirasiyla 180°, 120° ve 60° ag¢il1 demir tel ile temsil
edilebilir, F1 & F2 & F3, farkli kosullar altinda gerilime direngli kuvvetleri gosterir.
Bu nedenle, ii¢ yap1 sirastyla en kati, daha kat1 ve kat1 olarak karakterize edilebilir

(Zhou vd., 2019).

Dekstranin yapist, a-1,2, a-1,3 ve a-1,4 sekonder baglantilart araciligiyla dallanan
a-1,6 glikozidik baglardan (toplam baglantilarin>%50'si) olusur. Alternan ise
yapisinda degisen oranlarda a-1,6 ve a-1,3 glikozidik baglantilant ve bazi a-1,3
dallarin1 icermektedir. Bu yap1 ona yiiksek c¢oziiniirlikk, diisiik viskozite ve
mikrobiyal ve enzimatik hidrolize karsi diren¢ ozelliklerini kazandirir. Mutan,
genellikle Streptococcus mutans tarafindan sentezlenen lineer yapida bir
polisakkarittir. Sahip oldugu o-1,3 (> %50) baglantilari onlarin diisiik suda
¢cOzliniirliigiinden sorumludur (Mende, 2020; Monsan vd., 2001). Yapisal ve
islevsel oOzelliklerin gelistirilmesinde bagka bir onemli faktor karakteristik
fonksiyonel gruplarn (karboksil gruplar) etkisi ile ortaya ¢cikmaktadir. Yapida yer
alan fonksiyonel gruplar molekiiller arast hidrojen bagi etkilesimlerini
giiclendirmek i¢in daha fazla yalniz ¢ift elektron saglayabilirler ve ardindan yiiksek
viskozite, antimikrobiyal ve kolesterol diisiiriicii aktivitelerin gelisimine yardimci
olurlarken diger taraftan bu negatif gruplar EPS'lerin hidrolizini kolaylastirmak i¢in
asidik bir ortam olusturabilirler (Tang vd., 2018; Zhou vd., 2019). Allosterik ve
stereospesifik ozelliklere o/f, izomerler ve sarmal konfigiirasyon gibi faktorler

katkida bulunur. Bu faktoérler biyomakromolekiillere, potansiyel biyoaktif iligkili
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proteinler ve sinyallerle etkilesime girme yetenegi saglar. Yapida yer alan a-baglari,
B-baglarina gore daha esnektir (Laws vd., 2001), hidroksil gruplari, hidrojenlere
kiyasla daha biiyiik bir grup olarak kategorize edilir, a-konfigiirasyonlu hemiasetal
hidroksil, daha genis bir uzama aralift ve monosakkarit i¢cinde diger atomlar
tarafindan uygulanan daha zayif bir kuvvet tasir. Sekil 1.4 (b), a-
konfigiirasyonunun  ve  B-konfigiirasyonunun  karsilastirmasin1  basitge
gostermektedir. Sirastyla kirmizi ve yesil oklar, bitisik oksijen atomu ve para
pozisyonundaki hidroksimetil grubu tarafindan uygulanan kuvvetleri ifade eder ve
a-konfiglirasyonundaki hidroksil, B-konfigiirasyonundakinden daha zayif bir
kuvvet alir, dolayisiyla a-hidroksil, genis genisleme araligi ve biiyiik esneklik

gosterir (Zhaou vd.,2019).
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Sekil 1.4 EPS’lerin yapisi ve 6zellikleri arasindaki iliski (Zhaou vd.,2019)
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Zincir _Uzunlugu ve Molekiil Agwhgi EPS'min zincir uzunlugu, onun

fizikokimyasal ve biyolojik 6zellikleri tizerinde biiyiik 6l¢iide etkilidir. Bu durum
zincir uzunlugunun artmasiyla birlikte giiclii molekiil i¢i kuvvetlere (kimyasal
baglar) atfedilmektedir. Zincir uzunlugu ile viskozite arasinda dogrusal bir iligki
oldugu kabul edilmektedir (Du, vd., 2017; Zhaou vd.,2019). HoPS yapida EPS’ler
bir tiir monosakkaritten, esas olarak glikoz veya fruktozdan ve daha az olcilide
galaktozdan olugmaktadirlar ve genellikle 10° ila 107 Da arasinda bir molekiiler
kiitleye sahiptirler. Dekstranlar 440 MDa'ya kadar molekiiler agirhiga sahip olup
zincirlerinin uzunluguna gore iki tipte simflandirilabilir; molekiiler agirligi 40
kDa'dan kiiglik olanlar basitge dekstranlar (diisiik molekiiler agirlikli dekstran)
olarak adlandirilirken, molekiiler agirligi 40 kDa'dan fazla olanlar oligodekstranlar
(yiiksek molekiiler agirlikli dekstran) olarak adlandirilabilir (Heinze vd., 2006;
Diaz-Montes, 2021). Dekstranin hem molekiiler agirligiii hem de dallanmasin
cesitli faktorlerden etkilenebilir; 6rnegin, 25 °C'den daha yiiksek fermantasyon
sicakliklarinda, daha fazla dallanma gozlemlenirken, 25 °C'nin altindaki
sicakliklarda ise daha yiliksek molekiiler agirliga sahip dekstran elde edilebilir.
Ayrica sakaroz konsantrasyonundaki artisin dekstran verimini azalttigi, ancak

dallanma derecesi de arttirdig bildirilmistir (Diaz-Montes, 2021).

Substituent Gruplar; Siibstitiisyonel modifikasyonlar siilfonasyon, fosforilasyon,

asetilizasyon ve selenilasyon gibi mekanizmalar igermektedir ve bunlar EPS'lerin
fizikokimyasal ve biyolojik aktiviteleri lizerinde olumlu veya olumsuz etkilere
sahiptirler. Bunlar polimerlerin suda ¢oOziiniirliiglinii iyilestirme veya uygun
molekiiler konfiglirasyonu modiile etme seklinde olabilir. EPS'lerin biyoaktiviteleri

i¢in gercekten 6nemli olan ise kdkenleri degil temel kimyasal yapilaridir (Zhou vd.,
2019).
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1.1.5 Gida Endiistrisinde Mikrobiyal Polisakkaritlerin kullanim imkanlari

Cogu gida sistemi kendi i¢inde kolloid bir yapr sergiler. Soslar, mayonezler gibi
driinler suyun ve diger bilesenlerin yer aldigi sudaki yag emiilsiyonlar
seklindedirler. Kullanilmadan 6nce sulandirilmasi gereken kurutulmus halde
pazarlanmakta olan emiilsiyon igeren bazi gida sistemleri de bulunmaktadir. Bu tiir
emiilsiyon gida tiriinleri i¢in stabilizasyon énemlidir ve bunun i¢in polisakkaritler
kullanilmaktadir (Akbarzadeh vd., 2013). Endiistriyel anlamda 6nemli kullamlan
mikrobiyal kaynakli polisakkaritlere bakildiginda, ksantan, pullulan, gellan veya
curdlan olarak adlandirilan polisakkaritlerin varlig bilinmekle beraber endiistriyel

Olcekte genel olarak HoPS yapida olan dekstran kullanilmaktadir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5 Endiistriyel olarak kullanilan mikrobiyal polisakkaritler

Ksantan gum (XG), 6zellikle kuru karisim gida iirlinlerinde olmak iizere birgok
emiilsiyon gida sisteminde yaygin olarak kullanilan bir polisakkarittir. XG
endiistriyel olarak siklikla kullanilan, 4.05x 10% kDa ve 214.21 dl/g [n],
Xanthomonas campestris tiirleri tarafindan iiretilen bir hiicre dis1 polisakkarittir.
XG Saf Xanthomonas campestris kiiltiirlerinin glikoz veya sukroz sulu
cozeltilerinin aerobik fermantasyonu ile iiretilir. Secilen bakteri susunun
inokiilasyonundan sonra, yaklasik 3 giin boyunca 30 9C'de siirekli olarak
fermantasyon gerceklestirilir (Imeson,2010). Bir trisakarit yan zinciri ile (1,4)-p-D-
glikozun ana zincirinden olusur. Yiiksek sifir-kesme viskozitesi ve kesme inceltme
davranist nedeniyle, XG ¢ozeltisi dispersiyonlar: ve emiilsiyonlar: stabilize etmek

i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Razavi vd., 2020). Bilesenlerin orijinal ayr1
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fazlarina geri donmesini engeller ve gida iiriinleri i¢in ¢ok 6nemli olan uzun siireli
stabiliteyi korur (Jindal & Khattar, 2018). Polisakkaritlerin gida endiistrisindeki
diger bir 6nemli rolii, sulu faz1 jellestirmektir. Polisakkarit molekiil yapisinda yer
alan hidrojen baglar1 ve iyonik etkilesimler, sulu fazda diizenli polisakkarit
konformasyon yapisi ile sonuglanir ve bu da jel yapisimn gelismesine olanak saglar
(Brunchi, vd., 2014). Gellan sakizi, Sphingomonas elodea tarafindan fermantasyon
yoluyla iiretilen hiicre dis1 polisakkarittir. Bu polisakkarit, 1.5:1:1 molekiiler oranda
D-glukoz, L-ramnoz ve D-glukuronik asit yapi taslarindan olusan lineer diiz
zincirli, anyonik bir heteropolisakkarittir. Zincir, a-(1—3) baglantisindaki (-
(1—4)-bagh glikoz, glukuronik asit, glikoz ve ramnozun birbirine baglandigi tekrar
eden tetrasakarit birimlerinden olusmaktadir (Ferreira vd., 2016). Gida
endiistrisinde jellestirme maddesi olarak potansiyel kullanimlari olan bu mikrobiyal
kokenli polisakkarit karragenana benzer Ozellikler tasir. Jellesmenin meydana
gelmesi icin hem gellan hem de karragenan, tek degerlikli ve iki degerlikli 1iyonlara
ihtiyac duyar. Bu katyonlarin yapisi ve konsantrasyonu erime ve jellesme siirecinde

histerezis ve jel giicii lizerinde etkilidir (Sousa vd., 2013).

Gellan sakizi, farkli gida uygulamalarinda koyulastirici, baglayic1 ve dengeleyici
olarak kullanilir. Esas olarak tatlilar ve joleler gibi su bazli jelleri stabilize eder.
Ozellikle vegan iiriinlerde ve yogurt ve eksi krema gibi bazi siit iiriinlerinde jelatin
ikamesi olarak dikkat cekmektedir. Ayrica diisiik kalorili (sekersiz) regellerde
pektin yerine de kullanilmaktadir. Sekerleme endiistrisinde nisastali sekerlemelerin
sertlesme stiresini kisaltmay1 saglar ve sekerlerin sicakliktan etkilenerek kaldiginda
birbirine yapismasini da engeller (Saha & Bhattacharya, 2010). Gellan kullanilarak
yapilan joleler olduk¢a berrak bir yapi sergiler ve agizda jelatine benzer bir his
vermek icin sadece %0,2 gellan yeterlidir (Komlenic vd., 2012; Jindal & Khattar,
2018). Diger bir HePS yapida mikrobiyal polisakkarit olan curdlan ise patojenik
olmayan bakteri Agrobacterium biobar ve Alcaligenes faecalis mutantlar
tarafindan hiicre dis1 bir siirecte liretilir (Zhang & Edgar, 2014). Kokusuz beyaz bir
tozdur. Sulu c¢ozeltilerinde 54°C'nin iizerindeki sicakliklarda ve sulu alkali
coOzeltilerde ¢oziiniir. Cozelti 1sitildiginda sismeye baslar ve giiclii bir elastik jel
olusturur. Jel olusturma giicli agar ve jelatin arasindadir (Saha & Bhattacharya,
2010). Curdlan eriste, sosis, regel ve joleler gibi gesitli gida tirtinlerinin dokusunu

gelistirmek icin kullanilmaktadir. Pismis gidalarin seklini korumaya yardim eder,
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kalinhigin1 ve stabilitesini arttinir (Farris & Piergiovanni, 2008; Jindal & Khattar,
2018).

Pullulan, yaygin olarak "kara maya" olarak adlandirilan ve bir mantar tiirii
Aureobasidium pullulans tarafindan fermantasyon yoluyla iiretilen hiicre dis1 bir
glukandir. Pullulan't saflastirma islemi birka¢ asamali olup oncelikle mikrobiyal
hiicreler, siizme yoluyla sivi besi yerinden uzaklastirilir sonrasinda renk giderimi
icin aktif karbon ile dekolorizasyon iglemi uygulanir. Siiziintiide istenmeyen tuzlari
ve proteinleri uzaklastirmak i¢in bir iyon degistirme kromatografisine tabi tutulur.
Cozelti konsantre edildikten sonra kurutulur. Pullulan, esasen maltotrioz
birimlerinden olusan lineer, homopolisakkarittir (Mariod & Fadul, 2013; Jindal &
Khattar, 2018). Gidalarda baglayici, koyulastirici (%0,2-%3) ve kaplama maddesi
olarak kullanilmaktadir. Yaygin olarak hazir igeceklerde, kremalarda, soya
soslarinda, diger soslarda, tatlilar ve sekerlemelerde kullanilir. Ozellikle biyolojik
olarak parcalanabilen yapisi ve diisiik kalorili bir gida katki maddesi olarak
kullanimu ile ilgi ¢eker. Kaplama materyali olarak jelatinin yerine kullamlabilir

(Ferreira vd., 2016).

Endiistride siklikla kullanilan dekstran ise GRAS kabul edilen Leuconostoc
mesenteroides NRRL BS512 kiiltiirii yoluyla elde edilmektedir. Dekstran unlu
mamuller agisindan yumusakligi, kinnt1 dokusunu ve somun hacmini iyilestirir.
Sekerleme {iriinlerinde kristallesmeyi  Onledigi, nem tutmay:r iyilestirdigi,
viskoziteyi artirdig1 ve lezzeti korudugu i¢in dengeleyici olarak kullanilir. Alkolsiiz
iceceklerde, siitlii iceceklerde ve buzlanma bilesimlerinde de tercih edilir.
Dekstranlarin kokusuz, tatsiz ve toksik olmamasi nedeniyle bu 6zelliklerin diger
stabilizatorlere gore avantajlar1 oldugu diisiiniilmektedir (Diaz-Montes, 2021;
Kothari vd., 2014).

Son zamanlarda ¢ogu arastirmaci, LAB’nin sahip oldugu GRAS statiisii sebebiyle,
gida ve tibbi uygulamalarda kullanilmak iizere yeni EPS tiirlerinin kesfi icin bu
bakterilere yonelmislerdir. Bakteriyel EPS’ler elde edildikleri kaynaklara gore
cesitlilik gostermektedir. Ornegin; siit {irinleri kaynakli EPS’ler genel olarak
heteropolimerik (HePS) yapida iken tahil kaynakli fermente iiriinlerden elde edilen
EPS’ler fermantasyon ortamindaki seker kaynagi ile iliskili olarak homopolimerik

(HoPS) yapidadir. Yukarida bahsedildigi gibi endiistriyel anlamda 6nemli EPS’lere
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bakildiginda, ksantan, gellan, pullulan veya curdlan olarak adlandirilan EPS’lerin
varlig1 bilinmekle beraber endiistriyel 6lgekte kullanilan HoPS yapida kullanilan
mikrobiyal polisakkarit ise dekstrandir. LAB’leri her iki tiirde de EPS {iretebilme
kabiliyetinde olup HePS yapida EPS’ler daha karmasik bir biyosentez
mekanizmasina sahip olmalar1 ve iiretim i¢in daha fazla miktarda enzime ihtiyag
duymalan sebebiyle ¢ok daha az oranda iiretilmektedirler. Buna karsilik HoPS
yapida bir EPS {iretimi i¢in daha basit bir metabolik yol izlenmekte olup ortamda
karbon kaynag olarak siikroz, enzim olarak ise glukansiikraz veya fruktansiikraz
varlig1 yeterli olmaktadir. Bu duruma bagli olarak da daha fazla oranda EPS
iiretilebilmektedirler (Mende vd., 2020; Bounaix vd., 2009). Literatiire bakildiginda
EPS iireten tiirler i¢in cogunlukla yogurt, kefir gibi fermente siit iiriinleri ve eksi
hamur basta olmak lizere ¢ok cesitli fermente iiriinlerde ¢alisilmistir (Galle ve
Arendt, 2014). EPS iireticisi pek ¢ok LAB tiirii simdiye kadar izole edilmis,
bazilarinin karakterizasyonu ve fonksiyonel 6zellikleri degerlendirilmis olsa da
endiistriyel kapsamda kullanilabilen tiir say1st kisitlidir. Cesitli alanlarda yararlari

olan bu dogal polimerlere olan talep ise her gecen giin artmaktadir.

Yogurt, peynir, eksi hamur, tursu, boza gibi fermente pek ¢ok {iriiniin olusumunda
yer alan ve GRAS 6zellikteki LAB’lerinin iiretmis olduklar1 metabolik son tiriinler,
gidalanin raf dmrii ile reolojik ve duyusal 6zelliklerinin gelistirmeleri agisindan gida
endiistrisi igin olduk¢a onemlidir. Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Enterococcus ve Weissella gibi ¢ogu
starter ve ilave kiiltiirler ise ekstraselliiler polisakkaritler (EPS) iireterek bu tiir
gidalarnin tekstiir ve organoleptik 6zelliklerini olumlu bir sekilde etkilemektedirler.
LAB tarafindan iiretilen bu EPS’lerin tekno-fonksiyonel 6zellikleri genellikle su
baglama ve nem tutma Ozelliklerinden kaynaklanmaktadir (Angelin & Kaitha,

2020; Taylan vd, 2019; Lynch vd., 2018; Miao vd., 2015).

Sahip olduklar1 viskozite arttirict reolojik O6zellikleri ve sinersizi azaltici su
baglayabilme kapasiteleri sebebiyle EPS’ler ayrica ilgi ¢ekmektedir. EPS’ler
yapilarinda sahip olduklan tekrar eden birimlerin fazlaligi sebebiyle gidalara
yuksek viskozite ve reolojik 6zellikler kazandirmaktadirlar. Biiylik polimerizasyon
derecesi ve EPS'lerin 6nemli hidroksil kombinasyonlarim bu 6zellige yol agan ana

sebepler olarak goriilmektedir. Diger taraftan EPS’lerin, karbonhidrat molekiilleri
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icinde c¢cok sayida yliksek enerjili kimyasal baglarn igermesi ve yiiksek
polimerizasyon ve dallanma derecelerine sahip olmalart onlarin kati ve sert
ozelliklerle karakterize edilmesini saglar. Ote yandan, biiyiik oranda hidroksil
gruplart molekiiller aras1 etkilesimi giiclendirir ve sonug olarak i¢sel viskozite ve

reolojinin gelistirilmesine yardimei olur (Sekil 1.6).
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Sekil 1.6 EPS yapisi1 ve viskoziteye etkisi (Zhaou vd.,2019)

*Sirastyla kirmizi ve mavi yollarla isaretlenmis iki ana faktér, molekiil igi
glikozidik baglar (A) ve molekiiller aras1 hidrojen baglar1 (B), viskozite ve reolojiye
katkida bulunur. Hem ¢ok sayida yiiksek enerjili kimyasal bag (glikozidik baglar)
hem de hidroksil baglar molekiil i¢i ve molekiiller aras1 etkilesimi gili¢lendirir ve bu

nedenle yiiksek viskozite ve reoloji gelisebilir.

EPS iireten LAB’leri gidalarin tekstiir, agiz hissi ve stabilitesini gelistirici
ozellikleri ile yeni gida {irlinlerinin iiretimine katki saglar. Ozellikle
viskozlastiricilik, emiilsifiye edicilik, biyokalinlastiricilik ve stabilize edicilik gibi
gida {retiminde istenilen fonksiyonel etkilere sahiptirler. Gida iiriinleri ig¢in

istenilen bu ozellikler sicaklik, pH ve iyonik gii¢ ile iliskilendirilmekte olup EPS
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kullanim1 bu gibi durumlarin kisitlayiciligina karsi avantajlar saglayabilmektedir
(Angelin & Kaitha, 2020). Abid ve ark. (2018) yaptiklar1 bir ¢alismada gesitli
fermente gida ve igeceklerden tanimladiklar dort farklt LAB tarafindan iiretilen
EPS’lerin DSC analizi ile termal stabilite 6zelliklerini tammmlamiglar ve tespit edilen
yiiksek erime noktalarina bagl olarak elde edilen bu EPS’lerin termal islem
uygulanan gidalarda kullanilabilecegini belirtmislerdir. Benzer sekilde Yang ve
ark. (2018) ise soya fasulyesi ezmesinden izole ettikleri Leuconostoc
pseudomesenteroides YF32 tirii tarafindan iretilen dallanmamis dekstran
yapisindaki EPS’nin yliksek termal stabilite ile yliksek ¢oziiniirliik ve emiilsifiye
edebilme kapasitesine sahip oldugunu belirterek elde edilen EPS’nin gida katkisi
olarak potansiyel olarak kullamlabilecegini belirtmislerdir. Rajoka ve ark. (2018)
yapmis olduklar1 daha genis kapsamli bir calismada EPS’lerin fonksiyonel
Ozelliklerini incelemek i¢in anne siitiinden izole edilen alt1 farkli Lacticaseibacillus
rhamnosus tiirii tarafindan tiretilip saflastirilan EPS’lerin in vitro kosullarda flokiile
etme, emiilsiyonlastirma, ¢oziiniirliik, antioksidan, antibakteriyal ve anti timor
aktiviteleri ayr1 ayr1 karakterize etmisler ve izole edilen bu L. rhamnosus suslarinin
gida, biyotip ve eczacilik endiistrilerinde biiyiik bir potansiyele sahip oldugu tespit
ederken Feng ve ark. (2018) fermente ananastan izole ettikleri Leuconostoc citreum
B-2 tiirli tarafindan iiretilen EPS’nin 6zelliklerini belirledikleri arastirmalarinda
elde ettikleri EPS’nin %80 oraninda suda ¢Oziinebilir ve %450 oramnda ise su
tutabilme kapasitesine sahip oldugunu ve benzer kullanim alanlarinda
uygulanabilecegini belirtmislerdir. Bazi durumlarda yogurt formiilasyonlarinda
stabilize edici olarak ucuz olmasi, sinersizi engelleyebilmesi ve viskoziteyi
gelistirebilmesi gibi avantajlara sahip olan modifiye nisasta kullanilabilmektedir
ancak EPS iireten LAB nin starter olarak sec¢ildigi iiriinlerde ilave nisastaya ihtiyag
duyulmamaktadir. EPS iireten LAB tiirleri ile nisastanin yogurtlarda sinesizi
engelleyebilme 6zelliklerinin karsilastirildig: bir calismada ii¢ farkli EPS {ireten tiir
(Streptococcus thermophilus ST1, Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus LB1
ve Lactobacillus delbrueckii subps. bulgaricus LB2) kullanilmis ve fermantasyonu
sirasinda in situ olarak tretilen EPS gida matriksindeki bilesenlerle etkilesime
girerek tekstiir 6zelliklerini gelistirirken nisasta ilavesinin set tip yogurtlarin
reolojik ve fiziksel 6zelliklerinde neredeyse hi¢ etkili olmadigini ifade edilmistir
(Gentes vd, 2016). EPS iireten LAB’nin glutensiz iiriinlerde kullanimi da son

zamanlarda oldukca dikkat cekmektedir. Yapisinda gluten bulunmayan tahillar ile
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elde edilen son iiriin gluten ag tabakasimin yokluguna bagh olarak yapisal, tekstiirel,
ag1z hissi ve bayatlama derecesi agisindan glutenli {irtinlere gore yetersiz
kalmaktadir. Istenilen yapiy1 elde etmek igin ise hidrokolloidler veya gumlar
kullanilmaktadir. Ancak bu yapilarin iirtine katki olarak ilave edilmesi {iriin
etiketinde belirtiimelerini gerektirmektedir. Bu durum ise daha dogal iiriinleri talep
eden tiiketiciler i¢in negatif bir bakis agist olusturmaktadir. EPS iireten LAB’nin in
situ olarak trettikleri HoPS’ler, bu katkilarin glutensiz iiriinlerde kullaniminin
azaltilabilmesi veya ortadan kaldirilabilmesini saglarken aym zamanda etikette
belirtilme sart1 olmadig i¢in tiiketicilerin talebi olan ‘temiz etiketli’ iirlinlerin elde
edilmesini saglayabilmektedir (Lynch vd., 2018). Sebze igeren iiriinlerde
hidrokolloidler ve diger katkilarin kullanimin1 azaltarak temiz etiketli iiriin talebinin
karsilanabilmesi agisindan umut verici olan bir ¢alismada ise Juvonen ve ark.
(2015) dekstran, levan ve/veya P-glukan firetebilen 16 farkli Lactobacillus,
Leuconostoc ve Weissella tiirlerini kullanarak fermente sivi havug piiresinin tekstiir
ozelliklerini incelemisler ve az dallanma gosteren dekstranlarin {iriinde kalinlik ile
beraber hosa giden koku ve lezzet olusturabildigini , B-glukanlarin ise elastiklik
tizerinde etkili oldugunu tespit etmislerdir. EPS iireticisi tiiriin gida fermantasyon
stirecine dahil edilerek iiriiniin kalite 6zelliklerinin gelistirilmesine yonelik in situ
caligmalar ¢ogunlugu olusturmaktadir. Yilmaz (2014) dondurma, ayran ve sucuk
ornekleri ile yapmis oldugu calismasinda se¢mis oldugu EPS fireticisi suslarin,
farkl inkiibasyon kosullarinda bu tirlinlerin 6zellikleri lizerine etkisini arastirmis ve
bu tiir suslarin kullaniminin {irtin kalitesi tizerinde olumlu etkilere sahip oldugunu
belirtmistir. Broadbent ve ark. (2001) ise diisiik yag icerikli peynirlerde gelisen
organoleptik kalite kayiplarinin azaltilmasi amaciyla EPS firetici suslar
kullanmiglar. Yag oraninin azaltilmasina bagli olarak gelisen sertlik ve erime ile
iligkili kalite kayiplar1 secilen EPS iiretici suslarin nem ve erime Ozellikleri
gelistirmesine bagli olarak azaltilabilmistir. Bu tiirlerin gidalarda gelistirdigi kalite
ozelliklerinin daha ileriye tasinabilmesi i¢in yapilan bir ¢alismada gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan whey-protein konsantratlart (WPC)
fonksiyonelliklerinin arttirilmasi amaciyla EPS lireticisi tiirler ile modifiye edilmis
ve kiiltiir kosullart ve secilen tiiriin 6zelliklerine bagl olarak elde edilen bu yeni
WPC’lariin jellestirme kabiliyetinin gelistigi, emiilsifiye etme kapasitesinin arttig1
ve protein denaturasyonun azaldigi belirtilmistir (Deep vd., 2012). Sun ve ark.,

(2018) ise yaptiklar1 bir calismada mayonezlerde yag igerigini diigiirebilmek i¢in
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mikro partikiile edilmis whey protein-pektin kompleksi kullanmiglar ve bu
kompleksin yag ikamesi olarak degerlendirilebilecegini belirtmislerdir. Yukarida
bahsedilen ¢alismalar 15181nda, bitkisel bir polisakkarit olan pektin yerine benzer
ozellikler gosteren mikrobiyal polisakkaritler olan EPS’lerin kullanilmasinin
benzer sekilde umut verici olabilecegi goriilmektedir. EPS’lerin kullamlabildigi bir
diger yontemi ise Ale ve ark., (2018) tarafindan yapilan ¢alismada oldugu gibi EPS
ureticisi suslar tarafindan sentezlenen EPS’lerin ekstrakte edilip yeni bir gida
katkis1 olarak degerlendirilmesidir. Yapilan bu caligmada ekstrakt halinde elde
edilen EPS yogurda belirli miktarlarda ilave edilmis ve bunun teknolojik, reolojik
ve duyusal oOzelliklere olan etkisi gozlemlenmistir ve sonug¢ olarak tekno-
fonksiyonel oOzelliklerin gelistirilmesinde dogal gida katkist olarak EPS
ekstraktlarinin kullamlabilecegi bildirilmistir. Yine bu c¢alismay1 destekleyici
olarak yapilan bir diger ¢alismada ise pismis dana sosislerine eklenen EPS’in
fizikokimyasal, tekno-fonksiyonel o6zellikleri ile antioksidan aktivitesinin iriin
tizerindeki etkinligi degerlendirilmis ve pismis dana sosislerinin depolama
stabilitesini gelistirdigi, dogal bir gida katkisi olarak endiistride kullanilan sentetik
polimerlerin yerine kullanilabilecegi belirtilmistir (Trabelsi vd., 2018)

1.1.6 Mikrobiyal Polisakkaritlerin Diger Fonksiyonel Ozellikleri

LAB tarafindan iiretilen EPS’ler gidalara olusturduklar1 tekno-fonksiyonel
ozelliklerin yamnda saglik {izerine olumlu etkilere sahip olmalar1 sebebiyle de
onemli bilesenlerdir. Probiyotik bakterilerce iiretilen EPS’lerin antioksidan,
bagisiklik sistemini gelistirici, kolesterol diistiriicii, anti-diyabetik, anti-iilser, anti-
timor ve antimutajenik gibi terapotik etkileri yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir
(Soyucok vd, 2016; Angelin & Kaitha, 2020). EPS’lerin konakgiya etkisi bagirsak
mikrobiyotasi ve gastrointestinal sistemde (GIT) epitele adezyon 6zelliklerine bagl
olarak olusturdugu bagisiklik tepkileri ile iligskilendirilmektedir. Bu biyolojik
aktiviteler probiyotik bakterilerin gelistirilmesi sirasindaki fermantasyon kosullari
ile iliskili olarak farkli kaynaklardan elde edilen EPS’lerin spesifik
konformasyonlari, zincir uzunluklart ve molekiiler agirliklari, monosakkarit
kompozisyonu, glikozidik baglar, kimyasal modifikasyonlar gibi degisikliklerden
etkilenmektedir. Bununla sebeple, ¢esitli polimer gruplarinin kompozisyonel

(baglant tipi, yiiklii gruplarin varligi) ve yapisal (molekiil agirligi, dallanma) dogasi

35



konak¢t sagligi iizerindeki etkilerinin belirlenmesinde Onemlidir (Angelin &
Kaitha, 2020; Lynch vd., 2018; Oerlemans vd., 2021). Yenilenebilir kaynaklardan
stirdiiriilebilir olarak iiretilebilmeleri, toksik olmayan ozellikleri ve petrol bazli
yenilemez polimerlerle karsilastirildiginda biyolojik olarak pargalanabilirlikleri ise
endiistriyel agidan 6dnemli biyopolimerler olarak EPS’ye olan ilgiyi her gecen giin

artmaktadir (Castellane vd., 2015).

Giinliik diyetle alinan ve insan saghgi agisindan gesitli faydalara sahip olan diyet
lifleri; oligosakkaritler, polisakkaritler ve onlarn tlirevleri olup bagirsak
sistemindeki enzimler tarafindan sindirilemeyen ancak iist sindirim kanalinda
ozellikle probiyotik bakterilerce fermente edilerek emilebilir bilesenlere
doniistliriilen yapilar olarak tanimlamr. Diyet liflerinin saglik iizerine olan
etkilerini; (i) bagirsak gecis siiresinin azaltilmasi, (ii) kolorektal kanser riskinin
azaltilmasi, (ii1) kisa zincirli yag asitlerinin tiretimi, (iv) kan kolesterol seviyesinin
diistiriilmesi ve (v) faydali bagirsak mikrobiyotasinin biiyiimesinin tesvik edilmesi
seklinde siralayabiliriz. LAB’nin tiretmis oldugu EPS’ler d6zellikle bu prebiyotik
etkileri sebebiyle de dikkat ¢cekmektedir. Prebiyotik bir besin takviyesi olarak
EPS’lerin kullanilabilmesi i¢in Oncelikle gastrointestinal sistemin {ist kisminda
sindirilmeden ve absorbe edilmeden kolona ulasmalidir. insan sindirim sisteminde
furuktan ve B-glukanlar1 parcalayabilecek enzimler yoktur ve bu sebeple HoPS’ler
sindirilmeden kolona ulasabilir. Pediococcus pentosaceus, Weissella confusa,
Weissella cibaria ve Lactobacillus plantarum gibi bazi LAB’leri tarafindan iiretilen
dekstranlarin ise mide asidi ve pankreas amilazi gibi fizyolojik durumlara direngli
oldugu ve probiyotik Bifidobacterium bifidum tiirii i¢in karbon kaynagi oldugu
belirtilmistir (Baruah vd., 2017). Diisiik molekiil agirlikli oligodekstranlar i1yi
bilinen prebiyotikler olan fruktooligosakkaritlere benzer bifidojenik etki gosterir ve
kolonda istenmeyen bakteri seviyesini azaltabilir. Biiyikk boyutlu D-glukoz
tinitelerinden olusan homopolisakkaritler olan dekstranlar ise proksimal olarak
tamamen fermente edilmek yerine bagirsak mikrobiyotasi i¢in kolon boyunca kalic1
fermente edilebilir karbonhidrat kaynagi olustururlar. Weissella cibaria RBA12
tiirli tarafindan iretilen dekstran-RBAI12 ticari bir prebiyotik olan iniilin ile
kiyaslandiginda sahip oldugu o©nemli derecedeki diisiik sindirilebilirligi ve
probiyotik bagirsak mikrobiyotasi tarafindan fermente edilebilirligi dekstran tip

EPS’lerin verimli diyet lifi olarak kullanilabilirliklerini kanitlamigtir. Kompleks
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yapilarina bagli olarak HePS EPS’lerinde sindirime karst daha direncli oldugu
varsayilmaktadir (Lynch vd., 2018; Oerlemans vd, 2021; Castro-Bravo vd., 2018).

Reaktif oksijen tiirleri gibi yiiksek seviyelerdeki serbest radikaller biyolojik
makromolekiillerin ve dokularin hasar gérmesine sebep olabildiklerinden insan
viicudu i¢in zararhdir. Cesitli dis faktorler, yasam tarzi ve beslenme bozukluklarina
bagli olarak gelisen oksidatif stres kanser, ateroskleroz, romatoid arterit ve
norodejeneratif hastaliklar gibi birgok hastaliklarin ortaya ¢ikmasina sebebiyet
vermektedir. Antioksidanlarin tiiketimi ise viicutta bozulan antioksidan ve serbest
radikal dengesini antioksidanlar lehine degistirerek olumsuz etkilerin
azaltilabilmesini saglar (Oerlemans vd, 2021; Angelin & Kaitha, 2020). Probiyotik
bakteriler tarafindan tiretilen EPS’lerin potansiyel antioksidan aktivitelerine dair
pek ¢ok rapor bulunmaktadir. Bu bilesenlerin antioksidan etkinliginin siiperoksit
anyonu ve hidrojen peroksidin degradasyonu, ROS’nin azaltilmasi ve metal
selatlama aktivitesi ile iligskilendirilmis ve gida takviyesi veya ilag salim sistemleri
i¢cin kullamlabilecegi bildirilmistir (Angelin & Kaitha, 2020). Ozellikle HePS’lerin
yapilarinda bulunan D-galaktoz, fruktoz, arabinoz ve mannoz gibi nétr
polisakkaritlerin fazla olmasiyla iligkili olarak daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdigi belirtilmistir (Tikenmez & Ashlim, 2018). Rani ve ark. (2018)
tavuklardan izole ettikleri Lactobacillus gasseri FR4 tiiriinden saflastirdiklart HePS
yapida EPS’nin antioksidan aktivitesini in vitro kosullarda DPPH, hidroksil ve
stiperoksit radikali yakalayabilme 6zelliklerini degerlendirmisler ve konsantrasyon
artisina bagli olarak EPS’nin serbest radikal yakalama o6zelliginin arttigini

bildirmislerdir.

Kanser, asir1 biiylime 6zelligine sahip anormal hiicrelerin replikasyonu sonucu
dokularin istilas1 ve diger organlarla metastazi olarak tanimlanan ve diinya
genelinde en ¢ok dliime sebep olan ikinci siradaki etkendir. Tedavi i¢in uygulanan
yontemler ise istenmeyen cesitli yan etkiler olusturmaktadir ve bu da alternatif
yollarin aranmasina sebep olmaktadir. Uzerinde ¢alisilan en énemli alternatiflerden
biri baz1 gidalar ve gida bilesenleri iizerindedir. Ozellikle fermente siit {iriinleri ve
sahip olduklart probiyotik etkiler konak¢1 sagligini olumlu yonde etkilemektedir.
Probiyotik canli mikroorganizmalarin insan bagirsagindaki kanser hiicrelerinin zar
yapisinda bozulmay1 tetikledigi bildirilmistir ancak ilging olarak LAB’nin 6lii olan

hiicrelerinin ve onlarin metabolitlerinin de bu tiirlii etkilere sahip olabilecegi in vitro
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calismalarla tespit edilmistir. Probiyotik bakterilerce iiretilen EPS’lerin, tlimor
hiicrelerinin, vakuolasyon, sitoplazma yogunlasmasi, niikleer parcalanma ve
kromatin yogunlasmasi gibi karakteristik apoptotik morfolojik 6zellikleri tizerinde
degisikliklere sebep oldugu gozlemlenmistir (Baruah vd., 2017). EPS’lerin
muhtemel kanser dnleyici mekanizmasinin; (i) tiimor olusumunu engellemesi (ii)
kanser hiicresi apoptozunun indiiksiyonu (iii) bagisikhigin iyilestirilmesi seklinde

belirtilmektedir (Angelin & Kaitha, 2020).

EPS’lerin immiin sistemi diizenleyici etkileri de yapisal 6zelliklerine bagli olup
genel olarak B-(1,3), B-(1,4) veya B-(1,6) baglari ile dallanmis zincirleri igeren
polisakkaritlerin aktivite i¢in gerekli oldugu bildirilirken, yapilan ¢alismalar diisiik
molekiil agirlikli EPS’lerin daha iyi immiinomodulator aktiviteye sahip olabilecegi
bildirilmistir. EPS’lerin immiin sistemdeki farkli hiicre tiplerini etkileyebildigi ve
bagisiklik reseptorleri ile etkileserek immiin tepkiler olusturabildigi tespit
edilmistir. Gastrointestinal sistem, mukozal bagisiklik sisteminde bulunan
bagisiklik hiicrelerinin neredeyse %80’ini i¢eren viicuttaki en biiyiikk bagisiklik
bolgelerinden biri oldugundan EPS gibi bakteriyel bilesenlerin bu bolge ile
etkilesimi insan saglig1 acisindan olduk¢a Onemlidir (Oerlemans vd., 2021;
Tiikenmez & Aslim, 2018). Taylan ve ark. (2019) eksi hamurdan izole ettikleri
Leuconostoc mesenteriodes S81 tiirii tarafindan iiretilen levan tip EPS’nin in vitro
kosullarda yiiksek oranda immiinomodulatér etki ve antioksidan kapasite

gosterdigini belirlemislerdir.

LAB’leri tarafindan iiretilen pek c¢ok bilesenler gibi EPS’ler de antimikrobiyal
aktiviteye sahiptir. EPS’lerin patojenik bakteriler tizerinde antagonist etkisi yapilan
in vivo ve in vitro ¢alismalarla tespit edilmistir (Castro-Bravo vd., 2018; Angelin
& Kaitha, 2020). Probiyotik tiirlerin in vitro olarak test edilen fenotipik
ozelliklerinden biri patojenlerle bir araya gelebilme yetenegidir. Bu kiimelesme
ozelligin zararli mikroorganizmalarin bagirsak epiteline erismesini engelledigi
diisiiniilmektedir. Yiiksek oranda EPS iiretebilen Lactobacillus delbrueckii subps.
bulgaricus tiirtiniin Escherichia coli ile bir araya toplanabilme yetenegi oldugu
bildirilmistir (Castro-Bravo vd., 2018). Zivkovic ve ark. (2016) Lacticaseibacillus
paracasei subsp. paracasei BGSJ2-8 ve onun EPS iiretmeyen mutant tiirii ile Caco-
cells kullanarak in vitro olarak yaptiklari bir caligmada, EPS iireten dogal tiiriin E.

coli’nin inhibisyonunda etkili oldugunu gostermislerdir.
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Mikroorganizmalar, birbirleri ile iletisim halinde bulunduklar1 biyofilm olarak
adlandirlan ¢ok hiicreli kiimeler veya topluluklar halinde bulunabilirler. Biyofilm
yapist bu mikroorganizmalara canli/cansiz yiizeylere tutunabilme ve buralarda
cogalabilme 6zelligi saglamakta ve onlar1 olumsuz ¢evresel faktorlere karsi direngli
olmalarin1 saglayarak veya konak¢i bagisiklik sisteminden koruyarak daha uzun
stire varliklarim devam ettirebilmelerine sebep olmaktadir. Bu direngli yapilar gida
giivenligi, saglik ve endiistriyel iiretim acisindan 6nem arz etmektedir (Wang vd,
2015). Ozellikle biyofilm olusturan bozulma yapan ve patojen mikroorganizmalar,
gida bozulmalarina, biyolojik kirlenmelere ve kronik ve tekrarlayan
enfeksiyonlarin etkili bir sekilde tedavi edilememesine sebep olabilmektedir (Wang
vd., 2020). Wang ve ark. (2019) Lactiplantibacillus plantarum YW32 tiirii ile
yaptiklar1 genis kapsamli bir ¢alismada tiretilen EPS’nin Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae veya Escherichia coli gibi patojenik tiirlerin olusturdugu
biyofilm tabakasini etkili bir sekilde inhibe ettigini ve anti-biyofilm ajan1 olarak
EPS’lerin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Diger bir a¢idan bakildiginda
probiyotik LAB’nin saghgi gelistirici etkileri onlarin hiicre ylizey karakteristikleri
GIT’de tutunabilme kabiliyetleri ile ilgilidir. LAB sahip olduklar1 EPS iiretebilme
kabiliyetleri ile hem kendilerini mide asidi ve safra tuzu gibi dis etkilere karsi
koruyabilmekte hem de bagirsak yiizeylerine tutunup burada kolonize olarak saglik
iizerine faydali olan etkilerini gdsterebilmektedirler. EPS’lerin sahip olduklari
ozellikler ise bakterilerin tutunma ve kolonizasyon yeteneklerini etkileyen
hidrofobisite ve Zeta potansiyeli gibi fizikokimyasal hiicre yiizey karakteristiklerini
etkileyebilmektedir (Dertli vd., 2015; Wang vd., 2020).

Yukarida verilen bilgiler 1518inda katma degeri yiiksek fonksiyonel ve dogal
driinlerin iiretiminde EPS iireten LAB’nin ve EPS’lerinin izole edilerek
tanimlanmast  gliniimiizde  6nemli  bir aragtirma alani  olusturdugu
sOylenebilmektedir. LAB nin tiretmis olduklart EPS’lerin ¢esidi genetik faktorlerle
birlikte bulunduklar1 ortam ve gelisme sartlart (sicaklik, inkiibasyon sicakligi ve
stiresi, karbon: nitrojen orani, pH, vitamin ve mineraller), fizikokimyasal ve kinetik
parametreler ve bakteri tarafindan kullanilan karbon kaynag gibi pek ¢ok faktor ile
iliskilidir. Yiksek seviyelerde EPS iiretebilen genetigi degistirilmis organizmalarin

kullanimi ise hala smurli oldugundan dogal ekolojik ortamlardan yabani LAB

39



suslarimin  biyolojik ¢esitliliginin  arastirilmas1 istenilen EPS fenotipinin

aranmasinda en uygun yaklagimdir.

1.2 Tezin Amaci

Son zamanlarda tiiketiciler tarafindan saglikli gida kavrami “temiz etiketli” tirtinler
olarak daha az miktarda katki ve kimyasal bilesen iceren iiriinler ile
iliskilendirilmektedir. Tiketicilerin sahip oldugu bu farkindalik g6z Oniine
alindiginda, gida giivenliginin saglanmasi ve ayni zamanda tiiketicilerin temiz
etiketli gida taleplerinin karsilanmasi i¢in dogal maddeler iizerinde yapilan
calismalar giderek Onemini arttirmaktadir (Moradi vd,2021). Gida sektorii
acisindan, tarladan ¢atala konseptinde her asamada gida giivenliginin saglanmasi,
gida israfimn Onlenebilmesi i¢in raf dmriinlin uzatilmasi ve ayni zamanda besin
degeri yiiksek {iriinler elde edilmesi oncelikli amaclar arasindadir. Tim bu
faktorleri ve giiniimiiz tiiketicilerinin isteklerini karsilayabilmek i¢in ise halihazirda
kullanilmakta olan kimyasal katkilara ikame olabilecek hem gida giivenligini
saglayabilecek hem de tiiketici saghgini gelistirici fonksiyonel 6zelliklere sahip

diisiik maliyetli dogal metabolitlere ihtiya¢ vardir (Yi1lmaz,2014).

Baklagil ve tahil taneleri insanligin baslangicindan itibaren tiiketilen en 6nemli
besin kaynaklaridir. Giiniimiizde ise ozellikle fonksiyonel gidalara olan ilginin
arttigi su donemlerde insanlar beslenme ihtiyaglarim karsilarken ayni zamanda
saglik acisindan da fayda saglamak istemektedirler. Bu sebeple, yiiksek besinsel
degerlere sahip bu tanelere olan ilgi her gecen giin artmaktadir. Ancak bu taneler
faydalarinin yaninda 6zellikle saglik {izerinde olumsuz etki olusturabilecek bazi
antinutrient bilesenler igerebilmekte ayrica benzerlerine oranla teknolojik olarak
bazi durumlarda kullamlabilirlikleri kisitlhi olabilmekte ve istenilen kalite
kriterlerini saglayamamaktadir. Bu dezavantajlart ortadan kaldirmak i¢in ise son
zamanlarda tahil ve baklagil tanelerine ¢imlendirme ve fermantasyon gibi bazi 6n
islemler yapilarak teknolojik ve besinsel anlamda degerleri yiikseltilmektedir.
Ancak heniiz bu 6n iglemlere tabi tutulmus olan tanelerden elde edilebilecek ve
teknolojik acidan degerli olabilecek olan EPS fireticisi LAB’leri ile ilgili yeterli
calisma mevcut degildir. Bu kapsamda tezin amaci farkli tahil taneleri ile tiretilecek
on fermantasyon sivilarindan homopolimerik a-glukan tipinde EPS {ireticisi LAB

tiirlerine ait uygun suslar izole edilmesi, bunlarin genotipik olarak tammlanmasi,
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urettikleri EPS’lerin kimyasal karakterizasyonunun gerceklestirilmesi ve bu
EPS’lerin gida uygulamalarinda degerlendirilmesidir. Bu amaclar dogrultusunda

yapilmasi planlanan ¢alismalar su sekilde siralanabilir;

1) Ulkemizde yaygi olarak kullanilan bugday, nohut, yesil mercimek ve beyaz
fasulye tanelerinin islem gdrmemis unlar1 ile besinsel profili degistirecek
cimlendirilme islemi uygulanmasi sonucunda elde edilecek tanelere ait unlarin

on fermantasyona tabi tutularak LAB izolasyonu i¢in ortamlarin hazirlanmasi.

2) Izolasyon ortamlarindan teknolojik agidan degerli olabilecek a-glukan tipinde

EPS tireticisi LAB tiirlerine ait suslarin izolasyonu.

3) Izole edilen LAB’lerin genomik olarak tanimlanmasi ve EPS iireticisi suslarin

tespit edilmesi

4) En iyi verimde EPS firetici olan iki susun seg¢ilerek EPS’lerin kimyasal

karakterizasyonunun gerceklestirilmesi

5) Karakterize edilen EPS’lerin gida uygulamalarinda degerlendirilmesi
1.3  Tezin Hipotezi

Bu calisma kapsaminda EPS iireten tiirlerin izolasyonu i¢in eksi hamur iiretiminde
kullanilan 6n fermantasyon sivilart kullanilacaktir. Literatiir incelendiginde eksi
hamur kaynakli LAB tiirlerine dair pek ¢ok c¢alisma oldugu goézlemlenmistir.
Geleneksel eksi hamur prosesine bakildiginda tiretim back-slopping denilen
yontem ile ilerlemekte olup bu yontemde ortam belirli araliklarla tazelenmekte ve
var olan mikrobiyota canli ve kuvvetli tutulmaya g¢alisilmaktadir. Eksi hamur
mikroflorasina bakildiginda LAB’leri ve mayalardan olustugu ve aralarinda 100:1
seklinde bir oran oldugu goriilmektedir. LAB’leri arasinda hakim olan tiirlerin ise
genellikle heterofermantatif dzellikte olduklan belirtilmektedir (Dertli vd.; 2016).
Bu duruma sebep olarak 6zellikle eski kiiltlir eksi mayalarda bu tiirlerin adaptasyon
yeteneklerinin fazla olmasi gosterilebilmektedir. Sonug olarak ise simdiye kadar
eksi hamur ile yapilan ¢alismalarda izole edilen LAB tiirleri genellikle rekabet
yetenegi yliksek, ortama daha iyi uyum saglayabilen bu tiirlerdir. LAB tarafindan
iretilen EPS’ler yiiksek oranda bakteriyel susa 6zgii olmakla beraber, ortamin

kompozisyonu, hiicrenin yasi, pH ve sicaklik gibi faktorlerden de etkilenmektedir
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(Nataraj vd., 2020). Bu kapsamda bakildiginda, farkli tiirlerde unlarn, yan
bilesenlerin ve fermantasyon yontemlerinin kullamildig kiiltiirel ve cografi olarak
degisik kimliklere sahip, cesitli geleneksel eksi hamurlar birbirinden farkli LAB
mikrobiyotasina sahip oldugu belirtilmektedir (Dertli vd., 2016). Bu bilgiler
15181nda, lilkemizde eksi hamur liretiminde yaygin olarak kullanilan bugday ile daha
az yaygin olan nohut ve daha 6nce kullanilmamis olan yesil mercimek ve beyaz
fasulye, sahip olduklarn zengin besinsel profiller sebebiyle, EPS fireticisi LAB
tirlerinin  izole edilebilecegi  diislinlilen, ©n fermantasyon sivilarinin
hazirlanmasinda hammadde olarak kullanilacaktir. Yapilan arastirmalara
bakildiginda, fermantasyonun baslangi¢ asamasinda ortam sartlar1 eksi hamura
gore degisiklik gosteren, ilk fermantasyon sivilarina iliskin calismalara
rastlanmamistir. Bu kapsamda doktora tez calismamizin ilk hipotezi, bu ilk
fermentasyon sivilarinda homopolimerik EPS {iretim kabiliyetinde olabilecek
ancak sartlarin degismesine bagli olarak ilerleyen asamalarda canliligini devam
ettiremeyen LAB tiirlerinin ve onlarin EPS yapilarinin ortaya ¢ikarlabilecegi
diisiincesidir. Ikinci olarak ise bu EPS yapilarmin gidalarda tekno-fonksiyonel

ozellikleri gelistirici ajanlar olarak kullanilabilecekleridir.
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2

EKZOPOLISAKKARIT URETICISI LAKTIK
ASIT BAKTERILERININ IZOLASYONU ve
EPS’LERIN KARAKTERIZE EDIiLMESI

2.1 Giris

Tahillar ve  baklagiller, beslenme  profillerini iyilestirmeyi  veya
kullanilabilirliklerini  artirmayr  hedefleyen orijinal  olarak, ogiitiilmis,
cimlendirilmis, fermente edilmis veya 1s1l islem gérmiis formlarinda kullamlabilir.
Cimlendirme ve fermentasyon bilinen en eski ve iyi uygulamalardandir. Cimlenme
sirasinda tanelerin depo dokularindaki rezervler, diisiik molekiil agirlikli bilesiklere
hidrolize edilerek biiytimeyi desteklemek igin immobilize edilir (Bewley, 2001,
Montemurro vd., 2019). Tohumlar, dormansiyi kirdiginda koruyucu yamt olarak
riboflavin, tiamin, biotin, pantotenik asit, niasin, C vitamini, tokoferoller ve fenolik
bilesikler gibi bir¢cok biyoaktif bilesen sentezler ve bunlarin kullanilabilirligini
artirir (Donkor ve ark., 2012). Cimlenen tanelerde ayrica hidrolitik enzimler aktivite
kazanir ve yeni enzimler sentezlenir. Bu siireg, sekerler, ¢oziiniir diyet lifleri,
peptitler ve amino asitler gibi daha fazla kullanilabilir besleyici bilesiklerle
sonuglanir. Tahil bazli fermente gidalarin iiretiminde fermantasyonun farkli
stirecleri LAB i¢in 6nemli kaynaklardir. Cimlendirme islemi ise tahillarin besinsel
profillerindeki degisiklikler ile iliskili olarak, farkli LAB tiirleri i¢in kaynak olabilir
(Hung vd., 2012; Liptakova vd., 2017). Ancak ¢imlendirme islemine tabi tutularak
fermente edilmis farkh tahil ve baklagillerin mikrobiyal profilleri hakkinda sinirh
bilgi bulunmaktadir. B6liim 1’de verilen literatiir bilgilerinde belirtildigi gibi
LAB’leri tarafindan {iiretilen EPS’ler bakterilerin 6zelliklerinden etkilendigi gibi
ortam sartlarina bagl olarak da cesitlilik gdsterebilmektedir. Ozellikle ortamdaki
seker kaynagi tretilen EPS’nin tiirlinii etkileyen esas bilesendir. Calisma
kapsaminda se¢ilen hammaddeler olan bugday, nohut, yesil mercimek ve beyaz
fasulye fermantasyon ortaminda LAB’leri tarafindan kullamlabilecek olan besin
kaynaklarinin ¢esitlendirilmesi icin iki farkli gruba ayrilarak kullanilmistir. Bu
amagla ilk grupta islem gérmemis tahil ve baklagil unlar1 kullanilarak fermantasyon
gergeklestirilmis olup ikinci grupta ise Perri ve ark. (2020) tarafindan yapilan

calisma temel alinarak, secilen tahil ve baklagillere bir 6n ¢imlendirme prosesi
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uyguladiktan sonra elde edilen unlar ile fermantasyon gergeklestirilmistir. Bu
baglamda, tez ¢alismasinin bu boliimiiniin amaci, cesitli tahil ve baklagillerin
¢cimlendirilmis ve ¢imlendirilmemis tanelerine ait unlarin 6n fermantasyonu ile elde
edilen ortamlardan LAB tiirlerinin izole edilmesi ve tamimlanmasi, EPS iiretim
yetenegine sahip suslarin belirlenmesi ve verimi en yiiksek olan iki susa ait

EPS'lerinin karakterize edilmesidir.
2.2 Materyal Metot

2.2.1 1izolasyon Ortamlarinin Hazirlanmasi

Tiirkiye menseili nohut, yesil mercimek, beyaz fasulye ve bugday olmak iizere 4
adet hammadde LAB tiirlerinin izole edilmesi planlanan ©6n fermantasyon

sivilarimin elde edilmesinde kullanilmak tizere belirlenmistir.

Grup-1 Izolasyon Ortami_(Cimlendirilmis taneler): Bu amacla 400’er gram

hammadde iki kat1 kadar distile su iginde 6n nemlendirilmenin saglanmasi i¢in 24
saat bekletilmistir. Sonrasinda siiziilen taneler tanelerin nemi ise yaklasik %50
olacak sekilde diizenli olarak nemlendirilerek nemli bir laboratuvar kagidi
icerisinde, 4 giin boyunca oda sicakliginda ¢imlendirilmistir (Montemurro vd.,
2019; Boyaci Giindiiz vd.; 2020; Xu vd., 2019). Cimlendirme islemi sonrasinda
taneler 40 °C’de 4 saat kurutuldu ve laboratuvar tipi degirmende oOgiitiilerek

depolanmustir (Sekil 2.1).

Grup-2 Izolasyon Ortami (Cimlendirilmemis Taneler): bu asama icin hammadde

olarak secilen bugday (Hatap Un), nohut (Safi Bahge Organik Nohut Unu), yesil
mercimek (Ipek Degirmen) ve kuru fasulye (Dr. Akyol) tanelerine ait ticari olarak
satilan unlar temin edilmistir.

Iki grup icin elde edilen unlardan 6n fermantasyon sivilarimn hazirlanmasi icin
50’ser gram tartilip 400 ml sterilize edilmis ve 37 °C’ye sogutulmus su ile
karistirilip yine 37 °C’de, 18 saat fermantasyona tabi tutulmustur (Sekil 2.2).
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Mercimek Bugday Nohut Kuru Fasulye

Sekil 2.1 Cimlendirilmis ve 6giitiilmiis tahil ve baklagil taneleri
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Sekil 2.2 On fermentasyon sivilarinin hazirlanma akis semasi
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2.2.2  On Fermentasyon Sivilarindan LAB’nin izolasyonu ve Genotipik
Olarak Tammmlanmasi

2.2.2.1 Kiiltiir Ortamlarimin Hazirlanmasi

Tez calismasi boyunca kullanilan besiyeri bilesimleri ve miktarlart asagida

belirtildigi gibi hazirlanmugtir.

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Modifiye Broth (MRS5): 10 g L maltoz, 5
g L1 fruktoz,5gL? glukoz,10 g L tryptone,59g L? et ekstrakti, 5 g Lt maya
ekstrakti, 5 g LT CoHsNaO2. 3H20, 3 g L't amonyum klorid, 2,6 g L1 KHPO4
3H20, 4 g L' KH2POg4, 0.1 g MgSO4 .7H20, 0,05 g L MnSO4. 4H,0, 0,59 L1
sistein-HCI, 1 ml Tween 80 ve maya gelisimini engellemek igin 0.1 g
cycloheximide ile ayrica % 0,1 oraninda olacak sekilde (her bir vitamin 0,2 g L™
olacak sekilde, pH 5,8) kobalamin, folik asit, pantotenik asit, pridoksal fosfat ve

tiamin).

De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) Broth: 10,0 g L kazeinden elde edilen
pepton; 8,0 g L et ekstrakti; 4,0 g L1 maya ekstrakti; 20,0 g L't D (+) glukoz; 2,0
g Lt KoHPO4; 1,0 g Lt Tween 80; 2,0 g L di-amonyum hidrojen sitrat; 5,0 g L
sodyum asetat; 0,2 g L't MgSOs; 0,04 g L™t MnSO..

Modifiye Brain Heart Infusion (MBHI) Broth: 37 g L' BHI broth, 5 g L1
meat/beef ekstrakt, 5 g L1 peptone casein, 5 g L1 sodyum asetat, 1 g L1 Tween 80,
0,2 g L magnezyum siilfat hepahidrat, 30 g L siikroz

Dehidre besiyerleri damitik su i¢inde 1sitilarak eritilmis ve otoklavda 121 °C’da 15
dakika sterilize edilerek hazirlanmustir. ilgili besiyerlerine ait kat: ortamlar otoklav
isleminden Once uygun besiyerine %1,5 (w/v) agar-agar ilave edilerek

hazirlanmastir.

2.2.2.2 Bakteriyal izolasyon

LAB’nin izolasyonu i¢in yukarida tarif edildigi sekilde hazirlanan 6giitiilmiis tane
ve su karisimlarini iceren 6n fermantasyon sivilar kullanilmistir. Bu amagla 10 mL
fermentasyon sivist 90 mL FTS (Fizyolojik Tuzlu Su) ile steril bir homojenlestirme
torbasina alimmistir. 60 saniye boyunca bir pedalli blenderde homojenizasyon
gergeklestirilmistir. Homojenize sividan 10-°’e kadar diliisyonlar hazirlanarak

MRSS5 agar iizerine 100 pL olacak sekilde yayma islemi gergeklestirilmistir.
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Petriler anaerobik olarak 30 °C’de 48 saat inkiibe edilmistir. Petrilerde gelisen
koloniler takiben basit bir morfolojik teste tabi tutulup farkli oldugu diisiiniilen olasi
LAB kolonileri, fenotipik tammlama i¢in ilgili besiyerine alinarak tekrar
gelistirilmistir. Sonrasinda genotipik ayrim gergeklestirilmistir. Fenotipik ve

genotipik tanimlama i¢in asagidaki siralama izlenmistir;

e Koloni Morfolojisi:

[lk izolasyon i¢in MRSS kat1 besiyerinde gelisen koloniler birbirleri ile kiyaslanmig
ve morfolojik yapilarina gore farklilik teskil edenler secilmistir. Segilen koloniler

kat1 besiyerinde saflastirma islemine tabi tutulmustur.

e Gram Boyama

Saf oldugu tahmin edilen koloniler oncelikle 18-24 saat sivi besiyerinlerinde
gelistirilmistir. Sonrasinda MRS agar lzerine ¢izilerek 48 saat inkiibasyona
birakilmistir. Petriler i¢inden tek halde gézlemlenen kolonilerden secilerek temiz
bir lam iizerine damlatilmis 10 pL steril saf su i¢inde steril 6ze ile aktarilarak ince
bir film tabakasi halinde yayilmistir. Alevden gegirilerek lam tiizerine fiksasyonu
saglanmistir. Fikse edilen bakteriler 1 dakika kristal viyole ile boyanmis ve saf
sudan gecirilerek boya akitildiktan sonra 1 dk liigol ¢ozeltisi ile boyanmistir. Bu
cozeltide saf su ile akitildiktan sonra 30 saniye etil alkolden gegcirilmis ve tekrar
yikanip kurutulmustur. Kuruyan lam {izerine immersiyon yag damlatilarak
x100°lik objektife sahip 151k mikroskop altinda incelenmistir. Koyu mavi-mor
renkli koloniler olast Gram (+) LAB olarak degerlendirilmistir.

o Katalaz Testi

Gram boyamada sec¢ilen mavi-mor koloniler tekrar kati besi yerlerine ekilerek
inkiibasyona birakilmistir. Sonrasinda steril bir ylizeye alinan kolonilerin iizerine 1
damla 9%3’liik Bactident Catalase c¢ozeltisi damlatilmis ve gaz c¢ikist
gozlemlenmistir. Gaz c¢ikist olmayan koloniler olast LAB tiirleri olarak

degerlendirilmistir.
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e rep-PZR ile Genotipik Karakterizasyon

On fermentasyon sivilardan izole edilen LAB suslarinin ayrimi igin dncelikle rep-
PZR analizi yapilmistir (Sagdic vd., 2014). Segilen olasi LAB’ne ait kolonilere ait
DNA’lar EcoSpin Bacterial Genomic DNA Kit (Erzurum, Tiirkiye) ile liretici
protokoliine gore ekstrakte edildi ve genomik DNA'lar PZR reaksiyonlarinda
sablon olarak kullanimigtir. DNA ayrmmini takiben, 16S rRNA gen dizilimi ile
tanmimlama yapilmistir. Bunun i¢in 1,5 kb 16S rRNA'y1 amplifiye etmek igin
AMP_F ve AMP_R primerleri (Baker vd., 2003) kullanildi ve 1 pLDNA sablonu,
2,5 ul 10 x PZR tamponu, 0,75 ul 50 ile PZR reaksiyon karisimi hazirlandi. 0,75
puL 50 mM MgCly, 0,5 uL 10 mM dNTPs, 1,25 pL 20 mM primerler AMP_F ve
AMP R, 0,1 pL 5 U polimeraz (Promega) ve 25 pL'ye kadar ultra-steril H.O ve
PZR kosulu 94 °C 3 dk, 94 °C 45 s, 50 °C 30 s ve 72 °C 45 s ve 72 °C 10 dakikalik
son uzatma ve 25 dongii olarak ayarlanmistir. PZR {iriinlerinin jel elektroforezinde
kontrolii i¢in konsantrasyonu %1 olan agaroz jeli 0,5 X Tris Borat EDTA (TBE)
tamponu kullanilarak hazirlanmistir. PZR {iriinleri agaroz jele yiiklemeden 6nce
yiikleme boyast olan DNA Loading Buffer (Bioline, Ingiltere) ile
renklendirilmistir. Bu islem i¢in ilk olarak parafilm tizerine 2 uL yiikleme
boyasindan konulup iizerine 10 pL 6rnek aktarilarak otomatik pipet araciligr ile
ormek ve boya birbirine karistirilmis ve renklendirilen Ornekler agaroz jele
ylklenmistir. TBE tamponu kullanilarak elektroforez islemine birakilmistir.
Elektroforez isleminin ardindan jeller 1 mg LTlik etidyum bromid ¢ozeltisi
icerisinde 30 dk bekletilerek jelde yiiklii olan DNA pargaciklarinin boyanmast
saglanmistir. Bu islemin ardindan jeller deiyonize su icerisinde kisa siire tutularak
durulandiktan sonra UV-Transilluminatér kullamlarak UV 151k altinda
goriintiilenmistir. HyperLadder I (Bioline, Ingiltere) her elektroforetik jelde DNA
boyutlayicist olarak kullanilmistir. Agaroz jel elektroforezi ile amplifikasyonun
dogrulanmasinin ardindan 16S rRNA geni Medsantek (istanbul, Tiirkiye)
tarafindan sekanslanmis ve sekansin NCBI veri tabanina benzerligini %98-100

benzerlik kriteri ile belirlemek i¢in ise BLAST algoritmasi kullanilmistir.
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2.2.3 EPS Ureticisi LAB’nin Secimi, EPS Izolasyonu, Saflastirilmasi ve
Karakterizasyonu

2.2.3.1 LAB Tiirlerinin EPS Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

Secilen suslarin EPS tiretim yeteneklerinin hizlica gdzlemlenebilmesi icin modifiye
bir BHI besi yeri hazirlanmistir. 5’er mL sivi besiyeri ortamina 50’ser pL 6nceden
MRS siv1 besiyerinde aktiflestirilmis kiiltiirler ilave edilmis ve bir gece 30 °C’de
inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin cam tiiplerin hepsinde gelisim gozlemlendi
(Sekil 2.4) Segilen suslarin yapiskan madde tiretimlerinin gézlemlenebilmesi igin
ayni besiyeri ortam1 15 g L agar ilavesi ile kat1 olarak hazirlanmis ve gelisen
kiiltiirlerden ¢izim yapilmistir. Tiirlerin EPS iiretimi i¢in oksijen isteklerinin

belirlenebilmesi i¢in hem aerobik hem de anaerobik ortamda ¢alisilmistir.

2.2.3.2 EPS izolasyonu ve Saflagtirilmasi

Uretim yetenekleri tespit edilen tiirler yukarida igerigi belirtilen siikroz ilaveli
250’ser mL modifiye BHI sivi besiyerinde 48 saat 30 °C’de gelistirilerek EPS
iiretmeleri saglanmistir. EPS’lerin izolasyonu i¢in izlenen yontem su sekildedir; 48
saatlik inkiibasyon sonrasi sivi besiyerleri 6000 x rpm’de 4 °C’de 30 dk
santrifiijlenerek ¢okelti kism1 uzaklastirilmis ve sivi kisma esit miktarda soguk saf
etanol ilave edilerek bir gece 4 °C’de bekletilmistir. Ertesi giin 6000 rpm 4 °C’de
20 dakika sivi kisim santrifiijlenerek ¢okeltiler toplanmustir. Toplana ¢okeltiler
¢Ozlinmeyi saglayacak miktarda steril saf su ile ¢ozdiiriildii ve ilave edilen su
miktarinin iki kat1 kadar soguk saf etanol eklenerek bir gece 4 °C’de bekletilmistir.
Son asamada s1v1 kisim yine 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijlendi ve ¢dkeltilere
esit miktarda olacak sekilse steril saf su ilave edilip ¢ozlindiirme islemi
gerceklestirilmistir. Verimin hesaplanabilmesi i¢in ¢oziindiiriilmiis ¢okeltiler
falkon tiiplerine alinip hepsi steril saf su ile esit hacme tamamlanmistir. Elde edilen
EPS c¢ozeltileri daha sonraki analizlerde kullamlmak tizere once — 80 °C’de
dondurulmus ve sonrasinda liyofilizator yardimiyla 3 giinliik siire¢te dondurularak
kurutulup ve toz haline getirilmistir. Sonraki analizlerde kullamlmak tizere — 80

°C’de dondurucuda saklanmistir.
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2.2.3.3 HPLC Analizi ile EPS Yapilarinin Monosakkarit Kompozisyonunun
Belirlenmesi

Liyofilize edilen EPS'lerin monosakkarit bilesimi, HPLC (Schimadzu) analizi ile
belirlenmistir. Bunun i¢in 6nce liyofilize EPS ‘den 10 mg/mL soliisyon hazirlanmis
ve 800 pL soliisyon alinip 218 pL %72 perklorik asit ilave edilerek soliisyon 95
°C'de 2 saat yakma isleme tabi tutulmustur. Son olarak 500 uL 5M KOH ile
notralize edilmistir. Numuneler daha sonra 12.000xg'de (4 °C'de 5 dakika) santrifiij
edilerek olusan tuz ¢okeltilmis, 0,22 um filtreden gecirildikten sonra monosakkarit
bilesimini belirlemek i¢in 20 pL 6rnek HPLC'ye verilmistir. H2O'nun hareketli faz1
olarak 0,6 mL/dak akis hiz1 ve 85 °C kolon sicaklig1 ile bir CONCISE cARBoSep
CHO 87 C kolonu ve RID-10A kirilma indisi detektorii kullanilmistir. Standart
sekerler olarak glukoz, galaktoz, maltoz ve fruktoz kullanilmis ve EPS yapisindaki
her bir sekerin seviyesini belirlemek icin her seker i¢in standart egriler

hazirlanmistir. Bu egrilerden EPS'lerin verimi dl¢tilmiistiir.

2.2.3.4 EPS’lerin Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Spektroskopisi ile
Analizi

EPS'lerin kimyasal yapisini ortaya ¢ikarmak icin izole edilmis EPS'lerin hidrojen
ve karbon spektrumlar1 400 MHz ‘de (*H, 13C) 25 °C'de NMR spektroskopisi ile
belirlenmistir. Bu amagla yaklasik 20 mg liyofilize EPS 500 ul D20 iginde
¢Ozlilmiis ve elde edilen soliisyondan 300 ul NMR tiipiine dokiilerek Agilent 400
MHz NMR Sistemi ile analiz edilmistir. EPS'lerin 'H ve 3C spektrumlar
MestreNova yazilimi ile analiz edilmistir (Y1lmaz vd., 2022).

2.2.3.5 EPS’lerin Fourier Doéniisiimlii Kizil6tesi Spektroskopisi (FTIR) ile

analizi

Sec¢ilen EPS yapilarinin fonksiyonel gruplari, Perkin Elmer Spectrum 65 FTIR
Spektrometresi ile belirlenmistir. Bu amagla 6rneklerin FTIR spektrumlart 4000-
400 cm! bolgesinde iletim modunda taranmustir. FTIR spektrumlarini elde etmek

i¢in 32 tarama ile 4 cm™ kizil6tesi spektral ¢oztniirliik uygulanmistir (Aburas vd.,

2020; Y1ilmaz vd., 2022)
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2.2.3.6 EPS’lerin Termogravimetrik Analiz (TGA) ile Termal Ozelliklerinin
Belirlenmesi

TGA analizi i¢in Aburas vd. (2020) tarafindan uygulanan yontem takip edilmistir.

Bu amagla bir Perkin Elmer Simultaneous termal analiz cihazi STA 8000

kullanilmistir. Segilen EPS'lere Al,O3 potasinda 10 °C dk! sicaklikta 25 °C ile 1000

°C arasinda uygulanmustir. Analiz, 100 mL/dk akis hizinda bir hava atmosferinde

gergeklestirilmis olup DTG analizine ait veriler, TGA verileri islenerek elde

edilmistir.

2.2.3.7 EPS’lerin Termal Ozelliklerinin Belirlenmesi

EPS’lerin termal Ozellikleri bir Diferansiyel Taramal1 Kalorimetre (DSC) cihazi ile
(Perkin Elmer DSC 8000) 10-500 °C sicaklik araliginda 10 °C dk 1sitma hizinda
yapilmistir. EPS numunelerinin (~5 mg) erime noktalar1 ve entalpi degisimlerini

gozlemlemek icin sizdirmaz bir aliiminyum tava kullanilmis ve referans olarak bos

tava tercih edilmistir. (Aburas vd., 2020).

2.2.3.8 X-Isim Difraktometresi ile EPS’lerin Kristal Yapilarinin Belirlenmesi
EPS’lerin kristal yapilarimi belirlemek i¢in XRD teknigi kullanilmistir. Bu amagla
Bruker D8 Discover XRD kullanilmis olup cihazin numune bdliimiine EPS
numuneleri yerlestirilmistir ve difraktogram elde etmek i¢in Cu Ko radyasyonu (Ni
filtre, jenerator ayarlari: 40 kV, 40 mA) uygulamasi ile Breg Brentano 0:26
geometrisi kullanilmistir. Bunun i¢in 20 araliginda 0,03° adim boyutu ile 5-90°

kirinim taramasi uygulanmistir (Cakic vd., 2016, Yilmaz vd.,2022).

2.2.4 EPS’lerin Fizikokimyasal ve Fonksiyonel Ozelliklerinin Belirlenmesi
2.2.4.1 EPS’lerin Suda Céziiniirliikk Indeksinin (SCI) Belirlenmesi

EPS'lerin suda ¢oziiniirligliniin belirlenmesi Kavitake vd. (2020) yonteminin
uygun sekilde modifiye edilmesi ile belirlenmistir. Ozetle 200 mg'hk kurutulmus
EPS numunesi, 5 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir ve homojen bir siispansiyon elde
etmek icin 40 °C'de su banyosunda 40 dakika karistirilmistir. Daha sonra siispanse
karisim 10 dakika boyunca 4000 x g'de santrifiijlenmis ve berrak kisim bir Petri
kabina yerlestirilerek kuru kati agirh@nin tespiti i¢in 105 ‘C 'de 4 saat

kurutulmustur. Suda ¢6ziiniirliik indeksi asagidaki denkleme gore hesaplanmistir.

e SCI (%) = [(Berrak Sividaki Kuru Katiin Agirligr) / (Kuru Ornek Agirligi)] x
100
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2.2.4.2 EPS’lerin Yag ve Su Tutma Kapasitelerinin (YTK — STK) Tespiti

Yag tutma kapasitesinin (YTK) belirlenmesi i¢in agirligi bilinen bir santrifiij tiipiine
1 g liyofilize EPS tartilip lizerine 10 mL yag (Aycicek veya Zeytinyagi) ilave
edilmistir. Kansim 30 dakika beklemeye birakilip ve 3500 % g’de 15 dakika
santrifiijlenmigstir. Berrak kisim atildiktan sonra, kalint ile birlikte tiip tartilmis ve
agirliktaki artis YTK olarak kaydedilmistir (Devi vd., 2016). EPS numunelerinin su
tutma kapasitelerini (STK) tespit etmek i¢in 0,2 g 6rnek 10 mL distile suda
¢Oziindiiriilmiis ve 40 °C'de 10 dakika bekletilmistir. Tamamen ¢6ziindiiriilmiis
ornekler 14,000 g’de 30 dk santrifiij edilmis ardindan berrak kisim bosaltilmistir.
(Coken EPS miktan kaydedilmistir ve STK yiizdesi hesaplanmistir.

e YTK (mL/g) = Islak kalintimn agirlig1 — Kuru 6rnek agirhigi
e STK (%) = [(Su absorbsiyonunundan sonra 6rnek agirhigi) / (Toplam Kuru
Agirlik)] x 100

2.2.4.3 EPS’lerin Emiilsiyon Stabilitesinin Belirlenmesi

Vidali kapakli bir cam tiip (100 mm x 13 mm) i¢indeki 2 mL EPS ¢ozeltisine (%1,
w/v) ¢ mL ay cigcek yag1 ve zeytinyagi ilave edilerek 40 Hz'de 3 dakika
vortekslenmistir ve 25 °C'de sabit bir sekilde saklanmistir. 1, 24 ve 168 saat sonra

emiilsiyon indeksi (EA1, EA24 ve EA168) asagida verildigi gibi belirlenmistir:
e EA (%)= (he/ht) x 100 (he: emiilsiyon yiiksekligi; ht: tiim yiikseklik)

2.2.4.4 EPS’lerin Sineresis Ozelliklerinin Belirlenmesi

Sineresiz 6zelliginin belirlenmesi igin %2 ‘lik kalin nisasta ¢ozeltisi hazirlanip 10-
15 dakika siire ile sicak su banyosunda pisirilmistir ve farkli konsantrasyonlarda
EPS (%-0.5-1) bu karisima ilave edilerek tamamen c¢oziindiirilmiis ve oda
sicaklifina gelene kadar karistinlmstir. Ornekler kapakli plastik tiiplere 10 mL
olacak sekilde konulup dikey bir sekilde 4 °C’de 10 giin depolanmustir. Sinersizin
derecesi pozitif (%2 nisasta) kontrol ile bir giin ara ile dl¢iilmiistiir. Hesaplama

yiikseklik degisimine gore yapilmistir (Ah/h0) (Devi vd., 2016).
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2.3  Sonugclar ve Tartisma

2.3.1 On Fermentasyon Sivilarindan LAB’nin izolasyonu ve Genotipik

Olarak Tanmimlanmasi

Besinsel ve fizikokimyasal 6zelliklerini genisletmek i¢in farkli tahil ve baklagillerin
fermente tirtinler olarak kullanilmasina yonelik artan bir egilim vardir. Bu tanelerin
fermente ortamlarinda teknolojik ve fonksiyonel amaglar i¢in kullanilabilecek LAB
suslarinin arastirilmasi 6nemlidir. Bu a¢idan bakildiginda, bu ¢calismada farkli LAB
tiirlerinin izolasyonu i¢in baglangic materyali olarak belirlenen tahil ve baklagil
unlar1 kullanilarak 6n fermentasyon sivilar1 hazirlanmistir. Bu ortamlardan
toplamda 84 izolat olas1 LAB tiirii olarak belirlenmistir (Tablo 2.1). Bu kolonilerin
fenotipik olarak ayrimi i¢in yapilan mikroskobik morfolojik farklilasma testlerin
sonucunda izole edilip saflastirilan 84 izolattan 70'i Gram (+) Katalaz negatif sonug
veren olasit LAB’leri olarak se¢ilmistir. Se¢ilen bu suslar icinden son bir morfolojik
eleme ile 17 tanesi 16S rRNA geninin ¢ogaltilarak genotipik farkliliklarinin tespiti
i¢in secilmistir. Secilen 17 koloni saflagtinlip PZR reaksiyonu kurularak 16S geni
amplifiye edilmis ve sekanslama islemi hizmet alim1 ile gergeklestirilmistir. Sekil
2.3’te 16S PZR amplifikasyonu sonrasi agaroz jel goriintiisii gosterilmektedir. Buna
gore bugday, ¢imlenmis bugday, fasulye, nohut ve mercimek tanelerine ait 6n
fermantasyon sivilarinda baskin sus Weissella confusa olarak belirlenmistir.
Bugday ve ¢imlenmis fasulye orneklerinde Leuconostoc mesenteriodes suslari
bulunurken, ¢imlenmis bugday ve ¢imlenmis nohut 6rneklerinde Leuconostoc
lactis suslari bulunmustur. Son olarak, Lactiplantibacillus plantarum, Weissella
cibaria ve Lactococcus lactis subsp hordniae suslar1 sirasiyla fasulye, nohut ve
¢imlenmis mercimek on fermantasyon sivilarinda tespit edilmistir. Bulgularimiza
benzer sekilde Boyaci Giindiiz vd. (2020), farkli bolgelerdeki firinlardan temin
edilen nohut tanelerinin 6n fermantasyon sivilarinda baskin tiriin W. confusa
(%47,8) oldugunu ve bu tiirii Enterococcus faecium (%22,1) ve W. cibaria'nin
(%12,4) izledigini Leu. mesenteriodes ve Levilactobacillus brevis suslarinin ise
mindr seviyelerde oldugunu bildirmislerdir. Onceki arastirmalardan farkli olarak,
calismamizda farkli tahil ve baklagil unlarnin 6n fermantasyon sivilarinda
Enterokok rapor edilmedigine dikkat edilmelidir. Bildigimiz kadariyla bu ¢alisma,
kuru fasulye tanelerinden izole edilen LAB tiirlerini bildiren ilk ¢alismadir ve bu

taneler W. confusa, Leu. mesenteriodes ve L. plantarum gibi 6nemli LAB tiirlerini
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barindirmustir. Secilen tahil ve baklagil tanelerinden izole edilerek tanimlanan LAB
suslarinin 16S rRNA gen dizileri, Tablo 2.1°’de erisim numaralartyla GenBank'a

islenmistir.

' pray mmwmmm ‘.

Sekil 2.3 16S PZR amplifikasyonu sonrasi agaroz jel goriintiisii
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Tablo 2.1 LAB tiirleri ve GenBank erisim numaralari

izolasyon . GenBank Erisim
KOD TUR
Kaynad Numarasi
W-13 Leuconostoc mesenteroides OM283573
BUGDAY W-11 | Weissella confusa OM283569
W-16 Weissella confusa OM283574
Cimlenmis GW-5 | Weissella confusa 0OM283568
BUGDAY GW-6 | Leuconostoc lactis OM283567
HB-4 Weissella confusa OM283558
KURU )
HB-8 | Lactobacillus plantarum OM283570
FASULYE
HB-11 | Weissella confusa 0OM283563
Cimlenmis GHB-7 | Leuconostoc mesenteriodes OM283572
KURU
GHB-8 | Leuconostoc mesenteriodes OM283571
FASULYE
P-3 Weissella cibaria OM283559
NOHUT P-5 Weissella confusa 0OM283560
P-9 Weissella confusa OM283561
Cimlenmis F
GP-7 Leuconostoc lactis OM283566
NOHUT
YESIL L-4 Weissella confusa OM283564
MERCIMEK L-6 Weissella cibaria 0OM283562
Cimlenmis
YESIiL GL-3 Lactococcus lactis subsp. hordniae 0OM283565
MERCIMEK

2.3.2 LAB’nin EPS Uretim Yeteneklerinin Belirlenmesi

Tahil bazli LAB suglari, homopolimerik glukan tipi EPS iiretimi i¢in 1yi kaynaklar
oldugu bilinmektedir ve Leuconostoc spp. gibi bazi tiirler ana {iireticiler arasindadir
(Tieking vd., 2005). Bununla birlikte, filogenetik olarak Leuconostoc ve
Oenococecus tiirleri ile akraba olan Weissella tiirleri de dekstran sentezleyen LAB'de
son yillarda dikkatleri iizerine ¢ekmistir. Weissella cinsine ait iki tiir, Weissella
cibaria ve Weissella confusa, yliksek dekstran verimleriyle bilinmektedir (Ahmed
vd., 2012; Sasikumar vd., 2017). Calisma kapsaminda izole edilen tahil bazli bu

LAB’leri de homopolimerik EPS iireticileri olabileceginden, tiim izolatlarin EPS
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iiretim kabiliyetleri test edilmistir. Oncelikli olarak izole edilen ve genotipik olarak
tanimlanan LAB tiirleri, modifiye siikrozlu BHI sivi ve kati besiyerlerinde
gelistirilmig ve EPS iiretim kabiliyetleri kalitatif olarak belirlenmistir. Segilen 17
sustan 16°s1 her iki ortamda da yapiskan bir yap1 sergiledigi ve EPS iiretebildikleri
kabul edilmistir (Sekil 2.4). EPS iireticisi oldugu kalitatif olarak belirlenen bu
suslarin tiretmis oldugu EPS yapilarinin kantitatif olarakta belirlenebilmesi i¢in
HPLC analizi gercgeklestirilmistir. Bu analiz ile EPS’lerin monosakkarit
kompozisyonu agiga ¢ikartilmis ve liretim verimleri tespit edilmistir. Sonug olarak
elde edilen EPS’lerin tamaminin seker monomeri olarak yalnizca glikoz igerdigi ve
EPS’lerin glukan yapt gosterdigi tespit edilmistir. EPS’lere ait HPLC
kromatogramlart Sekil 2.5’te gosterilmistir. EPS yapilarinn glukoz oranlar ise
Tablo 2.2’te verilmistir. Test edilen kosullar altinda bu ¢alismada izole edilen LAB
suglarmin EPS verimleri 2,90 ile 6,64 g L1 arasinda degismistir. Bu kapsamda
calismanin bundan sonraki kisminda yiiksek verim gosteren ve iyi EPS iireticisi
oldugu belirlenen Weissella confusa W-16 (EPS'’) ve Leuconostoc lactis GW-6

(EPS) tiirlerine ait EPS’lerin yapisi aydinlatilarak ¢alismaya devam edilmistir.

: ol 'QL \..
KonNtroL E
’---Er i-‘.. .1... T

Sekil 2.4 LAB’nin EPS iiretim yeteneklerinin kalitatif olarak belirlenmesi
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Tablo 2.2 EPS iireticisi LAB’nin glukoz verimleri

Glukoz verimi (g/L

Tiir ad1
glukoz)
Leuconostoc mesenteriodes W-13 494
Weissella confusa W-11 4,95
Weissella confusa W-16 6,54
Weissella confusa GW-5 5,23
Leuconostoc lactis GW-6 6,64
Weissella confusa HB-4 3,80
Weissella confusa HB-8 2,21
Leuconostoc mesenteriodes GHB-7 6,13
Leuconostoc mesenteriodes GHB-8 2,90
Weissella cibaria P-3 5,51
Weissella confusa P-5 3,17
Weissella confusa P-9 5,73
Leuconostoc lactis GP-7 6,19
Weissella confusa L-4 2,97
Lactococcus lactis GL-3 3,59
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Sekil 2.5 Glukoz verimi en yiiksek iki EPS i¢in HPLC kromatogrami

2.3.3 EPS’lerin NMR Spektroskopisi ile Analizi

Elde edilen EPS’lerin yapilarinda, monosakkarit profillerinde monomer olarak
sadece glukozun varligr gosterildikten sonra secilen iki c¢esit EPS’ye ait glukan
yapinin ortaya ¢ikarilmasi i¢in 'H ve 13C analizleri uygulanmistir. 'H NMR
spektrumuna ait grafikler genel olarak ¢ bolgeden olusmaktadir; seker
kalintilarinin anomerik sinyallerini gosteren anomerik bolge (~4,5-5,5 ppm), C2-
C6’ya proton baglantilarini gosteren halka proton bolgesi (~3.1 — 4.5 ppm) ve alkil
bolgesi (~1,2-2,3 ppm) (Rajoka vd., 2019; Wang vd., 2014). Sekil 2.6, EPS 17 ve
EPS 10°a ait 3,1 — 5,3 ppm arasindaki bolgede glukan yapi i¢in spektral rezonanslari
gosteren 'H spektrumunu gosterilmistir. H  spektrumlarimin  sonuglari

incelendiginde, 3,1 ppm ve 5,30 ppm arasindaki bolgede spektral rezonanslar tespit
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edilmistir. 4,6 — 5,2 ppm arasinda glikozil kalintilarinin karakteristiklerini ifade
eden anomerik sinyallerin oldugu goriilmekte ve bu polisakkarit yapinin varligini
dogrulamaktadir ve a-anomerik konformasyonunun meydana geldigini
diistindiirmektedir (Abid vd.,2018, Rojaka vd., 2018). 4,70 ppm civarindaki yogun
pik, solventi ifade etmekle beraber 4.84 ppm’de yakinlarinda rezonans veren pik o-
(1—6) ve 5,17 ppm’de rezonans veren pik ise a- (1—6) a-D glukoz tnitelerine 3
pozisyonunda dall1 a- (1—3) baglarinin varligini belirtmektedir (Yilmaz vd., 2022,
Aburas vd., 2020; Feng vd.,2018). 4,00 ppm ile 3,00 ppm arasinda goriilmekte olan
pikler yapidaki diger proton yapilarini ifade etmektedir. Sonug olarak EPS 17 ve
EPS 10°un ana ¢ekirdek yapisinda a- (1—6) bagli a-D-glikoz birimleri ve bu yapiya
sirastyla %1-3 ve %5-7 oraminda o- (1—3) pozisyonunda bagli a-D-glikoz
birimlerinden olustugu ve dekstran tipinde homopolimerik glukan yapida oldugu
tespit edilmistir. Daha Onceki g¢alismalarda Weisella confusa ve W. cibaria
suslarindan ekstrakte edilen dekstran tipte EPS yapilarimn ana zincirde (1—6)
baglantilan ile birlikte ¢ok az miktarda (%2,4-3,3) (1—3) baglantili dal yap1
bulundurdugu ifade edilmistir (Ahmed vd.,2012, Bounaix vd., 2009). Aburas ve
ark. (2020)’nin eksi hamur kaynakli Weissella cibaria MEDI17 tarafindan
sentezlenen a-D-glukan yapidaki EPS karakterize ettikleri ¢alismalarinda benzer
sekilde yapida (1—6) ve (1—3) a-D-glukoz iinitelerinin sirasiyla %94,3 ve %5,7
oldugunu ifade etmisler ve bunun diger Weisella tiirleri ile yapilan ¢alismalarda
karakterize edilen EPS yapilar1 ile benzerlik gosterdigini ifade etmisleridir
(Bounaix vd., 2009, Ahmed vd., 2012). Leuconostoc mesenteroides FT045B susu
tarafindan sentezlenen EPS yapisinda da %97,9 a-(1-6) ana zinciri iizerinde %2,1
oraninda a-(1-3) dallanma yapisi oldugu tespit edilmistir (Vettori vd., 2012).
Yapisindaki dallanma noktalarinda (1—3) bagh a-D-glukoz birimlerini farkli
oranlarda icerebilen ve teknolojik 6zellikleri bu dallanma derecesinden etkilenen
dekstran yapimn, bu ¢alismada daha 6nce yapilan ¢aligmalara paralel olarak % 1-3

ve %5-7 oranlarinda (1—3) bagli a-D-glukoz birimlerinden olustugu belirlenmistir.

EPS ‘lere ait 13C NMR spektrumlarinin 'H NMR spektrumlari ile tespit edilen
glukan yapr ile uyumlu oldugu goézlemlenmistir. *C NMR hem anomerik
karbonlari (~ 95-110 ppm) hem de anomerik olmayan karbonlar1 (~ 50-85 ppm)
tanimlamak i¢in kullanilabilir (Zhao vd., 2019). Bu yap1 i¢in tipik kabul edilen
spektrumlar daha 6nceki ¢alismalarda da belirtildigi gibi, C-1, C-3, C-2, C-5,C-4’¢
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karsilik gelen sinyallerin ~ 97,8 ppm, 73,3 ppm, 71,3 ppm, 70,1 ppm, 69,5 ppm ve
65,5 ppm oldugu tespit edilmistir (Aburas vd., 2020, Diana vd., 2019). 97,8 ppm’de
goriilen sinyal, Bubb tarafindan agiklanan a- (1—6) baglantisina ait 97-101 ppm
araliginda olup bu yapinin a- (1—6) baglarina sahip oldugunu gostermektedir. 101
ppm ve 105 ppm arasinda tepe noktasi gosteren sinyallerin olmamasi bu
EPS’lerdeki  glikozidik  baglarin  B-konfiglirasyonundan  ziyade  a-
konfigilirasyonunda oldugunu gostermektedir (Bubb, 2003, Vettori vd., 2012, Zhao
vd., 2019). Sonug olarak her iki grafige ait veriler, EPS 17 ve EPS 10 yapilarinin, a-
1—-3 bagh a-D-glukoz birimleri ile ardisik (1—6) bagh a-D-glukopiranozil

birimleri igeren glukan tipte lineer dekstran yap1 gosterdikleri tespit edilmistir.
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Sekil 2.6 EPS 17 ve EPS 10 i¢in 'H ve 13C NMR spektrumlarinin gosterimi

2.3.4 EPS’lerin FTIR Spektroskopisi ile Yapisal Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

FTIR analizi, elde edilen EPS’lerin sahip oldugu monomerik birimler ve
baglantilart acisindan fonksiyonel gruplarinin dogal yapisini agiga ¢ikarmak
amaciyla gergeklestirilmistir. Sekil 2.7°de verilen FTIR grafiklerinde polisakkarit
yapilarin karakterizasyonu i¢in onemli iki bélge mevcuttur; 1200-950 cm-! seker
bolgesi veya fingerprint area ve 950- 750 cm-! anomerik bolge (Diana vd., 2019).
Her iki EPS yapisi iginde 3000-3400 cm™ bolgesinde gbzlemlenen genis bant
hidroksil gruplarina ait gerilme titresimini ifade etmektedir (Ispirli vd.,2019, Miao
vd., 2014, Kaviteka vd., 2016). Bu bolgenin devaminda gézlemlenen 2900 — 2925
cm-1 ve 1630 — 1650 cm araliklarina denk gelen iki karakteristik pik seker halkasi
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O/DT

icerisinde yer alan C-H bagina ait gerilme titresimlerini ve karboksil gruplarinin
varligin isaret etmektedir (Ispirli vd., 2019, Diana vd., 2019). EPS 2 i¢in 1412 cm
1ve 1343,27 cmtile EPS 17 igin 1408,48 cm™ ve 1344,02 cm gerilme titresimleri
karboksil gruplar1 veya karboksilatlar i¢in karakteristik pikler olup bu EPS’lerin
asidik 6zellikte polisakkaritler oldugunu gostermektedir (Kaviteka vd., 2016). Her
iki EPS yapist i¢in 1007 cm™ yakinlarinda ortaya ¢ikan keskin pik C — O - C ve C
— O gerilimleri sebebiyle gdzlemlenmis olup bu polimerin bir polisakkarit oldugunu
ve ayni zamanda daha once de belirtildigi gibi (1—6) bagli a-D-glukoz birimlerinin
varligim ortaya ¢ikarmistir (Aburas vd., 2020). Yaklagsik olarak 915 — 916 cm-!
bandinda goriilen pik glikozil kalintilarinin piranoz formunu, 877 cm civarindaki
pik ise glikozidik baglantilarini ve a- konfigiirasyona sahip yapinin varliginm
gosterirken 820 cm™ civarinda pik gozlemlenmemesi a-(1—3) baglantilar ile
iliskilendirilmektedir (Zhao vd.,2020, Kavitake vd., 2016, Miao vd.,2014). Ayrica
760 cm -1 ve 520 cm! yakinlarinda gézlemlenen pikler glikozil gruplari arasinda
glikozidik gruplarin varligina dair kamt saglamistir (Zhao vd., 2020). FTIR analizi
sonucunda elde edilen veriler NMR sonuglari ile uyumlu olup se¢ilen iki EPS’in de

dekstran yapida (1 — 6) ve (1 — 3) bagh a-D-glikoz birimlerine sahip oldugu

dogrulamistir.
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Sekil 2.7 EPS 17 ve EPS 10 i¢in FTIR grafikleri

61



2.3.5 EPS’lerin TGA ve DSC ile Termal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Hem ucucu hem de ugucu olamayan belirli baz1 maddelerin, ¢esitli karbonhidrat
yapilarinin termal bozunumu ile olusabildigi bildirilmektedir (Botelho vd., 2014).
EPS’lerin kimyasal 6zelliklerinin disinda termal 6zelliklerinin belirlenmesi, onlarin
teknolojik uygulamalarda, ozellikle de gida wuygulamalarinda, kullanim
imkanlarinin degerlendirilmesi agisindan dnemlidir (Wang vd., 2010, Ispirli vd.,
2019, Yilmaz vd., 2022). Bu amagla, EPS 10 ve EPS 17 i¢in DSC ve TGA analizleri
uygulanmistir. Genellikle termal analizler sonucu elde edilen termogramlara
incelendiginde sicaklik artisi ile birlikte goriilen ilk olaylar jelatinlesme ve sigmedir.
Sonrasinda sicaklik artisiyla beraber, dehidrasyon, piroliz ve baglantilarin yeniden
diizenlenmesi  olaylar1  gerceklesmekte olup bu  olaylar sirasinda
polisakkaritklerdeki baglantilarin bozunuma ugramasi ve yeni baglarin olusmasi,
ucucu ve ugucu olmayan iiriinlerin ortaya ¢ikmasina sebep olur (Fagerson, 1969,
Botelho vd., 2014). Ekzopolisakkaritlerin termal ozelliklerine bakildiginda, 1s1
absorpsiyonu ve emisyonunu ile polimer yapimin deformasyonu veya kristal
polisakkaritlerin erimesi gibi fiziksel degisimler gozlemlenir (Wang vd., 2010).
Sekil 2.8’de yer alan TGA ve DTG kurvelerinde (Weight loss versus temperature)
her iki EPS i¢inde sicaklik artisiyla beraber 100 °C’nin hemen 6ncesinde, sirasiyla
EPS 10 ve EPSY’, 91 °C ve 94 °C goriilen ilk kademeli bozunuma baglh olarak
gozlemlenen %35,88 ve %4,55’lik kiitle azalmasi nem kaybi1 ve buharlagsma ile
iliskilendirilmistir. Yapidaki karboksil grup igerigi ile hidrofobiklik arasinda
dogrudan bir iliski vardir, EPS’lerdeki bu ilk agirlik kaybi onlarin karboksil icerigi
acisindan zengin oldugunu ve su molekiilleri ile etkilesiminin kuvvetli oldugunu
gostermistir (Nambiar vd., 2018, Rosca vd., 2018, Ahmed vd.,2013). Her iki EPS
yapist iginde 140 °C civarina kadar goriilen agirlik diisiisii yapinin bozunumu ile
iliskilendirilmistir (Ahmed vd., 2013). EPS vyapilarindaki ana bozunum ise,
sirastyla EPS 10 ve EPS'7 i¢in, 296 °C ve 290 °C civarinda gézlemlenen ekzotermik
pik ile baslayip 503 °C (ana kiitlenin %25,815°1 kalana kadar) ve 479 °C’ye (ana
kiitlenin %22,43’ii kalana kadar) kadar keskin olarak devam etmistir. Bu ana
bozunumda maksimum kiitle kayb1 DTG kurvelerinde agikga goriildiigii gibi,
sirastyla EPS 10 EPS 17, 314,3 °C ve 315,16 °C olarak belirlenmistir. Ahmed vd.,
(2013) referans polimerler olarak ksantan gum ve keci boynuzu gumi kullandigi

calismasinda bu yapilar i¢in degradasyon sicakliklarini sirasiyla, 282,65 °C ve
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278,46 °C oldugunu ifade etmistir. Ticari olarak kullanilan bu polimer yapilar ile
elde edilen EPS’ler arasindaki termogravimetrik farklilik onlarin sahip olduklari
farkli karbonhidrat bilesimleri ve molekiiler yapilar ile iligkilendirilebilir (Kaviteka
vd., 2016). Bir baska ¢alismada Leuconostoc pseudomesenteroides XG5 tarafindan
lineer dekstran yapida liretilen EPS’e ait termal 6zelliklere bakildiginda yapidaki
ana bozunumun 240 °C ile 400 °C (ana kiitlenin %11,72’si kalana kadar) arasinda
goriildigii ve maksimum kiitle kaybinin 313,8 °C’de ve Leuconostoc lactis L2
tarafindan {retilen EPS yapist icin ise 256,1 °C ve 392,9 °C arasinda ana
bozunumun, maksimum kiitle kaybinin ise 290 °C’de gergeklestigi bildirilmistir
(Zhaou vd., 2018, Jiang vd., 2020). Boylece EPS 10 ve EPS 7 nin ticari polimerlere
ve benzer yapidaki EPS’lere benzer fakat daha yiiksek degradasyon sicakligina
sahip olmasi ve kiitle kaybinin ger¢eklestigi sicaklik araliklarimin daha genis olmasi
sebebiyle yiiksek sicaklik gerektiven gida uygulamalarinda i¢in giivenilir olarak

kullanilabilecegi tespit edilmigtir.

2.3.6 EPS Yapilarimin XRD Analizi ile Degerlendirilmesi

X-1s11 kirinimi analizi saflastirilmis EPS’lerin amorf ve kristal dogasini incelemek
icin kullanilmigtir. XRD analizine ait grafikte keskin tepe noktalart kristalin
karakteri, genis olanlar amorf karakteri ifade etmektedir. Termogravimetrik
ozeliklerin belirtildigi Sekil 2.8’de yer alan DTA grafiginde goriilen yayvan pik
alan1 da yapimn amorf karakterde oldugunu desteklemistir. Kristallik miktari,
keskin tepe noktalarinin kirimim deseni ile genis tepe noktalari arasindaki oranti ile
hesaplanmaktadir (Jayamanohar vd., 2018). Sekil 2.9°da’ EPS 6rneklerine ait XRD
grafikleri incelendiginde yaklasik 20 20°'de genis bir kirimim zirvesi
gozlemlenmektedir bu da segilen EPS’lerin yapisal olarak amorf 06zellik
gosterdigini ifade etmektedir (Yilmaz vd.,2022; Jia vd., 2019). Daha 6nce amorf
ozelliklere sahip dekstranlar rapor edilmis ve bu 0Ozellik, yiiksek diizeyde
¢oOziiniirliik nedeniyle potansiyel olarak daha iy1 biyolojik fonksiyonlar géstermek

icin pozitif bir fonksiyon olarak rapor edilmistir (Aburas vd., 2020).
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2.3.7 EPS Yapilarinin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

EPS 10 ve EPS 17 i¢in belirlenen fizikokimyasal ozellikler Tablo 2.3 (a-b-c)’te
belirtilmistir. Tablo 1°de verilen verilere bakildiginda her iki EPS yapisinin da %85
oraninda suda ¢dzilinebilme 6zelliginde oldugu belirlenmistir. Bu degerin daha dnce
Leuconostoc citreum B-2 tarafindan iretilen dekstran tipteki EPS igin %80,
Leuconostoc lactis KC117496 ve Lactobacillus kefiranofaciens ZW3 tarafindan
sentezlenen EPS yapilari i¢in ise %14,2 olarak ifade edilmis olup caligma ile elde
edilen EPS yapilarimin benzerlerinden daha yiliksek oranda suda ¢oziinebilme
ozelligi gosterdigi tespit edilmistir (Ahmed vd.,2013; Saravanan & Shetty, 2016;
Feng vd., 2018). EPS yapilarimin su tutma kapasiteleri, EPS 17 i¢in daha 6nce Feng
vd. (2018) tarafindan elde edilen EPS yapisi ile benzer sekilde %450 iken EPS 10
yapist i¢in bu deger ¢ok daha yiiksek olup % 600 seklinde bulunmustur. Ayrica bu
degerlerin Saravanan & Shetty, (2016)’nin yaptiklari ¢calismada tammladigi EPS
yapisinda elde edilen sonugtan (117 + 7,5) da daha yiiksek oldugu gosterilmistir.
EPS yapilarin yag tutma kapasitelerinin belirlenebilmesi i¢in siklikla kullanilan iki
bitkisel yag tercih edilmistir. Bu degerler 3,63 ml/g ile 4,87 ml/g arasinda yer
almaktadir. Daha 6nce Devi vd., (2016)’nin Weissella confusa KR780676
tarafindan sentezlenen galaktan yapidaki EPS icin 5,09 mL/g, Trabelsi ve ark.
(2018), Lactobacillus sp. Ca6, tarafindan sentezlenen EPS yapisinda, bu degerin
%15,96 oldugunu bildirilmislerdir.
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EPS yapilaninin emiilsiyon yapidaki stabilitelerinin belirlenebilmesi i¢in yine
aycicek ve zeytin yag tercih edilmistir. Stabilite 7 glin boyunca takip edilmistir.
Emiilsiyon stabilitelerinin 7 giinliik takip sonucunda yliksek oranda sabit kaldig1
belirlenmistir. Etkili bir emiilgator, olusumundan 24 saat sonrasina kadar orijinal
emiilsiyon hacminin en az %350'sini muhafaza etme yetenegine sahip olmalidir.
Tablo 2’de EPS yapilarinin en az %56,45 emiilsiyon aktivitesi ile basladigi bu
degerin ilk 24 saatte EPS 17 yapisinda herhangi bir diisiis goriilmezken 168 saatlik
stirede %1,80 oraninda emdiilsiyon stabilitesinde diisiis gozlemlenmistir. En yiiksek
dists ise %14,81 ile EPSY yapisinin zeytinyagi ile gosterdigi emiilsiyon yapisinda
gozlemlenmistir. EPS %’ nun bitkisel yaglar ile yapmis oldugu emiilsiyon yapilar

bu siire¢lerin sonunda stabilitelerini daha yiiksek oranda korumustur.

Sineresis, gidalarin duyusal ve fonksiyonel 6zelliklerini olumsuz yonde etkiler ve
hidrokolloidlerin eklenmesi ile elde edilen sinersizin en aza indirilmesini saglar.
Nisasta, gida endiistrisindeki genis uygulama alanina sahip bir polisakkarit yapidir.
Hazirlanan nisasta lapasina farkli konsantrasyonlarda EPS yapilarinin ilavesi ile

sinersizin derecesindeki degisim belirlenmistir.

Tablo 2.1 EPS %0 ve EPS 7 i¢in Fizikokimyasal Ozellikler

EPS?0 EPSY’
Suda Céziinebilirlik %85 %85
Su Tutma Kapasitesi %60 %450

Yag Tutma Kapasitesi- Ayc.Y 4,47 mL/g 4,87 mL/g

Yag Tutma Kapasitesi- Zyt.Y 3,63 mL/g 3,81 mL/g
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Tablo 2.2 EPS 19 ve EPS 7 i¢in emiilsiyon stabilite degerleri

Emiilsiyon Stabilitesi

1sa 24sa 168sa
EPS'0 Z.Yag %57,44 %55,50 %55,40
Aycicek
%57,45 %55,44 %55
Yad
EPSY’ Z.Yag %57,44 %48,93 %48,93
Aycicek
%56,52 %56,52 %55,50
Yagi

Tablo 2.3 EPS 10 ve EPS 17 Sinersis 6zellikleri

EPS - 9%0,5
EPS 10-9%1

EPS 17-9%0,5

EPS 17-%1
KONTROL (%2)

Sinersis Ozellikleri (cm)

24sa T2sa 120sa 168sa 240sa
65,47 63,09 61,90 57,14 55,421
72,09 68,23 67,46 65,06 61,44
67,07 57,31 55 53,75 52,5
68,29 65 65 65 65
42,85 42,85 42,85 42,68 42,68

67



3

YAGI AZALTILMIS MAYONEZ URETIMI

3.1 Giris

Gilinlimiiz yasam sartlar tiiketici taleplerinin daha saglikl1 {iriinleri tercih etmeleri
yoniinde degismektedir. Giinliik diyette alinan gidalarin kalori degerleri ile obezite,
kalp hastalig1, hipertansiyon, diyabet ve diger kronik hastaliklar arasindaki iligki ve
bunlarin yiiksek saglik maliyetleri sebebiyle kalori aliminin disiiriilmesi énem
kazanmistir (Schiadle vd., 2020). Kalori azaltilmas1 genellikle gidalarla alinan
sindirilebilir nitelikteki seker, nisasta ve siv1 ve/veya kat1 yaglar gibi karbonhidrat
veya yag gruplarinin ¢ikartilmasi ile saglanabilmektedir. Dolayisiyla bu tiir kalori
degeri azaltilmis iiriinlere ilgi her gecen giin artmaktadir. Ancak bu bilesenlerin
tilketiciler tarafindan kabul edilen iirlinlerin duyusal 6zelliklerini saglamadaki
rolleri ¢cok biiytiktiir. Bu sebeple gida isleme sistemleri bu bilesenlerin azaltilmasina
bagli olarak ortaya c¢ikan kayiplar1 azaltabilmek i¢in alternatif bilesenler ve isleme
yontemleri ile siirekli olarak iyilestirme ¢alismalar1 yapmaktadir (Andic vd., 2013;

Chung vd.,2014).

Cogu saglikli tiriiniin tiiketiciler tarafindan kabul edilebilirligi geleneksel {iriinlere
gore daha diisiiktiir. Ornegin hamurlar, soslar, peynirler tatlilar ve baz1 icecekler
gibi ¢ogu yiiksek kalorili gidalar, su i¢cinde yag emiilsiyonlar1 (O/W) olarak bulunur.
Bu gidalanin kalori degerleri diisiiriiliirken ortamdaki yagin miktarsal olarak
azaltilmasi tam kalorili benzerlerinin sahip oldugu tat, doku ve gériiniimden yoksun
kalmalarina sebep olur (Chung & McClements, 2015). Bir gidanin sahip oldugu
fiziksel ve yapisal 6zellikler onun dokusu ve agiz hissi tizerinde etkilidir. Doku
“g1dalarin gérme, isitme, dokunma ve kinestetik duyular araciligiyla algilanabilen
yapisal, mekanik ve yiizey 6zelliklerinin duyusal ve islevsel yansimasi” olarak ifade
edilirken, Agiz hissi gida maddesinin ¢ignenmesi sirasinda agizda yer alan
reseptorler ile tiikiiriik sivisi ile kanisan ve yutulan yiyecegin etkilesiminden

kaynaklanan duyumlar olarak tammlanir.

Mayonez, sahip oldugu o6zel aromasit ve agizda olusturdugu kremsi dokusu

sebebiyle diinya genelinde yaygin olarak tiiketilen yan kat1 bir su i¢inde yag (O/W)
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emiilsiyonudur. Standart olarak iiretilen bir mayonez %70-80 oraninda yag
icermekte olup iiriindeki yag, onun tiiketiciler tarafindan tercih edilmesine sebep
olan lezzet, goriiniim ve doku gibi 6zellikler icin ana bilesendir. Degisen tiiketici
tercihleri dogrultusunda gidalardaki yag iceriginin azaltilmasi ve ayni zamanda
driinlerin kalite 6zelliklerinin korunmasi gerekmektedir. Daha dnce Bolim 1°de
ifade edildigi gibi mikrobiyal polisakkaritler olan EPS’ler islevsellikleri,
tekrarlanabilir fizikokimyasal Ozellikleri, istikrarli maliyeti ve bol tedariki
nedeniyle glinlimiizde endiistride tercih edilmektedir. Literatiirde O/W emdiilsiyon
yapidaki 6nemli bir iirlin olan mayonezin yag igerigini azaltabilmek i¢in genellikle
nigasta tlirevleri veya bazi bitkisel gumlar tek baslarina veya protein yapilarla
kombine hidrokolloidler seklinde yag ikame edici ajanlar olarak kullamlmiglardir.
Bu kapsamda tez ¢calismamizin bu boliimiinde, simdiye kadar yapilan ¢alismalardan
farkli olarak Boliim 2°de kimyasal 6zellikleri tanimlanmis olan Leuconostoc lactis
GW-6 (EPS'9) ve Weissella confusa W-16 tiirii tarafindan sentezlenen (EPS’)
ekzopolisakkaritler ile 1s1] islem uygulanarak elde edilen mikro partikiile peynir alt1
suyu proteininin (MWPI) olusturdugu hidrokolloid yapinin yag ikamesi olarak
kullanimi1 degerlendirilmistir. Bu amacla yag oran1 %50 oraminda azaltilmis bir
mayonez modelinin reolojik oOzellikleri ve yag damlaciklariin etkilesim

mekanizmasi gézlemlenmistir.
3.2 Literatiir Ozeti

3.2.1 Yag ikame Maddelerinin Simflandirilmasi

Yag ikame maddeleri, gidada yagin fiziksel ve duyusal 6zelliklerini taklit edebilen
maddelerdir ve ayrica daha diisiik kalori saglarlar (Akbari vd.,2019). Ideal bir yag
ikamesi, ilave edildigi gidada yaglama ve akis 6zelliklerini korur ve gelistirir,
dildeki tat reseptorleri tarafindan gidamin algilanmasini ve emilimini arttirir ve
plirlizsiizliigl gelistirir. Gida trilinlerindeki yag oranini azaltmak, yag: taklit etmek
ve onun yerini almak veya tamamen yag ortadan kaldirmak i¢in kullanilan
herhangi bir bilesen veya uygulama “Yag ikamesi” terimi ile karsilik bulmaktadir
(Peng & Yao, 2017; Rogers, 2019; O'Sullivan, 2016). Bir liriinde yag1 azaltabilmek
icin cesitli yollar olmakla beraber ilk ve en basiti, alternatif bilesenler ile yagin
uzaklastirilmasidir; 6rnegin hava (dondurmada hacim ve doku gelisimi) veya su
(soslar) kullanimi veya daha az yag kullanimi i¢in atistirmalik {iriinlerin tiretiminde

kizartma yerine firinlama isleminin uygulanmasi, yagsiz yogurt iiretiminde yagsiz
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stit kullanim1 gibi. Diger bir yontem ise protein, karbonhidrat veya yag bazli
olabilen yag ikameleri, yag taklitleri veya hacim arttirict maddeler ile yagin yer
degistirilmesidir (O'Sullivan, 2016). Yag ikame maddeleri (Fat replacers)
genellikle, Yag benzeri ve Yag taklidi maddeler olarak siniflandirilir.

Yag benzeri maddeler (Fat Substitue): kat1 ve sivi yaglarin kimyasal ve fiziksel

ozelliklerini taklit edebilen, iiriindeki yagi agirlik bazinda degistirmek igin
kullanilan bilesenlerdir, enzim modifiyeli siv1 ve kati1 yaglar ile iiretilebilir veya
kimyasal olarakta sentezlenebilirler. En yaygin yag ikamecileri olarak “olestra”
(OleanTM), esterlestirilmis propoksilatlanmis gliserol, sorbitoliin yag asidi esterleri
ve sorbitol anhidritler gibi yag bazli sakaroz poliesterleri 6rnek olarak verilebilir.
Bu bilesenler sindirim enzimleri tarafindan uygulanan hidroliz iglemine karsi

direnglidirler.

Yag taklidi maddeler (Fat Mimetics): lirlindeki yagin yerini alarak onun gelistirdigi

duyusal 6zelliklerini taklit edebilen, cogunlukla protein ve/veya karbonhidrat bazli
bilesikler olup arzu edilen islevsel ozelliklerin saglanabilmesi icin yiiksek su
icerigine ihtiya¢ duyarlar. Yapisal olarak ¢ogunlukla yiiksek hacimde su
baglayabildikleri i¢in gidalarda kullanilan kat1 ve sivi yaglara gore daha diisiik
kalorifilik degere sahiptirler. Sahip olduklar1 6zellikleri sebebiyle bazi1 durumlarda
gidalarin isleme ozelliklerini sinirlayabilirler, kizartilmis veya suda ¢oziinebilir
aroma bilesenlerine sahip iirlinlerde kullanilamazlar (Rogers, 2018; O'Sullivan,
2016). Ancak halihazirda kullanilmakta olan ticari yag ikame maddeleri bu ideal
ozelliklerin tiimiinii aym anda saglamakta yetersiz kalmaktadir. Bu sebeple her {iriin
icin bu bilesenlerin tek tek veya kombine olarak optimum miktarlarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Yag ikame maddeleri farkh ozelliklere ve etki
bicimlerine sahip olmakla beraber Bazi arastirmacilar bu iiriinleri elde edildikleri
kaynaga gore iti¢ gruba ayrilirlar, yag, protein veya karbonhidrat kaynakli
bilesenler (Schadle vd.,2020; Chavan vd.,2016).

Protein yapida yag ikame maddeleri yagin tiriindeki 6zelliklerini taklit edebilmek

icin hayvan veya bitki proteinlerinden elde edilmektedir. Gida endiistrisinde
potansiyel uygulamalan az yagh siit ve et iirlinleri, yag ve firincilik mamulleridir.
Bu {irlinlerde yaklasik %75-100 oraninda ikame 6zelligi gosterebilirler (Yashini
vd.,2021). Proteinler ¢oziiniirliik, viskozite, su baglama, emiilsifikasyon, jellesme,

yag ve aroma baglama, kopiirme ve dokusal ozellikler gibi gidalar i¢in dnemli bazi
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fonksiyonel ozelliklere sahiptirler. Bu 6zellikleri ile gidalarda yag ikamecisi olarak
siklikla kullanilmaktadirlar. Ayrica Protein bazli yag ikameleri, yag ikame miktari
ve olusturdugu lezzet etkilesimleri agisindan karbonhidrat bazli olanlara gore bazi
avantajlara sahiptir. Bunlar; (i) besinsel ve fonksiyonel 6zelliklerin iyilestirilerek
kaliteyi gelistir, (i) gidalarda kolesterol, yag icerigi ve kalori yogunlugunu azaltir
(iii) kismen veya tamamen sindirilebilirler ve emilen protein igerigini arttirirlar ve
(iv) Mikro partikiile proteinler (MPP) tam kalorili yaglarin kalorisinin yaklasik tigte

birine sahiptir.

Proteinlerin bir gida {riiniinde bu islevsel 6zelliklerini gosterebilmesi, gidanin
bilesimine, islenme yontemlerine, kullanilan katki maddelerine ve ortamin pH
degerine bagh olarak etkilenebilir (Yashini vd., 2021; Schirle-Keller et. al.,1994;
Singer, 1996). Hayvansal kaynakl protein bazli yag ikameleri genellikle peynir alt1
suyu proteinlerinden elde edilir. Bu protein siit endiistrisi tarafindan fraksiyonlara
ayirilarak gida bileseni olarak yeniden degerlendirilen bir yan iiriindiir. Peynir alt1
suyundan ticari olarak tiretimi sirasinda ne kadar konsantre edildigine bagl olarak
iki farkl iirlin elde edilir; %50-%75 oraninda protein iceren Protein konsantresi
(WPC) ve > %90 protein oranina sahip Whey protein Izolat: (WPI). Proteinler
kiiresel yapiya sahip olup partikiil boyutlarn agizda olusturdugu his bakimindan
onemlidir. Genellikle 0.1-0.2 pm boyutuna sahip partikiiller agizda kremsi bir his
olustururken daha biiyiikk partikiiller (3 pm’den biiyliik) kumlu dokunun
hissedilmesine sebep olur. Whey proteinleri 1s1l islem ile kolayca mikro partikiile
olurlar ve agik ag dizilerinde 0,1-0.2 um capinda kiiresel partikiiller olustururlar.
Bu partikiiller “ball-bearing” 6zelligi gosterdiklerinden sivi ya da yan kat1 6zellikte
gida yapilarinda sulu faza dagildiklarinda agizda kremsi his olusturabilirler (Liu
vd.,2016a; Rogers, 2018). Ekstriizyon ile pihtilagtirilmis WPI de mikro partikiile
proteinlerden olusur. Bu tiir partikiiller gida matrisinde kolaylikla dagilarak yagin
tamaminin veya bir kisminin yerini alabilir (Yashini vd., 2021; Akbari vd., 2019;

Goff, 2016).

Karbonhidratlarin sahip oldugu molekiiler cesitlilik onlarin formiilasyonlarinin

cesitli yontemlerle degistirilerek yag ikamesi olarak istenilen 6zellikleri
karsilayabilecek yapiy1 kazanmalarina olanak verir. Nisasta, maltodekstrin, ¢esitli
gumlar ve diyet lifleri yag ikamesi olarak kullanilan polisakkarit yapida

bilesenlerdir (Peng & Yau, 2017; De Souza vd., 2015).
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Nisasta bazh yag ikameleri modifiye ya da prejelatinize nisastalar seklindedir.
Dogal, ¢apraz bagh ve modifiye nisasta bazli yag ikame maddeleri, mayonez
dondurulmus tathilar peynir, sosis, yogurt dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli {irlinlerde
kullanilmaktadir. Nisasta sahip oldugu yapisal ozellikleri sebebiyle, siit
uriinlerindeki yag kiirecikleri, salata soslarindaki yag emdiilsiyonlar1 ve et
driinlerindeki kaslar arasi yaglar gibi farkli formlardaki yag bilesenlerinin yerini
alabilmektedir. Nisasta graniilleri yag kristalleri veya yag emdiilsiyon damlaciklari
ile aym biyiikliikte oldugundan lipit damlaciklarinin verdigi agiz hissini taklit
edebilir (McClements vd., 2017). Ayrica {iriin veriminin, su tutma kapasitesinin ve
jel sertliginin artmasina, akis davramslarimn gelistirilmesine (6rn. viskozite); ve
duyusal niteliklerin ayarlanmasina (diisiik yaglhh salata sosu gibi sivi
formiilasyonlarda kremsilikte bir artis) yardimct olurlar (Rogers, 2019; Peng &
Yau, 2017).

Nisastanin enzimler veya asitler ile kismi olarak hidrolize edilmesi ile elde edilen
ve diisiik polimerizasyon derecesinde (DP) a-D glukan yapilar maltodekstrinler
olarak isimlendirilmektedir. Genellikle dekstroz esdegeri (DE) degerlerine gore
siiflandirilmakla beraber DE degerlerin 20°den diisiiktiir. Tipik olarak DE degeri
2-4 arasinda olan diisik DE’li maltodekstrinler yag ikamesi olarak tercih
edilmektedir (Psimouli & Oreopoulou 2013). Diisiik DE degerli maltodekstrinler,
1-3 um c¢apinda diizensiz sekilli mikrojeller olusturarak emiilsiyon veya kristal
benzeri yag pargaciklarina benzer boyut sergiler, doku gelisimine yardimer olurlar
ve koyulastirma uygulamalarinda yiiksek jellesme sergilerler. Boylece gidalarda
yag benzeri davranig ve Ozelliklere katkida bulunurlar (Kasapis vd., 1993;
Chronakis 1997; Loret vd., 2004). Gidalarda yag ikame edici olarak 6zellikle unlu
mamuller (kek veya kurabiye), siit iiriinleri (dondurma, peynir), emiilsiyon sosisler,

salata soslar1 ve kat1 yaglarda kullanilmaktadir (Peng & Yau, 2017).

Gumlar ve lifler, farkli molekiiler yapilara (glikozidik baglar veya yapisal birimler)
ve fiziksel Ozelliklere sahip olan bitkilerden ve bakterilerden izole edilebilen
polisakkaritlerdir. Bu bilesenler sindirilemedikleri i¢in gidaya ek bir kalori
getirmezken prebiyotik etki gibi art1 bir deger saglayabilirler. Gida endiistrisinde
siklikla kullanilan gumlar arasinda guar gum, keciboynuzu gumi, ksantan gum,
karragenan, aljinat ve pektin yer alirken baslica lif tiirleri ise seliiloz, tahil kepegi,

iniilin ve B-glukandir. Bu yapilarin tiirevleri genellikle koyulastirici, emiilsifiye
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edici ve tekstiir gelistiriciler olarak gida uygulamalarinda yer alirlar. (Saha &
Bhattacharya 2010). Yapilan ¢ogu caligmada, gumlar gibi polisakkarit yapida
bilesiklerin ya aktif yiiklii gruplar1 koruyarak ya da yapida viskozite artigini
saglayarak molekiiller aras1 ¢carpisma oranim azalttig1 ve mikro partikiile proteinler
arasi etkilesim ve birlesimi engelleyebildigi bildirilmistir. Polisakkaritlerin yapida
bliyiik miktarlarda suyu baglayabilme 6zellikleri vardir. Bu sebeple agizda kremsi
ve kayganlik hissini gelistirebilirler (Sun vd., 2018; Sun, vd., 2015). Gum ve lifler
yapisal olarak yaglar ile benzerlik gostermezler. Onlarin etkinligi proteinler,
nigastalar ve emiilsiyon damlaciklar1 gibi diger gida bilesenleri ile hidrojen baglar
ve hidrofobik veya elektrostatik etkilesimler araciligi ile olusturduklar
interaksiyonlar ve ¢apraz baglar sayesinde ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkilesimler,
karakteristik doku ve agiz hissi gelisimine katki saglarlar (Ognean vd., 2006).
Gumlar ve seliiloz digindaki lifler genellikle dogal formlarinda kullanilmaktadir.
Bu bilesenlerin yag ikame kabiliyetleri esas olarak kimyasal bilesimleri ve yapisal
ozellikleri ile belirlenir. Ornegin Ksantan gum, yiiklii trisakarit dallar1 olan seliiloz
omurgasina sahiptir ve sulu ¢ozeltileri gidalara benzersiz reolojik o6zellikler
kazandirabilmektedir. Tiiketiminde kolay akis gerektiren salata sosu veya yogurt
gibi TUriinlerde sahip oldugu yiiksek depolama stabilitesi sebebiyle tercih
edilmektedir. Yapisal olarak sahip oldugu farkliliklar sebebiyle ti¢ farkli formu olan
karragenananlar (i, 1 ve A) ise gida uygulamalarinda sinersizi azaltmak ve dokuyu

iyilestirmek i¢in kullamlmaktadir (Peng & Yau,2017).

Gidalarda istenilen kalite kriterlerini elde edebilmek i¢in gum ve lif yapilar
genellikle kendi cinsinden olan veya nisasta ve protein gibi diger yag ikame ediciler
ile formiile edilmektedirler (Javidi vd., 2016). Ornegin, bir yag azaltilmis mayonez
denemesinde guar gum ve ksantan gum, narenciye lifi karstinlmis ve yag
emiilsiyonlastirma islevi ile istenilen duyusal kaliteyi saglamistir (Su ve ark. 2010).
Diger taraftan guar gum ve feslegen tohumu gumi ile yapilan bagka bir calismada
bu karnisgtminin tek basimma guar gumdan daha iyi kremsilik verdigi az yagh
dondurma 6rnegi i¢in gosterilmistir (Javidi vd., 2016). En yaygin yag mimetikleri
olarak kullanilan yapilar ise polisakkarit ve protein hidrokolloid gruplar1 olarak
karsimiza c¢ikmaktadir. Hidrokolloidler, dogada bol miktarda bulunan suda
¢Ozliniir, dogal olarak olusan bir polimer grubudur. Yagin emdiilsiyon kalitesini

belirlemede oynadigi ¢oklu roller nedeniyle, farkli gumlarin kombine olarak
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kullanim1 yag1 azaltilmis tiriinlerde doku 6zelliklerinin iyilestirebilmesi i¢in belirli
islevsellikler ve yeni reolojik 6zellikler kazandirilmast agisindan 6nemlidir (Ma ve

Boye, 2013).
3.2.2 Yag ikame Ediciler Olarak Hidrokolloidlerin islevsel Ozelleri

Gidalarda, gida kolloidleri ve emiilsiyonlar1 alaninda yaygin olarak tercih edilen
protein ve polisakkarit yapidaki yag ikameleri 6nemli fonksiyonlara sahiptirler.
Yag1 azaltilmig iriinlerin tasariminda karsilagilan ana engel yagin {irlinde
gelistirdigi tiim fonksiyonel 6zellikleri taklit edebilecek yag ikame maddelerinin
tespitidir. Bu iki grup tek baslarina veya kombine olarak kullanilarak yagi azaltilmis
tirtinlerin fonksiyonel ozelliklerini gelistirebilmektedir. Protein ve polisakkarit
gruplariin birlestirilmesi, onlarin ayr1 ayr1 sahip olduklar1 6zelliklerin bir araya
getirilmesini ve bdylece multi-fonksiyonel yapilarin olusturulabilmesine olanak
saglar (Jindal & Khattar, 2018; Razavi & Behrouzian, 2018). Polisakkarit yapilarin
olusturdugu hidrokolloidler bazi ©nemli fonksiyonel Ozelliklere sahiptirler.
Polisakkarit yapilar molekiiliin biiyiikliigline, sahip oldugu 6zel konfigiirasyonlara
ve elektrik yiiklerine bagli olarak molekiiler kolloidler olusturabilirler. Ozellikle
yiiksek molekiil agirlikli polimerler suda ¢oziiniirlikk 6zelligine bagl olarak sulu
cOzeltiler olusturma veya suda dagilmis kolloidal sistemler olusturabilme
yetenegine sahiptirler. Yiiksek molekiil agirlig ile birlikte sahip oldugu kimyasal
yapist ile esnek ve hidrofilik bir karakter gosteren polimerler ise kalinlagtirma
yetenekleri ile emdiilsifiye edici, stabilize edici, yap1 koruyucu ve viskozite
gelistirici 0zellik sergilerler (Sikora vd., 2008). Jellesme 6zellikleri ise bu polimer
yapilarin hidrojen baglar, Van der waals kuvvetleri, iyonik kopriiler, kovalent
kuvvetler veya dolasik zincirlerle diger protein ve/veya polisakkarit molekiillerle
olusturdugu aglar sayesinde gerceklesir. Molekiiller arast bu tiir etkilesimlerin
sonucunda si1v1 faz igerisinde immobilize edilmis az ¢ok kararli 3D bir ag yapisi
olusturulur. Jelin dokusu ve kararlilig1 baglanti bolgelerindeki molekiillerin sayisi
ile iliskilidir. Bu bolgelerdeki molekiil sayis1 arttik¢a jelin dokusu sertlesir (Stewart
vd., 2014). Polimerlerin sagladig1 bir islevsel 6zellik ise ylizey etkinligidir. Bu
ozellik polimerlerin sahip oldugu suyun baglandig: hidrofilik kisimlar ile yag veya
havanin baglandigr hidrofobik kisimlar ile iliskilidir. Bu molekiiler yapilar
sayesinde ince film kaplamalar olusturabilme, su ve/veya yag kiireciklerini stabilize

etme ve boylece stabil gida emiilsiyonlari ve kopiik sistemleri olusturabilirler.
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Ozellikle kdpiik sistemlerde su i¢inde, sulu emiilsiyonlarda veya yag kiireciklerinde
hava kabarciklarinin dagilimini saglarlar. Yiksek viskoziteli ag sistemlerinde,
dagilmis parcaciklarin hareketliligini azaltirlar ve kabarcik veya kiireciklerin

temasim ve toplanmasini engelleyerek stabilizasyonu saglarlar (Bortnowska vd.,
2014)

3.2.3 Polisakkaritlerin Olasi Yag ikame edici Mekanizmasi

Polisakkarit yapida yag ikame maddeleri, tam yagli gidalarin sahip oldugu dokusal

ve duyusal ozellikleri saglayabilmek adina yagsiz veya yagi azaltilmis gidalarda

kullanilmaktadir. Bu yapilarin gida matrisindeki islevsellikleri Sekil 3.1°de
gosterilmektedir.

(a) Siit gibi seyreltik sivilarda sulu fazda yaglar, proteinler ve diger kolloidal
molekiiller 1y1 bir dispersiyon sergilerler. Bu fazda yag molekiilleri emiilsiyon
veya yag-yapi benzeri parcaciklar halinde stabilize edilirler. Yagin sistemden
cikarilmast partikiil-partikiil etkilesimini azaltir. Bu durum ise agiz hissinin
incelmesine sebep olur. Yag parcaciklarina benzer yapi gosteren graniil yapida
yag ikame maddeleri ayr1 ayr1 dagilarak yapida yer alan diger kolloidal
pargaciklar ile etkilesime girebilir. Graniil yapida olmayanlar ise yag
partikiillerini taklit edemezler ancak tam yagli sistemdeki hissiyati vermek i¢in
proteinler gibi diger kolloidal bilesenlerle etkilesime girerler.

(b) Salata sosu veya mayonez gibi daha konsantre ortamlarda sulu fazda kolloidal
pargalarin hareketleri kisithdir. Bu tiir sistemlerde parcaciklar herhangi bir
deformasyondan 6nce kalic1 ve gecici mikro yapilar olusturmak tizere birbirleri
ile etkilesim kurmuglardir. Yaglar yapida ya bireysel pargaciklar halinde ya da
pihtilasma birimlerinin parcaciklan seklinde yer alirlar. Gida matrisinde yag
molekiillerinin azaltilmasi muhtemelen bu mikro yapili birimlerin bilesimini,
boyutunu, seklini ve igerigini degistirerek genel anlamda gidalarin 6zelliklerini
etkiler. Polisakkarit yapilar bu tiir konsantre ortamlarda hem biiyiik boyutlarda
mikro yapili pargaciklar iretirler hem de deformasyon sirasinda yag
parcaciklarina benzer sekilde jellesme kiimelenme egilimi sergilerler.

(c) Yar kat1 gida ortamlarinda (yogurt vb.) yag protein matrisinde heterojenligi
artirir. Yag protein agi1 icine dahil oldugunda protein molekiilleri arasindaki
etkilesimi kisitlar ve yapinin esnekligini azaltir. Tamamen yagsiz sistemlerde

ise proteinler arasinda gelisen ¢apraz baglarin yogunlugunun artmasina bagh
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olarak giiclii jel yap1 gozlemlenir. Yari kat1 ortamlarda polisakkaritler yaglara
benzer sekilde protein matrisinde ¢apraz baglar arasina yerleserek dokunun
daha yumusak hale gelmesine yardimc1 olurlar. Boylece agizda kremsi ve kalin
bir his olugsmasin1 saglarlar.

(d) Kat1 gida ortamlarinda (ekmek, kek vb.) yag molekiilleri sadece emiilsiyon
yapilar halinde degil aym1 zamanda bu ag ortaminda bosluklar1 dolduran
dagilmis veya siirekli fazlar olarakta bulunabilirler. Yagin sistemden
cikartilmas1 hamurdaki daha fazla yogunlukta protein agi olusumuna sebep
olurken ortamda yagin varligi bu etkilesimi azalttigindan yumusak dokularin
olusumunu saglar. Polisakkarit yag ikameleri bu protein-protein etkilesimini
azaltmak amaciyla yapiya ilave edilir. Ancak polisakkaritler erime (firrnlanma
asamasi) ve kristallesme (soguma asamasi) karakteristiklerine bagh olarak yag
ile ayn etkiyi gosteremeyebilir. Bu durum ise iriinlerin gevrek dokusu ve

kremsi hissini etkileyebilir (Peng & Yau, 2017)

76



LL

@ Seyreltik Swilar
(Siit)

(b) Kondanse Svilar
(Salata Soslan)

© Yan Katlar
(Yogurt)

(@ Katlar
(Ekmek)

Polisakkarit Yapida Yag ikamesi iceren

Yagsiz ‘Sistem
Tam Yagh Sistem Yagsiz Sistem Graniil Yapida Graniil Yapida
Polisakkarit Olmayan Polisakkarit
0 ° ° 9
oW :\ h o 9N v B
\ . o\ e ’ \\ J °\° ~ F

Yag Partikiilii (Yag damlasi/Emiilsiyon)

’( . Kat1 Ag yap1

< ©

Diizensiz Sekilli Yag v ) Mikroyapih Partikiil
@9 Protein Q  Granil Polisakkarit
7~ Kahnlagtinics, Stabilize edici, Tekstiir diizenleyici 7~/ Graniil olmayan Polisakkarit

Sekil 3.1 Farkli gida sistemlerinde cesitli polisakkaritlerin yag ikame mekanizmalart (Peng & Yau, 2017)



3.24 Mayonez Bilesimi ve Uretimi

Mayonez, yag, yumurta sarisi, sirke veya limon suyu ve basta hardal olmak iizere
cesitli baharatlardan olusan yar1 kararli bir emiilsiyon sistemdir. Dokusu kalin ve
kremsi bir sos olup rengi beyaz, krem veya soluk saridir. Ozel beslenme
gereksinimleri olan tiiketiciler i¢in az yagli veya yumurta icermeyen mayonez
benzeri tirtinler mevcuttur (Liu vd., 2007; Gaonkar vd., 2010; Moustafa vd., 1995).
Mayonez, geleneksel anlamda ylizey aktif madde olarak yumurta sarisinin
kullanildig1 toplam yag igerigi %65-80 olan bir suda yag (O/W) emiilsiyonudur.
Emiilsiyon, yagin, yumurta sarisi, sirke, baharatlar ve diger katkilardan olusan bir
on karigima yavasca ilave edilmesi ile elde edilir (Sun vd., 2018; Mirzanajafi-

Zanjani vd., 2019; Kerkhofs vd., 2011).

Mayonez tipi emiilsiyonlar yiiksek oranda yag igcermelerine ragmen (genellikle %
80°den fazladir), O/W olarak kalmaya devam ederler. I¢ fazin sahip oldugu yiiksek
hacim bu tir emiilsiyonlarda daha yiiksek viskozite ile sonu¢ verir. Bu tiir
emiilsiyon sistemler en iyi sekilde hidrofilik ylizey aktif maddelerinin kullanimu ile
elde edilir. Yiizey aktif madde 6ncelikle su fazina eklenir ve sonra uygun miktarda
yag ile kanstirilarak ilk ham emiilsiyon olusturulur. Daha sonra bir kolloid
ogiitiiciden veya homojenlestiriciden gecirilerek istenilen yiiksek hacimli doku
elde edilir. Bu tip emiilsiyonlar, yliksek oranda yag iceren {iriiniin dis fazinda ise

suda ¢Oziiniir aromalarin kullanilmasina izin verir (Razavi & Behrouzian, 2018).

Yiizey aktif maddeler (Surfaktanlar) birbirleri ile karismayan maddelerin yiizey
sinirlart boyunca kendilerini absorbe ederek temas ettikleri bu ylizeylerin
ozelliklerini degistirirler ve onlar1 birbirleri ile karigabilir hale getirirler. Onlarin bu
ozellikleri sahip olduklar1 molekiiler yapilan ile iliskilidir. Bu molekiiller, sivi ve
kat1 yaglar veya benzer uzun zincirli bilesikleri ile afiniteye sahip bir hidrokarbon
zinciri ile su ve sulu c¢ozeltiler tarafindan g¢ekilebilen bir polar gruptan olusan
organik veya organometalik molekiillerdir. Gidalarda kullanilan surfaktanlar ¢ok
cesitli islevlere sahip olmakla beraber esas olarak su sekilde siniflandirilabilir; (1)
Dispersiyon saglama, (ii) kompleks olusturma, (iii) kristallesme kontrolii, (iv) nem
saglama ve (V) yag hissi. Dispersiyon ajanlan olarak, emiilsifiye etme, kopiik
saglama ve slispanse etme gorevlerini listlenirler. Emiilsifiye edici olarak yapida
yer aldiklarinda birbirine karismayan iki siviy1 biri digerinin iginde dagilmis olan

sonlu kiirecikler haline getirirler. I¢ faz (siireksiz veya dagilmis) kiireciklere
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boliinmiis sividir, dis faz (siirekli veya dagilmamis) ise bu kiirecikleri ¢evreleyen
stvidir. Gidalarda ¢ogunlukla su i¢inde yag emiilsiyonu olan yagin i¢ faz suyun dig
faz oldugu tipte emiilsiyonlar goriiliir ve bunlara su i¢inde yag emiilsiyonlar1 (O/W)

denir (Razavi & Behrouzian, 2018) (Sekil 3.2).

18)

Sekil 3.2 O/W emiilsiyonunun emiilgator stabilizasyonu

3.2.5 Mayonez Emiilsiyonunda Bilesenlerin Islevleri

Mayonez liretiminde kullanilan bilesenler fiziksel ve kimyasal olarak birbirleri ile
etkilesimdedirler ve son iiriin kalitesi {izerinde etkilidirler. Ozellikle yag1 azaltilmis
bir iirlin eldesinde tiiketicilerin istekleri dogrultusunda formiilasyonun yeniden
belirlenmesi i¢in bilesenlerin sistemdeki fonksiyonlarinin bilinmesi 6nemlidir. Yag,
yapisinda agilgliserol, fosfolipit ve yag asidi molekiilleri bulunduran kompleks bir
bilesendir. Uriinlerin yapisi, dokusu, goriiniimii, aromas1 gibi pek ¢ok 6zelligi
tizerinde etkilidir. Bu etkilerini, viskozite ve tutunma, parlaklik, kayganlik, aroma
yogunlugunu saglama seklinde gostermektedir. Mayonez formiilasyonunda yaygin
olarak kullamlan yag tiirleri arasinda soya fasulyesi, kanola ve ayg¢i¢cek yagi ve
bazen pamuk tohumu ve zeytinyagidir (Martin vd., 2000; Mirzanajafi-Zanjani
vd.,2019). Yag, vitaminler, antioksidan maddeler ve surfaktanlar gibi bilesenlerin
¢Oziicli ortamidir. Ayn1 zamanda bu bilesen lezzet algisi ile de iliskili oldugundan
son {irliniin kalitesini 6nemli dl¢ilide etkileyebilir. Bu sebeple tek bir bilesen yagin

tiim bu ozelliklerini kargilayamadigi i¢in ikame edilmesi zordur (Ma&Boye,2013)
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Sirke emiilsiyon yapinin olusmasinda etkili olan pH degerinin ayarlanmasindan
sorumlu esas bilesendir. Mayonezin stabilitesi ve viskoelastik yapisi, pH degeri
yumurta saris1 proteinlerinin izoelektronik noktasina ulastiginda, proteinlerin yiizey
yiikiiniin azaldig1 bir dereceye kadar, en yiiksek degerindedir. Eger proteinler
yiiksek oranda yiiklii ise proteinlerin flokiilasyonu gerceklesmez (Depree &
Savage, 2001). Mikrobiyolojik agidan ise taze bir biitlin yumurta i¢in 60 ml,
yumurta aki i¢in 40 ml ve sarist i¢in ise 20 ml sirke Salmonella riski icermeyen bir
mayonez {lretimi i¢in Onerilmektedir (Xiong, Xie ve Edmondson, 2000;

Mirzanajafi-Zanjani vd.,2019).

Tuzun formiilasyondaki 6nemi su {li¢ sebepten dolay1 6nemli olarak kabul edilebilir;
(1) yumurta saris1 graniillerinin dagilmasina yani ortamda daha fazla oranda
surfaktan madde olmasini saglamasi, (i1) proteinlerin yiiklerini nétralize ederek yag
damlaciklarinin yiizeyinde kolayca adsorbe olmasim1 saglamak, (iii)) yag
damlaciklarinin birbirlerine yakinlagsmasini saglayarak daha giiclii etkilesimlerin
gergeklesmesine yardimci olmak (Depree & Savage, 2001; Mirzanajafi-Zanjani
vd.,2019).

Yumurta, jellestirme, ¢cirpma ve emiilsifiye etme 6zellikleriyle bilinen gidalar i¢in
onemli protein yapida bir bilesendir. Yag- su emiilsiyon ortaminda proteinlerin
adsobe edilmesi iki basamakta ger¢eklesir; (i) dogal protein molekiilleri araylizeyde
yayilir ve niifuz eder, (i1) bu adsorbe bilesenler en diisiik diizeyde enerji seviyesinde
kalabilmek icin bir araya gelerek yeniden diizenlenirler. Mayonez iiretiminde
protein kaynagi olarak yumurta; s1vi, donmus veya kurutulmus halde yumurta sarisi
veya tiim yumurta halinde kullamlmaktadir. Kullamldiklar1 forma gore
gosterdikleri performans degismektedir. Tiim yumurta, yumurta sarisina gore daha
kat1 bir doku olusumuna sebep olur. Bu durumun olas1 sebebi, arayiizeyde denatiire
olmus yumurta albiiminin varlig sulu fazda bir matris olusturur ve bu da daha fazla
emiilsifikasyon 0Ozellik anlamina gelir. Yumurta sarist ise sistemde
apolipoproteinler ile hidrofobik reaksiyona girerek ve uzun zincirli doymus
trigliseritlerin yag fazina baglayarak yag damlaciklarinin etrafinda giiclii bir zar
olusturur ve yapay bir krem emiilsiyon formunun stabilizasyonunu saglar (Ma &

Boye, 2013).
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Gumlar (Polisakkarit makromolekiiller), kivam verici grubuna dahildir. Gida
sistemlerinde sistemin hareketini azaltict kalinlastirici 6zellik gelistiren, yag
ayrilmasini 6nlemek i¢in siirekli fazda viskoz ve diizenli ag yapisi olusturarak uzun
stireli emdilsiyon stabilitesi saglayan bilesenlerdir. Arap gumi ve propilen glikol
(PGA) disinda diger gumlar hidrofilik yapidadir. Polisakkarit yapida olan gumlar
cok sayida seker veya oligosakkarit yan dallarindan olusan uzun polisakkarit
zincirleridir ve bu dall1 yapilar1 onlarin suda ¢oziiniirliigiine katkida bulunmaktadir.
Bu gumlarin emiilsiyonlarin viskozitesini arttirma yetenekleri esas olarak, molekiil
agirliklarina, dallanma derecelerine, molekiiler konformasyonlarina ve
esnekliklerine baglidir (Huang vd., 2001). Mayonez iiretiminde gumlar yapiya,
emiilsiyon stabilitesinin saglanmasi, dokiilebilirligin  kontrolii, yapisma
ozelliklerinin 1yilestirilmesi ve diger kati pargaciklarin siispansiyonu igin
eklenmektedir (Ma ve Barbosa-Canovas 1995). Bu islevsel ve fonksiyonel
ozellikleri, elektrostatik ve polimerik sterik etkilesimler, hidrojen baglari,
hidrofobik etkilesimler ve katyon aracili ¢apraz baglanmalar ile damlaciklar

birlesmeye kars1 stabilize ederek gerceklestirmektedirler.
3.3 Materyal Metot

3.3.1 Yag Azaltilmis Mayonez Uretimi

Materyal: Ayg¢icek yagi (Sirma), yumurta sarisi tozu (Kalipso Kimya, Tiirkiye),
sirke (Kiithne Elma Sirkesi, Tiirkiye), Peynir alt1 suyu proteini (Hardline Whey 3
Matrix- % 80,3 Protein) (WPI) tuz, seker, sodyum benzoat (Tito- E211) ve EPS

kullanilmistir.

Yontem: EPS ve WPI kompleks olusturmasi amaciyla manyetik karstiricili bir su
banyosunda su i¢inde 80 °C, 15 dakika karistirilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Cozelti oda
sicakligina (25 °C) sogutulduktan sonra yumurta sarisi, sirke, tuz, seker ve sodyum
benzoat ilave edilerek tiim bilesenler ¢dziinene kadar karistirilmistir. (Tiim
mayonez orneklerinin hazirlanmasinda 4 g yumurta sansi, 4 g sirke, 1,1 g tuz, 0,5
g seker ve 0,1 g sodyum benzoat kullamlmistir.) Mayonezlere ait hazirlanan bu
sulu fazlar yiiksek hizli dispersiyon tinitesinde (Ultra Turrax, Daihan, HG15D, G.
Kore) Tablo 3.1°de belirtilen miktarlarda aygigek yagi ile oda sicakliginda (25 °C)
10.000 rpm'de 3 dakika karistinnlmistir. Kontrol 6rnekler olarak tam yagli (80 g s1v1
yag/100 g mayonez) ve az yagh (40 g sivi yag/100 g mayonez) mayonez ornekleri
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olarak WPI ve EPS vyerine ksantan gum (XG) ile hazirlanmistir. Mayonez
karisimlarina  eklenecek olan EPS-WPI oranlar1 reolojik  6zelliklerinin

degerlendirildigi 6n denemeler sonucunda belirlenmistir. Buna gore

kombinasyonlar %1-3-5 EPS ve %3-5-10 WPI olacak sekilde ayarlanmistir.

Tablo 3.1 Mayonez formiilasyonlari

< Yumurta . Potasyum
Yag Sarisi EPS-WPI Sirke Tuz Seker Sorbat
%100 XG
Yagh 409 49 (%0,4) 49 119 059 01lg
%50
Yagh 209 49 209 49 119 054 01g

3.3.2 EPSve EPS-WPI Cézeltilerinin FTIR Spektroskopisi Analizi

EPS ve WQPI-EPS c¢ozeltilerine ait fonksiyonel gruplarin degisimin agiga
cikartilmasi amaciyla, FTIR Spektrometresi (Perkin Elmer Spectrum 65, ABD)
kullanilmigtir. Bu amagla optimum nokta olarak tespit edilen 6rnegin (% 2 EPS-
%5 WPI) FTIR spektrumlari 4000-400 cm! bolgesinde iletim modunda tarandi.
FTIR spektrumlarini elde etmek i¢in 32 tarama ile 4 cm™ kizil6tesi spektral

coziiniirlik uygulanmistir.
3.3.3 Mayonez Orneklerinin Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Yagt %50 oraninda azaltilmis olan mayonez Orneklerinin akis davranigi
ozelliklerini (dinamik reolojik oOzellikler, tiksotropik o&zellikler (3-1TT)) ve
emdiilsiyon stabilitesini (25 °C 'de mayonezlerin emiilsiyon stabilitesi (termal dongii
testi)) belirleyebilmek amaciyla sicaklik kontrollii bir reometre (MCR 302; Anton

Paar, Avusturya) kullamlmistir.

Mayonezlerin akis davranisi reolojik 6zellikleri, paralel bir plaka konfiglirasyonu
ve 0-100 kayma hizi1 (1/s) araliginda reometre probu ile numune plakasi arasinda
0,5 mm'lik bir mesafe kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Kayma hizina karsilik gelen kayma
gerilimi  degerleri Olgiilmistiir. Akis davramisi  ve reolojik  ozelliklerin
parametrelerini degerlendirmek i¢in Power Law modeli ve dogrusal olmayan

regresyon kullanilmustir.
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Denklem 1: 7=Ky"

(t: kayma gerilimini (Pa), K: kivamlilik indeksini (Pa-s—n), y: kayma hizini (1/s) n:

akis davranis indeksi)

Numunelerin dinamik reolojik analizini yapmak i¢in paralel bir plaka
konfigiirasyonu kullanilmis olup dogrusal viskoelastik bolgeyi (LVR)
degerlendirmek i¢in, ilk 6nce %0,1'lik bir gerinim degeri ile genlik siiplirme testi
yapitlmistir. LVR'de frekans tarama testi 0.1-10 Hz. ve 0.1-64 (®) agisal hiz
araliklarinda gergeklestirilmistir. Ag¢isal iz ve frekansa ek olarak, depolama
modiilii (G') ve kayip modiilii (G") hesaplandi. Parametreleri degerlendirmek icin

Power Law modeli ve dogrusal olmayan regresyon kullanilmistir.
Denklem 2: G'=K (o))"
Denklem 3: G"=K "(w)"

(G’: depolama modiilii (Pa), G": kayip modiilii (Pa), o: agisal hiz (1/s) K', K":
tutarlilik indeksi, n': akis1 davrams indeksi) (Yoo & Rao, 1996).

Mayonez numuneleri i¢in, 3ITT reolojik 6zelliklerinin sirasiyla sabit kesme hizi
0,5/s ve degisken kesme hiz1 150/s oldugu tahmin edilmistir. Degerler secilirken
numunelerin LVR'si dikkate alinmis ve numunelerin LVR'si 50 s-1'de bitmistir. 1.
zaman araliginda mayonez 6rnekleri 100 s ¢ok diistik kayma hizina (0.5/s) maruz
birakilmistir. 2. zaman araliginda 150/s 40 s i¢in belirlenen kesme kuvvetine tabi
tutulmustur. 3. zaman araliginda, 2. zaman araligindaki dinamik reolojik davranss,
1. zaman araliginda numuneler diisiik kesme hizina maruz birakilarak test
edilmistir. Mayonez 6rneklerinin viskoelastik kat1 yapisinda (G) degisiklik oldugu
gbzlenmigstir. Mayonez Orneklerinin 3. zaman araligindaki davranisi, ikinci
dereceden bir yapisal kinetik model (n=2) kullanilarak modellenmistir:

Denklem 4: {G G,
G

0 e

] = (n-Dkt+1

(G'": depolama modiilii (Pa), k: tiksotropik hiz sabiti, GO: ii¢lincli zaman araligindaki

bir ilk depolama modal degeri (Pa) ve Ge: denge depolama modiilii)

Termal dongii testi, yapisal degisiklikleri belirleyerek ve iiretim, dagitim, depolama

ve nakliye sirasindaki sicaklik farkliliklarini simiile ederek emdiilsiyonun
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kararliligini kisa siirede degerlendirmek i¢in uygun bir yontemdir. Emiilsiyonlar
farkl sayida termal dongiliye tabi tutulur. Dongiiden dongiliye modiillerin degisimi,
termal stresin uygulanmasinin neden oldugu yapisal veya morfolojik degisiklikleri
ifade eder. Termal dongii testi, salata sosu ve mayonez gibi su emiilsiyonlarinda
yag stabilitesini tahmin etmek i¢in hizli bir ara¢ olarak kullanilabilir. Tekin vd.,
(2020) ilk olarak, yiiksek sicakliklarda (23 ila 45 °C) ve diisiik sicakliklarda (5 ila
23 °C) on bir termal dongiiye tabi tutulan su i¢inde yag emiilsiyonlarimn fiziksel
stabilitesinin belirlenmesinde termal dongii testinin kullamldigini bildirmistir.
Gerinim degeri ve agisal frekans (o) sirasiyla %0,5 ve 10 Hz olarak diizenlenmistir.
Sogutma ve 1sitma hizlann 11 K/dk olarak ayarlamis ve dahili dongii kullanilarak,
reometre yazilimi ile tiim dongilerin maksimum noktalar1 belirlenmistir.
Mayonezin 1s1l kararliligim gozlemlemek i¢in Denklem (5) kullanilarak her bir
dongiiniin maksimum degeri birinci dongiiniin degerine boliinerek G* degerleri igin

bagil yapisal degisim degeri (A) hesaplanmistir (Karasu vd., 2015).

Denklem 5: A= M
G(G)i

3.3.4 Mayonez Orneklerinin Oksidatif Ozelliklerinin Belirlenmesi

Mayonez o6rneklerinin (Aksoy, Tekin-Cakmak, Karasu ve Aksoy, 2021) oksidatif
stabilitesini belirlemek i¢cin OXITEST Cihazi (Velp Scientifica, Usmate, MB,
Italya) kullanilmistir. Oksidatif stabilite analizine baslamadan énce tiim numuneler
20 g olarak tartilmistir. Cihaz sicaklig1 ve oksijen basinci sirastyla 90 °C ve 6 bar
olarak ayarlanmistir. Orneklerin oksidatif stabilite degerlerini yorumlamak icin
OXITEST (Velp, Italya) sistemi tarafindan elde edilen indiiksiyon periyodu (IP)
degeri kullanilmistir.

3.3.5 Istatistiksel analiz

Tim analitik Ol¢timler ikiser paralel halinde yapilmistir. Sonuglar aritmetik
ortalama degerlerine + yar1 sapma araliklar1 olarak ifade edilmistir. Elde edilen

veriler tek yonlii varyans analizine (ANOVA) tabi tutulmustur. Farkliliklar,
p<0.05'te istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3.4 Sonuclar ve Tartisma

341 EPS- EPS-WPI c¢ozeltilerinin FTIR Spektroskopisi Sonug¢larimin

Degerlendirilmesi

WPI-EPS etkilesiminin kullanildigi mayonez formiilasyonunda fonksiyonel
gruplara ait degisimler FTIR analizi ile agiga ¢ikartilmistir. Sekil 3.3°te %2 EPS 10
%5 WPI, %2 EPS 17- %5 WPI ve % 5 oraninda WPI igeren sulu ¢ozeltilere ait
grafikler gosterilmistir. Protein yapilarinin FTIR grafikleri ii¢ absorpsiyon bandina
sahiptir (Amid A -Amid I-Amid II bantlar1). Amid A bandi, 3300 cm™! civarinda N-
H gerilme titresimi ile baglantili olarak bantlar olusturur, ancak giiglii su
absorpsiyonu nedeniyle, 3000 ve 4000 cm arasindaki Amid A bantlar
tanimlamada nadiren kullanilir. EPS 10 ve EPSY i¢in 3000-4000 cm! bandindaki
titresimler Sekil 3.3 A-B’de gosterilmistir. EPS’lerin yapiya eklenmesinden dnce
ve sonra 3269,91 ve 3272,72 cm™! civarinda benzer pikler gézlenmis ve bu piklerin
protein yapisindaki N-H yapilarina ait oldugu diistintilmistiir. EPS ilavesi oncesi
326991 civarinda gbzlemlenen keskin pikler daha sonra 2919,99 cm! civarina
kaymistir. Bu piklerin protein yapisindaki N-H yapilarma ait oldugu
disiiniilmektedir. Bolim 2’de EPS yapilarimin FTIR grafiklerine bakildiginda
EPSY i¢in 3329,82 cm™’de EPS 0 igin 3348,04 cm? gozlemlenen pikler
kaybolmustur. EPS yapilarindaki bu degisiklik, su ile bagh H ve WPI'ye bagh
olarak OH gruplarinin kaybu ile iliskilendirilirken protein yap1 i¢in, N-H baglarinin
sicakligin etkisi ile denatiire olmas ile iliskilendirilebilir (Kavitake vd., 2016).
Peptit yapisinda karbonil gruplarimn titresiminden kaynaklanan Amid I bandi 1660
cm? civarinda gozlemlenmektedir ancak bu bantlar yapida su sinyallerinin varligi
sebebiyle 1560-1725 cm™ araliginda goriilebilmistir. Ozellikle %5 WPI sulu
cozeltisine ait grafikte yer alan 1631,70 cm- ile 1545,62 cm ile Sekil A’de yer
alan 1630,93 ile 1543.56 cm! iizerindeki bantlar whey proteinlerinin yapisini
karakterize eden bantlardir. 1631,70-1630,93 Amid I grubu proteinlerin (-CO-NHy)
karakteristik bantlarini ifade ederken, 1540 civarindaki bantlar Amid II (-CO-NH)
yapisim1 gostermektedir (Paulsen vd.,2016, Gbbasi vd., 2012). Sekil B’de 1200-
1000 cm™? arahiginda belirgin hale gelen 1157,53- 1114,07 — 1018,41 cm!
civarlarinda goriilen pikler karakteristik sakkarit tepeleri ile iliskilendirilmis olup
cozeltide var olan polisakkarit karakterde EPS yapilan ile iliskilendirilmistir.
1157,53 cm bandi ile daha tanimlanmus olan EPS yapilarindaki 1148,41 cm-!
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civarinda gézlemlenen bantlar ile ortiismekte olup glikozidik kopriideki C— O — C
titresimini ifade etmektedir (Zhao vd.,2019, Diana vd., 2019). 1018,41 cm}
gozlemlenen bantlar ise 1007 cm™ yakinlarinda ortaya ¢ikan keskin pik (C— O —C
ve C — O) gerilimleri ile benzerdir. Bu pikler yapida bulunan polisakkarit
bilesenlerin varligim ortaya ¢ikartmstir (Aburas vd., 2020, Yalmanci vd., 2022).
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3.4.2 Mayonez Orneklerinin Reolojik Ozelliklerinin Degerlendirilmesi
3.4.2.1 Mayonez Orneklerinin Akis Davrams Ozellikleri

EPS 10, EPS 17 ve WPI kombinasyonlarini farkli konsantrasyonlarda igeren az yagh
mayonezlere ait akis davranms egrileri Sekil 3.4 (A — B)’de gosterilmistir. Sekil 3.4
A’da EPS 17 ile Sekil 3.4 B’de ise EPS 10 ile hazirlanan numunelerin kayma
gerilmesi ve viskozite degerleri, kayma hizi degisimine karsi incelenmistir. Kesme
hiz1 arttik¢a, kesme gerilmesi artar ve kurucu molekiillerin artan hizalanmasiyla
baglantil1 olarak kesme-inceltme davramsinda viskozite azalir (Rha, 1975). Bagka
bir deyisle, mayonez numuneleri, tiim mayonezler i¢in tipik olan kesme inceltmeli
akis davranis 6zellikleri gostermistir (Al Khatib, 2006). Mayonez 6rneklerinin sabit
kesme akis karakteristigi arasinda sayisal bir degerlendirme yapmak i¢cin Power-
law modeli uygulanmistir. Tiim mayonezlerin reolojik 6zellikleri, yiiksek regresyon
katsayisina (EPS 19- R2:0,979-0,999 ve EPS 17 R2:0,983-1,000) sahip Power-law
modelinin uyum parametrelerine gore elde edilmistir. Modelin hesaplanan
parametreleri (K ve n degerleri) Tablo 3.2 (A — B)'de gosterilmistir. Tablo 3.2- A
incelendiginde, EPS 17 ile hazirlanan 6rneklerin K degerlerinin 20,05-169,13 Pa.sn
arasinda, n degerlerinin ise 0,133 ile 0,383 arasinda degistigi goriilmiistiir. Tiim
mayonez Ornekleri Newtonian olmayan sividir ve n<l nedeniyle psddoplastik
davranis gosterir. Az yagli 6rnekler arasinda en yiiksek K (169,13 Pa.sn) degeri %2
EPS7-%10 WPI ile formiile edilmis mayonez drneginde belirlenmistir. %1 EPSY/-
%5 WPI, %3 EPS'7-%3 WPI, %2 EPS-%3 WPI ve %1 EPS'7-%3 WPI iceren
numuneler disinda EPS-WPI iceren az yagli mayonezler %0,4 ksantan sakiz1 iceren
diisiik yagli kontrol numunesinden daha diisiik n degerleri ile daha yiiksek kesme
incelmesi davranis1 gostermistir. Ayrica, %3 EPS’- %10 WPI, %2 EPSY- %10
WPI, %1 EPS’- %10 WPI ve %3 EPS'"- %5 WPI igeren diisiik yagli numuneler,
tam yagl kontrol 6rneginden daha yiiksek K degerleri ve daha kiigiik n degerleri
sergilemistir. Tablo 3.2- B’de ise EPS 10 ile hazirlanan mayonez 6rneklerine ait K
degerlerinin 24,529 Pa.sn ile 174,403 Pa.sn arasinda ve n degerlerinin 0,166 ile
0.304 arasinda degismesi mayonez Orneklerinin tamaminin psddoplastik davranig

gosterdigini gostermektedir (n<1).

%1 EPS- %3 WPI iceren numune disinda, diger EPS1- WPI igeren diisiik yagh

mayonezler, %0,4 ksantan zamki iceren diisiik yagli kontrol numunesine gore daha
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diisiik n degerleri ile daha yiiksek kesme incelmesi davranis1 gosterdi. Ayrica, %3
EPS0- %10 WPI, %2 EPS0-%10 WPI, %1EPS- %10 WPI, %3 EPS10- %5 WPI
ve %3 EPS10- %3 WPI igeren diisiik yaglh numuneler tam yag kontrol
numunesinden daha yiiksek K degerleri ve daha diistik n degerleri gostermistir. Az
yagli ornekler arasinda en yiiksek K (174,403 Pa.sn) degeri %3 EPS10- %10 WPI

ile formiile edilmis mayonez drneginde belirlenmistir.

Mayonez ve salata soslar1 gibi yag/su emiilsiyonlarinda yag oraninin diismesi
kivam degerinde 6nemli diisiislere neden olur. Bu azalmanin telafisi, diisiik yagh
tirtinler i¢in o6nemlidir (Li vd., 2012). Mayonez Orneklerinde yag igeriginin
azalmasiyla birlikte K degerinde onemli bir diislis gozlenmistir. Diisiikk yagh
orneklere EPS ve WPI eklenmesiyle, K degerleri tiim konsantrasyonlar i¢in dnemli
olctide artmustir (p<0,05). Li, Kim ve Yoon (2012), farkli yag igeriklerine sahip
mayonezlerin reolojik 6zelliklerini incelemis ve daha yiiksek yag igeriginin daha

yuksek K degerlerine ve daha diisiik n degerlerine neden oldugunu bildirmistir.

Chanchan Sun vd., (2018), pektin ve WPI etkilesimi ile yaptiklart mayonez
calismasinda benzer sonuglart bulmus ve bunun, mekanik enerjinin protein
agregalarinin parcalanmasina ve ardindan daha kiigiik olanlarla yeniden
toplanmasinin bir sonucu olabilecegini bildirmistir. Az yagh ve yagsiz
mayonezlerde pektin aginin varligi, asagi egrilerde daha diisiik n degerlerine neden
olarak 6nemli protein toplanmasini 6nlemistir. Bu nedenle, EPS'nin bu ¢alisma i¢in
protein agregasyonunun inhibisyonunu sagladigi agiklanabilir. Protein-polisakkarit
agregalar1 veya partikiilleri, yag taklitcileri olarak potansiyel uygulamalara sahiptir
ve WPI-EPS kompleksi, az yagli mayonezlerde kullamlabilecek olan potansiyel

yag mimetigi olarak degerlendirilebilir. (Chung vd., 2013).
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Tablo 3.2 Az yagli mayonezlerin akis davranis reolojik 6zellikleri

(A) K n R?
K1-50%-XG 54,41+0,93 0,181+0,001 0,995+0,000
K2-100%- XG 93,14+0,71 0,193+0,002 0,996+0,001
%3 EPS'7-9%610 WPI 124,10+1,21 0,251+0,006 0,997+0,000
%2 EPSY-9%610 WPI 169,13+0,15 0,187+0,003 0,995+0,000
%1EPS!-%10 WPI 161.31£2,07 0,177+0,002 0,990+0,005
%3 EPS'7-%5 WPI 98.33+4.01 0,133+0,004 0,988+0,001
%2 EPS'-%5 WPI 63.74+1,32 0,160+0,004 0,983+0,004
%1 EPS"-%5 WPI 20,355+3,622 0,220+0,041 0,998+0,001
%3EPS!7-%3 WPI 22,039+0,161 0,383+0,002 1,000+0,000
%2 EPS'-%3 WPI 21,878+0,341 0,385+0,001 1,000+0,000
%1 EPSY-%3WPI 20,05+0,04 0,216+0,001 0,998+0,000

(B) K n R?

%3 EPS'°-9610 WPI 174,403+0,891 0,214+0,002 0,996-+0,001
%2 EPS'°-9610 WPI 173,363+0,378 0,201+0,000 0,998+0,000
%1 EPS™-9610 WPI 172,354+1,070 0.166+0,005 0,979+0,002
%3 EPS™-9%5 WPI 108,860+13,531 0,175+0,024 0,988+0,003
%2 EPS°- %5 WPI 91,172+2,147 0,186+0,007 0,992-+0,003
%1 EPS!°-9%%5 WPI 55,529+1,229 0,304+0,004 0,999+0,001
%3 EPS-%3 WPI 107,088+14,887 0,234+0,030 0,995+0,000
%2 EPS™-9%3 WPI 84,553+5,380 0,202+0,016 0,997+0,002
%1 EPS'°-9%3 WPI 41,888+0,958 0,188+0,001 0,994-+0,001

3.4.2.2 Mayonez Orneklerinin Dinamik Viskoelastik Ozellikleri (Frekans

Tarama Testi)

Sekil 3.5 (A — B), frekansin (0-62,5 rad/sn) bir fonksiyonu olarak depolama modiilii
(G") ve kayip modiili (G") tarafindan tanimlanan lineer viskoelastik bolgeyi
gosteren stres taramasina ait verileri gostermektedir. Sekil 3.5 (A — B), hem G' hem
de G" biiytikliigii frekansla birlikte artmistir. Ayrica, tiim numunelerin G" ‘si tiim
frekans araliginda G" ‘den daha biiyiiktiir, bu da tiim numunelerin geleneksel
mayonez gibi kat1 benzeri bir davramisa sahip oldugu anlamina gelmektedir
(Harrison & Cunningham, 1985). Genel olarak, daha yiiksek yag igerigine sahip

emiilsiyonlar ayn1 zamanda daha yiiksek G' degerlerine sahiptir (Ma & Barbosa-
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Canovas, 1995). Ancak Sekil 3.5 (A — B) ‘te goriildiigii gibi mayonezlerin jel yapisi
formiilasyona yag yerine EPS-WPI kompleksinin ilavesi ile dengelenmistir.
Ozellikle %10 WPI ve %]1- 2- 3 EPS igeren diisiik yagli numune yiiksek yaglh
kontrol numunesine gore ¢ok daha yiiksek G' degerleri géstermistir. Yagli kontrole
gore %2 ve %3 EPS-%3WPI ve %2 ve %3 EPS-%5WPI ile daha yiiksek G'
degerleri elde edilmistir. Sun vd., (2018), mikropartikiil peynir alt1 suyu proteini
(MWP) ve yiiksek metoksi pektin bazli yag mimetiginden ile {irettikleri
mayonezlerin reolojik ozelliklerini arastirdiklan ¢alismalarinda, %80 yagli tam
yagli kontrol numunesinin %16 yag icerigini %14 MWP ve %2 pektin ile ikame
edebilmisler ve az yagli mayonez numunesinin yagli kontrol numunesinden daha
diisiik jel ozellikleri gosterdigi sonucuna varmislardir. Bu ¢alismadan yola ¢ikarak
mayonez Orneklerinde EPS ve WPI kompleksinin yag ikamesi olarak
kullanilmasimn daha etkili oldugu s6ylenebilir. Mayonez 6rneklerinin viskoelastik
parametreleri Power-Law modeli kullanilarak hesaplanmistir (Tablo 3.3 A- B).
Tablo 3. 3- A 'da EPS 7 6rnekleri igin K' ve K" degerleri sirasiyla 73,81-1172,51
ve 26,90-231,74 Pa.sn araliginda yer alirken, n' ve n" degerleri sirastyla 0,117-0,270
ve 0,117-0,280 araliginda bulunmustur (sirastyla R?=0,994-0,999 ve R2=0,917-
0,992). Tablo 3. 3 — B’ de ise, EPS 10 &rneklerinin K' ve K" degerleri sirasiyla
219,99-1361,48 ve 42,41-212,95 Pa.sn aralifinda yer alirken, n' ve n" degerleri
sirasiyla 0,118-0,224 ve 0,158-0,290 araliginda bulundu (R?=0,99). Tiim mayonez
orneklerinde K' degerinin K" degerinden yiiksek ¢ikmasi elastik kati karakterin
viskoz karaktere baskin oldugunu gostermektedir. %3 EPS10-17- %10 WPI, %2
EPS10-17-9610 WPI, %1 EPS0-17-%10 WPI, %3 EPS10-17-965 WPI, %2 EPS0-17-945
WPI, %1 EPS9-179%3 EPS igeren diisiik yagli numuneler % 5 WPI ve %2 EPS10-17-
%3 WPI, tam yagli kontrol numunesinden daha yiiksek K' ve K" degerlerine
sahiptir. Yani EPS-WPI ile hazirlanan tiim diisik yagli numuneler, diisiik yagl
kontrol numunesinden daha yiiksek K' ve K" degerlerine sahiptir. Bu durumda EPS
ve WPI kompleksinin farkli miktarlardaki sinerjistik etkisinin diisiik yagli mayonez

numunelerinin viskoelastik davranisi iizerinde etkili oldugu sonucuna varilmustir.
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3.4.2.3 Mayonez Orneklerinin 3ITT Reolojik Ozellikleri

Gidaya uygulanan ani bir kuvvet veya deformasyonun gidanin reolojik 6zellikleri
tizerindeki etkisini gosteren Onemli bir test olan 3-ITT, giinlik hayatta gida
iizerindeki sallama, sikma gibi hareketlerin etkisini simiile edebilmektedir (Toker,
vd., 2015). Sekil 3.6 (A — B), mayonez o6rneklerinin G" degerindeki zaman igindeki
degisimi gostermektedir. Sekil 3'te goriildiigii gibi ani bir deformasyon sonucu
numunenin toparlanma derecesi uygulanan kayma hizina yani deformasyon
degerine bagli olarak degismektedir. Deformasyon degeri arttikca her numunenin
kendini toparlama yeteneginin azaldig1 goriilmektedir. Yani daha yiiksek kesme
hizina maruz kalan numuneler daha fazla yapisal deformasyona ugramasina ragmen
iiriiniin G' degerinde kiiciik bir diisiis gozlenmis ve tekrar baslangic G' degerine

ulasilmas1 miimkiin hale gelmistir.
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Y6

Tablo 3.3 (A) Az yagli mayonezlerin dinamik reolojik 6zelliklerin Power Law parametreleri

(A) K’ n R? K" n’ R?
K1-%650-XG 219,99+3,50 0,14140,000  0,997::0,000 42,4140.62 0,158+0,000  0,975+0,001
K2-%100-XG 350,26+12,50 0,166+0,022  0,994:0,002 65,52+1,24 0,06240,014  0,917+0,005
%3 EPS7-9%610 WPI 1172,51+18,62 0,139+0,003  0,998+0,001  231,74+1,13  0,163+0,002  0,981+0,009
%2 EPS'7-9610 WPI 1160,25+20,22 0,126+0,002  0,999+0,000  206.1940,81  0,14240,000  0,950+0,004
%1 EPS'- %10WPI 1092,75+13,23 0,125+0,002  0,999+0,000  188,21+1,50  0,11740,002  0,947+0,000
%3 EPS7-065 WPI 704,68+7,47 0,134+0,011  0,997+0,001  126,95+1,36  0,137+0,001  0,964+0,003
%2 EPS7-%5 WPI 538,7944,71 0,136+0,012  0,998+0,000 98,31+0,93 0,15140,001  0,966+0,004
%1 EPS'7-%5 WPI 497,09+25,39 0,135£0,005  0,995::0,000 78,22+1,56 0,189+0,001  0,976+0,000
%3 EPSY- %3 WPI 156,899-+1,12 0226+0,007  0,997+0,001  43,899+0,31  0,269+0,002  0,985+0,003
%2 EPS'7-%3 WPI 81,73+11,26 0,117+0,000  0,996:0,000 36,31+1,34 0,18540,002  0,962+0,002
%1 EPS'7-%3 WPI 73,81%0,54 0,270+0,011  0,995:+0,000 26,9042,03 0,280+0,009  0,992+0,001




S6

Tablo 3.3 (B) Az yaglh mayonezlerin dinamik reolojik 6zelliklerin Power Law parametreleri

(B) K’ n R? K" n’ R?
%3 EPS9-9610 WPI 1361,48+69,06 0,125£0,000  0,997+0.001 212,95+1,33 0,199+0,007  0,992+0,000
%2 EPS0-9610 WPI 1167,38+12,49 0,13240,001  0,999+0.000 201,26+0,80 0,16940,011  0,990+0,001
%1 EPS0-9%610 WPI 1307,21+31,05 0,118+0,010  0,998+0.005 190,86:0,65 0,129+0,008  0,916+0,010
%3 EPSL0- %65 WPI 746,77+3,87 0,13240,002  0,998+0.000 130,09-+0,27 0,170+0,002  0,970+0,001
%2 EPS'9-%%5 WPI 439,10+2,10 0,149+0,001  0,998+0.000 84,08+1,18 0,18240,000  0,964+0,005
%1 EPS-9%5 WPI 288,15+5,70 0,224+0,007  0,994+0.000 62,70+0,32 0,290+0,002  0,988+0,000
%3 EPSL- %3 WPI 588,80+7,58 0,130+0,001  0,994+0.000 87,42+0,02 0,22240,004  0,980+0,000
%2 EPS°-%63 WPI 458,81+3,86 0,155+0,002  0,996+0.000 83,11+1,13 0216+0,003  0,988+0,000
%1 EPS°-%3 WPI 285,10428,92 0,147+0,004  0,997+0.001 55,24+5,00 0,16940,012  0,963+0,009
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Sekil 3.6 Az yagli mayonezlerin 3 ITT davranig 6zellikleri

3.4.2.4 Mayonez Orneklerinin Emiilsiyon Stabilitelerinin Degerlendirilmesi

Mayonez, yiiksek yag icerigine (%70-80) sahip bir O/W emiilsiyondur. Bu nedenle
termodinamik olarak kararsizdir ve yag ve su fazlar1 arasindaki uygun olmayan
temas nedeniyle zamanla bozulma egilimindedir (Depree & Savage, 2001;
McClements vd., 2005). Gida endiistrisi, kinetik olarak kararli emiilsiyonlar
iiretmek i¢in, yapilarinda hem hidrofilik hem de hidrofobik gruplara sahip olan ve

birbiriyle karigmayan iki sivimn emiilsiyonunu stabilize eden emiilgatdrleri tercih
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etmektedir. Emiilgatorler araylizey gerilimini azaltir ve bu nedenle ¢ok kararl
mayonez iretiminde 6nemli bir rol oynar (McClements vd., 2005). Mikrobiyal
EPS'ler, yeni islevsellikleri, tekrarlanabilir fizikokimyasal o6zellikleri, istikrarli
maliyetleri ve bol tedarikleri nedeniyle giiniimiizde endiistride tercih edilmektedir.
Calisma kapsaminda yapilan 6n denemelerde EPS'lerin diisiik konsantrasyonlarda
tek baslarina kullamlmalar ile yeterli stabilite saglanamadigi tespit edildiginden
WPI ile olusturulan kompleks yap1 yag ikamecisi olarak tercih edildi. Sistem
igerisinde WPI partikiilleri, yag damlaciklarinin yiizeyinde hidrofobik etkilesimle
adsorbe edilebilir ve az yagli mayonezlerde kalin ve viskoz filmler olusturur. Bu
nedenle, WPI'nin tekdiize parcacik boyutu, emiilsiyonlarin stabilitesi i¢cin ¢ok
onemlidir (Chanchan Sun vd., 2018). Az yagli mayonezlerde EPS'nin ise yag
damlaciklarinin topaklanmasin1 6nlemek ve degisen emdiilsiyon reolojisi saglamak
icin araylizey proteinlerinin etrafinda kaplamalar olusturdugu diisiiniilmektedir.
Emiilsiyon stabilitesi diisiik olan mayonezlerde depolama sirasinda yiizeyde faz
ayrismast gozlenebildiginden emiilsiyon stabilitesi mayonez numunelerinin en
onemli kalite parametrelerinden biridir. Tekin ve ark. (2020), emiilsiyon stabilitesi
icin, G*'deki degisikliklere dayali olarak bir termal dongii testi olusturmusglar ve
G*'deki ytiiksek degisikliklerin, termal olarak indiiklenen dongiilerde emiilsiyon
kararsizligi gosterdigini bildirmislerdir. Sekil 3.7 (a — b), sirastyla 10 farkli dongii
uygulayarak mayonez numuneleri i¢in diisiik sicaklikta (5-23 °C) ve yiiksek
sicaklikta (25—45 °C) uygulanan dongii testlerinde G* degerlerindeki degisiklikleri
gostermektedir. Sekil 3.7 (a -b)- (A), goriildigii gibi %2 EPSY7-10 ve %5 WPI
kompleksi yapiya kati Ozellik saglamis ve az yagli mayonezlerin fiziksel
stabilitesini gelistirmistir. Bu sonuglar, numunelerin diisiik sicakliklarda termal
stres yasarken yiiksek bir fiziksel kararliliga sahip oldugunu gostermistir. Ayrica,
yuksek yagli mayonez numuneleri, 75 dakika sonra emiilsiyon kararsizligini
aciklayan G*'de en yiiksek degisikliklere sahip oldugu goriilmiistiir. Sekil-3.7 (a-
b)- (B) ise yiiksek sicaklikli termal dongii testi sirasindaki degisimler gosterilmistir.
Goruldiigi gibi az yagh mayonez 6rneklerine %2 EPS 1710 ve %5 WPI ilavesi

fiziksel bir stabilite saglamistir.
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3.4.2.5 Mayonez Orneklerinin Oksidatif Stabilitelerinin Degerlendirilmesi

Mayonez Orneklerinin oksidatif stabiliteleri OXITEST cihazi ile 90 °C'de
belirlenmis ve Orneklerin indiiksiyon periyodu (IP) degerleri Tablo 3.4 'te
verilmigstir. Diisiik yagli kontrol numunesi, tam yagli kontrol numunesi ve %2 EPS-
%5 WPI igeren disiik yaglhh numune igin sirasiyla IP degerleri EPS 17 i¢in 5:17 sa,
7:27 sa ve 5:39 sa ve EPS Y i¢in 5:17 sa, 7:27 sa ve 5:51 sa olarak tespit edilmistir.
Az yagli kontrol numunesi en diisiik IP degerine sahipken, tam yagli kontrol
numunesi en yiiksek IP degerine sahiptir. Bu, O/W emiilsiyonlarinda yag
fazi/hacim oraninin lipit oksidasyonunu etkilemesi gergegiyle agiklanabilir. Her iki
EPS-WPI kompleksi i¢in de %2 EPS- %5 WPI oranini i¢eren az yagli numunelerin
IP degerleri, XG ile hazirlanan az yagli kontrol numunesinden daha yiiksek olarak
belirlenmistir. Bu durumun WPI ve EPS'nin antioksidan igerikleri ile iligkili olmas1
beklenmektedir. Peynir alt1 suyu proteinlerinin antioksidan aktivitesinin kaynagi,
muhtemelen siilfidril ve siilfidril olmayan amino asitler tarafindan serbest radikal
temizlemenin yani sira bazi simrl gegis metali selasyonundan kaynaklanmaktadir
(Tong, Sasaki, McClements, & Decker, 2000). Ayrica ¢alismalar EPS’nin
antioksidan Ozelliklere de sahip oldugunu gostermektedir. Nu sebeple az yagh
mayonez Orneklerinde oksidatif stabilitesinin gelistirilmesine katki saglamis

olduklar diisiiniilmektedir (Aburas vd., 2020; Wang vd., 2014; Xu vd., 2019).

Tablo 3.4 Az yagli mayonezlerin IP degerleri

Ornek IP (sa) Ornek IP (sa)

K-1-50%-XG 5:17 2%EPS 7- 5%WPI 5:39

K-2-100%-XG 7:27 2%EPS'0 -5%WPI 5:51

99



3.5 Genel Degerlendirmeler

tiketici talepleri saglikli tiriinleri tercih etme yonelimindedir bu nedenle kalori
alimimin disiiriilmesi son zamanlarda onem arzetmektedir. Ancak kalori azaltimi
duyusal ozellikleri etkilemekte ve saglikli iiriinlerin kabul edilebilirligi geleneksel
iirlinlere gére daha azdir. Bu durum, gida isleme sistemlerinin alternatif bilesenler
ve isleme yontemleri kullanarak kayiplar1 azaltma ¢alismalarina yoneltmistir.Bu
calismada mayonezde mikrobiyal polisakkaritlerin (EPS'ler) yag ikamesi olarak
kullanilmasimn {iriiniin lezzet, goriiniim ve doku gibi 6zelliklerini gelistirebildigi
ve bu baglamda, Leuconostoc lactis GW-6 (EPS') ve Weissella confusa W-16
(EPSY") tarafindan iiretilen ekzopolisakkaritlerin, peynir alti suyu proteinleri ile

kombinasyonunun yag ikamesi olarak degerlendirilebilecegi agiga ¢ikarilmistir.
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Sekil 3.7 Az yagh mayonezlere (EPSY’) ait emiilsiyon stabilite grafikleri ; (A) Disiik sicaklik termal dongii testi,

(B) Yiiksek sicaklik termal dongii testi
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A

GLUTENSIZ KEK URETIMIi

41 Giris

Gilinlimiizde sanayilesmis toplumlarda gida tiiketiminin 6zellikle {i¢ ana egilimden
etkilendigi one siirtilmektedir: saglik sorunlan, siirdiiriilebilirlik ve rahatlik. Gida
ve yasam tarzi ile ilgili olarak artan hastaliklar (6rnegin diyabet, obezite vb.) ve
belirli gida iiriinlerine veya gluten gibi bilesenlere karsi alerjiler ve intoleranslar
onemli saglik sorunlan olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu faktorler, tiiketicileri daha
ileri yaslarda saglikli yasam tarzlarini destekleyen ve belirli hastalik riskini azaltan
saglikli gida tiriinlerine daha fazla ilgi duymaya tesvik etmistir (Asioli vd.,2017).
Diger taraftan tiiketiciler agisindan saglikli gida kavrami daha az katki maddesi ve
kimyasal bilesen iceren “temiz etiketli” iirlinler ile de iliskilendirilmektedir.
Tiiketicilerin sahip oldugu bu farkindalik goz 6ntine alindiginda, gida giivenliginin
saglanmasi ve ayni zamanda tiiketicilerin temiz etiketli gida taleplerinin karsilamasi
icin dogal maddeler iizerinde yapilan caligmalar giderek Onemini arttirmaktadir

(Moradi vd,2021).

(Colyak ve gluten intoleransi olan hastalar i¢in uygulanan en etkili tedavi glutensiz
bir diyettir. Glutensiz iriinler ¢ogunlukla diisiik bir besin degerine sahiptirler.
Yapisinda gluten bulunmayan tahillar ile elde edilen son {iriin gluten ag tabakasinin
yokluguna bagli olarak yapisal, tekstiirel, agiz hissi ve bayatlama derecesi agisindan
glutenli iriinlere gore yetersiz kalmaktadir. Gluten ag yapisina ikame olarak
ksantan, karragenan ve agar gibi hidrokolloidler unlu mamullerde siklikla
kullanilmaktadir. Istenilen yapiy1 elde etmek icin kullanilan bu hidrokolloidler veya
gumlarin ise riin etiketlerinde katki maddesi olarak belirtilmelerini
gerektirmektedir. Bu durum ise daha dogal iirlinleri talep eden tiiketiciler i¢in
negatif bir bakis acis1 olugturmaktadir. Son zamanlarda ise EPS {ireten LAB’nin ve
metabolitlerinin glutensiz iiriinlerde kullanimi1 olduke¢a dikkat ¢ekmektedir (Lynch

vd, 2018; Wolter vd.,2014).
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Calismamn bu kisminda, daha 6nce Boliim 2°de izole edilmis ve tanimlanmis olan
Leuconostoc lactis GW-6 susu tarafindan tretilen EPS%nin glutensiz iirtinlerde
yapt gelistirici bir ajan olarak kullanim imkanlar1 glutensiz nohut unu ile yapilmis

kekelerin yapisal karakteristikleri tizerinden degerlendirilmistir.

4.1.1 Gluten ve Olusturdugu Ag Yapimin Onemi
Ekmeklik bugdaydan (Triticum aestivum L.) elde edilen proteinler iki gruba

ayrilirlar: (1) suda ¢oziiniir proteinler olarak adlandirilan ve toplam proteinlerin
%15'ini olusturan albliminler ve globiilinler ve (2) suda ¢éziinmeyen, ag olusturucu,
depolama proteinleri olan ve toplam protein igeriginin %85'ini olusturan gliadinler
(prolamin) ve gluteninler (glutelin) (Brites vd.,2018).

Gluten, normal diyetin bir pargasi olarak bol miktarda (kisi/giin basina 10-20 g)
tiiketilen bugday tanesinin ana depo proteinine verilen isimdir (Bascunan vd.,
2017). Gluten, tanelerin endosperminde biriken ¢ok sayida farkli proteinin
karmagik bir karisimidir. Cimlenme asamasinda taneye nitrojen ve amino asit
saglamak biyolojik gorevidir. Bu sebeple glutamin ve prolin igerikleri ile
karakterize edilen aminoasitlerce zengindir (Wieser, 2008). Gluten undan su ile
yikandiginda ayrilabilen sert ve yapiskan bir proteindir. Kurutuldugunda yapisi
yaklasik olarak %80 oraninda protein igerir. Gluten protein matriksine siki sikiya
bagli karbonhidrat ve lipitler bilesenleri de bu yapida bulunurlar. Gluten proteinleri
sulu alkollerde ¢oziinme durumlarina gore iki yapidan olusur bunlar; ¢dziiniir
yapida olan, diisik molekiil agirhikli (25-55 kDa) gliadinler (prolaminler) ve
¢cOziinmez yapida olan yiiksek molekiil agirlikli (2000 kDa) c¢ok proteinli
gluteninlerdir. Bu proteinlerin molekiil i¢i veya molekiiller arasi1 disiilfit baglar
olusturma yetenekleri, onlarin ¢oziiniirliiklerini etkiler. Gliadinler esas olarak
molekiil i¢i disiilfit baglar1 ile monomeriktir, gluteninler ise hem molekiil i¢i hem
de molekiiller arasi disiilfit baglar1 ile birbirine baglanan polipeptit zincirlerinden
olusur. Gluten protein yapisinin geneline hidrofobik aminoasitler ve ozellikle
protein seritleri arasinda hidrojen baglar1 olusturma kabiliyetinde olan glutaminler
hakimdir (Koidos, 2016; Balakireva ve Zamyatnin, 2016).

Gluten proteinleri, bugday ununun su ile kanigtirilmasi iizerine bir ag olusturur ve
bu yap1 i¢in bugday unu hamurunun viskoelastik 6zelliklerinin gelisimine katki
saglar. Glutenin ve gliadin proteinlerinin sahip olduklar1 yapisal farkliliklar hamur

olusumu sirasinda onlara farkli islevler saglar. Genel olarak glutenin proteinlerinin
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hamura yapigkanlik ve elastikiyet saglayan polimerik protein agini olustururken
gliadinler ise glutenin agin1 plastiklestirici olarak islev goriir ve hamur viskozitesine

ve uzayabilirligine katkida bulunur (Delcour vd.,2012).

Su ve unun birlesimi ile olusan hamurun karistirilmasi ile gluten aginin olusumunu
icin farkli tipte reaksiyonlar ve etkilesimler gerceklesmektedir. Glutenin
polimerleri arasindaki molekiiller arasi disiilfit (SS) baglar1 bu a¢idan anahtardir.
Serbest tiyol (SH) gruplarinin, glutenin agregatlarimin molekiiler agirligini artiran
SS baglarina oksidasyonu ve ayrica SH-SS degisim reaksiyonlari, karistirma
sirasinda {li¢ boyutlu bir gluten ag1 olusturmak i¢in son derece 6nemlidir. Molekiiller
aras1 gerceklesen izopeptit baglari, ditirozin baglar, hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler, iyonik interaksiyonlar ayrica gluten agimn olusumunda etkilidirler
(Ooms & Delcour, 2019).

Glutenin molekiilii tamamen hidratlandiginda kaba, lastiksi bir yap1 olustururken
gliadin viskoz, sivi bir kiitle olusturur. Bu sistemde gluten, iki bilesenin ug
noktalarin1 birlestiren yapiskan, elastik ve viskoz dzellikler sergiler.

Olusan ag yap1 nisasta graniilleri ve lif parcalarin1i ¢evreleyen, hamurun
genisletilebilirlik, esneme direnci, gaz tutma yetene8i gibi 6nemli 6zelliklerini
belirleyen ana olusumdur. Ag yapisinin olusum derecesi tirlinlerin 6zelliklerine
gore degismekle beraber (Kek i¢in ekmege gore daha az gluten yapisi istenir) genel
olarak firincilik tirtinlerinde hacim, doku ve goriinlimiin gelisimi i¢in dnemlidir.
Hamur sisteminde glutenin olmamasi, daha sivi bir hamurun olugmasiyla beraber,
ufalanan doku, zayif yapi, solgun renk gibi kalite kusurlarinin ortaya ¢ikmasina
sebep olur (Matos & Rosell, 2013; Ooms & Delcour, 2019).
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4.1.2 Glutensiz Kekler

Kekler, genellikle tath bir tat, yumusak doku, hos aroma ve lezzet ile karakterize
edilen tath atistrmaliklar olarak tiiketilen 6zel unlu mamullerdir. Kekler
formiilasyonlarina gore degisiklik gostermekle beraber, ana bilesenler olarak un,
yag, seker ve yumurta icermektedirler. Se¢ilen malzemeler kekin hacmi, doku ve
sekli lizerinde etkilidir ve arzu edilen yeme kalitesi yliksek hacim, hafif, acik ve
ince bir doku gerektirir. Bununla beraber karistirma ve pisirme asamalar1 da son
iriin kalitesi acisindan Onemlidir. Kek matrisi kati bir kopiik sistemi olarak
goriilebilir. Sahip olduklan karakteristik havalandirilmis yapilart karstirma ve

pisirme sirasinda hamura dahil edilen kabarciklar ile elde edilir.

Bu kabarciklar son iiriinde birbirine bagh gaz hiicreleri haline gelir (Zoumpopoulou

& Tsakalidou, 2019; Brites vd.,2018).

Kekler, bilesime ve/veya liretim yontemine gore, yiiksek oranli kekler (seker/un >1
ve diistik oranh kekler (seker/un < 1) veya kisaltilmis (shortoned) kekler (kabartma
tozu veya soda gibi yag ve kabartma maddeleri igeren nemli, yumusak ve kadifemsi
yapida) ve kisaltilmamis (unshortoned) kekler (yagsiz ve ¢irpilmis yumurta ve
buharda hapsolmus hava ile mayalanmis angel veya pandispanya kekler) olarak

siniflandinlabilir (Wilderjans vd., 2013).

Tiiketiciler icin ideal bir kek, slingerimsi yapida, nemli ve yumusak bir kirinti
icerigine sahip, cignenebilir ve yiliksek hacimli olmalidir. Keklerin kalitesi
genellikle yapiya homojen hava girisi, havamin matris ig¢inde tutulmasi,
kabarciklarin stabilitesi ve karigtirma sirasinda konveksiyon akimlarin olusumu ile
iligkilidir (Bhaduri, 2013).

Glutensiz keklerin kalite 06zelliklerini degerlendirmek ic¢in kullanilan bazi
parametreler; (i) hamurun 6zgiil agirliginin  belirlenmesi: kek hamurunun
agirliginin esit hacimdeki damitilmis suyun agirligina boliinmesiyle belirlenir ve
karistirma sirasinda dahil edilen hava miktarim gosterir (ii) kek hacmi: kek
hacminin (tohum yer degistirmesi) kek agirligina boliimii ile belirlenir (iii) simetri
ve tekdiizelik indeksleri: American Association of Cereal Chemists International
(AACCI) yontemine (10-91.01) gore plastik bir Slgiim sablonu kullanilarak
belirlenen hacim; (iv) nem igerigi: AACCI yontemi (44-15.02) ile degerlendirilir;
(V) su aktivitesi: Aqualab gibi aparatlar kullanilarak 6l¢iiliir; (vi) Doku analizi: TA-

XT2 tekstiir analiz cihazi kullanilarak enstriimantal olarak kirint1 dokusu

106



belirlenir (vii) Renk 6lglimii: bir kolorimetre kullanilarak 6rneklerin enstriimantal
renk parametreleri (genellikle L*, a* ve b* veya L*, C ve h) belirlenir; (viii) gaz
hiicresi yapisi: goriintii analizi yoluyla tespit edilir (AACCI, 2010). Ayrica bu
enstriimantal analizlere ek olarak duyusal analizler ile de tiiketici kabul testleri
gergeklestirilir (Brites vd., 2018).

4.1.3 Glutensiz Kek Formiilasyonlari

Glutensiz gidalar konvansiyonel {iriinlerle karsilastirildiginda bazi eksiklikleri
oldugu bilinmektedir. Bu sebeple doku, agizda kabul edilebilirlik, tatmin edici tat
ve daha uzun raf dmriine sahip glutensiz iiriinlerin eldesine yonelik calismalara
odaklanilmistir. Bu ¢alismalar, 6zellikle unlu mamuller s6z konusu oldugunda
glutenin viskoelastik 6zelliklerini taklit etmek amaciyla ¢esitli bilesenlerin ve katki
maddelerinin kullanilmasini kapsamaktadir (Wang vd., 2017).

Unlu mamullerin kalite ve teknolojik 6zelliklerine biiyiik oranda katki saglayan
esas bilesenlerden biri yapisal protein olarakta isimlendirilen glutendir (Naqash ve
ark., 2017). Gluten yapis1 hamura, uzayabilirlik, elastikiyet, yapiskanlik ve su
tutma kapasitesi gibi onemli teknolojik ve yapisal 6zellikler sagladigindan ikame
edilmesi zor bir bilesendir (Deora vd., 2014). Gluten igeren bugday unu su ile
karistirlldiginda protein ve nisasta molekiilleri basta olmak {izere hamur
bilesenlerinde ¢esitli etkilesimler gerceklesir (Ortolan & Steel, 2017). Molekiiler
etkilesimler ile olusan kompleks protein agi, genisleyen gaz kabarciklarini
yakalayarak pisirme Oncesi hamurun hacim olarak diizgiin bir sekilde
genislemesine yardimci olur (Drabinska vd., 2016). Bu protein aginin olusmadigi
durumlarda hamur viskozitesinde incelme gergeklesir. Bir protein aginin olmadigi
glutensiz tiriinlerde kirintidan kabuga nem emiliminin artigina bagli olarak ufalanan
parcalanan bir doku olusur ve kuru bir agiz hissi ile tatmin edici olmayan tat
gelisimine sebep olur. Bu durum nisasta retrogradasyonu ile de iliskili olup
glutensiz iirlinlerde hizli bayatlama ve kisa raf dmrii ile sonuglanir (Houben vd.,

2012; Ahlborn vd., 2005).

Glutensiz olarak {iretilen {iirlinlere bakildiginda ¢ogunlukla, dogal veya modifiye
nigasta ile yapr olusturma ve su baglama gibi islevsel Ozelliklere sahip olan
hidrokolloid yapilar kullanilmaktadir. Jelin fonksiyonel 6zelliklerini iyilestirmek
i¢in genellikle misir, patates, piring ve fasulye gibi nisastalar kullanilir. Gumlar ve

hidrokolloidler, jellestirme, koyulastirma, bugday ununa benzeyen sekilde su tutma
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ve doku iyilestirme iglevleri igin glutensiz {irlin formiilasyonlarinda kullanilir. Bu
yapilar tohumlar, meyveler, bitki 6zleri, deniz yosunlart ve mikroorganizmalar gibi

cok ¢esitli kaynaklardan elde edilen polisakkaritler veya proteinlerdir.

Un; Glutensiz iiriinlerin tiretiminde en sik kullanilan biri yumusak tadi, beyaz rengi,
hipoallerjenik yapisi ve sindirilebilirligi sebebiyle piring unudur. Ancak sahip
oldugu diisiik prolamin igerigiyle zayif 6zgiil hacim ve yogunluk gosterir
Hidrofobik yapilanni nedeniyle, piring proteinleri ¢oziinmez ve prova sirasinda
iiretilen karbondioksiti tutmak i¢in gerekli viskoelastik hamuru olusturamaz (Rosell
& Marco, 2008; Stantiall & Serventi, 2018). Siklikla tercih edilen diger bir un ise
misir unudur. Misir unu yapisinda baskin olarak zein proteinlerini igerir ve bu
proteinler yiiksek sicakliklarda su ile birlestiginde viskoelastik hamur yapisi
gelistirebilirler. Pisirme sirasinda camsi gecis sicaklign asildiginda zein
proteinlerinin agregasyon ve c¢apraz baglanma egilimi artar, proteinlerin sahip
oldugu B-sheet ikincil yapilar1 genis ve lifli protein aginin gelisimini tesvik ederek
gluten benzeri bir sistemin olusumunu saglar (Mejia vd., 2012). Son zamanlarda
tercih edilen pseudotahillardan olan kinoa ve karabugday unu yapilarindaki dogal
emiilgatorlerinde varligr ile iliskili olarak yumusak i¢ doku saglamalan sebebiyle
tizerinde caligmalar yapilmaktadir. Chai, sorgum ve tefften elde edilen diger
glutensiz unlar glutensiz kek triinlerinin {iretiminde kullanilmistir (Bhaduri &
Navder, 2014; Marston vd., 2014; Rothschild vd., 2015; Tess vd., 2015; Gohara
vd., 2016).

Nisasta; dogal veya modifiye formlar1 ile kullanilan nisastalar glutensiz iirtinlere
jellestirme, koyulastirma, yapisma, nem tutma, stabilize etme ve tekstiir olugturma
gibi fiziko-fonksiyonel 6zellikler kazandiran esnek yapili bilesenlerdir (Giuberti &
Gallo, 2017). Genellikle piring, manyok, patates ve misirdan elde edilmektedirler.
Kimyasal, enzimatik, mekanik veya fiziksel islemlerle dogal nisastalardan elde
edilen modifiye nisastalarda dogal nisastalar ile karsilasilan sorunlari elemine

etmek i¢in tercih edilmektedir (Houben vd., 2012; Ohimain, 2015).

Nisasta graniilleri sahip oldugu yapisal 6zellikler sebebiyle suda 1sitima islemi
sirasinda hidrata olarak sismeye baslar ve macun benzeri yapi1 gosterir. Bu durum
nigastanin jelatinizasyonu olarak isimlendirilir. Jelatinizasyon ile olusan bu macun

benzeri yap1 hava kabarciklarini tutabilen bir matris gibi davranarak glutensiz
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tirtinlerde 6nemli fiziko-fonksiyonel ozellik saglar. Soguma islemi ile birlikte
nigasta zincirleri yeniden bir diizenlenme asamasina (retrograsayon) girerek kismen
diizenli ve kristalli bir yap1 olusturur. Bu siire¢ nisasta yapisinin sikiligr ve sertligi
ile iliskili olup f{irtinlerin bayatlamasi iizerinde etkilidir (Wang vd., 2015;

(Horstmann vd., 2017).

Diyet Lifleri; bagirsak mikrobiyotasi tarafindan kismi veya tam olarak fermente
edilebilen sindirime direngli bitki kaynakli gidalarin yenilebilir kisimlari,
polisakkaritler ve oligosakkaritler olarak tanimlanabilir. Glutensiz {irlinlerde, doku
gelisimi ile duyusal 6zelliklerin ve raf dmriiniin iyilestirilmesi i¢in tercih edilir. Bu
nitelikleri, su baglama kapasiteleri, jel olusturabilme kabiliyetleri, yag taklidi
olabilme gibi fonksiyonlari ile gergeklestirirler (Tsatsaragkou vd., 2016). Bugday
unu igermeyen bu tirlinler lif oran1 agisindan fakir olduklarindan nisasta ile formiile
edilen sistemlerde varliklari tirtinlerin besinsel degerlerine katki saglayabilmektedir
(Sabanis vd., 2009; Alvarez-Jubete vd.,2010). Endiistride kullanilan, farkli par¢acik
boyutuna, ¢oziniirliige, hidrasyon o6zelligine ve viskoziteye sahip diyet lifleri
mevcuttur. Iniilin, oligofruktoz ve direngli nisasta gibi prebiyotikler glutensiz
tirtinlerde tercih edilen fonksiyonel diyet lifleridir (Wang vd., 2017). Psyllium
tohumlan, seker pancar, yulaf, bezelye ve bambudan elde edilen liflerde
jellestirme, kalinlastirma ve dengeleyici Ozellik saglama ve doku iyilestirme
ozellikleri sebebiyle kullanilmaktadir (Gao vd., 2017). Glutensiz iiriinlerde
kullanilan kinoa ve amaranth gibi pseudotahillar sahip olduklar yiiksek pektik
madde ve ksiloglukan igerikleri sebebiyle gluten ikamesi olarak Onemlidirler

(Lamothe vd., 2015).

Protein bazli bilesenler, Glutensiz iirlinler, protein igerikleri agisindan zengin
degillerdir bu sebeple yapiya gluten benzeri ag yapabilme yetenegine sahip protein
bazli bilesenlerin ilave edilmesi 6énemlidir. Siit ve yumurta gibi hayvansal kokenli
protein kaynaklarinin yam1 sira bitkisel kaynakli proteinler de siklikla
kullanilmaktadir (Houben vd., 2012). Emiilgator 6zellik gosteren ve iyi birer
stabilizator olan kazeinatlar, jel olusturabilme yetenegine sahip peynir alt1 suyu
konsantreleri ve su tutma kapasiteleri yiiksek olan yagsiz siit tozlar1 ile siit protein
izolatlart glutensiz {iriinlerde yaygin olarak kullanilan siit proteinleridir
(Stathopoulos, 2008; Kenny vd., 2000). Glutensiz {irlinlerde bu protein

kaynaklarnin kullammi hamur viskozitesine katkida bulunur, pisirme sirasinda
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termal pihtilasmaya bagh olarak gaz hiicrelerinin olusumunu ve stabilizasyonunu
destekler ve hacim ve doku gelisimine katkida bulunurlar (Nozawa vd., 2016). Siit
proteinleri sisme 6zellikleri ile istenilen ag yapisim olustururlar ve yapisal maddeler
olarak hareket ederek iiriinlerin tadina, kabul edilebilirligine ve raf Omriine
yardimel olabilir ayn1 zamanda sahip olduklart lisin, metiyonin ve triptofan gibi
esansiyel amino asitler agisindan da iriinlerin besin degerlerinin arttirilmasina
katkida bulunurlar (Blanco vd., 2011; Krupa-Kozak vd., 2013).Diger bir hayvansal
protein kaynagi olan yumurtamin hem sarist hem de aki sahip oldugu yiizey
aktivitesi ve emiilsifiye edici 6zellikleri ile gazin tutulmasina yardime1 olurken, 1s1
ile pthtilasabilen yumurta aki kirinti 1y1 bir sekil gelistirilmesinde etkilidir (Schober,
2009). Yumurta albiimini ekmeklerde hacim gelisimine yardimci olurken
makarnada ise tekstiiriin gelistirilmesine katki saglayabilmektedir (Ziobro vd.,
2016; Deora vd., 2014). Bitkisel protein kaynaklar1 agisindan ise son zamanlarda,
bezelye, soya fasulyesi, ac1 bakla ve kegiboynuzu gibi kaynaklar dikkat
cekmektedirler (Foschia vd., 2017).

Enzimler; sahip olduklari aktivitelere bagh olarak protein agini1 gelistirmek, nisasta
retrogradasyonunu azaltmak, kirint1 yumusakligim ve raf dmriinii arttirmak igin
glutensiz tiriinlerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Siklodekstrin glikosiltransferaz
(CGTase, EC.2.4.1.19), transglutaminaz (TGase, EC. 2.3.2.13) ve glukoz oksidaz
(GO, EC. 1.1.3.4) siklikla tercih edilen enzimlerdendir (Houben vd.,2012).

Glutensiz hammaddelerde fermantasyon ve firinlama sirasinda proteinlerin ag
olusturma ve elastik benzeri yapi sergileme davramslart genellikle kisitlidir. Bu
sebeple olusan gazlan tutabilme yetenekleri yoktur (Drabinska vd., 2016). Bu
iiriinlerde glutenin sahip oldugu islevselligi saglayabilmek icin dnerilen yol yapida
proteinler arast baglantilanin kurulmasimi yardimci olacak ¢apraz baglayici
enzimlerin kullanimidir (Wang vd., 2017). Son iiriin kalitesini gelistirebilmek i¢in
protein ve nisasta degistirici enzimler ile bu 6zelliklerin gelisiminin tesvik edilmesi

saglanmaktadir (Renzetti & Rosell, 2016)

110



Transglutaminaz (TGase; y-glutamiltransferaz; EC 2.3.2.13), belirli proteinlerde
peptite bagli glutamin kalintilarinin y -karboksiamid grubu ile peptite bagl lisin
kalintilarinin e-amino grubu dahil olmak {izere ¢esitli birincil aminler arasindaki bir
acil transfer reaksiyonunu katalize eder. Boylelikle gelisen protein ag1 glutensiz
iriin hamurunun viskoelastik karakteristiklerini degistir ve hamurun reolojik ve
islenme Ozelliklerinin gelisimine katki saglar (Deora vd., 2014). Glikozoksidaz
(GO; EC 1.1.3.4), oksijen varliginda aktivite gdsteren bir enzimdir. Ortamda
oksijen olmasi durumunda B-D-glikozun oksidasyonunu katalize eder ve D-
glukonik asit ile bir hidrojen peroksit molekiiliiniin (H202) aciga ¢ikmasini saglar.
Olusan H202 molekiilii suda ¢6ziinebilen pentozan molekiillerinin jellesmesini
destekler ve proteinlerin tiyol gruplan ile etkilesime girerek hamurun reolojik
ozellikleri tlizerinde etkili olan disiilfit baglarnin gelisimini saglar (Renzetti ve
Rosell, 2016). Siklodekstrin glikosiltransferaz (CGTase, EC.2.4.1.19) ve a-amilaz
ise nisastayr hidrolize edebilen enzimler olarak, amilopektinin depolama sirasinda
geri doniis yetenegini azaltarak glutensiz tirlinlerin raf dmriiniin uzatilmasina katki
saglar. CGTase, nisasta molekiiliinde a-(1-4) baglarimn boliinmesini saglar ve bu
reaksiyon sonucunda lipitler ve hidrofobik proteinler ile kompleks olusturabilen
fragmentler ortaya ¢ikar. Bu ise glutensiz hamuru emiilsifiye eder, olusan yapilar
gaz tutulma 6zelligini ve kirint1 yapisini gelistirir (Rosell, 2009).

Hidrokolloid yapilar, glutensiz tiriinlere farkli islevsel Ozellikler kazandirarak
onlarin yapisal oOzelliklerini gelistirebilen, bitkisel, hayvansal veya mikrobiyal
kaynakli, ¢esitli kimyasal yapilara sahip, suda ¢oziiniir nitelikte bilesenlerdir (Mir
vd., 2015). Gidalarda kullamlan hidrokolloid yapilar; alglerden (agar-agar,
karregenanlar, aljinatlar), bakterilerden (Ksantan gum, dekstran), bitkilerden
(pektin, B-glukan), bitki ozlerinden (guar gum, kegiboynuzu gumi), Dbitki
salgilarindan (arap zamki) elde edilenler ya da kimyasal veya biyokimyasal olarak
sentezlenmis seliiloz tiirevleri olarak hidroksipropil-metilseliiloz (HPMC),
karboksi-metilseliiloz (CMC) ve metilseliiloz (MC) seklinde gruplandirilabilir. Bu
bilesenler yiiksek molekiil agirligina ve su tutma kapasitesine sahiptir. Glutensiz
iiriinlerde gluten agini simiile etmek amaciyla kullanilmaktadir. Bu islevini sulu
sistemlerde jel olusturup yapinin viskoelastik 6zelliklerini gelistirerek saglarlar.

Viskoelastik yapinin gelisimi, polisakkaritlerin molekiilleri arasi iliskileri tizerinde
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etkili olan zincir yapist ve konformasyonuna baglidir (Tsatsaragkou vd, 2016;
Brites vd., 2018). Hidrokolloidler, su tutma kabiliyetlerine bagli olarak viskozitenin
artisin1 ve gaz tutma kapasitesinin geligimini saglar. Seliiloz tiirevi olanlar, sahip
olduklart hidrofobik gruplar ile hamurun polar olmayan fazina etki ederler ve bu
gaz hiicrelerinin sinirlar1 dahilinde bir ara yiiz aktivitesi ile sonuglanir ve pisirme
sirasinda bir ag olusturur. Gelisen bu ag yap1, hamurun viskozitesini arttirir ve hiicre
duvarlarimt genisleterek hacmin gelisimine katki saglar. Seliiloz tiirevi yapilar
glutensiz {irlinlerde yaygin olarak kullanilmaktadirlar. Diger hidrokolloidler de
benzer bir sistem ile hamur yapisim1 gelistirebilirler ancak etkinlikleri seliiloz

yapilara gore daha azdir (Demirkesen vd., 2014; Brites vd., 2018).

Emiilgatorler, genel tanim olarak birbirleri ile karismayan fazlar arasinda etkilesime
izin veren hidrofilik veya hidrofobik u¢lara sahip olan bilesenlerdir. Boylece yiizey
gerilimini azaltir, farkli hamur bilesenleri ile etkilesime girerek gluten agini
giiclendirir ve daha kararli bir hamur sistemi olusumuna yardimci olurlar (Aguilar
vd., 2015). Glutensiz formiilasyonlarda siklikla kullanilan emiilgadr bilesenler;
lesitin, mono- ve digliseritlerin diasetil tartarik asit esterleri (DATEM), damitilmus
monogliseritler ve sodyum stearoil laktilat (SSL). Lesitin 6nemli bir bilesen olup,
hamur yapisin1 giiclendirmek, una yumusaklik saglamak, su tutma kapasitesini
ilerletmek ve retrogradasyonu azaltarak raf Omriinii gelistirmek icin

kullanilmaktadir (Purhagen vd., 2012).

Sonu¢ olarak, glutensiz iiriinlerde kullanmilan makromolekiiller (nisastalar,
proteinler, hidrokolloidler) ve diger yardimei1 katkilar hamurlarin iglenebilirligini

gelistirerek son iiriin kalitesine katki saglamaktadir.
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4.2 Materyal Metot

4.2.1 Glutensiz Kek Uretimi

Materyaller: Bugday unu (Yegenler Cok amagli Bugday Unu, Tiirkiye), Nohut unu
(Ipek Degirmen Glutensiz Nohut Unu) seker, tuz (sodyum kloriir), UHT tam yagh
stit (Birsah Siit % 3,1 yagh), rafine ay¢icek yagi (Sirma), sodyum hidrojen karbonat,
Whey Protein Isolate (WPI) (Hardline Whey 3 Matrix- % 80,3 Protein) ve Ksantan
gum (Tito).

Yontem: Kek hamurlar1 Herranz vd., 2016 (Tablo 4.1) tarafindan kullanilan
formiilasyonda degisiklikler yapilarak hazirlanmistir. Kontrol gruplar1 olarak
gluten yapisina sahip %100 bugday unu (BU) ve gluten yapist icermeyen %100
nohut unu (NU) kullanilmustir. Bu gruplar nohut unu kullanilarak olusturulan 4
farklt hidrokolloid kombinasyonunu igeren kekler ile karsilagtirilmistir. Test
gruplari; 1. GRUP: Leuconostoc lactis GW-6 (EPS'9) cinsi tarafindan tiretilerek
saflagtirilan ve liyofilize edilen EPS; 2. GRUP: glutensiz iiriinlerde siklikla
kullanilan XG; 3. GRUP: WPI-EPS kompleksinden olusan hidrokolloid yapi; 4.
GRUP: WPI-XG kompleksinden olusan hidrokolloid yapiyr icerecek sekilde
belirlenmistir. WPI ile EPS ve XG kompleksi olusturmak igin, Bolim 3’te
belirtildigi gibi manyetik kanstirictda 85°C'de 15 dakika siit icinde karistirma
islemi gergeklestirilmistir. Yumurta, seker ve tuz 6nce Kitchen Aid mikserinde
yliksek devirde 3 dakika c¢irpilmis, ardindan sivi malzemeler ilave edilerek, un
ilavesi ile hamur olusturulmustur. Hamurlar 50'ser gramlik 12'li kek kaliplarina
paylastirilarak 6nceden 200 °C 'ye 1sitilmis firinda 30 dakika pisirilmistir. 1 saat
oda sicakliginda sogumaya birakilan kekler daha sonraki analizler i¢in nem

gecirmez uygun kaplarda saklanmistir.
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Tablo 4.1 NU bazl glutensiz kek formiilasyonlari
(Biyopolimer miktarlar1 100 g siit iizerinden hesaplanmistir)

%3EPS- %1 XG-5
KEK %100 BU %100 NU %3 EPS % 1 XG
%5 WPI WPI
UN 155 130 128,5 126 129,5 127
WPI 0 0 0 25 0 25
EPS 0 0 15 15 0 0
XG 0 0 0 0 0,5 0,5
YUMURTA 100 100 100 100 100 100
SEKER 100 100 100 100 100 100
TUZ 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75 0,75
SUT 50 50 50 50 50 50
YAG 46 46 46 46 46 46
K. TOzU 10 10 10 10 10 10
Kuru
461,75 436,75 436,75 436,75 436,75 436,75
Toplam

4.2.2 Glutensiz Kek Hamurlarimin Reolojik Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kek hamurunun reolojik davranisi, reometre probu ile numune plakasi arasinda 0,5
mm bosluk bulunan paralel plaka (¢cap: 50 mm) ile donatilmis sicaklik kontrollii
gerinim reometresi kullanilarak ol¢tilmustiir. Akis davranist igin 0,1 ile 100 st
arasinda degisen kayma hizlar i¢in kayma gerilmesi degerleri kaydedilmistir. Akis
davranisi reolojik 6zelliklerinin parametrelerini degerlendirmek i¢in Power Law
modeli ve dogrusal olmayan regresyon kullanilmistir. Numunelerin dinamik
reolojik analizini (3 ITT) yapmak icin paralel bir plaka konfigiirasyonu kullanilmig
olup dogrusal viskoelastik bolgeyi (LVR) degerlendirmek i¢in sirasiyla sabit kesme
hiz1 0,5/s ve degisken kesme hiz1 150/s oldugu kabul edilmistir. Degerler se¢ilirken
numunelerin LVR'si dikkate alinmis ve numunelerin LVR'si 50 s'de bitmistir. 1.
zaman araliginda numuneler 100 s ¢ok diisik kayma hizinda (0,5/s) maruz
birakilmigtir. 2. zaman araliginda 150/s 40 s i¢in belirlenen kesme kuvvetine tabi
tutulmustur. 3. zaman araliginda, 2. zaman araligindaki dinamik reolojik davranis,
1. zaman aralifinda numuneler diisiik kesme hizina maruz birakilarak test edilmistir

(Toker vd., 2015).
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4.2.3 Glutensiz Keklerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Belirlenmesi

Keklerin agirliklart ve hacimleri pisirmeden 1 ve 24 saat sonra belirlenmistir.
Agirhik olglimii icin laboratuvar tipi hassas teraziler kullanilmigtir. Kekler
tartildiktan sonra 1. ve 24. saatlerde kolza tohumu kullanilarak kolza yer degistirme
yontemi ile hacimleri belirlenmistir. Uriiniin hacmi, dogrudan 400 mL'lik kalibre
edilmis bir kaptan her bir kek varliginda ve yoklugunda kolza tohumu seviyesindeki
farkla belirlendi. Spesifik hacim (cm?® g?), kek hacmi ve agirlig1 arasindaki oranla
degerlendirilmistir. Kek i¢ doku nemi tayini 1. ve 24. saatlerde bir nem tayin cihazi
(RADWAG MA 50.R Nem Tayin Cihaz1) kullanilarak belirlenmistir. Keklerin renk
ozellikleri Chroma Meter CR-400 renk cihaz ile i¢ renk ve kabuk rengi olarak

kaydedilmistir.

4.2.4 Glutensiz Keklerin Tekstiirel Ozelliklerinin Belirlenmesi

Kek numuneleri sogutulduktan sonra, kekin merkezinden (2,5 cm x 2,5 cm x 2,5
cm) kiibik kek numuneleri kesilmistir. Sertlik (N), Esneklik ve Yapiskanlik
ozellikleri, 5 kg yiik hiicresi ve ¢cap1 36 mm olan silindirik sikistirma ile bir doku
analiz cihaz1 (TA.XT2 Plus, ingiltere) kullanilarak doku profili analizi (TPA) ile
Olciilmistiir. Kek numuneleri test {initesine list tste iki dilim olacak sekilde
yerlestirilmistir. On test ve test hizi sirastyla 5.0 mm/s ve 1 mm/s olarak
ayarlanmistir. Sikistirma %30 ve tetik tipi otomatik kuvvet 5 g, birinci ve ikinci

sikistirma arasindaki aralik siiresi ise 5 s olarak belirlenmistir (Y1ldirim-Mavis vd.,
2019)

4.3 Sonuclar ve Tartisma

4.3.1 Glutensiz Kek Hamurlarimin Reolojik Ozelliklerinin

Degerlendirilmesi

Gidalarda kullanilan hidrokolloidler, sistemin reolojisini yani akis davranigin
(viskozite) ve mekanik kati1 6zelligi (doku) degistirebilme yetenegindedir. Kek
hamuru un ve cesitli bilesenlerin karistmindan olusan kompleks bir sistemdir.
Hamurun viskoelastik davranisi, hamur icinde hava kabarcigi tutmak ve kek
yapisini olusturmak i¢in 6nemlidir (Itthivadhanapong vd., 2016). Kek hamurlarinin
akis davranisi reolojik dzellikleri Sekil 4.1 (A) 'de gosterilmistir. Incelenen kesme

hiz1 aralig1 kapsaminda; kesme gerilimi ve kayma gerilimi oran1 degerleri Power
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Law denklemine iyi uymaktadir (R? = £1). Tablo 4.2 de gorildigii {izere hamur
orneklerinin akis indeksi (n) 0, 44 ile 0,53 araliginda yer almaktadir ve biitiin
ornekler shear thinning (pseudoplastic) ozellik gostermektedir. EPS10 ve XG
eklenmis ornekler kontrol grubu Orneklerine gore daha diisik n degerleri
sergilemislerdir. Tablo 4.2 de yer alan diger bir deger consistency index (K) 65,96
Pa sn ile 309,28 Pa sn araliginda degismektedir. Kontrol gruplar1 kendi arasinda
kiyaslandiginda BU NU’na gore daha diisik K degeri gostermektedir. NU ile
yapilan hamur 6rnekleri degerlendirildiginde ise XG, XG-WPI orneklerinde K
degeri ¢ok daha yiiksek oldugu belirlenmistir. K degeri gidalardaki viskoz
davranisin gostergesidir. Kontrol gruplar1 arasinda NU igeren hamurun daha viskoz
ozellik gostermesi nohut ununun sahip oldugu yiiksek protein igerigi ile iliskili
olabilecegi diistintilmektedir (Gomez vd., 2008). Bozdogan vd. (2019) ve Turkut
vd. (2016) protein ve lif agisindan zengin kinoa unu ile yapmis olduklart glutensiz
hamur calismalarinda da benzer sekilde bugday ununa goére daha diisiik n ve daha

yiiksek K degerleri bulmuslardir.

Hamurlarin reolojik 6zellikleri izerinde hidrokolloid yapilarin etkisini tespit etmek
icin, dinamik salinim ve akis davrams analizi gerceklestirilmistir. Dinamik reolojik
Olctimlerden, sistemin elastik yanitiyla ilgili elastik (veya depolama) modiilii G’, ve
sistemin viskoz yamtiyla ilgili viskoz (veya kayip) modiilii G” degerlendirilmistir
(Sekil 4.1 (B-C)). Frekans taramas1 boyunca G’, G™den ¢ok daha yiiksek oldugu
icin tiim hamurlarin elastik veya jel benzeri davranig gosterdigi tespit edilmistir.
Literatiirde karabugday, piring ve misir unu ile hazirlanan glutensiz hamur
orneklerinde de benzer sekilde elastik modiiliiniin, kayip modiiliinden daha biiyiik
oldugu gozlemlenmistir (Kowalczewski vd.,2019; Singh vd., 2015; Pruska-Kedzior
et al., 2008). G’= K’ (w)n’ ve G” = K” (0)n” esitliginde G ve G” ile K’ ve K”
arasinda dogrusal iligskiye bagli olarak Tablo 4.2°de verilere bakildiginda kontrol
gruplarina goére EPS10 ve XG hidrokolloid yapilarini igeren Orneklerde bu
degerlerin 6nemli oranda artig sergiledigi goriilmiistiir. NU kontrol 6rnegi disinda
tiim Orneklerde K’> K” olmas1 yapinin elastik 6zelliklerinin viskoz 6zelliklerine
baskin oldugunu gostermektedir. G’ (elastik /depolama modiilii) K’ degerlerine ve
G” (viskoz/kayip Modiilii) K” degerlerine bagli olarak degerlendirildiginde;
ornekler i¢in bu degerler sirasiyla 59,66- 355,94 ve 46,39-153,48 genis araliginda
yer almaktadir. Kontrol gruplar kendi aralarinda kiyaslandiginda elastik 6zellikleri
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birbirlerine yakin olup BU i¢in bu deger ¢ok az yiiksektir. Tablo 4.2 ‘de ki verilere
bakildiginda EPS10, XG ve bunlarin WPI ile kombine edildigi tiim 6rneklerde
kontrol NU 6rnegine gore her iki degerde de artis gézlemlenmistir. Buna gore
EPS10 ve XG’mn hem tek baslarina hem de WPI kompleksi ile olusturduklar
hidrokolloid sistemin hamurun elastik ve viskoz 6zelliklerini gelistirebildigi tespit
edilmistir. Ispirli vd., (2020) EPS iireticisi Limosilactobacillus reuteri E81 ile
yaptiklar1 eksi hamur ¢alismasinda hamur sistemi igerisinde iiretilen glukan tipte
EPS yapisinin benzer sekilde hamurun kat1 benzeri elastik bir yapr gelistirmesine
yardimel oldugunu bildirmislerdir. Yapilan bir baska calismada glutensiz unlar
(karabugday, yulaf, kinoa ve teff) kullanilarak Weissella cibaria MGL1 ile hamur
sistemi igerisinde dekstran tipte EPS iiretimi saglanmis. Sonugta EPS’nin miktarina
bagli olarak hamur reolojisini etkiledigi ve kat1 elastik benzeri bir yapr sergiledigi
gosterilmistir (Wolter vd., 2014). XG orneklerinde K’ ve K degerlerindeki artisin
oransal olarak daha yiiksek olmasi bu bilesen ile yapilan 6nceki ¢alismalarla
uyumludur (Lazaridou vd., 2007; Shittu vd., 2009). Benkadri vd. (2020) XG ve
Locust Bean Gum ile yaptiklart ¢calismada benzer sekilde XG 6rneklerinin yiiksek
elastikiyetinin XG’1n sert ve diizenli zincir konformasyonundan dolay: hidrokolloid
yapida diisiik kesme hizlarinda sahip oldugu zayifjel 6zellikleri ve yiiksek viskozite
degerleri ile iliskilendirmislerdir. G' G” oram, bagka bir¢ok dnemli parametreye yol
acar kuvvet ve deformasyon arasindaki faz farkinin dogrudan bir indeksini
saglayan; tand = G"/G'. Kayip modiili ile depolama modiilii arasindaki iliskiyi
gosteren Tan delta, bir viskoelastik malzemede viskoz ve elastik 6zelliklerin nispi
oraninin bir 6l¢limiinii saglar. Tan 6 degerinin daha diisiik olmas1 daha giiclii daha
elastik ve daha time stabil hamur karakterini gosterir (Fiszman vd., 2013). Sonug
olarak Tablo 4.2’de goriildiigii tizere yiiksek G’ ve G” degerleri, daha diisiik frekans
bagimhiligr anlamina gelen diisiik n’ ve n” degerleri ve diisiik tand degerleri hamur
yapisinin daha giiclii, elastik ve daha kararli oldugunu yansitmaktadir (Herranz

vd.,2016).
4.3.2 Glutensiz Kekelerin Fizikokimyasal Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Pisen keklerin fizikokimyasal ozellikleri Tablo 4.3 'te gosterilmistir. Pisirme
sonrast yapilan ilk 6l¢iimde en yiiksek agirlik kaybi (%) EPS10 ve EPS0-WPI
kompleksini i¢eren 6rneklerde goriilmiistiir. %100 BU ve %100 NU igeren kekler

arasinda 1. saatte agirhk kaybi arasinda 6nemli bir farklilik yok iken 24. saatte
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nohut unlu keklerde kayip daha fazla gerceklesmistir. Ancak 1. ve 24. saat
sonrasinda orneklerde meydana gelen agirlik kayb1 6nemli degildir. Sonug olarak
%100 BU ve %1 XG igeren kekler en yiiksek performansi gosterirken EPSZ0,
EPSI0-WPI ve XG-WPI kompleksini igeren ornekler kontrol NU keklerin
performansinda artis saglayabilmislerdir. Bu durum hamura katilan hidrokolloid
yapilanin yiiksek su baglama kapasiteleri ile iliskili olarak serbest suyun
buharlagsmasim engellemeleri ile iliskilendirilmistir (Singh vd., 2015). Pisirme
isleminden 1 saat sonra, %100 BU, %1 XG ve %1 XG- %5 WPI iceren kek
ornekleri digerlerine gore daha hizli ¢6kmiistiir, ancak 24 saat sonunda tiim 6rnekler
hacimlerini muhafaza ederek stabilize olmuslardir. En diisiik diisme degerini EPS10
iceren Ornekler gostermistir. Keklerin 6zgiil hacimlerindeki degisimler arasinda
onemli farkliliklar saptanmamustir. En yiiksek degere % 100 BU sahiptir. Buna
karsilik kontrol NU ile diger 6rnekler karsilastirildiginda 6zgiil hacim degerlerinde
artis gozlemlenmistir. Bu durum yapiya ilave edilen bu hidrokolloidlerin hamurun
viskoelastik ozelliklerini gelistirerek son kek hacmini arttirdigini gdstermistir.
Diger taraftan nohut unundan yapilan kek 6rneklerinin bugday ununa gore daha
diisiik 6zgiil hacme sahip olmasi1 nohut ununun sahip oldugu yiiksek lif igerigine
bagli olarak pisirme sirasinda protein agini gelistirmek i¢in daha az nisasta-su
kompleksinin olugsmasi ve bununda daha diisikk kek  hacmine sebep olmasi ile

iliskilendirilmistir (Martinez-Cervera vd., 2011; Herranz vd.,2016).
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Sekil 4.1 Hamur 6rneklerinin reolojik 6zellikleri. (A): Akis davranis 6zellikleri; (B) 3 ITT; (C) Viskoelastik davranis 6zellikleri



Tablo 4.1 Hamur érneklerinin reolojik 6zelliklerine ait parametreler

K n R? K' n' R? K" n'' R?
BU-Kontrol 65,96+1,39 0,51£0,00 | 1,00+0,00 61,55+5,86 0,45+£0,02 | 1,00+0,00 46,39+2,65 0,54+0,00 | 1,00+0,00
NU-Kontrol 126,80+2,05 0,53£0.00 1,00+0,00 59,66+3,05 0,55+0,01 1,00+0,00 61,62+1,96 0,64+0,00 1,00+0,00
NU-%3 EPS'? 134,22+1,51 0,52+0,00 1,00+0,00 105,51+2,93 0,51+0,01 1,00+0,00 94,42+0,92 0,56+0,00 1,00+0,00
NU-%3 EPS'’- %5 WPI 164,74+0,37 0,50+0,01 1,00+0,00 121,19+11,01 0,51+0,02 1,00+0,00 107,56+5,20 0,58+0,00 1,00+0,00
NU-XG 308,20+1,44 0,45+0,00 1,00+0,00 324,37+0,00 0,37+0,00 1,00+0,00 160,92+0,00 0,50+0,00 1,00+0,00
NU-XG-WPI 309,28+1,10 0,44+0,01 1,00+0,00 355,94+1,63 0,33+0,00 1,00+0,00 153,48+3,22 0,49+0,00 1,00+0,00

*BU: Bugday unu kontrol NU: Nohut unu

0CIl




1¢1

Tablo 4.2 Glutensiz keklerin fizikokimyasal 6zellikleri

. 24
Ozgiil .. Pisirme 24 saat 1 saat Sonra saat
. Pisirme 1 saat Sonra i sonra
s Hacim (24 Sonrasi & sonra ¢okme . 1saat sonra 24 saat sonra
Ornek 5 . sonrasi kek g Agirhik 5 ] cokme
saat) (cm° g A Agirhik " Agirhik miktar . nem (%) nem (%)
a agirhd (g) Kayb1 (%) miktan
) kaybi (%) Kaybi (%) (mm)
(mm)
%100 BU  2,87£0,0128  45,6+0,12 8,8+0,28¢ 1,240,142 0,84+0,112 130,002 130,002 20+0,002¢  25,88+0,0008°
05100 NU  2,25+0,007¢  45,8+0,22 8,4+0,42¢ 1,440,142 2,8+0,72 10+0,00¢ 10+0,00¢  26,97+0,009¢ 24,59+0,0003¢
043 EPSLO 2,26+0,01¢  44,6+0,07°  10,8+0,14° 0,640,562 1+0,562 10+0,00¢ 10+£0,00¢  27,92+0,0002° 23,80+0,0001¢
10
Y3EPST 5 200:40,0000  44:0,140 120,282 1,8+0,12 240,560 1247070 1240,00°  26,99+40,0007¢ 25,24+0,0008¢
%5WPI
%1 XG 2,88+0,00452  45,4+0,282 9,2+0,56°¢ 0,2+0,72 0,6+0,72 13+0,002 13+0,002  25,74+0,0004d 25,10+0,0009¢
(;/"51 V)\jgl 2,86+0,00442  46,1+0,22 7,8+0,424 1,28+0,352 1,6+0,282 132 13+0,002  30,35+0,00012 29,63+0,00022
(0]

Degerler ortalama (n=9) standart sapma olarak verilmistir. a—e Ayni siitundaki farkli harfler, Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore drnekler
arasinda 6nemli farkliliklar (P <0,05) anlamina gelir. BU, bugday unu; NU, nohut unu; WPI, peynir alt1 suyu proteini; XG, ksantan sakizi



4.3.3 Glutensiz Keklerin Tekstiirel Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Kek orneklerine ait TPA sonuclar1 Tablo 4.4° te gosterilmistir. Kontrol gruplar
acisindan yapilan ilk degerlendirmeye gore %100 NU igeren grup BU na gore daha
yiiksek oranda sertlik degerine sahiptir. Bu durum NU’nun sahip oldugu yiiksek
protein igerigine bagli olarak sikistirma icin gereken kuvvetin artmasi ile
iliskilendirilmistir (Alverez vd.,2017). NU hamur yapisina ilave edilen EPS10, XG,
EPS10-WPI ve XG-WPI hidrokolloid bilesenleri kek yapisim gelistirerek sertlik
degerlerini 6nemli Olc¢iide diisiirmiistiir. Hidrokolloid yapida polisakkaritler ve
protein bilesikleri, son iiriinde istenilen dokunun saglanmasi i¢in gluten ikamesi
olarak kullanilabilen tipik bilesenlerdir (Ziobro vd., 2013; Sumnu vd., 2010). Elde
edilen bu son degerler ozellikle mikrobiyal yapidaki polisakkaritlerin gluten
yapisina sahip olan BU kontrol ile benzer 6zellikte doku gelistirilebildigini
gostermektedir. Esneklik ve yapiskanlik kek ve benzeri iirlinlerin kalitesi agisindan
onemli olan iki o6zelliktir. Esneklik, 6rnege uygulanan ilk sikistirmanin sonu ile
ikinci sikigtirmanin baslangici arasinda yiiksekligin geri kazanilabilirligini ifade
etmektedir. Bu degerin yiiksekligi ile iirliniin kalitesi arasinda dogrusal bir iligki
vardir. Yapiskanlik ise duyusal ufalanma ve yogunluk ile ilgili bilgi verir. Yiyecek
parcasini ¢ignemek icin gereken enerji ile iliskilidir (Fiszman vd. 2013). Gluten
yapisina sahip bugday kontrol 6rnegine goére tim Orneklerde esneklik degeri
azalmistir. Herranz vd., (2016) NU bazli olarak yaptiklar1 bir ¢alismada farkli
oranlarda biyopolimerleri yapiya ilave ettiklerinde benzer sekilde esnek degerinde
diisiis gozlemlemislerdir. Bu durum kek yapisinda hava kabarciklarinin azalmasi ve
daha yogun bir matrisin meydana gelmesi ile iligkilendirilmistir (Baixauli vd.,
2008; Alverez vd.,2017). 3 giinliik depolama sonucunda esneklik degerlerindeki
distis tim Ornekler i¢in devam ederken yapida en az degisimin EPS0-WPI

kompleksini igeren kek 6rneklerinde oldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2).

4.3.4 Glutensiz Keklerin Renk Ozelliklerinin Degerlendirilmesi

Kek orneklerinin kabuk ve i¢ kistm renk sonuglart Tablo 4.5°te gosterilmistir. L ve
a* degerleri agisindan kabuk renkleri istatistiksel agidan birbirinden farklidir, b*
degerlerinde ise EPS ve EPS-WPI kompleksini iceren gruplar ayn1 olup bu gruplar
ve digerlerinin farkliligi anlamlidir. Bu durmda parlaklik L* degeri agisindan en
diisiik degeri ve kizariklik a* degeri acisindan en yiiksek degeri EPS0-WPI

kompleksini iceren kek drnegi gostermistir. Test edilen numunelerde sarinin baskin
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oldugunu ifade eden b* parametresi acisindan kek numuneleri degerlendirildiginde
ise kontrol nohut unlu érnek en yiiksek degere sahiptir. Orneklerin i¢ yapilarinin L*
degerlerine bakildiginda BU-Kontrol, NU-Kontrol ve EPS igeren 6rnekler arasinda
istatistiksel olarak fark yoktur. Diger gruplar birbirlerinden farkli olup en ytiksek L
degeri yine benzer sekilde EPS9-WPI igceren kek numunesindedir. Kirmizilik
agisindan a* degeri en yiiksek olan 6rnek yalnizca EPS0 i¢eren 6rnektir. Bugday
kontrol ve XG ilave edilmis ornekler negatif a* degerleri sergilemislerdir. NU-
Kontrol ve EPS igeren Orneklerin a* degerleri agisindan birbirleri arasinda
istatistiksel fark yok iken EPS-WPI degeri agisindan farklilik gostermektedir. b*
degerleri acgisindan tiim 6rnekler istatistiksel olarak birbirlerinden farklidir. Nohut
kontrol 6rnegi kabukta oldugu gibi b* degeri agisindan en yiiksek degere sahiptir.
Bu durum nohut ununun taneden gelen renk o6zellikleri ile iliskilendirilmistir.
Yapiya eklenen hidrokolloidler kabuk kisminda L* ve b*degerlerinde diisiise a*
degerlerinde ise artisa sebep olmustur. I¢ kisimda ise bu durum tiim &rnekler icin
L* degerlerinde artis ile sonuglanirken, a degerleri XG oOrnekleri agisindan
kirmizilik degerini arttirirken hala sonuglar negatiftir. %3 EPS10 iceren 6rnek nohut
kontrol ile benzer iken EPS-WPI kompleksinde a* degeri onemli 6lgiide diisiis

gostermistir.
4.4  Genel Degerlendirmeler

(Colyak olan hastalar i¢cin uygulanan en etkili tedavi glutensiz bir diyettir. Yapisinda
gluten bulunmayan tahillar ile elde edilen son {iriin gluten ag tabakasimn yokluguna
bagli olarak yapisal, tekstiirel, agiz hissi ve bayatlama derecesi agisindan
problemler gelismektedir. Gluten ag yapisina ikame olarak ksantan, karragenan ve
agar gibi hidrokolloidler unlu mamullerde siklikla kullamlmaktadir. Istenilen
yapty1 elde etmek i¢in kullamlan bu hidrokolloidler veya gumlarn ise iiriin
etiketlerinde katki maddesi olarak belirtilmelerini gerektirmektedir. Bu durum ise
daha dogal friinleri talep eden tiiketiciler icin negatif bir bakis acisi
olusturmaktadir. Hidrokolloidlerin ve EPS iireten LAB'lerin glutensiz {iriinlerde
yap1 gelistirici olarak kullanilmasimin ise dikkat ¢ekici oldugu belirtilmistir. Bu
calisma sonucunda, Leuconostoc lactis GW-6 susu tarafindan tretilen EPS19nun
glutensiz nohut unu ile yapilan keklerin yapisal karakteristiklerini gelistirmedeki

potansiyel bilesenler oldugu agiga ¢ikarilmistir.
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Tablo 4.3 Glutensiz keklerin tekstiirel 6zellikleri

Sertlik (g) Yapiskanhk (g.dk) Esneklik

0 Giin 3 Giin 0 Giin 3 Giin 0 Giin 3 Giin

BU KNTRL 574,610+3,2¢ 1085,880+2,6° 0,729+0,0072 0,605+0,0072 0,9534+0,0082 0,859+0,012
NU KNTRL 709,81+0,29¢ 1057,500+0,7¢ 0,62440,003b¢ 0,57540,0042 0,861+0,03b¢ 0,773+0,005¢

= %3 EPS 588,060+2,9° 1136,405+1,32 0,595+0,004¢ 0,605+0,0072 0,818+0,004¢ 0,759+0,02¢
* %3 EPS-%5 WPl 595,735+3,12 1018,239+2,1¢ 0,630+0,004° 0,545+0,012 0,817+0,003¢ 0,807+0,002b
%1 XG 557,473+1,88 1066,478+1,6° 0,685+0,062 0,570+0,012 0,869+0,004° 0,777+0,009b¢

%1 XG- %5 WPl 573,423+4,44 942,261+2,5 0,746+0,012 0,563+0,042 0,905+0,02° 0,866+0,032

Degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. a-f aym siitundaki farkli harfler, 6rnekler arasinda 6nemli farkliliklar (P <0.05) anlamina
gelir Tukey ¢oklu karsilastirma testine goére. BU: bugday unu; NU: nohut unu; WPI: peynir alti suyu proteini; XG: ksantan sakizi
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Ayni stitunda farkli bir harfin izledigi ortalama + standart sapma degerleri, a-e ayni1 stitundaki farli harfler Duncan'in ¢oklu aralik testine gore

Tablo 4.4 Glutensiz keklerin renk ozellikleri

KABUK ic
L a b L a b
BU-KNTRL 59,956+1,4° 7,186+0,05¢  31,933+0,06° | 63,783+0,38° -0,55 22,373+0,7¢
NU-KNTRL 63,2330,5% 6,83+0,7¢ 33,646+0,2% 63,82+0,6" 1,04+0,03? 32,68+0,7
%3 EPS™ 53,946+0,5¢ 12,696+0,1" 25,61+0,9¢ 64,07+0,6¢ 1,046+0,04% 28,473+0,2¢
%3 EPS-%5 WPI 51,98+0,4° 13,7240,22 23,723+0,09¢ 69,94-0,12 0,16+0,04° 29,883+0,03%°
%1 XG 52,903+0,6% 12,98+0,6% 23,546+0,5° 68,593+0,9° -0,033 30,586+1,1°
%1 XG- %5 WPI 57,853+0,6° 11,98+0,7° 28,066+0,2° 65,62+0,6° -0,21 29,0530,6%

onemli dl¢iide farklidir (p<0,05).
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BUGDAY UNU

NOHUT UNU NOHUT UNU - EPS'° NOHUT UNU NOHUT UNU - XG
WPI - EPS1©
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SONUCLAR

GRAS statiileri ile bilinen LAB’leri gidalar i¢in 6nemli olup ¢ok c¢esitli
fermentasyon ortamlarindan izole edilebilmekte olup ortam sartlarindaki
farkliliklarla iligkili olarak ©nemli tekno-fonksiyonel ozelliklere sahip olan
ekzopolisakkaritlerin iiretebilmektedirler. Bu tez kapsaminda c¢imlenmis ve
cimlenmemis tahil ve baklagil unlarindan LAB suslar1 izole edilerek tanimlanmis

ve EPS iiretim ozellikleri belirlenmistir.

Bu ¢alismada izole edilen tiim LAB suslari, farkli seviyelerde EPS tiretmistir. EPS10
ve EPSY, 17 LAB susu arasinda en yiiksek verimde iiretilen EPS yapilariydi bu
sebeple yapisal olarak karakterizasyonlart gergeklestirilmistir. NMR analizi ile
tespit edilen EPS0 ve EPSY’ igin sirasiyla %9,2 ve %6,9 seviyelerinde (1 — 3)-
bagli a-D-glikoz birimleri ile dekstran iiretti ve FTIR spektrumlari, dekstran
yapisin1 dogrulamistir. Her iki dekstranin da XRD analizi ile belirlenen dogasi
geregi amorf oldugu ve daha da onemlisi dekstranlarin hem DSC hem de TGA
analizi ile 300 °C 'ye kadar yiiksek diizeyde termal kararlilk gostermesi, gida
islemede yiiksek termal uygulamalar i¢in uygun olduklarini gostermistir. Bu
dekstranlar, karsilik gelen baslatici kiiltiirlerle katk1 maddeleri veya yerinde iiretilen
polimerler olarak potansiyel uygulama bulabilir. Yapisal karakterizasyonlari
yapilan EPS’lerin gidalarda kullanim imkanlarinin degerlendirilmesi i¢in mayonez

ve glutensiz kek uygulamasi gergeklestirilmistir.

Mayonez ¢alismasi kapsaminda peynir alt1 suyu proteini izolati (WPI) ile dekstran
yapili ekzopolisakkarit (EPS) kompleksinin yag ikame edici 06zelliginin
degerlendirilmistir. Farkli konsantrasyonlarda WPI-EPS kompleksleri hazirlanmig
ve yag orant %50 azaltilmis mayonez formiilasyonlarina eklenmistir. Kontrol
numunesi olarak XG ile hazirlanan tam yagli ve az yagl (%50) mayonezler
kullanilmigtir. Numunelerin reolojik 6zellikleri, akis davranisi, frekans taramasi ve
3-ITT reolojik ozellikleri kontrol gruplari ile karsilagtirilmistir. Numunelerin
emiilsiyon stabilitesini belirlemek i¢in termal dongii testi uygulanmis, oksidatif
stabilite OXITEST ile test edilmis ve IP degerleri karsilastiriimistir. Orneklerin K
degerleri 20,05-169,13 Pa.sn arasinda, n degerleri ise 0,133 ile 0,383 arasinda

degismis ve tiim oOrnekler Newtonian olmayan sivi olup ve n<l nedeniyle
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psodoplastik davrams gostermistir. Tiim numunelerin G" degeri G' degerinden
biiytiktiir. Bu, viskoelastik davramslarim gosteren, geleneksel mayonez gibi kati
benzeri bir davranisa sahip olduklart anlamina gelmektedir. Mayonez 6rneklerinin
viskoelastik parametreleri Power-Law modeli kullanilarak hesaplanmustir.
Orneklerin K' ve K" degerleri sirasiyla 73,81-1172,51 ve 26.90-231,74 Pa sn
araliginda, n' ve n" degerleri ise sirasiyla 0,117-0,270 ve 0,117-0,280 araliginda
bulunmustur. Tim mayonez Orneklerinde K' degerinin K" degerinden yiiksek
cikmasi elastik kat1 karakterin viskoz karaktere baskin oldugunu gostermistir. %2
EPSY ve %5 WPI kompleksi, az yagli mayonezde saglam bir yap1 saglamig ve
fiziksel stabiliteyi gelistirmistir. Sonuglar, numunelerin diisik ve yiiksek
sicakliklarda termal strese maruz kaldiklarinda yiiksek bir fiziksel kararliliga sahip
oldugunu gostermistir. %2 EPS7-10 ve %5 WPI etkilesimi, az yagli mayonezde
saglam bir yapt saglamis ve fiziksel stabiliteyi gelistirmistir. Sonug olarak, elde
edilen veriler, WPl ve EPS'-10 kompleksleri, yagi azaltilmig mayonez
numunelerinde reolojik 6zellikleri, emiilsiyon stabilitesini ve oksidatif stabiliteyi
onemli Olciide iyilestirdigi i¢in yag ikamesi olarak kullanilabilecegini ortaya

cikarimistir.

Diger gida uygulamasi olarak glutensiz kek denmesi gergeklestirilmistir. EPS’lerin
yapisal karakterizasyonlar ile acgiga ¢ikan TGA ve DSC sonuglarina gore onlarin
1s1] dayanikliliklarimn yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bu kapsamda ¢alismanin bu
kisminda, Leuconostoc lactis GW-6 susu tarafindan iiretilen EPS®’nin glutensiz
iirlinlerde yap1 gelistirici bir ajan olarak kullanim imkanlar1 degerlendirilmistir.
Hamurlarin reolojik 6zellikleri ve pismis keklerin fizikokimyasal ve tekstiirel
ozellikleri belirlenmistir. Sonug olarak EPS yapisinin XG ile benzer ancak ona gore

daha diisiik yap1 gelistirebilme 6zelliginde oldugu ortaya ¢ikarilmistir.
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