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TUBITAK

ONSOz

Atigstirmalik (cips, kraker vb) gidalar diinya genelinde 6nemli bir satis hacmine sahiptir ve gida
endustrisinde 6nemli bir yere sahiptir. Bu drtnler ¢odunlukla pisirildikten veya firinlandiktan
sonra hem urunun tadini hem de goérunusunu 6nemli derecede etkileyen aroma tozlari ile
kaplanirlar. Bu sekilde tuketici tercihi buyuk oranda etkilenir. Tuzlu veya tatl atistirmalik
drnlerin ylzeylerine aroma tozlarinin yapismasi genellikle yad veya seker c¢ozeltisi
kullanilarak saglanmaktadir. Ancak, son yillarda tiketici tercihleri daha saghkli ve kalorisi
azaltilmis Urunlerden yana degismektedir. Bu nedenle hem sagligi olumlu yonde etkileyen,
hem de istenilen kalitede Urunlerin gelistiriimesi énem arz etmektedir. Ayrica, bu aroma
tozlarinin yuzeylere esit dagilmasi ve iyi bir yapisma ozelligi gdstermesi Grin kalitesi ve
ekonomik kayiplarin azaltiimasi agisindan 6nem arz etmektedir. Bu calismada temel amaglar:
secilen bazi LAB suslarindan en fazla EPS uretimi yapilan optimum dretim kosullarinin
belirlenmesi; elde edilen EPSlerin karakterizasyonu; cips materyali ylzeylerine EPS
uygulandiginda secilen farkh O6zelliklerde gida tozu orneklerinin yapisma davranislarinin
belirlenmesi; referans olarak Aygicek yagi ve destile su ile karsilastirimasi ve matematiksel

denklemler ile partikillerin yapisma kuvvetlerinin hesaplanmasidir.

Arastirma suresince galismalara 6nemli 6lglde katkida bulunan ve her zaman arastirma ekibi
ile birlikte proje sorumlulugunun bilincinde ¢alisan proje bursiyerleri Ecem Poyraz ve Erva Nur
Karasu'ya katkilarindan dolayi tesekkir ederim. Ayrica proje faaliyetlerine énemli dlglide ve
Ozverili bir sekilde katki saglayan Ayse Asena Kurnaz'a; birlikte galismaktan mutluluk
duydugum proje ekibine ve bu projenin gerceklesmesinde emekleri olan herkese sonsuz

tesekkdrlerimi sunarim.

Bu calismaya finansal destek vererek arastirmanin yiritiimesine olanak saglayan TUBITAK
TOVAG - Tarim, Ormancilik ve Veterinerlik Arastirma Grubu’na proje ekibi adina tesekkur
ederim.

Kasim 2018
Dr. Ogr. Uyesi Ertan ERMIS
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OzZET

Bazi mikroorganizmalar ve 6zellikle de laktik asit bakteri (LAB) tirleri bulunduklari ortamda
hicre disina ekzopolisakkaritler (EPS) gibi polimerik maddeler salgilarlar. Bu maddeler, gida
maddelerinin yapisini duzelten 6zellikte ve teknolojik yonden faydali olmalarinin yaninda insan
saghg: Uzerine de birgcok faydali etkiler gbsterebilmektedirler. EPS’lerin bulunduklari gida
drtnlerinin reolojik ve tekstirel o6zelliklerine etkileri konusunda ¢ok sayida calismalar
yapilimigtir. Ayrica mikrobial hticrenin doku veya kati yuzeylere yapismasina etkisi konusunda

da ¢alismalar yapilmistir.

Bu proje kapsaminda bazi laktik asit bakterilerinden elde edilen EPSlerin bazi gida tozlarinin
kati ylzeylere yapismasina etkisi arastiriimigtir. Bu amagla EPS Uretme yetenedi olan alti farkli
LAB turt secilip, ylzey yanit yontemi kullanilarak en fazla EPS Uretiminin gergeklestigi
inklibasyon parametleri tespit edilmis ve bu kosullarda EPS (retimi yapilmigtir. Uretilen EPS
miktar1 14.8 ile 42.5 gL arasinra degisim gostermistir. En gok EPS Uretilen inkiibasyon
parametreleri MRS Broth ortaminda 35 °C, 18 saat ve pH 6.5 olarak belirlenmistir. Bu sartlarda
uretilen EPSlerin reolojik, mikroyapisal ve molekuler 6zellikleri Reometre, GPC, FTIR, HPLC

ve DSC cihazlari kullanilarak belirlenmistir.

Ahsap pul ve misir cipsi ylzeyleri Aygicek yagi, su ve dedisen konsantrasyonlarda EPS
¢ozeltisi (0, 20 and 40 %) uygulandiktan sonra cam tozu, kaya tuzu tozu ve secilen bazi gida
tozlari ile kaplanarak yapisma (adhezyon) testleri gergeklestiriimistir. Yapisma testleri igin 6zel
bir santrifij tipu dizayn edilerek 3 boyutlu yazici kullanilarak dretilmis ve kullaniimigtir. Elde
edilen veriler 100 pym altindaki partikillerin diger fraksiyonlara gére daha iyi yapisma
gOsterdigini ortaya koymustur. Santrifij dénme hizinin (1000, 2000, 3000 ve 4000 rpm)
artirlmasi ile yuzeylerden kopan partikil miktarinin da arttigi tespit edilmistir. Aycicek yaginin
cam tozlar igin daha iyi bir yapisma goésterdigi, buna karsin tuz partikilleri igin EPS

cOzeltilerinin daha iyi yapigsma sagladigi gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: adhezyon, ekzopolisakkarit, laktik asit bakterileri, aroma tozlari, santrifjj
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ABSTRACT

Some microorganisms, particularly lactic acid bacteria (LAB) species secrete polymeric
materials such as Exopolisaccharides (EPS) outside the cell in their environment. These
substances improve the structure of foodstuffs and technological characteristics as well as
show various beneficial effects on human health. EPSs could change the rheological and
textural properties of foods in positive ways. Indeed, purified polysaccharides of bacterial origin
may be used in certain foods. Beside this, the adhesive properties of EPSs has been studied.

In this project, it was aimed to investigate the effects of EPSs on adhesion behaviour of food
powders onto food surfaces. For this purpose, six different LAB species have been chosen
and Response Surface Methodology was employed to determine the incubation parameters
to produce high yield of EPS. The amount of EPS produced ranged from 14.8 ile 42.5 gL ™.
The incubation parameters which higher yield of EPS obtained were noted as 35 °C, 18 hours
and pH 6.5. Rheometer, GPC, FTIR, HPLC, SEM and DSC instruments were used to

characterize the EPS properties.

Glass powder, salt powder and selected food powders were applied on wood veneer and corn
chip surfaces that had been coated using sunflower oil, water and EPS solutions with varying
concentrations (0, 20 and 40 %) to understand the adhesive properties of EPSs on food
surfaces. The data obtained depicted that smaller particles (below 100 pm) showed similar or
better adhesion than other fractions for almost all runs. Increasing centrifugal speed from 1000
to 4000 rpm resulted in more particles detached from the surfaces for most of the runs.
Sunflower oil exhibited better adhesive properties when glass powder used. However, EPS
solutions improved salt powder adhesion especially after drying the surfaces after powder

coating when compared to oil.

Keywords: adhesion, exopolysaccharide, lactic acid bacteria, seasoning powder, centrifuge

viii
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1. GIRIS

Bazi bakteri suslari ekzopolisakkarit (EPS) adi verilen polisakkarit polimerleri salgilarlar.
Ekzopolisakkaritler (EPS) gida maddeleri ile etkilesiminde bazi fonksiyonel ve teknolojik
Ozellikler gosterebilmesi ve insan sagligi tzerine bir¢ok faydali etkiler géstermesinden dolayi
son yillarda ilgi gekmektedir. Bunlarin disinda EPS’lerin gida disi materyallerde (ahsap ve
plastik) yapisma 0Ozelligi gosterdigi yapilan bazi calismalarda ortaya konmusgtur. Bu tir
Ozelliklerinden dolayr EPS Ureten mikroorganizmalar ekonomik agidan biyluk 6nem arz
etmektedirler. Bu nedenlerden otirl, literatirde EPS (reten cesitli bakteri suslarinin
izolasyonu ve identifikasyonu Uzerinde ¢ok sayida arastirma yapilmis, ancak elde edilen
EPS’lerin gida ylzeylerinde yapisma 6zelligi konusunda yapilan ¢alismaya ratlanmamistir. Bu
projede ise secilen bazi LAB tirlerinin Uretmisleri EPS’lerin kimyasal karakterizasyonu,
maksimum verim ile EPS Uretecegi sartlarin optimizasyonu ve EPS’lerin gida ylizeylerinde

gida tozlarinin yapismasina etkilerinin detayli olarak incelenmesi amaglanmistir.

Proje kapsaminda EPS Uretme yetenegine sahip olan bazi laktik asit bakteri suslari
kullanilarak maksimum verim ile EPS kutlesi Urettikleri inkiibasyon parametreleri belirlenmis
ve Uuretilen EPS vyapilarinin fiziko-kimyasal ve kimyasal 0Ozelliklerinin karakterizasyonu
gerceklestiriimistir. Daha sonra elde edilen EPS’lerin gida tozlarinin gida yulzeylerine
yapismasina etkilerini detayli olarak arastiriimasi calismalari gergeklestirilmigtir. Bu amagla
yeni bir santrifGf tipU dizayni yapilarak testlerde kullaniimistir. EPS’lerin gida ylzeylerinde
uygulanmasi sonrasinda secilen bazi gida tozlar ile kaplanan ylzeylere degisen doénme
hizlarinda uygulanan ayirma (detachment) kuvveti ile olusan gida tozu kayiplarinin miktarsal

olarak belirlenmesi calismalari yapiimistir.

Yapilan bu galisma ile atistirmalik trGn (snack foods) Uretim ve ambalajlama asamalarinda
ortaya c¢ikan gida tozu dagihmi ve yapisma ozelliklerinin daha iyi anlasiimasi, buna bagli olarak
EPS’lerin yapistirici olarak kullanim potansiyelleri ve bu sekilde fonksiyonel Urdn

gelistiriimesine katki saglanmasi hedeflenmistir

Gida endustrisinde arzu edilen disuk yag ve dusuk kalori icerikli gida trUnlerini kazandirmak
amaciyla drinden beklenen 6zelliklere de bagli olarak kullanilan, yag, seker ve tuz (gida tozlari
icin tasiyici) gibi gida bileseni gruplarinin kullanim dizeylerinin minimum duzeye gekilerek
daha ekonomik, dusuk kalorili, saglikli ve dogal Urunlerin Uretimi i¢in bilimsel alt yapinin

olusturulmasi dusundlmuistur.
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2. LITERATUR OZETi
2.1 Atistirmalik lirtinler

Atigstirmalik gidalar (cips, kraker vb) dunya genelinde yillik ortalama 25 miyar dolarlk satig
hacmi ile gida endustrisinde dnemli bir yere sahiptir (Enggalhardjo ve Narsimhan, 2005). Bu
drtnler c¢ogunlukla pisirildikten veya firinlandiktan sonra tat ve aroma zenginlestirmek
amaciyla aroma tozlari ile kaplanirlar. Bu aroma tozlarinin hem urunin tadini hem de
gorunugunu ve boylece tiketici tercihini buylk oranda etkiledigi belirtiimektedir (Kuntz 1996).
Tuzlu atistirmalik GrGnler genellikle %6-12 arasinda degdisen miktarlarda aroma tozu ile
kaplanirlar. Bunun %1,5-2’lik kismini tuz olusturur (Kuntz 1996). Bu aroma tozlarinin yizeylere
esit dagiimasi ve iyi bir yapisma 06zelligi gostermesi Urlin kalitesi ve ekonomik kayiplarin

azaltilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.

Toz partikillerinin ylzeylere yapisma gucl (adhezyon) urin kalitesini, gérinisuna, tadini ve
aroma tozu kayiplarinin miktarlarini etkileyen énemli bir role sahiptir. Geleneksel olarak aroma
tozlarinin atistirmalik Grlnlerin (cips, kraker vb) ylzeylerine yapistiriimasi icin yag veya seker
¢ozeltisi kullanilmaktadir. Ancak tiketici tercihleri az yagli/sekeli disuk kalorili gidalar dogru

yonelmektedir ve bu da alternatif isleme yontemlerinin arastiriimasini gerekli kilmaktadir.
2.2 Aroma tozlan ile kaplama ve adhezyon

Yuzeylere toz yapismasi, gesitli gida uygulamalarinda ve islemlerinde, 6rnegin atistirmalik
arinlerde (cips, kraker ve sekerleme urlnleri vb) cgesitli baharat tozlarn veya toz seker
kaplamasinda 6énemli bir rol oynar (Ermis, Farnish, Berry, ve Bradley, 2011, Likitwattanasade
ve Barringer, 2013). Yag veya seker ¢ozeltisi, aroma 6zelligindeki gida tozlarini gida ylzeyine
yapistirmak igin kullaniimaktadir. Ancak, tuketici talebinin son yillarda kalorisi azaltiimis ve
daha sagliklh gidalara yonlenmesi nedeniyle, arastirmacilar alternatif ¢ézimler bulmaya
calismaktadirlar (Armstrong ve Barringer, 2013). Tozlar, hava akimi yardimiyla veya yergekimi
yardimiyla disperse edilerek gida ylzeylerine uygulanabilmektedir (Likitwattanasade ve
Barringer, 2013). Partikdl blyUkligu ve morfolojisi, molekiller arasi etkilesimler, elektrostatik
kuvvetler ve partikiller arasi olusan koéprileri gibi faktdrler yapisma (adhezyon) davranisini

etkiler.

Adhezyon iki maddenin yapismasini ifade eden, ylzeyler arasi baglarin olusumunu oldugu
kadar iki yazeyin ayrilmasi igin gerekli olan mekanik yuku/kuvveti de kapsayan fiziksel bir
olgudur (Michalski, Desobry, ve Hardy, 1997; Mittal ve Demejo, 1995). Partiklllerin birbirine
yaklasmasi sonucu birarada tutunmalarini saglayan c¢ekim kuvvetlerinin gicl partiklllerin
fiziksel yapilarina ve partikillerin etkilesim mekanizmasina baghdir (Papadakis ve Bahu,

1992). Partikilller ve ylizey arasindaki en belirgin adezyon kuvvetleri, van der Waals,
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elektrostatik ve kilcal (kapiler) kuvvetler olarak belirtiimektedir (Salazar-Banda, Felicetti,
Goncgalves, Coury, ve Aguiar, 2007). Eger gida ylzeyine herhangi bir sivi uygulanmamissa
genellikle elektrostatik (Fes) ve van der Waals (Fvdw) kuvvetleri baskin haldedir. Bununla
birlikte eger yag veya ¢ozelti halinde seker uygulanmigsa kapiler kuvvet (Fc) (Sekil 1) daha
baskin hale gelmektedir (Adhikari, Howes, Bhandari, ve Truong, 2001; Ermis, Farnish, Berry,
ve Bradley, 2009a; Ermis ve ark., 2011; Schubert, 1987). Adhezyon kuvvetinin blayikliga,
yuzeydeki sivinin hidrofobik yapisi ile tozdaki partilkillerin polaritesine bagli olarak bu siviya
karsi gosterdikleri yapisma istegine gore sekillenir (Dopfer ve ark., 2013). Partikdllerin birim
hacmi basina partikil temas alani ve ¢ekim glcu yapisma davranisini etkileyen diger
faktorlerdir (Halim ve Barringer, 2007). Kuglk partikillerin aglomerasyonu, daha buyuk boyutta
partikiller olusturur ve bu nedenle birim hacimdeki partikil temas alanini azaltir. Kati yuzey
parazlalaga ve sivi ozelliklerinin ylzey gerilimi, yapisma davranisinda 6nemli rol oynar
(Adhikari, Howes, Shrestha, ve Bhandari, 2007).

Sekil 1. Purlzsuz kure seklindeki partikulin purizsiz yuzeye kapiler kuvvet ile yapismasinin

sematik gosterimi
2.3 Adhezyon ol¢iim metotlari

Tozlarin yuzeylere yapisma kuvvetini karakterize etmek igin ginimuize kadar bazi metotlar
gelistiriimistir. Bunlardan bazilari; yuzeye dikey ya da yatay olarak sivi veya hava akimi
uygulanmasi (Shukla ve Henthorn, 2009), atomik kuvvet mikroskobu (Goode, Bowen, Akhtar,
Robbins, ve Fryer, 2013; Mittal ve Demejo, 1995), santrifij (Salazar-Banda ve ark., 2007),
elektrik alani (Takeuchi, 2006) ultrasonik veya mekanik titresim uygulamasi (Otles, 2008;
Vahdat, Azizi, ve Cetinkaya, 2013), darbe uygulamasi (Ermis ve ark., 2009a) seklinde
siralanabilir. Bu konuda gelistirilen teknikleri Michalski ve ark. (1997) rapor etmiglerdir. Ancak
gelistirilen bu metotlarin buayuk bir ¢cogunlugu uygulamaya o6zgudur ve genel kullanim
acisindan limitleyici faktorlere sahiptirler (Hu, Kim, Park, ve Busnaina, 2010). Bu konuda en
basit metot, yuzeye yapigan tozlarin geriye kalanlarinin agirliklarinin tartiimasidir. Tozlarin
yuzeylere yapisma kuvvetinin olcllmesi icin gelistirilen bir baska pratik metot ise mekanik

titresimli tabla hareketi sonucu gida yuzeyinden kopan tozlarin tartiimasi seklindedir (Michalski

3
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ve ark., 1997; Suderman ve Cunningham, 1981). Ermis ve ark. (2009) ve Ermis ve ark. (2011)
bu metoda dayali yeni bir adhezyon test cihazi gelistirmigler (serbest diisme sonucu ¢arpma
ilkesine dayalil) ve elde ettikleri sonuclar farkli tekniklerden elde edilen sonuglarla
karsilastirmiglardir. AFM ve santriflij metotlari diger metotlara gére daha givenilir, genel
kullanima uygun ve kesin sonuglar vermekle birlikte AFM'nin tekil partikll Gzerinde dlgim

yapmasi ve pahali olmasi en énemli dezavantajlaridir.
2.3.1 Santrifiij metodu

Gida tozlarinin pargacik-yuzey yapisma gucunu belirlemek igin kullanilan metotlardan biri de
santriflj kuvvetini kullanilmasidir (Ermis ve ark., 2011; Salazar-Banda ve ark., 2007). Yontem,
degisken agisal hizlarin uygulanmasina ve Uretilen merkezkac kuvveti sonucunda ylzeyden

ayrilan partikutllerin miktarinin belirlenmesine dayanmaktadir.

Santriflj metodu ile cips yuzeyindeki toz partikillerinin adhezyon kuvvetinin sayisal olarak
Olgumu yapilabilmektedir. Partikllerin adhezyon kuvvetini 6lgmede santrifuj kuvvetinin
kullanimi, agirhgi belirlenmis partikdl ile yizey arasindaki adhezyon kuvvetinden gugclu olan ve
dolayisiyla partikullin yuzeyden kopmasini saglayan esik donme devir sayisinin tespiti esasina
dayahdir. Partikullerin yuzeylerden kopariimasi igin gereken kuvvet, partikilin buyudklugune

ve dolayisiyla da agirligina baghdir (Zimon, 1982).

Partiklle uygulanan santriflj merkezkag¢ kuvveti (Fcen) toplam adhezyon kuvvetine esit veya
blylk oldugunda partikil ylizeyden kopar; kiglk oldugunda ise partikll ylizeyde yapisik
sekilde kalir. Partikule yuzeyden kopma yoninde etki eden santriflj kuvveti asagidaki formul

kullanilarak hesaplanabilmektedir (Lam ve Newton, 1991):
Fcen = M(L)zdc (1)

Burada M partikdl agirhdini, w agisal hizi ve dc ise partikalin rotorun dénme eksenine olan
uzakhgini ifade etmektedirler. Partikill ylzeyden koparan esik santrifij kuvvetinin adhezyon

kuvvetine esit ancak zit yonde oldugu kabul edilirse agagidaki esitlik elde edilebilir:
buradan da
Fcen =M (,L)édc (2)

seklinde ifade edilebilir. wq partikilin ylizeyden kopmasi igin gerekli agisal hizi ifade

etmektedir.

Kullaniimis toz &érneklerinin yapisinda bulunan partikillerin ortalama agirliklari asagidaki

formul yardimi ile hesaplanmigtir.

M = p,l, )
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burada M bir partikGlin agirligi, pp ve V, ise partikil yogunlugu ve hacmini temsil etmektedir.
Cam kdurecikler dizgun sekilde ve tekdize partikller icerecegi icin partillllerin kire seklinde

oldugu varsayilarak hacimleri agagidaki formul kullanilarak hesaplanmistir.

3
V=" @)

Burada r ortalama yaricapi ifade etmektedir. Partikll ortalama yarigapi mikroskop, (Bel Bio)
kamerasi ve paket programi kullanilarak tespit edilmistir.

Tuz ise daha dizensiz ancak tekduze partikuller icereceginden partiktl hacmi asagdida verilen

formul yardimi ile hesaplanmistir.

44r,
b= ®)

Burada A partiklin 6ngoérilen izdisum alanini, re ise esdeger yarigapini ifade etmektedir.

Duzensiz (purtzl() sekildeki partikillerin ortalama ¢aplari (Salazar-Banda ve ark., 2007)'de
belirtildigi sekilde asagidaki formuller yardimiyla hesaplanabilir.

dg+d
d[g = % (6)
da
a=a (7)
5 dgr+dgo++dgn
d, = (da1tdar ) (8)

n
Burada dgortalama gapi, de dis capi ve diig capi, a puriizliligi ve d a aritmetik gapi ifade

etmektedir.
2.4 Exopolisakkaritler

Ekzopolysakkaritler, monosakkaritlerden olusan yapilardir. Bitkiler, algler, mantarlar ve
bakteriler tarafindan uUretilebilmektedirler (Dilna ve ark., 2015). Gida endustrisi agisindan
ekzopolisakkaritler vizkoziteyi artirici, stabilize ve emulsifiye edici 6zelliklerinden 6tlru son
derece Onem arz etmektedirler (Kanmani ve ark., 2011). Hicre digina salgilanan
ekzopolisakkaritlerin gida sanayisinde temel kullanim amaci bu tur 6zelliklerin saglanmasidir.
Bu amaca yonelik olarak kullanilan EPS’lere dekstranlar, ksantan, jellan, pullulan, maya
glukanlari ve bakteriyel aljinatlar drnek olarak gosterilebilir (Wang ve ark., 2008). Son yillarda
farkli mikroorganizma kultirlerinden EPS lerin eldesi, tanimlanmasi ve farkh kullanim alanlari
(yapistirici, jellesme ajani, flukilant, kivam arttirici vb) konularina olan ilgi artmaktadir.
Ozellikle LABnin Urettigi EPS’in saglik tzerine de olumlu etkilerini belirten ¢ok sayida
arastirma mevcuttur. Kitazawa, Yamaguchi, Miura, Saito, ve Itoh (1993), EPS’in insan saghgi
uzerinde birtakim faydali fizyolojik etkileri oldugunu ileri strmuglerdir. Bu etkiler arasinda

antitimar, antiviral, bagisiklik sistemini uyarici, kolesterol seviyesini diguricu, iltihap sokici
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ve prebiyotik dzellikler gibi aktiviteler bulunmaktadir (Arena ve ark., 2006; De Stefano ve ark.,
2007). EPS’in bu 6zellikleri g6z 6nunde bulunduruldugunda, LAB kaynakli EPS’lerin gidalarda
dogal bir katki maddesi olarak kullanilabilecegi ve stabilizatér, kalinlastirici, jellestirici,
yapigtirict ve su baglayici 6zelliklerinden dolay kimyasal, bitkisel ve hayvansal orijinli katki
maddelerine de alternatif olabilecedi ortaya cikmaktadir (Kim ve ark., 2006). EPSlerin
gidalarda kullanimina drnekler Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Laktik asit bakterilerinden elde edilen fonksiyonel ekzopolisakkarit ve

oligosakkaritlerin kullanim alanlar (Patel ve ark., 2012).

EPS Kullanim alani

Katki maddesi olarak, gida ve farmasétik endistrilerinde emulgator, tasiyici
ve stabilizator, plazma ikamesi, kromatografi kolonunun matrisinde,

Dekstran antikoagulan, kagit endustrisi, metal kaplama isleminin iyilestiriimesi igin
gelistirilmis yag geri kazanimi, biyomateryaller
Alternan Prebiyotikler, sekerlemelerde tatlandirici, disuk viskoziteli hacim arttirici
madde ve gidalarda sulandirici.
Reuteran Firincilik drdnlerinde
Prebiyotikler, antitimor 6zelligi, hipokolesteroemik ajan, gida endistrisinde
Levan : s
Ecofriendly yapistirici, Biothickener
indilin Prebiyotikler, bagirsak mukozal hiicrelerini besler ve patojenleri 6nler, kolon
kanserine karsi hedeflenmis ila¢ verilmesi, gida Urlinlerine yag ikamesi.
Asit sut jellerinin viskoelastik dzelliklerini, antimikrobiyal ve yara iyilesme
Kefiran Ozelliklerini gelistirir, serumdaki kan basincini ve kolesteroll diglirme

kabiliyeti, timor blylimesini geciktirme kapasitesi, bagirsaklarin bagisiklik
sistemini guclendirir
Prebiyotikler, nutrasétik, antibiyotiklerin alternatifi, gida katki maddeleri,
Oligosakkaritler  humektanlar, kolon kanserinin 6nlenmesi, kronik kabizlik tedavisi, kandaki
lipit seviyesinin azaltiimasi, deri kozmetiklerinde.

Glukan Peynirde yardimci kaltir
B ve a glukanlar Starter kulttr Gretimi
Hetero-EPSler Emulsifiye ve flokiile edici aktiviteler, antioksidan, anti-biyofilm

2.4.1 Exopolisakkaritlerin yapisi

EPS’ler uzun zincirli molekll yapisina sahiptirler ve bu molekller, seker ve seker tlrevlerinden
olusan ve birbirine gesitli sekillerde baglanmis polisakkarit yapilardir (Sanalibaba ve Cakmak,
2016). EPS’ler, D-glikoz, D-galaktoz, L-ramnoz veya nadir olarak N-asetilglikozamin,
Nasetilgalaktozamin ve glukoronik asit iceren birimlerin tekrarlanmasi sonucu agiga ¢ikan
yapilardir (Duboc ve Mollet, 2001). Yapisinda bulunan molekillerin tirleri ve biyosentez
mekanizmasina bagl olarak EPSler iki gruba ayrilabilir. Bunlar, homopolisakkaritler (HoPS) ve
heteropolisakkaritler (HePS) olarak adlandiriimaktadirlar. HoPS’lar tek tip monosakkaritlerden

olusmuslardir (Sekil 2). Bunlara drnek olarak a-D-glukanlar, B-D-glukanlar, fruktanlar, alternan,
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reuteran, pullulan, levan, inulin, curdlan, mutan ve polygalactan verilebilir. Bunlardan ¢ogu
hicre digi glukansukraz tarafindan sentezlenmis olma 6zellikleri gosterirler. HoPS’larin Uretimi
icin sukroz gibi segici bazi besinlere ihtiya¢ vardir. Monosakkaritlerin bir araya getirilmesi iglemi
bakteri hicresinin digsinda gergeklesir (Patricia Ruas-Madiedo, Hugenholtz, ve Zoon, 2002).
HePS’ler diz zincir veya dallanmis zincir yapida tekrarlanan birimlerden olugsmustur. Bu
birimler D-glukoz, D-galaktoz ve L-ramnoz gibi c¢esitli tipte monosakkaritlerin
kombinasyonlarini igerirler. Bazi durumlarda, N-asetilglukozamin, N-asetilgalaktozamin veya
glukuronik asit HePS’in yapisinda yer alabilir. Bazan fosfat, asetil ve gliserol gibi karbonhidrat
olmayan yapilar da HePS’in yapisinda bulunabilir. Gellan, ksantan ve kefiran HePS’lere 6rnek
olarak verilebilir (Patricia Ruas-Madiedo ve ark., 2002). Yapisal olarak HePS'ler yapiskan ve

suinen yapida olabilirler (Patel, Majumder, ve Goyal, 2012).

Homopohlisakkaritler Heteropolisakkaritler
Lineer yap1 Dallannns Lineer yap1: Dallannus yap::
yapl iki cesit cesitli tiplerde
0 ' ) monomer monomerler
e

Sekil 2. Laktik asit bakterilerinden elde edilen ekzopolisakkaritlerin yapilari (Mende, Rohm,
ve Jaros, 2016)

Mikrobiyal EPS’ler dogada iyonik veya iyonik olmayan formda bulunabilir ve suda ¢dzunebilir
(Liang ve Wang, 2015). Molekul buyuklukleri genel olarak 10 kDA ile 200 kDa arasinda
dedismekte bazen de 1000 kDa'ya cikabilmektedir (Vaningelgem ve ark., 2004). EPS’ler
mikroorganizmayi kurumaya, fagositoza, faj saldirilarina, antibiyotiklere, toksik bilesiklere ve
ozmotik strese karsi korurlar (Patricia Ruas-Madiedo ve ark., 2002). Ayrica biyofilm olusumu

ve hicrenin kati ylzeylere tutunmasinda etkilidirler (De Vuyst, 1999).

2.5 Laktik asit bakterileri
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Laktik asit bakterileri, prokaryot, heterotrof ve kemo-organotrof olan canl grubu iginde yer alir
ve morfolojik (kok, basil, spiral, sarmal veya ince uzun) ézellikleri, glikoz fermantasyon (homo-
veya heterofermantatif) sekli, gelisim gdsterdikleri sicakliklar ve sekerden faydalanma
Ozelliklerine goére siniflandiriimiglardir.  Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, ve

Streptococcus olmak Uzere dort gruba ayrilmiglardir (Axelsson, 2004).

Tipik laktik asit bakterileri; Gram pozitif, sporsuz formda, katalaz negatif, sitokromdan yoksun,
mutlak anaerobik veya fakiltatif anaerobik, aside toleransli, basglica son UrlGnd laktik asit olan
fermantatif bakterileridir. Cesitli gidalardan, agiz ve bagirsak florasindan izole edilmektedirler.
LAB, Enterococcus, Lactococcus, Streptococcus, Vagococcus, Aerococcus, Pediococcus,
Tetragenococcus Leuconostoc, Oenococcus, Weissella Lactobacillus ve Carnobacterium
bakterilerinden olusmaktadir (Axelsson, 2004).

2.6 Laktik asit bakterilerinden Ekzopolisakkarit (EPS) uretimi

Bazi bakteriler bulunduklari gelisme ortamina hiicre disi bazi polimer maddeler salgilarlar. Bu
polimer maddeler bakteri hlicresini gepecevre kaplayabilecegi gibi icinde bulundugu ortama
da serbest sekilde salgilanabilir (Sutherland, 1982). Bu polimer maddelerin blyuk bir kismi
(%40-95) ekzopolisakkaritlerden (EPS) olusur. Geriye kalan kisimlar proteinler, nikleik asitler
ve ¢ok az miktarda yaglardan olusur (Jost Wingender, Thomas R. Neu, 2013). EPS’ler bakteri
hlcrelerinin ylzeylere yapismasinda oénemli bir role sahiptir ve hicrenin olumsuz dis
etkenlerden korunmasinda gorev alirlar (Sutherland, 1982). Ekzopolisakkarit (EPS) terimi ilk
olarak Sutherland (1972) arafindan ileri srilmis ve hicre duvari disinda lokalize olan bu
bakteriyel polisakkaritlere verilmis bir isim olarak kullaniimistir. Leukonostoklar, streptokoklar,
pediokoklar ve laktokoklar laktik asit bakterileri ile propionobakterler, EPS Ureten bakterilerin
basinda gelmektedir (P. Ruas-Madiedo ve de los Reyes-Gavilan, 2005). Ekzopolisakkaritler
(EPS) hucreye siki bir sekilde baglanmis kapstl formunda olan kapsiler EPS veya hlicreye
gevsekce bagll veya tamamen hiicre disina salgilanan ekzopolisakkaritler olarak iki formda
olabilir. Kimyasal vyapilari acgisindan mikrobiyal EPS’ler homopolisakkaritler ve
heteropolisakkaritler olarak ikiye ayrilirlar. Homopolisakkaritler glukoz veya fruktoz olmak
Uzere sadece tek tip seker monomerinden olusurlar. Heteropolisakkaritler ise birden fazla farkl
seker Unitelerinden, dallanmis sekerlerden, diger organik ve inorganik molekdullerden
olusabilirler. Bu monomerler arasindaki glikozidik baglarin niteligi birgok 6zgiin EPS yapisinin
olusmasina neden olmaktadir (Broadbent ve ark., 2003, De Vuyst and Degeest, 1999, Kumar
ve ark., 2007). Bu yapilarin 6zgunligu ve ayni zamanda gida, kimya, tip ve farmasétik gibi
alanlardaki dogal bilesenlere olan ihtiyag ekzopolisakkaritlere olan ilginin artmasina neden

olmustur (Kanmani ve ark., 2011).
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Baz laktik asit bakterileri (LAB), hiicre yuzeyinde Uretilen veya buyume ortamina salgilanan
biyo-polimer yapidaki ekzopolisakkaritleri (EPS'ler) Uretebilir (Dertli ve ark., 2013). Bazi
HoPS'leri Uretebilen LAB turleri Tablo 2’de verilmigtir. LAB grubu genellikle glvenli [Generally
regarded as safe (GRAS)] statisinde degerlendiriimektedirler ve farkl yapilarda EPS dretim
yetenekleri vardir ve bu EPS’lerin saglk tzerinde olumsuz etkilerinin olmadidi belirtiimektedir
(Surayot ve ark., 2014). LAB tirlerinden elde edilen EPS’lerin fermente Urlnlerde istenilen
yapinin olusmasinda goérev aldiklari belirtiimektedir (Adesulu-Dahunsi, Sanni, ve Jeyaram,
2018). Ayrica antitimor, kolesterol dusuricl, immunostimuilatér, antioksidan ve antililser
etkileri gibi gesitli biyoaktif fonksiyonlar bildirilmistir (Abid ve ark., 2017; Ai ve ark., 2016; Di ve
ark., 2017). Yapilan bazi ¢calismalarda, biyofilm olusumunda (Vu, Chen, Crawford, ve lvanova,
2009), bagirsak epitelyal hicrelere bakteriyel hiicre adhezyonunda (Dertli, Mayer, ve Narbad,
2015) ve tahta parcalarin birbirine yapismasinda (Mancuso Nichols ve ark., 2009) EPS'lerin
rol oynadigi bildirilmigtir.

Tablo 2. Bazi HoPS'leri Greten LAB tirleri (Patricia Ruas-Madiedo ve ark., 2002; Torino,
Font de Valdez, ve Mozzi, 2015).

EPS LAB turii
a-D-glukanlar  Dekstran Leuconostocmesenteroides subsp. mesenteroides
Leuconostocmesenteroides subsp. dextranicum
Mutan Streptococcus mutans
Streptococcus sobrinus
Alternan Leuconostoc mesenteroides
Reuteran Lactobacillus reuteri
B-glukanlar Pediococcus spp.
Streptococcus spp.
Fruktanlar Levanlar Streptococcus salivarus
Inulin-tipi Streptococcus mutans

Leuconostoc citreum
Lactobacillus reuteri
Poligalaktanlar Lactococcus lactis subsp. lactis H414
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

LAB tarafindan EPS Uretimi son yirmi yildir arastirmacilarin dikkatini ¢ekmis, Streptococcus
thermophilus, Lactococcus lactis ve otuzdan fazla Lactobacillus tirintin EPS urettidi ve bu
polimerlerin gida sanayisinde kalinlastirici, saglamlastirici, emulsifiyer, yag ikame edici ve
diger 6nemli konularda kullaniimasi s6z konusu olmustur (Badel ve ark., 2011, Broadbent ve
ark., 2003). (Badel ve ark., 2011, Broadbent ve ark., 2003). LAB grubuda hem homopolimerik
hem de heteropolimerik EPS (dretme kabiliyetindedir. LAB’leri tarafindan uretilen

homopolisakkaritler glikoz Unitelerinden olusmus glukan veya dekstranlar olarak adlandirilan
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polimerleri veya fruktoz Unitelerinden olusmus fruktan veya levan olarak tanimlanmis
polimerleri Uretmektedirler (De Vuyst and Degeest, 1999). LAB tarafindan dretilen
heteropolisakkaritler temel olarak glikoz, galaktoz ve ramnoz olmak u(zere farkh seker
monomerlerinden veya organik veya inorganik diger gruplardan olusabilirler. Her iki kimyasal
grup acgisindan monomerlerin bagli olduklari glikozidik baglarin yapisi ¢ok ¢esitli polimerlerin
aciga cikmasina neden olmaktadir (Badel ve ark., 2011). Farkh gruplarin tekrarlayan EPS
unitesinde bulunmasi EPS kimyasal konfigirasyonunu belirledigi kadar EPS’lerin
fizikokimyasal 6zelliklerini de belirlemektedir. Yapilan calismalar EPS’lerin genel olarak
bulunan kimyasal gruplara gore degismekle birlikte nétral veya negatif yiklu (fosfat gruplarinin
varhdi) oldugunu gostermektedir. EPS kimyasal yapisi ve yuku fiziko-kimyasal agidan son

derece 6nemlidir (Badel ve ark., 2011).

LAB turleri tarafindan uretilen ekzopolisakkaritlerin cogunlugu HePS'tirler. Bunlar, ligten sekize
kadar tekrarlanan birimler icerirler ve iki ya da daha fazla monosakkaritler igerirler (Ryan, Ross,
Fitzgerald, Caplice, ve Stanton, 2015). HePS’ler cogunlukla mezofilik ve termofilik LAB turleri
tarafindan uretilirler. Mezofilik LAB tlrlerine Lactococcus lactis subsp. lactis, Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus sakei ve Lactobacillus
casei 6rnek olarak verilebilir. Termofilik LAB tirlerine ise Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus helveticus ve Streptococcus

thermophilus 6rnek olarak verilebilir (Bajpai ve ark., 2016).

LAB turlerinin Urettikleri EPS yapisindaki kimyasal gruplara ilave olarak EPS Uretim seviyesi
de son derece yuksek oranda farklilik arz etmektedir ve EPS Uretim miktarini etkileyen
faktorlerin belirlenmesi de son derece 6nemlidir. Ortam igerigi, fizikokimyasal ve kinetik
parametreler gibi kosullara bagl olarak degisebilen EPS uretim miktari oldukga degisken
olabilmektedir (Boels ve ark., 2003; Dupont ve ark., 2000). Laboratuvar ortaminda kulttrlerden
EPS uretiminin miktarsal olarak en fazla oldugu fazin 6zellikle besin maddelerinin azaldigi ve
Uremenin yavasladigi duragan faz oldugu bildirilmistir (Manca ve ark., 1996). Ornegin dért L.
rhamnosus susunun EPS Uretim miktarlari incelenmis ve bu suslarin EPS genetik
mekanizmasi ayni olsa da EPS dretim miktarlarinin 61-1611 mg/L arasinda degistigi
bulunmustur (Peant ve ark., 2005). Hiicre ici ve hicre disi faktérler EPS Gretim miktarini
etkilemektedir. Bu faktorler; ortam ve gelisme sartlar (sicaklik, inkibasyon sicakligi ve suresi,
karbon:nitrojen orani, pH, vitamin ve mineraller) (Broadbent ve ark., 2003; De Vuyst and
Degeest, 1999), seker nukleotitlerin bazal hiicre metabolizmasindaki yeterlilikleri (Levander
ve ark., 2002), bakteri tarafindan kullanilan karbon kaynagi ve EPS uretiminden sorumlu gen
kimesinin transkripsiyon miktari gibi faktorleri icerir. Cevresel faktorlerin EPS Uretimindeki rol
nedeniyle maksimum EPS seviyesinin Gretimini saglaymis kosullarin belirlenmesi son derece

onemlidir. Weissella sp. ve Lactobacillus sanfranciscenis turleri tarafindan hamurda Uretilen
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HoPS miktarlari sirasiyla 16 and 5 g EPSs/kg hamur seklinde rapor edilmistir (Galle ve Arendt,
2014). Diger bazi arastirmacilar ise Lactobacillus rhamnosus RW-9595 ve Lactobacillus
kefiranofaciens WT-2B suslarindan uretilen HePS miktarlarini sirasiyla 2,2 ve 2,5 g/litre olarak

bildirmiglerdir (Bajpai ve ark., 2016).
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3. GEREG VE YONTEM
3.1 EPS iiretimi ve izolasyonu

EPS uretimin gerceklestiriimesi amaciyla daha 6nceden yuksek dizeyde EPS Urettigi tespit
edilen alti adet LAB tiir(i secilmistir. Bu tirler Bayburt Universitesi Gida Miihendisligi Bélim
ve Yildiz Teknik Universitesi Gida Mihendisligi Bolimi arastirmacilari tarafindan eksi
hamurdan ve yogurttan izole edilmis olan LAB tdrleridir (Tablo 3). Bakteriler gliserolli
stoklarindan alinip her seferinde 37°C de MRS’de gelistirilerek aktive edilmistir. Response
surface  metodunun Box-Behnken dizayni kullanilarak EPS Uretiminde fermentasyon
kosullarinin (pH, sicaklik ve slire) optimizasyonu onbes farkli deneme noktasinda segilen laktik
asit bakterisi susundan EPS uretimi gergeklestirilmistir. izolatlar Box Behnken deney desenine
gére 100 ml'lik hacimlerde MRS (De Man, Rogosa, Sharpe) Broth besiyeri kullanilarak
inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sliresi sonunda Uretilen EPS miktarlari mg/L seklinde

belirlenmistir.

Tablo 3. EPS uretimi igin secilen LAB tlrleri ve izole edildikleri kaynaklar

LAB tiirii '“"(g;::g'g'
Lactobacillus plantarum Y36 Hamur
Lactobacillus plantarum SC1 Hamur
Lactobacillus brevis E25 Hamur
Lactobacillus bulgaricus Y39 Yogurt
Lactobacillus rhamnosus GG Yogurt
Leuconostoc mesenteroides Y35 Yogurt

Farkli inkibasyon kosullarini takiben EPS izolasyonu gercgeklestiriimistir. Bu amagla ilk olarak
hucreler 6000 x g (4°C’de 30 dakika)da elde edilmis, bakteriyel ¢okelti ve supernatant
ayrilmistir. Bu islemin ardindan supernatanta 2 kati kadar soguk etanol ilave edilerek 4°C’de
bir gece ¢okeltme islemi uygulanmis ve ¢okelen EPS 10000 x g ‘de 30 dakika 4°C’de santrifuj
edilmis ve sonrasinda H2O’da c¢oOzulmustir. En ¢ok EPS Uretilen kosullardaki EPS
cozeltilerinde protein analizi, reolojik analizler, HPLC ile seker profili analizi, FTIR, DSC, CLSM
analizleri yapiimistir. Uretilen EPS miktarinin tespiti amaciyla fenol-stilfirik asit testi (Nielsen,
2009) kullaniimistir. Elde edilen sivi EPS 6rnekleri dordurarak kurutma ydéntemine gore

kurutularak toz haline getirilmis ve kapakli kaplarda -18 °C’de saklanmistir.
3.1.1 Fenol-siilfirik asit testi

Bu amacla glikoz kullanilarak standart seyreltiler ile (0’dan 1 mg/ml’ye kadar) kalibrasyon egrisi
hazirlanmig ve daha sonra 200 ul 6rnek ilgili kiivetlere alinarak tUzerine 600 yl %98’lik sulfirik

asit ilave edilmis ve hemen ardindan 120 pl %5’lik fenol ilave edilmigtir. 5 dakika renk geligimi
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icin beklendikten sonra 490 nm’de absorbans de@erleri dlgtlmustir. Elde edilen absorbans

degerlerinden glikoz kullanilarak olugturulan kalibrasyon egrisi yardimi ile 6rneklerin EPS

miktari hesaplanarak belirlenmigtir.
3.1.2 Partikiil boyut analizi

Toz oOrneklerin partikil boyut dagihimi analizi icin Shimadzu SALD-2300 marka lazer
difraksiyon partikul sayici (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya), siklon injeksiyon tipi kuru
toz besleyicisi (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonya) ile birlikte kullaniimistir. Toz
orneklerinin farkli buyukliklere sahip olacak sekilde (32 ile 500 ym arasi) fraksiyonlara

ayrilmasi isi elekler yardimi ile yapilmistir (Enggalhardjo ve Narsimhan, 2005).
3.2 EPSlerin reolojik, kimyasal ve molekuler 6zelliklerinin belirlenmesi

Her bir bakteri kilttriine ait en cok EPS’nin elde edildigi denemelerden alinan EPS 6rneklerinin
reolojik, kimyasal ve molekiiler analizleri bu asamada gergeklestiriimistir. Elde edilen EPS’lerin
reolojik 6zellileri dinamik titresimli bir reometre kullanilarak analiz edilmistir. Kimyasal 6zellkleri
kapsaminda pH, seker gruplari protein icerikleri belirlenmistir. Kimyasal ve molekdler yapilari
ise FTIR ve Jel Gegirgenlik Kromatografisi (Gel Permeation Chromatography-GPC) ile

belirlenmistir.
3.2.1 Reolojik 6zelliklerinin belirlenmesi

Optimum kosullar altinda Uretilen EPS’lerin reolojk dzellikleri, steady shear (sabit kayma) ve
dynamic shear (dinamik kayma) olmak uzere iki farkli deformasyon testi uygulanarak peltier
sistemli kontrolli gerilim reometre cihazi kullanilarak gergeklestiriimistir. Reolojik dlgimler,
belirli bir koni plaka konfigtrasyonunda (koni ¢api 35 mm, aci: 4°, bosluk: 0.140 mm), test
edilen Uriine gore 1-500 s kayma hizinda, -20 ila 150 °C’ler arasinda hassas olarak
gerceklestirilmigtir. 1.0 ml 6rnek, koni ve plaka arasina yerlestiriimis ve 10 saniye araliklarla

toplam 100 veri alinmigtir. Herbir élgiim ayni érnek Uzerinde bes kere tekrarlanmis ve élgimler

iki tekerrurli olarak gerceklestiriimistir. Gorlnur vizkozite (n) degerleri, kayma hizinin (7) bir

fonksiyonu olarak belirlenmistir. Uriinlerin akig kiirveleri artan kayma hizlarina karsi gizilmistir.

Steady shear (yatiskin kesme) akis davranis Ozelliklerinin (parametrelerinin)
belirlenmesi

Elde edilen reolojik verilerin, Power-law, Herschel-Bulkley ve Casson modellerine uyumu test
edilmis ve en ylksek determinasyon katsayisinin (R2) elde edildigi model kullanilarak kivam

katsayisi ve akis davranis indeksi degerleri belirlenmistir.

Power law model: © =4 7V’

(9)
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Burada ¢ kayma gerilimi (Pa), K kivam katsayisi (Pa sn), 4 kayma hizi (s-1)ve n akis davranis

indeksidir.
Herschel-Bulkley model: @ = %o *Al 2 (10)

Burada ¢ kayma gerilimi (Pa), %0 akma gerilimi (Pa), K kivam katsayisi (Pa sn), Y kayma hizi

(s-1) ve n akis davranig indeksidir.

05 _ 05 . \0.5
Casson model: © = (0.) +K( ) (11)

Burada ¢ kayma gerilimi (Pa), % Casson akma gerilimi, ke Casson vizkozitesi (Pa0.5 s0.5),
/4 kayma hizi (s-1) ve n akis davranig indeksidir.

Uriinlerin apparent viscosity (gortiniir vizkozite) degerlerinin sicakhiga bagh olarak degisimi

Arrhenius model ile tanimlanmistir (Saravacos, 1970; Rao ve ark., 1984):
r]:rloe(EajR(T+273.2)) (12)

Burada n gorunur vizkozite (Pa s), n0O Arrhenius esitligi sabiti (Pa s), Ea aktivasyon enerjisi (kJ

mol?), R evrensel gaz sabiti (kJ mol*K?), T mutlak sicakliktir [K].

Dynamic shear (Dinamik titresimli kayma) akis davranis 6zelliklerinin (parametrelerinin)
belirlenmesi

Frequency sweep (supurme frekansi) testleri, dynamic oscillatory shear rheometer (dinamik
tiresimli kayma reometresi) kullanilarak gergeklestiriimistir. Mekanik spektrumlar, lineer
vizkoleastikligin gorildigu boélgede, Urine gére 0.01-500 rad/s agisal frekans (w) ve -20-150
°C araliginda belirlenmigtir. Osilayon (titresim) testlerinde, érnekler sinusoidal bir osilasyon
gerilimine veya deformasyonuna tabi tutulmuslar ve bu sekilde elastikiyet modulu (G') ve
vizkozite modullu (G") degerleri belirli frekans degerlerine kargi belirlenmistir. Loss tangent

(Kayip tanjant aci, tan & ) deg@erleri de agagidaki denkleme gére belirlenmistir.
tan & = G"/G’ (13)

Sinusoidal gerilimine kargi érneklerin verdigi toplam reaksiyon kompleks moduli (G*) ve

kompleks vizkosite (n*) denklemleriyle karakterize edilmigtir.

G* = [(G)2 +(G")2]1/2 (14)
n*G*/w (15)
3.2.2 Seker gruplarinin HPLC ile analizi

10 mg EPS numunesi tartildi ve 0.8 mL damitilmis suya ilave edilerek bir vorteks karistiric
kullanilarak karismasi saglandi ve daha sonra 218 pL perklorik asit eklenerek vortekslendi.

Karigim, 1 saat boyunca 80 ° C'de tutuldu ve numuneye 500 uL 5M KOH ilave edildi ve karisim
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calkalandi. Karisim daha sonra makromolekllerin ¢okeltiimesi igin 12000 g'de 4 °C'de 5
dakika santriftjlendi. Sivi kisim ayrilarak HPLC analizine hazir hale getirmek icin 0.45 pm'lik
bir membran filtreden gegirildi (Minisart RC15, Sartorius). EPS drneklerinin monosakkarit
bilegimi, iyon degistirici kolon (Aminx HPX-87C, 300x7,8 mm) (Bio-Rad, Hercules, CA) ve
refraktif indeks (RI) dedektérii (10A, Shimadzu, Manchester, Ingiltere) monte edilmis
Shimadzu HPLC cihazi (Shimadzu, Manchester, UK) kullanilarak analiz edildi. HPLC test
kosullar: enjeksiyon hacmi: 20 ul, kolon sicakhigi: 85 ° C, hareketli faz: ultra saf su, akis hiz:
0.4 mL / dak, sure: 30 dak.

3.2.3 Molekiiler ve Mikroyapisal Ozelliklerin Belirlenmesi

FTIR analizleri

Ekstrakte edilen EPS’lerin gerek konformasyonel yapilari, gerekse optimizasyon kosullari
altinda konformasyonel yapilarinda meydana gelen degisimler, Fourier transfer infrared (FTIR)
spektrofotometre ile karakterize ve tespit edilmistir. EPS 6rnekleri, kati KBr ile karistiriimigtir
ve yaklagik 40 mg karigim tablet haline getirilmigtir. KBr tableti (pellet) kurutulmus ve FTIR
spektrofotometresinde okuma gergeklestiriimistir. Orneklerin gecirgenligi (transmittence) dalga
boyu 4000 ve 400 cm™ araliinda kaydedilmistir (Bhatia, Kumar, ve Bhatia, 2015).

Jel Gegirgenlik Kromatografisi analizi:

EPS exopolimer yapilarn Jel Gegirgenlik/Eleme Kromatografisi (GPC) teknigi ile analiz
edilmistir (Mancuso Nichols ve ark., 2009). Bu amag igin LC20 sivi kromatografisi sisteminde
TSK-Gel 5000PW kolon kullanilmigtir. EPS drnekleri 50mM amonyum bikarbonat (%99
saflikta) ¢ozeltisi icerisinde ¢ozilerek 0,5 ml/dakika olacak sekilde yurGtiimustar. EPSlerin iyi
¢bzunebilmesi icin gerekli olmasi durumunda 50 °C ye isitilmis veya ultrason uygulanmigtir.
Kolona érnek+hareketli fazi vermeden dnce ¢6zinmeyen kisimlar santrifij yardimiyla ayriimis
ve 0,45 um filtreden gegirilmistir. Aromatik amino asitler igin 280 nm’de ve diger kimyasal
gruplar igin 190 nm’de okumalar yapilmistir. Kolonun kalibrasyonu farkli ortalama molekiil
aginhgma (788, 404, 212, 112, 47,3, 22,8, 11,8, ve 5,9 kDa) sahip pullulan standartlari

kullanilarak yapilmigtir.
3.3 Cips orneklerinin hazirlanmasi

Cips ornekleri (Enggalhardjo ve Narsimhan, 2005)’in belirttigi sekilde laboratuvar ortaminda
dretilmistir. Bu amag icin %10-12 nem igeren orta incelikte misir unu kullaniimistir. Belirlenmis
miktarda una hamurun son nem miktari %53 olacak sekilde destile su eklenmis ve laboratuvar
tipi karistincida karistinlmistir. Daha sonra hamur ince tabaka (1,5 mm) seklinde masa

Uzerinde yayilarak 6zel dizayn edilen kalip yardimi ile elips seklinde kesilmistir (Sekil 3).
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Firinda kizartma islemi: Kesilen hamur pargalari 200 °C’ye getirilmis firrnda 15-20 dakika sire
ile pisirilerek ylzeylerin hafif pembelesmeye basladigi anda pisirme islemine son verilerek

orneklerin oda sicakliginda sogumasi saglanmistir.

Yagda kizartma islemi: Sekil verildikten sonra 200-230 °C ‘de 2 dakika sure ile aygicek yaginda
kizartiimistir. Kizaran cips érneklerinin ylzeyindeki fazla yaglarin bir kagit pecete igerisinde 5

dakika sure ile bekletiimesi yoluyla alinmistir.

Sekil 3. a-Cips 6rneklerine sekil vermek icin kullanilan kalip, b-elde edilen cips érnekleri, c-

ahsap pullar

3.4 EPSlerin segilen toz orneklerin gida yiizeylerine yapismasina etkilerinin

belirlenmesi
3.4.1 EPS g¢ozeltisinin hazirlanmasi ve uygulanmasi

Liyofilize olarak toz haline getiriimis EPS, destile su igerisine farkli konsantrasyonlarda (%5-
20) katilarak blendirda 18000 rpm’de 5 dakika karistiriimistir. Gerekirse isitilarak EPS’nin su
icerisinde iyice ¢d6zinmesi saglanmistir. EPS cozeltileri plskidrtme makinasi kullanilarak
puskirtme yontemi ile ylzeylere uygulanmistir. EPS ¢dzeltisinin belli bir konsantrasyondan
sonra jellesmesi beklenebilir ve bu da speyleme islemini zorlastirabilir. Bu durumda ylzeylere
uygulanmasi ince yapili bir firga yardimiyla gergeklestiriimistir. Ylzeylere uygulanmis toz
ornekler degisen miktarlarda (%3-10 (ag/ag)), uygun mesh buyuklugindeki elekler yardimiyla
serpigtirilmigtir. Tozla kaplanan cips ornekleri adhezyon testi dncesinde ylzeye uygulanan
¢ozeltinin igerisinde bulunan serbest suyun uzaklasmasi igin vakumlu kurutucuda 35 °C de
kurumasi saglanmistir. Daha sonra tozla kaplanan o6rnekler asagida detaylari belirtilen
adhezyon testine tabi tutularak elde edilmis sonuglar karsilastiriimistir. Her bir denemede en

az 3 tekrarli olacak sekilde ¢aligiimigtir.

Ayrica ksantan gami kullanilarak hazirlanmis ¢ozelti ve Aygicek yagi referans olarak
kullaniilmasi dusindlmis ve EPS ¢oOzeltisinin yapismaya olan etkisi karsilastirmali olarak
ortaya konulmaya calisilmistir. Ancak, %3 ve Uzeri konsantrasyonlarda ksantan gami

cOzeltilerinin yuksek vizkozite Ozelligi gostermesi nedeni ile yuzeylere uygulanmasinda

16



v

TUBITAK

zorluklar yasanmis ve bu nedenle ksantan gami ¢dzeltisi yerine saf su kullanilarak veriler elde

edilmis ve EPS c¢ozeltileri kullanilarak elde edilen veriler ile karsilagtiriimistir.
3.4.2 Adhezyon (yiizeye yapisma) testi:

Yapisma testi icin yuksek hizli masa Ustl santrifj cihazi kullaniimigtir. Kullaniimis olan
santrifilj cihazinin rotorunun hizlanmasinin programlanabilir olmasi ve yavas hizlanmasinin
saglanmasi ilk hizlanma asamasinda ani hareketlenme sonucu olusabilecek ylizeyden partikdl
kopmalarini énlemek icin gereklidir. Santriflij cihazinda 6x50 ml rotor (INO-HT, Inovia)
kullanilmigtir. Her bir tip yuvasina uygun sekilde cips érneklerini tutmus sekilde 6rnek tupleri
dizayn edilmis (Solidworks® CAD programi kullanilarak) ve 3D CAM yazicilar yardimi ile
Uretimi hizmet alimi seklinde gercgeklestiriimigtir. Tlplerin icerisine érnekler dénme eksenine
paralel sekilde (Sekil 4c) yerlestiriimislerdir. Bu sekilde ayni anda 6 farkli érnekte adhezyon

testi similtane olarak gergeklestirilebilmistir.

Direction ofl
rotation |

Sekil 4. Cips drnekleri icin kullanilan tip dizayni (a) ve tuplerin kullanilacagi santrifdj rotoru
(b) ve tlpun rotor icerisindeki pozisyonu (c). A-tupun ust kismi, B-tlpun igerisinde bogluk
olan alt kismi, C-cips 6rnegi, D-tipun alt ve Ust kismini birarada tutan silindirik parga.

Adhezyon testlerinde farkh partikul boyutlarinda (0-100, 100-200, 200-300 ve 300-400 ym) tuz
ve cam tozu model toz olarak kullaniimistir. Bu amagla kaya tuzu degirmenden (Retsch,
ZM200) gecirilerek farkli mesh buyukligine sahip elekler kullanilarak eleme cihazinda
(Retsch, AS200) fraksiyonlara ayrilmistir. Cam tozu istanbul’da bir firmadan temin edilmis ve
elekten gegcirilerek fraksiyonlara ayrilmistir. Bu model tozlarin yaninda nisasta, kakao tozu,

ksantan gam ve kirmizi biber tozu da yapisma testine tabi tutulmustur.
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ilk asamada karsilastirma amagh aygicek yagdi kullaniimis ve toz partikiillerin ahsap pullar

Uzerine yapismasinin karakterize edilmesi amaglanmistir.

Farkl buyukliklerdeki toz partikilleri ile kaplanan ahsap pul/cips 6rnedi bu amag icin dizayn
edilmis olan o6rnek tlplerine (Sekil 4a) yerlestirilerek santrifij cihazinin godelerine
yerlestiriimigtir. Ahsap pul/cips drneklerinin tek tarafi toz partikilleri ile kaplanmistir ve
kaplanan tarafi rotorun dénme eksenine ters ydnde yerlesmesi saglanmistir ki boylece
merkezka¢ kuvveti ile yluzeyden partikullerin ayrilmasi mumkun olsun. Yuzeyden kopan
partikl miktarini hesaplayabilmek icin her asamada ahsap pul/cips 6rnegi tartilarak not
edilmistir. Toz partikilleri ile kaplanmis ahsap pul/cips érnekleri farkli dénme seviyelerinde
(1000, 2000, 3000 ve 4000 rpm) 1 dakika slre santrifijde tutulmustur ve her bir dénme

seviyesinde yluzeyden kopan partikdl miktarlari hesaplanmigtir.

Tozla kaplanmis 6rnekler adhezyon testinden 6nce 45 dakika sire ile desikatérde bekletilerek
kurumasi saglanmistir. Ahsap pul/cips drnekleri EPS ¢dzeltisi uygulanmadan énce ve sonra;
toz kaplama isleminden sonra; desikatérde kuruduktan sonra ve adhezyon testinden sonra

hassas terazide tartilarak % toz kayiplari asagidaki formul kullanilarak hesaplanmistir.

Y%ayrilan toz kitlesi=[(Ca2s-C1)-(Cas-C1)]*100/(C2s-C1) (16)

Bu denklemde Ci, ylzeyine herhangi bir islem uygulanmamis ahsap pul/cips kitlesini, Cas,
santrifllj isleminden dnceki ylzeyine sivi ve toz uygulanmis ahsap pul/cips kitlesini, Cas,
santrifilj isleminden sonraki ylzeyine sivi ve toz uygulanmis ahsap pul/cips kutlesini ifade

etmektedir.

Bu islemler her bir toz érnegi igin ayni anda 6 érnekle ve en az 3 tekrarli yapiimis ve ortalama
degerler ile standart sapma degerleri hesaplanmistir. Elde edilmis veriler Minitab 17 istatistik
programi yardimi ile tek yonlt deg@isken analizi (ANOVA) ve coklu kargilastirmalar igin Tukey's

HSD kullanilarak analiz edilmistir.
3.4.3 Gida tozlarinin hidrofilik/hidrofobik ozelliklerinin belirlenmesi

Bu analiz i¢in ayirma hunisinden yararlaniimistir (Armstrong ve Barringer, 2013). Bu amacla
ayirma hunisinin igerisine 50 ml polar (etanol) ve 50 ml apolar (petrol eteri) iki c6zgen konulmus
ve icerisine 10 g toz 6rnek eklenerek karistirilarak 2 saat beklenmistir. Bu stre sonunda iki
farkli gdzgende ¢dzlinen toz 6rnedin Ug faza (polar, apolar ve arafaz) ayrismasi beklenmistir.
Daha sonra bu 3 faz huniden ayri ayri alinarak doénerli buharlastirici yardimi ile ¢ézgen
uzaklastiriimig geriye kalan toz kisimlar tartiimis ve bdylece toz 6rneginin hidrofilik/hidrofobik

Ozellikleri belirlenmigtir.

3.5 Yiizeylerin SEM analizi
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Test edilmig Urtine gore 6n hazirlik igslemleri tamamlanan 6rneklerin yuzeylerinin mikroyapilari
taramali elektron mikroskobu (SEM) (Philips ESEM XL30 FEG) ile incelenmig ve ilgili

gorintiler fotograflanarak mikroyapilari hakkinda bilgi toplanmigtir.
3.6 Duyusal analizler:

EPSler kullanilarak kaplanmig cips ornekleri ile aygicek yagi kullanilarak kaplanmis cips
orneklerinin duyusal degerlendirmeleri yapilmigtir. Duyusal testler, bu trinlerde deneyimli 10
farkl gida bilimcisi panelist tarafindan 10 skalali (1-10 arasi) hedonik gosterge cizelgesi
kullanilarak gerceklestirilmistir (Lawless ve Heymann, 2010). Buna goére puanlarin dagihmi su
sekilde olmustur: 10-fevkalade, 9-mukemmel, 8-cok iyi, 7-oldukca iyi, 6-iyi, 5-orta, 4-ortanin
alti kétliintin Gstl, 3-koétu, 2-cok kotl ve 1-asirt kotl. EPS uygulanarak kaplanmis cips érnekleri;
renk, agizda biraktigi tat, agizda erime, yabanci tat ve aroma ve genel begeni kriterlerine gére

degerlendirilmistir.
3.7 Matematiksel analizler

3.7.1 Elde edilmig deneysel verilerin matematiksel modellemelerden elde edilmig

veriler ile kargilastiriimasi:
Teorik adhezyon kuvvetinin hesaplanmasinda asagidaki formilden yararlaniimistir (Salazar-
Banda ve ark., 2007).
Fad = F¢ + Fuaw + Fes (17)

Burada Fas toplam adhezyon kuvvetini, Fvaw van der Waals adhezyon kuvvetini, Fc kapiler
adhezyon kuvvetini ve Fes ise elektrostatik adhezyon kuvvetini ifade etmektedir. Partikdl ve
ylzey arasinda sivi arayizin olmadigi durumlarda Fuaw Ve Fes kuvvetleri adhezyondan

sorumludur ve iki kuvvetin toplami kuru adhezyon kuvveti (Fqry) olarak ifade edilirler.

ideal yiizeylere sahip materyaller arasindaki adhezyon kuvvetinin hesaplanmasinda farkli
metotlar gelistirilmistir. Ylzey enerjisine dayali olan metotta nemsiz atmosferde duz bir plaka
ile partiktl arasindaki ¢ekim kuvveti DMT (Derjaguin, Muller, ve Toporov, 1975) modelinde
kiguk ve sert partikdller igin

Fary = 4myR (18)
veya JKR (Johnson vd, 1971) modelinde biylk ve yari sert partikiller igin

Fay = 3myR (19)
formilleri kullanilarak hesaplanabilir. Burada 7 ylizey enerjisini, R partikiil ¢apini ifade

etmektedir.

Literatirde bu modellerden hangisinin partikil-yuzey etkilesim mekanidini daha iyi ifade

edebilecegi tartisiimistir (Johnson ve Greenwood, 1997). Yapilan ¢alismalarda bu modellerin
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uygulanmasinin 6nundeki en dnemli bariyerin ylzey enerjisinin tahmin edilmesi veya farkli
kaynaklardan yaklasik degerlerin alinmasi oldugu ortaya cikmaktadir. Bu nedenle Faqry,
(Rabinovich, Esayanur, Johanson, Adler, ve Moudgil, 2002) tarafindan asagidaki sekilde
uyarlanmigtir.

AR

Fary() = s (20)

Formilde Ho iki ylizey arasindaki adhezyonun gézlenmedidi en kisa mesafe, r maksimum

mendskus yuksekligi, A hamaker sabiti, R ylizeye yapisan partikil ¢api ve B temas agisini

ifade etmektedir.

Partikdl ile ylzey arasindaki kapiler adhezyon kuvvetinin (Fc) iki temel bilegseni mevcuttur.
Birincisi (Fp) meniskusteki basing farkindan (AP) ortaya ¢ikan; ikincisi (Fs) ise menikuse etki
eden yuzey geriliminden ortaya cikan kuvvetlerdir. Bu kuvvetler asagidaki sekilde ifade
edilebilir:

Fc = Fp + Fs = mx?4P + 2my, x sin(6; + a) (21)

burada AP, Laplace Esitligi (Adamson, 1977) ile ifade edilirse;

4P =y, (3-1) (22)

X
olarak ifade edilebilir. Y. ara yuzeydeki sivinin ylzey gerilimini, R partikil ¢apini, r meniskis
¢apini, x meniskuls ile partikll arasindaki yatay kesisim uzunlugunu, 6, temas agisini, ve a ise
ordinat ekseni ile partiklin sivi meniskls ile kesisimi sonucu olusan ¢gember arasindaki agiyi

ifade etmektedir. a acisi partikll yuzeyinin x noktasindaki egiminin arctanjantidir,
a= arctan(Z—y) (23)

Meniskusun denge halindeki ¢api (r) Kelvin esitligi ile ifade edilirse,

—Vyi —VyL
= = 24
Nalen(P%) KTIny (24)

esitligi elde edilebilir. Formulde V araylzdeki sivinin molar hacmini, Y. sivinin ylzey gerilimini,
Na Avogadro sayisini, kT Bolzmann sabiti ile mutlak sicakligi, P ve Ps buhar basinci ile doygun

buhar basincini, g ise bagil nemi ifade etmektedir.

Partikul ile yuzey arasindaki toplam adhezyon kuvveti;

Fag = Fo+ Fay = 4my R cos 0 (1 - ——) + (—2 ) (25)

2r cos 6 6(Hy+21 cos 6)2

formull yardimi ile hesaplanabilir. Ancak ylzey ve partikil arasinda sivi olmasi halinde kapiler
kuvvet (Fc) baskin hale geleceginden kuru Fqy hesaplamada ihmal edilebilir. Temas agisi,

herhangi bir ylizeyde dengede duran bir damlanin yatay yizey ile arasinda gizilen tanjantin
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acisidir ve mikroskoba bagli kameradan elde edilen resimlerde yapilan imaj analizleri ile
belirlenebilmektedir. Bu amagla bir EPS ¢ozeltisi damlasi cips yuzeyine damlatilarak dijital bir

kamera ile resmi ¢ekilerek imaj analizi sonucu temas agisiI hesaplanmistir.

Partiktlin 6ngdrilen izdisim alanini ve esdeger yarigap! isik mikroskobunda (Bel Bio 3 +

Eurekam 5.0 MP + Bel View) elde edilmis gdruntilerin imaj analizlerinde belirlenmigtir.
3.8 istatistiksel Analizler

Arastirma sonrasinda elde edilmis veriler, deneme desenlerine uygun olarak varyans
analizlerine tabi tutulmuslardir. Duyusal analizlerden elde edilmis veriler ve diger veriler tek ve
cGift faktdrli varyans analizlerine (one-way ANOVA) tabi tutulmuslardir. Ortalama degerler
arasindaki 6nem farklari Tukey HSD c¢oklu karsilastirma analizi ile belirlenmistir. Proje
kapsamindaki testlerinden elde edilmig verilerin analizinde Minitab (Minitab 17®, Minitab Inc.)

istatistik programi kullaniimistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Dogal ortamlarindan (eksi hamur ve yogurt) izole edilmis bakteri (LAB) suslarinin

temini ve EPS liretimi ¢aligmalari

Bu galismada daha énceden Yildiz Teknik Universitesi ve Bayburt Universitesi arastirmacilari
tarafindan eksi hamurdan ve yogurttan izole edilmig olan ve Tablo 3'te belirtiimis olan 6 adet
bakteri tiri EPS Uretimi igin kullaniimistir. Secilen tiarler kullanilarak 15 farkh inkiibasyon
kosullarinda EPS Uretimi gergeklestirilerek en ¢ok EPS Ureten tirler ve inklibasyon sartlari

belirlenmisgtir.

Bu amacla %1 oraninda siikroz eklenen 40 mL MRS Broth cam siselerde hazirlandiktan sonra
pH’si ayarlanmistir. Otoklavda sterilize edildikten sonra inklibasyon sicakhgina sogutularak
stok bakteri ¢cozeltisinden 100 pL alinarak inokulasyon yapilmistir. Vortekslenerek belirlenen
inkiibasyon sicakliklarinda (30, 36, 42 °C) ve belirlenen slrelerde (18, 33, 48 saat)
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sonunda EPS ve bakteri hiicresi igeren tiipler santrifij]
edilerek (6000xg, 4°C’de 30 dakika) bakterilerin cokmesi saglanmistir. Stpernatanta (40 ml)
%50’lik TCA ¢dzeltisinden 3 ml eklenerek 3 saat boyunca 4 °C’de bekletilerek proteinlerin
¢okmesi saglanmistir. Bu sure icerisinde yarim saatte bir vorteksleme islemi yapiimistir.
Proteinler santriflj islemi (10000xg, 30 dk, 4 °C) ile c¢oktirtlerek uzaklastiriimigtir.
Sipernatantin pH’si 6,8-7 arasina NaOH ve HCI kullanilarak ayarlandiktan sonra supernatanta
2 kati kadar soguk etanol ilave edilerek 4°C’de bir gece ¢okeltme islemi uygulanmis ve ¢dkelen
EPS 10000xg‘de 30 dakika 4°C’de santriflj edilerek ¢okturilmus ve ¢okelti 10 mL H.O’da
¢ozuldikten sonra hacmin iki kati kadar (20 ml) soguk etanol ilave edilerek 2 guin boyunca 4
°C’de bekletilerek santrijij islemi (10000xg, 4 °C, 25 dk) ile goken EPS kutlesi 10 mL saf suda
¢bzundurulerek analizlere hazir hale getirilmistir. Hemen analiz yapiimadigr durumlarda

liyofilizatérde kurutulmuslardir.

Elde edilen EPS’lerin miktarsal analizi igin Fenol-silfirik asit toplam karbonhidrat analiz metodu
kullanilimistir. Oncelikle standart glikoz ¢ézeltileri hazirlanarak kalibrasyon grafigi (Sekil 5)
olusturulmus ve daha sonra EPS 6rneklerinin analizi yapilarak bu grafige gére hesaplamalar
yapiimistir. Bu amagla uygun seyreltmeler yapilan EPS ¢ozeltileri cam tlplere alinarak
uzerlerine fenol ve siilfirik asit ¢ozeltileri belirtilen hacimlerde eklenerek 10 dakika bekletilmis
ve sonrasinda olusan renk, 490 nm dalga boyunda spektrofotometrede okunarak gerekli

hesaplamalar yapilimigtir.
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Sekil 5. Fenol-stilfirik asit toplam karbonhidrat analiz metodu icin olusturulan kalibrasyon

grafigi

6 farkl bakteri tird kullanilarak 15 farkh inkibasyon sartlarinda tretilen EPS miktarlari Tablo

4’te verilmigtir.

Tablo 4. Farkh inkiibasyon sartlarinda Uretilen EPS miktarlari

Uretilen EPS miktari (mg/ml)

Siire  Sicakhk Lb.. Lb. L. . Lb. Lb: Lb.

pH (saat) (°C) brevis plantarum mesenteroides plantarum bulgaricus rhamnosus
E25 SC1 Y35 Y36 Y39 GG
4,5 33 30 17.9 9.9 10.9 7.0 5.4 9.2
4,5 18 36 27.9 12.2 7.3 3.8 7.6 6.1
45 48 36 15.8 13.2 5.2 3.4 5.2 7.7
4,5 33 42 17.6 9.9 6.4 3.2 6.7 5.4
55 18 30 11.5 7.3 4.8 7.4 8.1 5.9
55 33 30 34.5 1.6 0.6 0.9 8.6 31.3
55 48 30 17.4 4.1 8.1 7.4 0.8 4.7
55 33 36 34.0 22.2 6.6 9.2 6.8 7.5
55 18 42 26.4 29.4 8.6 25.3 5.8 8.0
55 33 42 11.8 29.6 7.2 4.9 3.7 6.7
55 48 42 7.2 17.0 215 15.6 3.5 5.2
6,5 33 30 15.7 15.0 6.8 5.4 6.7 55
6,5 18 36 31.9 36.8 425 34.2 6.5 5.1
6,5 48 36 14.8 27.6 4.5 7.1 2.8 3.1
6,5 33 42 30.8 22.6 26.2 5.8 7.3 3.2

Tablo 4’te goruldugu Uzere farkh turlerin farkh inkibasyon sartlarinda degisen miktarlarda EPS

urettikleri tespit edilmisti. En ¢ok EPS’nin dretildigi inkGbasyon sartlarinin daha iyi
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anlagilabilmesi amaciyla elde edilen veriler 3 boyutlu yuzey grafikleri ile analiz edilmigtir (Sekil
6).

Sekil 6'da da gorilecedi Uzere farkli tlirde mikroorganizmalar, degisen inklibasyon
kosullarinda degisen miktarlarda EPS Uretmiglerdir. pH’daki artisin Lactobacillus rhamnosus
GG harig tim mikroorganizma tarlerinin EPS Uretimini artirdigi gorulmektedir. Calisilan
mikroorganizma turlerinin sure ve sicaklik parametrelerine bagl olarak EPS Uretme yetenekleri
degiskenlik gostermekte, ancak ortak bir davranis karakteristiklerinin olusmadigi
gobrilmektedir. Bu nedenle EPS o6rneklerinde yapilmasi planlanan analizler igin farkh
mikroorganizmalardan farkli parametrelerde elde edilmis olan EPS &rneklerinin kullaniimasi
dusundlmastir. Bu mikroorganizma turleri ve parametreler Tablo 5'te verilmistir. Elde edilen
EPS cdzeltilerinin protein igerigi Bradford protein analiz metoduna gore yapiimistir ve elde

edilen EPS o6rneklerinde tespit edilebilir miktarlarda proteine rastlanmamistir.
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Sekil 6. Elde edilen EPS’lerin 3 boyutlu ylzey grafikleri ile gdsterimi (a

- Lactobacillus plantarum Y36, c- Lactobacillus bulgaricus Y39, d-

mesenteroides Y35, b

Lactobacillus plantarum SC1, e- Lactobacillus brevis E25, f- Lb. rhamnosus GG)
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4.2 Elde edilen EPS’lerin kimyasal, molekiiler ve reolojik karakterizasyonu

Farkl tarlerden farkh inkiibasyon sartlarinda yapilan EPS dretimi denemelerinde Tablo 5’te
verilen en fazla EPS’nin Uretildigi optimum inkiibasyon parametre kombinasyonlari segilerek

bu bdlimde bahsi gegen analizler icin EPS drnekleri Gretilmistir.

Tablo 5. Segilen suslar kullanilarak EPS Uretilen parametreler

pH sire(saat) sicaklik(°C) Kombinasyon

Kodu
Lactobacillus brevis E25 5,5 33 30 A
Lactobacillus brevis E25 6,5 18 36 B
Lactobacillus plantarum SC1 6,5 18 36 C
Lactobacillus plantarum SC1 55 18 36 D
Leuconostoc mesenteroides Y35 6,5 18 36 E
Lactobacillus plantarum Y36 6,5 18 36 F
Lactobacillus plantarum Y36 5,5 18 36 G

4.3 Elde edilen EPSlerin partikiil boyut analizi ve SEM analizi

Yapilan partikil boyutu analizi sonucunda, Tablo 5'te belirtilen A kosullarinda Uretilen EPS
partikdllerinin ¢ogunlugunun (% 65) 100 um'nin altina dustugunu, geriye kalan partikullerin
blayUklGginin ise 1 mm'ye kadar dediskenlik gdsterdigini ortaya koymustur (Sekil 7). Baylk
partikillerin varligi, kigik partikillerin bir araya gelerek aglomeratlarin olusmasi seklinde
aciklanabilir.

Kirmizi biber tozu, nisasta, kakao tozu ve ksantan sakizi i¢in hacim ortalama c¢ap (D [4,3])
degerleri sirasiyla 190, 120, 136, 91 um olarak kaydedilmistir.

100 4
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S 70
= 25 &
= 60 S
£ =
= 350 2 E
& sV 15 =
E 30
2

20
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0 0

1 10 100 1000
Partikiil ¢apt (um)

Sekil 7. A kosullarinda uretilen toz EPS érnegine ait partikil boyut analizi

Sekil 8, EPS partikillerinin SEM géruntilerini ve ylzey 6zelliklerini géstermektedir. Sekilde de

goruldigu gibi elde edilen EPS partikdllerinin dizensiz yuzey sekline sahip oldugu ve pulsu
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yapida oldugu anlasiimaktadir. Ayrica, partikil buydkliginin 100 ym ve altinda oldugu
gorilmektedir ve bu da Sekil 7°den elde edilen veriler ile benzer sonuglar ortaya koymaktadir.
Partikil yuzeyinde yapilan incelemede kiguk boyutlardaki (1 ym ve daha kiglk) kire

seklindeki yapilarin biraraya gelerek daha buyuk partikilleri olusturdugu anlasiimaktadir.

_Ago ép;u u“m o e
£ 500kv80, 200 3
5 (g XD

Sekil 8. Toz EPS partikillerine ait SEM goruntuleri

4.3.1 FTIR analizleri

Elde edilen EPSlerin fonksiyonel gruplarini belirlemek amaciyla FT-IR kullaniimistir. Bu
amacla KBr beam splitter ve DLaTGS dedektér atacmanli ATR modulu igceren Bruker Tensor
27 (Bruker, Bremen-Germany) cihazi kullaniimigtir. Cihazda olusan sinyallerin veriye
donustirilmesinde OPUS program V.7 (Bruker, Bremen-Germany) kullaniimistir. EPS
orneklerinin ATR-FTIR spektrumlari 6 cm-1 ¢ézindrlikte ve spektra basina 32 tarama seklinde
kaydedilmigtir. 4000 - 600 cm-1 arasi taranarak spektralar elde edilmigtir. Bitin EPS
spektralari 6nceden elde edilmis destile su-etanol (50:50) karisimi spektralarindan gikartilarak

elde edilmisgtir.
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Sekil 9. Elde edilen EPS’lerin karsilastirmali FTIR spektrumlari (harfler, Tablo 5’te verilen

kombinasyon kodlarini ifade etmektedir)

Elde edilen EPS 6rneklerine ait FT-IR spektrumlari karsilastirmali olarak Sekil 9 ve Sekil 10'da
verilmektedir. EPS 6rneklerine ait FT-IR spektrumlari incelendiginde piklerin 817 cm= ile 3080
cm araliginda olustugu goériimektedir. 800-1200 cm-1 arali§i EPS o6rneklerinde bulunan
sekerlerin absorpsiyonunun varligini yansitmaktadir. 992-890 cm-1 bant araliginda beta 1-6
glukanlar ve 1067-1017 cm-1 araliginda beta 1-3 glukanlar ve 954-818 cm-1 bant araliginda
mannanlarin varligindan soéz edilmektedir (Lal, Sharma, Pruthi, ve Pruthi, 2010). FT-IR
spektrulari spesifik olarak O—H, C-H, 0O=C=0, C=0, C-N bag gerilmeleri ve C-C halka
gerilmelerini isaret etmektedirler (Lal ve ark., 2010). Yapilan bir ¢calismada 3409.14 cm™,
2932.47 cm™, 1725.84 cm™ ve 1379.63 cm™ olmak Ulzere 4 band araligi elde edilmis ve bu
bant araliklarinin hydroxyl, C-H, carboxyl gerilmeleri ve aliphatic CH2'nin C—H bukilme

gerilmesine isaret ettidi belirtiimigtir (Decker, Dietrich, Klein, ve Von Ohle, 2011).

1550-650 cm bant araligi molekdillerin yapilainin belirlenmesinde parmak izi bolgesi olarak
belirtiimektedir (Chen ve ark., 2017). 1200-1000 cm™ araliginda olusan bantlar genellikle C-
O-C gerilmesi ve C-O-H bukilme geriimesine isaret ettigi belirtiimektedir. Bu da EPS
orneklerinin pyranose halkasina sahip oldugunu belirtmektedir. Ayrica 887-810 cm~* araliginda
olusan bantlarin mannose varligina isaret ettigi ifade edilmektedir (Chen ve ark., 2017). 1200-
950 cm™ bolgesinin pyranose halkasi C-O-C eter bagi ve alkol hidroksil O-H gerilmesini isaret
ettigi belirtiimektedir (Zhou ve ark., 2016). 1030 cm-1'de absorpsiyonun glucosyl varligini ve
ayrica 879 ve 810 cm-1’de olusan absorpsiyonun mannose varligini ifade ettigi belirtiimektedir
(Pan ve Mei, 2010).
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EPS drneklerinin FT-IR spektrumlarinin absorpsiyon dalga bantlari literatlirdeki daha énce
yapilmis ¢alismalardan elde edilen veriler ile karsilastirmali olarak Tablo 7’de verilmigtir. Bun
gore; 2944 cm™de gikan keskin bant, genellikle glikoz ve galaktoz gibi hekzozlarin veya
ramnoz gibi deoksihekzozlarin yapisinda bulunan metil ve metilen (-CH2, CH3) gruplarindaki
C-H bag gerilmelerine, 1644 cm™deki bant N-asetil grubundaki veya ikincil amidlerin
yapisindaki C=0O gerilmelerine, 1558 cm="de ¢ikan bant proteinlerde bulunan -CO-NH-
grubundaki N-H deformasyonuna ve C-N gerilmesine, 1465 cm-1'deki bant asimetrik C-OH
deformasyonuna ve alkanlarin C-H bikilmesine aittir. Ayrica, 1396-1440 cm-1 band
araligindaki absorpsiyonlar COO- grubunun simetrik gerilmesine, C-C ve C-O gerilmesine
C=0 ve COO- gruplarindaki karboksilat asimetrik gerilmesine ve -COO- gruplarinin
gerilmesine aittir. 1367 cm-1'deki bant karboksil grubunun varligini belirtirken 1218 cm-1’deki
bant alifatik aminlerin gerilmesine ve siilfat ester gruplarinin O-S-O gruplarina aittir. 1061 cm-
1'deki bant polisakkarit yapilardaki C-O-C ve C-O gruplarina aittir ve EPS’nin yapisindaki
monosakkatrit yapida piranoz halkasi bulundugunu isaret etmektedir. 1014-961 cm™! bant
araligi glikoz ve galaktoz gibi seker monomerlerinin varligini isaret etmektedir ve =C-H ve C-
O-C gruplarina aittir. 914 cm~"deki bant ise alfa ve beta glikozidik baglara aittir. 859 cm= banti
D-galactose’un 4-siilfat (C4-O-S) yapilarina aittir. 817 cm='deki bant ise D-galactose’un 6-
sulfate (C6-0O-S) grubuna aittir. Elde edilen bu sonuglardan yola ¢ikarak elde edilen EPS’lerin

yapisinda Uronik asitler, stilfat gruplari ve peptidlerin varligindan séz edilebilir.
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Sekil 10. EPS drneklerine ait FTIR spektrumlar (harfler, Tablo 5’te verilen kombinasyon
kodlarini ifade etmektedir)
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Tablo 6. EPS érneklerine ait FT-IR spektrumlari bant araliklarina karsilik gelen molekdl

yapilari
Olgiilen Referans
dalga sayisi Bag ve bilesigin tipi dalga sayisi Kaynak
(cm™) (cm™)
(Castellane ve ark., 2017;
Castellane, Otoboni, ve Lemos,
2015; Chen ve ark., 2017; Omoike
3080-2944 C—H gerilmesi 2,980-2,850 ve Chorover, 2004; Rao, Sudharsan,
G, ve Mandal, 2013; Zhang, Liu,
Tao, ve Wei, 2016; Zhou ve ark.,
2016)
. . (Ahluwalia ve Goyal, 2005; Sardari
2360 N-H gerilmesi 2359 ve ark., 2017)
(Ahluwalia ve Goyal, 2005;
Castellane ve ark., 2017; Chen ve
1644 C=0 gerilmesi 1654-1630 ark., 2017; Omoike ve Chorover,
2004; Rao ve ark., 2013; Sardari ve
ark., 2017; Zhou ve ark., 2016)
(Omoike ve Chorover, 2004; Sardari
1558 N-H deformasyonu 1540 ve ark., 2017)
(Omoike ve Chorover, 2004;
1465 C-H bag gerilmesi 1466-1455 Subudhi ve ark., 2016; Zhou ve ark.,
2016)
(Castellane ve ark., 2015; Omoike
1396-1440 C-C, C=0 ve C-0 gerilmesi 1445-1390  ve Chorover, 2004; Zhang ve ark.,
2016; Zhou ve ark., 2016)
1367 karboksil grubunun varligi 1380-1147 (Rao ve ark., 2013)
_ ol (Chen ve ark., 2017; Subudhi ve
1218 Cc-0-C, nggr,il?n_eii_o ve C-N 1248-1140 ark., 2016; Zhang ve ark., 2016;
Zhou ve ark., 2016)
(Castellane ve ark., 2017; Chen ve
. . ark., 2017; Kiran, Priyadharshini,
C-O gerilmesi, C-O-H Anitha, Gnanamani, ve Selvin, 2015;
1061 bukulmesi, 1200-1000 ) .
asimetrik C-O-C gerilmesi Rao ve ark., 2013; Subudhi ve ark.,
2016; Zhang ve ark., 2016; Zhou ve
ark., 2016)
O-H deformasyonu, C-O
gerilmesi; C-O-C ve C-O-P (Castellane ve ark., 2015; Omoike
961-1014 halka titresimi; 1200-983  ve Chorover, 2004; Subudhi ve ark.,
O-P-O gerilmesi; 2016)
=C-H bukilme gerilmesi
asimetrik pyranoid gerilmesi; )
914 C-O veya C-O-C glikozidik ~ 914-g90  (Chenveark., o Zhang ve ark.,
bantlari )
859 D'ga'a‘:t‘zsci_“;g')fat baglar  gg4 gas (Subudhi ve ark., 2016)
817 D'ga'aCtO(S‘Ce6‘_5(')S_‘JS";at baglari g4 818 (zhang ve ark., 2016)

4.3.2 GPC analizleri (Boyut Eleme Kromatografisi ile analiz)

Bu amacla dik acili 1sik sagiimasi ve kirilma indisi dedektérli boyut eleme kromatografisi
(Viscotek TDA 302) (Viscotek/Malvern Inc., Houston, Texas) ile birlikte Tosoh G3000PWHxI
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(G3000PWXL column (Tosoh Bioscience, Montgomeryville, PA)) kolonu kullaniimistir. Boyut
eleme kromatografisi (GPC) c¢alisma prensibi, polimerlerin boyutlarina gére ayrilmalarina ve
farkli boyuttaki polimerlerin kolonu farkli zamanlarda terk etmelerine dayanmaktadir (Seedevi
ve ark., 2018). Bu sayede polimer ¢dzeltisi igindeki polimer veya polimerlerin boyut dagihmi
kromatogram adi verilen bir grafik halinde alinmaktadir. Elde edilen kromatogramlar
kullanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda polimer veya polimerlerin sayica ortalama
molekdl katleri (Mn), agirlikga ortalama molekul katleleri (Mw) ve polidispersite degerleri
(Mw/Mn) bulunabilmektedir.

Mobil faz akisi ve 6rnek enjeksiyonu Viscotek marka GPCmax model pompa ve otomatik
enjeksiyon sistemi ile gergeklestiriimistir. Ornek enjeksiyonu 100 pL’lik hacimle yapilmistir.
Tdm d6rnekler dlgimden dnce 0,2 um’lik enjektdr filtresinden stzulmastir. Analiz dncesinde
dedektorler, ilgili calisma sarti icin uygun polimer standardi (farkli molekil agirliginda dekstin
ve poli etilen oksit moleklleri) ile kalibre edilmistir. GPC analizlerinde kullanilan ¢alisma

sartlari Tablo 8'de verilmistir.

Tablo 7. GPC analizlerinde kullanilan ¢alisma sartlari

Kolon Tosoh G3000PWXxI

Akis Hizi 0,8 mL/dak

Enjeksiyon hacmi 100 pl

Mobil Faz PBS,pH 7.2

Sicaklik 22 °C

Ornek Konsantrasyonu 1,0 mg/mL

Kalibrasyon standardi pullulan ve poli etilen oksit

Sekil 11 ve Sekil 12’de bu calismada elde edilen EPS &rneklerine ait boyut eleme
kromatogramlari (GPC) karsilagtirmali olarak verilmektedir. Kromatogramlarda olusan piklerin
alikonma hacmi azaldikg¢a polimer zincirinin blyimekte ve pik alani arttikga da molekdl kutlesi
artmaktadir. Kromatogramlardan da anlasildigi Gzere farkh tir mikroorganizmalardan farkli
inklibasyon sartlarinda elde edilen EPS’lerin farkli polimer zincirinde ve farkli molekil buyukIuk

dagilimina sahip olduklari anlagiimaktadir.
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Sekil 11. Elde edilen EPSlerin karsilastirmali GPC-RI spektrumlari (harfler, Tablo 5'te verilen

kombinasyon kodlarini ifade etmektedir)

RI (mV)

o 5 10 15 20 25
Alikonma hacmi (mL)

Sekil 12. EPS drneklerine ait GPC-RI spektrumlari (harfler, Tablo 5’te verilen kombinasyon

kodlarini ifade etmektedir)
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Tablo 8. EPS érneklerinin GPC-RI kullanilarak elde edilmis molekdl agirliklari (harfler, Tablo

5’te verilen kombinasyon kodlarini ifade etmektedir)

Kombinasyon Peak
kodu (mL)

598 6,95E+06 8,43E+06 1,21
6,95 5,56E+05 6,49E+05 1,17

Mn (Da) Mw (Da) Mw/Mn

A 8,52 4,69E+04 7,83E+04 1,67
9,42 9,28E+03 1,52E+04 1,64
599 751E+06 8,41E+06 1,12
B 6,95 7,17E+05 7,84E+05 1,09

8,5 7,66E+04 1,19E+05 1,56
9,42 1,67E+04 2,74E+04 1,64
5,96 5,10E+06 5,56E+06 1,09
Cc 6,98 6,32E+05 7,98E+05 1,26
8,48 7,46E+04 1,14E+05 1,52
596 8,30E+06 8,81E+06 1,06
6,95 7,72E+05 9,36E+05 1,21
D 7,8 3,02E+05 3,16E+05 1,04
8,52 5/ 71E+04 7,38E+04 1,29
9,42 1,08E+04 1,76E+04 1,63
5,83 6,42E+06 6,60E+06 1,03
6,24 1,74E+06 2,37E+06 1,37
E 6,99 3,57E+05 4,02E+05 1,13
7,45 1,25E+05 1,33E+05 1,06
8,38 3,54E+04 4,24E+04 1,20
6,17 2,21E+06 6,26E+06 2,83
F 6,98 1,65E+05 1,94E+05 1,17
8,34 3,00E+04 3,83E+04 1,28
6,23 1,49E+05 4,15E+05 2,79
G 6,97 1,77E+04 2,03E+04 1,14
8,34 2,67E+03 3,59E+03 1,35

Elde edilen EPS 6rneklerinin molekul agirliklari Tablo 8'de verilmistir. Yapilan bir caligmada
Lactobacillus rhamnosus kullanilarak elde edilen EPS’lerin ortalama molekiil kitlesi 5.0x10’
ve 2.1x107 Da olarak tespit edilmistir (Van Calsteren, Pau-Roblot, Bégin, ve Roy, 2002).
Yapilan bagka bir calismada ise Lactobacillus plantarum kullanilarak elde edilen EPS
molekdllerinin kitlesi 2,55x10° ile 2,83x10° Da araliginda tespit edilmistir (Ismail ve
Nampoothiri, 2014). Diger bazi ¢calismalarda da bazi Lactobacillus tirlerinden elde edilen EPS
molekdl kitlesinin 104 ile 106 Da arasinda oldugu rapor edilmistir (De Vuyst, 1999; Vijayendra,
Palanivel, Mahadevamma, ve Tharanathan, 2008, 2009). Bu calismada ise elde edilen

EPS’lerin molekil kitlelerinin ortalama 104 ile 106 Da aralidinda oldugu tespit edilmistir.
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Dolayisiyla bu ¢alismada elde edilen bu veriler, daha 6énceden yapiimis ¢alismalardan elde

edilen veriler ile uyumluluk gostermektedir.
4.3.3 DSC analizleri

Elde edilen EPS o6rneklerinin termal 6zellikleri diferansiyel tarama kalorimetresi DSC (Q100,
TA Instruments Inc., New Castle, DE, USA) cihazi kullanilarak analiz edilmistir. Bu amagla 10
mg liyofilize kurutulmus 6rnek hermetik olarak aliminyum o6rnek kabinda hazirlanmig 25
°C’den 250 °C’ye kadar 10 °C/dakika artisla i1sitilmistir. Transfer gazi olarak azot gazi 20

mL/dak akis hizinda kullaniimistir. Bos aliminyum kabi referans olarak kullaniimistir.

0.5+
0.0
@ -0.5
=3
=
o
w
©
£ 104
1.5 1
2.0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300

Temperature (°C)

Sekil 13. EPS 6rneklerinin DSC kromatogramlari (harfler, Tablo 5’te verilen kombinasyon

kodlarini ifade etmektedir)

Farkli tdrler kullanilarak ve uygulanan farkh inkibasyon kosullarinda elde edilen EPS
orneklerinin termal davraniglari arasinda fark olup olmadigini anlamak igin DSC analizleri
yapiimistir ve sonuglar kargilastirmali olarak Sekil 13’te verilmistir. Tablo 9'da verilen
endotermik pik degerleri incelendiginde endotermik gegis sicaklik degerlerinin farkh olmasina
ragmen birbirine yakin oldugu goérilmektedir. Sekil 13’te goraldugu Gzere EPS 6rneklerinin

termal stabilitelerinin birbirinden farkli oldugu anlagiimaktadir.
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Tablo 9. EPS o6rneklerinin endotermik gecis sicaklik degerleri (harfler, Tablo 5’te verilen
kombinasyon kodlarini ifade etmektedir)

Kombinasyon Endotermik gegis

kodu sicakhigi (°C)
A 120
B 116
C 135
D 132
E 120
F 114
G 120

Yapilan bir galismada Streptococcus phocae PI80’den elde edilen EPS igin endotermik pikin
120 °C’de olusmaya basladigi tespit edilmistir (Kanmani ve ark., 2011). Baska bir calismada
Nostoc carneum’dan ekstrakte edilen EPS i¢in endotermik pikin 107 °C civarinda olstugu rapor
edilmektedir (Hussein, Abou-EIWaf, Shaaban-De, ve Hassan, 2015). Bir bagka ¢alismada ise
bu degerin 116 °C oldugu tespit edilmistir (Mandal, Singh, ve Patel, 2011). Rapor edilen bu
sonuglardan da anlasilacag! Uzere farkli kaynaklarda elde edilen EPS’lerin farkh termal
davranis gosterebilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir ve bu calismada farkl tirlerden elde

edilen EPS’lerin termal davraniglarinin farkh oldugu gértulmektedir (Tablo 9).
4.3.4 EPSlerin monosakkarit igerikleri

EPS’lerin monosakkarit kompozisyon analizi HPLC ile yapildi. Tablo 10’da, standar seker
¢ozeltisinde bulunan sekerler ve ortalama alikonma sureleri verilmigtir. Bu tabloya gore, bes
farkli tirden elde edilen EPS’lerin HPLC analiz sonuglarina (Sekil 14) gére EPS 6rneklerinin
hepsinde belli miktarlarda Maltoz, Glikoz ve Galaktoz oldugu tespit edilmistir. Bu verilere gére
elde edilen EPS’lerin heteropolisakkarit yapida olduklari  soylenebilir. Benzer
heretopolisakkarit yapi Dilna vd (2015) tarafindan rapor edilmistir.

Tablo 10. Standart seker ¢ozeltisindeki monosakkaritlerin yaklasik alikonma sureleri

Sekerler Alikonma Siireleri
(dk)

Ksiloz 16
Mannoz 16
Ramnoz 16

Arabinoz 18

Maltoz 11
Glukoz 14
Galaktoz 16
Fruktoz 18
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Sekil 14’te farkll EPS 6rneklerinin seker analizlerine ait elde edilen pikler verilmistir.
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Sekil 14. EPS’lerin HPLC analiz sonuglari

4.3.5 CLSM goruntiileme

Elde edilen EPS 6rneklerinin konfokal lazer taramali mikroskop altinda gortntuleri incelenerek
EPS molekdillerinin gérintilenmesi yapilmistir. Bu amagla 0.05 mg liyofilize kati EPS ornekleri
eppendorf tlplerine konularak Uzerine 1 ml su ilave edilerek suda ¢oztindirilerek baska bir
eppendorf tiplne 15 pl alinip Uzerine 15 pl boya ¢oézeltisi (Lectin SBA Alexa Fluor 488
conjugate) ilave edilerek 30 dk boyunca karanlikta inklibe edilmistir. 30dk sonra lam Uzerine
bir miktar alinarak konfokal mikroskobunda 63 buyttmeli yagh objektif kullanilarak 480 nm

dalga boyunda bakiimistir (Goh, Haisman, ve Singh, 2005). Elde edilen goérintiler Sekil 15’te
verilmigtir.
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Sekil 15. EPS’lerin CLSM goéruntuleri (harfler, Tablo 5’te verilen kombinasyon kodlarini ifade
etmektedir)

Sekil 15’te de goruldugu Uzere yesil floresan 11k veren EPS yapilarinin varlig1 séz konusudur.
Hazirlanan EPS ¢ozeltisinin seyreltik olmasi nedeniyle yesil floresan yansimasi ¢ok yodun
olmasa da EPS varligi agik¢a gorulebilmektedir.

4.3.6 Reolojik analizler

Elde edilen EPS &6rneklerinin reolojik 6zellikleri belirlenmeye caligiimistir. Bu amagla 50 mg
liyofilize EPS tartilarak cam tipe alindiktan sonra tGzerine 10 ml saf su eklendi (%0,5) (ag/hac).
Yarim saat 30 derecede ultrasonik cihazinda homojenize edilerek 1 gin boyunca oda
sicakliginda manyetik karistiricida karistirildi ertesi glin analiz edildi. Hazirlanan 6rnek steady
shear (sabit kayma) analizde stress kontrolll teste tabi tutuldu ve 0,1-100 Pa stress araliginda
0,5 mm gap arali§inda gahsildi. Olgtimler, Anton Paar Modular Compact Rheometer MCR302
ve 50PP (paralel plate 50mm) probu kullanilarak gercgeklestiriimistir. Elde edilen sonuclar Sekil
16’da ve Tablo 11’de verilmigtir.

38



v

TUBITAK

(V)

Shear stress (Pa)
i
wh

0 20 40 60 30 100 120
Shear rate (1/3)

Sekil 16. EPS orneklerinin kesme gerilimi élctimleri (harfler, Tablo 5'te verilen kombinasyon

kodlarini ifade etmektedir)

Gunumuze kadar EPS’lerin reolojik 6zelliklerinin belirlenmesinde cogunlukla Power Law
modeli kullanilarak consistency coefficient (K) ve flow behaviour index (akis davranis indeksi)
(n) parametreleri belirlenmistir (Ribeiro ve Burkert, 2016). K degderindeki artigin polimer
konsantrasyonundaki artisa bagl olarak vizkozite degerinde artisa neden oldugu
belirtiimektedir. n degerindeki degisim ise Newtonian davranistaki degisimler hakkinda bilgi
vermektedir. n degeri 1’in altinda oldugunda 6rnegdin pseudoplastik davranis sergiledigi
belirtiimektedir (Ribeiro ve Burkert, 2016). Yapilan bir ¢galismada (Castellane, Lemos, ve
Lemos, 2014), %0,5 konsantrasyonda hazirlanan EPS ¢o6zeltilerinin pseudoplastik davranisa
sahip oldugu belirlenmigtir. Ug farkli tiirden elde edilen EPS 6rnekleri igin hesaplanan K
degerleri, 0,29, 2,1 ve 1,9 olarak verilmektedir. n degerleri ise 0,41, 0,25 ve 0,26 olarak rapor
edilmektedir. Bagka bir galismada (Moretto ve ark., 2015) ise %0,5 konsantrasyonda
hazirlanan dért farkli tirden elde edilen EPS ¢dzeltilerinin n degerlerinin 0,32, 0,17, 0,34 ve
0,26 oldugu; K degerlerinin ise 1,0, 3,1, 1,0 ve 1,90 oldugu rapor edilmektedir. Bu ¢calismada
elde edilen veriler, daha 6nceden yapilan calismalardan elde edilen verilerle uyumluluk
gostermektedir. Bu ¢calismada kullanilan tirlerden elde edilen EPS’lerin K degeri literattrdeki
verilere gore daha dusuktur. Bu da polimer konsantrasyonunun disik oldugunu ifade
etmektedir. N degerinin 1’in altinda olmasi, EPS ¢ozeltilerinin pseudoplastik 6zellik gosterdigini

ifade etmektedir.
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Tablo 11. EPS 6rneklerinin konsistens indeksi ve akis davranis indeksi verileri (harfler, Tablo

5’te verilen kombinasyon kodlarini ifade etmektedir)

Kombinasyon

Kodu K (Pas") n R?
A 0,207 0,550 0,999
B 0,202 0,554 0,999
C 0,202 0,555 0,999
D 0,197 0,560 0,999
E 0,196 0,561 0,999
F 0,201 0,556 0,999
G 0,194 0,564 0,999

4.4 Santrifij tupu dizayni ve tretimi

Bu proje kapsaminda gida tozlarinin gida yuzeylerine yapigsmasnin karakterizasyonu ve
Olgimu i¢in santrifij cihazinin kullaniimasi planlanmistir. Bu amagla santrifij rotorunda
bulunan tip yuvalari igin gida drnegini donme eksenine dik konumda tutmus 6érnek tutucu
tipler CAD programi kullanilarak dizayn edilmis (Sekil 17) ve sonrasinda 3D yazici teknolojisi

yardimi ile 6 adet 50 mL ve 10 adet 5 mL hacime sahip olacak sekilde Uretilmistir (Sekil 18).
C

Sekil 17. Ornek tutucu tip cizimleri (A-yandan goriinig, B-énden goriinig, C-arkadan

gorunus, D-genel gérinus)
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Sekil 18. 3 boyutlu yazici ile Uretilmis drnek tutucu tupler (Ustte 50 mL hacimdeki tupler ve
altta 5 mL hacimdeki tipler)

4.5 Testlerde kullanilmis olan cipslerin 6n deneme Ulretimlerinin gerceklestiriimesi

Gida tozlarinin yapigma gucunu analiz etmek igin kullaniimasi 6én gértlen misir cipslerinin
uretim denemeleri yapilmistir. Bu amacla 50 gram misir ununa 1 gr ksantan gam (%2) ve 0,5
gr tuz (%1) eklenerek 34 ml saf su yavas yavas eklenmek suretiyle hamur eldesi i¢in 10 dakika
boyunca karistirildi. Karistirma isleminden sonra hamur 30 dakika dinlendirildi. Bir kismi $ekil
12’de gorilen kalip kullanilarak sekil verildikten sonra firinda 200 °C’de 20 dakika pisirildi.
(Sekil 19). Geri kalan kisim ise aygicegi yaginda 200-230 °C‘de 2 dakika kizartiimistir.
Kizartilan cips 6rnekleri ile yapilan adhezyon testleri sonuglari firinda pisirilmis ve ylzeyine
aycicek yagl uygulanmis cips Ornekleri ile benzerlik gdsterdiginden yagda kizartilan cips

ornekleri kullanilarak elde edilen veriler bu raporda ayrica verilmemistir.
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Sekil 19. Elde edilen misir cipsleri
4.6 Toz orneklerinin nem ve hidrofobisite analizleri

Hidrofilik 6zelligin belirlenmesi igin yapilan analizlerden elde edilen sonugclara bakildiginda en
gucla hidrofilik yapiya sahip olan 6rnegin nisasta oldugu, ardindan sirayla ksantan gam, kakao
tozu ve kirmizi biber 6rneklerinin geldigi gorulmektedir (Tablo 12). Guglu hidrofilik yapisi
nedeniyle tuz bu teste tabi tutulmamigtir (Armstrong ve Barringer, 2013).

Tablo 12. Toz drneklerinin nem igerikleri, partikil baytklUkleri ve hidrofilik ézellikleri

Hidrofilik 6zellikP
Nem (%) D[4,3]? Petrol

X Etanol
eteri

Tuz (um)
63-100 0.33£0.01 - - -
100-200 0.32+0.03 - - -
200-425 0.23£0.01 - - -
425-500 0.41+£0.02 - - -
Toz drnekler
Nisasta 8.62+0.05 120 0.02 99.98
Kakao tozu 6.71+0.09 136 457 95.43
Ksantan gami 9.22+0.08 91 0.27 99.73
Kirmizi biber tozu 6.67+0.09 190 7.83 92.17
Misir cipsi 8.07+0.07 - - -

aHacimsel ortalama ¢ap (um)
bbirbiri ile karismayan iki gdzgende kalan kisimlar (%, ad/ag)

4.7 EPS’lerin tuz partikilleri ve cam kiireciklerin gida yiizeylerine yapigsmasina

etkilerinin belirlenmesi

Bu asamada misir cipsi ornekleri hazirlanmig (Sekil 20) ancak santrifiij tiplerinde ylksek
devirlerde (2000 rpm ve Uzeri) kinlmiglardir. Bu nedenle B plani devreye alinarak 1 mm
kalinhgindaki ahsap pullar istenilen elips seklinde kesilerek testlerde kullaniimistir (Sekil 3c).
ayrica misir cipsi 6rneklerinde ylksek devirlerde testler yapabilmek igin daha kiigik hacme
sahip 10x5 mL rotor (INO-HT, Inovia) kullanilmigtir (Sekil 18).
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Sekil 20. Firinda pigirilerek Uretilmis cips érnekleri (solda), santriflj tipinde kirilmis olan

cipsler (sagda)

Cam partikillerin aygicek yagi ile kaplanan kaplama yuzeyine yapisma (adhezyon) gucd,
partikil buyukligunin azalmasiyla 6nemli élglide artmistir (Sekil 21). Bu davranig, partikil
adezyonunun partikdl agirhgina oraninin partiktll bayukliginin karesi ters orantili olmasi ile
aciklanabilir. Bu da kui¢lk partikillerin, birbirlerine ve ylizeylere, blyUk partiktllerden ¢ok daha
glclu bir sekilde yapigmasinin bir nedeni olabilir (Schubert, 1987). Bu nedenle, partikil
blyUkligunin azaltiimasi, birim hacim basina ylzey alaninda artisa neden olur ve bu da kiguk
partikiller Gzerinde etkili olan daha glgli yapisma kuvvetlerine katkida bulunur (Adhikari ve
ark., 2001; Ermis ve ark., 2011; Miller ve Barringer, 2002). Sekil 21’den de gorulebilecegi gibi,
santriflj donme hizinin artmasi, toz ile kaplanmig yuzeylerden (6zellikle yagd ve su uygulanmig
ornek yilzeylerinden) daha fazla partikillerin koparak ayrilmasina neden olmustur. Bununla
birlikte, santrif(j hizindaki artis, EPS uygulanmis ylizeylerde benzer bir etki gdstermemistir. Bu
durum, EPS'nin yapisinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikabilir ki hidrokolloid yapilarin
davraniglarini dallanma, seker turleri ve fraksiyonlari ve molekuler agirhgi gibi faktérler nemli
derecede etkilemektedir. Bazi arastirmacilar, kullanilan hidrokoloit tipinin  ve
konsantrasyonunun yapisma Ozelliklerine etki eden faktérlerden oldugunu bildirmistir (Ben-
Zion ve Nussinovitch, 1997). Ahsap pul yuzeylerine EPS g¢o6zeltisi uygulandiginda, ince
tozlarin (63-100 ve 100-200 um) diger fraksiyonlara (200-425 ve 425-500 ym) kiyasla benzer
veya daha zayif bir yapigma gosterdigi tespit edilmistir. Bu davranis, ince partikillerin bir araya
gelerek aglomerasyon davranisina ve dolayisiyla EPS yapisinin yardimiyla bayudk partikuller
olusturmasina atfedilebilir. Yad uygulanmis ylzeylerdeki cam partikillerinin yapigsma
davraniglarindaki farkin nedeni cam partikilleri ile yagin birbirine olan ilgi derecesine bagh
olabilir. Toz o6rneklerin, uygulanan sivi arayize olan ilgisi, nispi hidrofiliklik/hidrofobik

Ozelliklerinden yiksek oranda etkilendigi dusindlmektedir. Molekillerin benzer polariteye
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sahip olmasi, kati pargaciklar ve sivi tabaka arasinda artan etkilesime yol agtigi bildirilmistir
(Dopfer ve ark., 2013).
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Sekil 21. Cam partikiller ahsap yluzeye yapisma davraniglari (A-aycicek yagi, B-saf su, C-
%20 EPS 1slak, D-%20 EPS kuru, E-%40 EPS kuru)

Ahgsap pul yuzeylerinden kopan tuz partikillerinin miktarinin artan santrifij hizi ile arttig
bulunmustur (Sekil 22). Daha 6nceki yapilan bazi arastirmalarda da benzer sonuglar elde
edilmigtir (Buck ve Barringer, 2007; Enggalhardjo ve Narsimhan, 2005). Sumonsiri ve
Barringer (2011) tarafindan havug, ekmek, marul ve kraker gibi gida maddelerinin ylzeylerinde
tuz partikdllerinin baydkliklerinin 332 den 119 pm'ye gidildikge yapisma dayaniminin énemli
Olgide arttigi bildirmisti. Bu c¢alismada, cips ylzeyini kaplamak igin aygicek yagi
kullanildiginda daha kiiglk tuz partikilleri daha iyi bir yapisma gostermistir (Sekil 22). Bununla
birlikte, EPS ¢ozeltileri kullanildiginda, tuz pargaciklarinin baydkligu, yapismayi 6nemli 6lgtide
etkilememistir. Bu davranig, ince parcaciklarin aglomerasyonu ile baglantili olabilir. Ozellikle
%20 EPS ve %40 EPS uygulanmis ahsap pul ylzeylerinde, tim fraksiyonlarin adhezyonu
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arasinda anlamli bir fark olmadig1 gézlemlenmistir (p <0.05). % 20 EPS ¢ozeltisi, aygicegdi yagi
ile karsilastirildiinda bazi dedisimler disinda benzer adhezyon davraniglari gdsterdigi
gorilmekle birlikte, pul ylzeylerini kurutulmasi isleminin tuz partikdllerinin yapismasini dnemli
Olctde arttirdig tespit edilmistir. EPS konsantrasyonunun %20'den %40'a arttirilmasi, ahsap

yuzeye yapisma glcinde yaklasik % 10'luk bir artisa neden olmustur.
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Sekil 22. Tuz partiklllerinin ahsap ylzeye yapisma davraniglari (A-aygicek yagi, B-saf su, C-
%20 EPS islak, D-%20 EPS kuru, E-%40 EPS kuru),

Ahsap yuzeylerden kopma davraniglarina benzer sekilde misir cipsi ylzeylerinden kopan tuz
partikillerinin miktarinin artan santriflj hizi ile arttigi bulunmustur (Sekil 23). Ancak, EPS

konsantrasyonunun %20'den %40'a arttirilmasi, ahgap yuzeye yapigsma gucunde oldugu gibi

bir artisa neden olmadigi gézlemlenmistir.
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Sekil 23. Tuz partikllerinin cips yuzeyine yapigma davranislari (A-aygicek yagi, B-saf su, C-
%20 EPS 1slak, D-%20 EPS kuru E- %40 EPS kuru)

Yapilan bazi galismalarda tuz partikullerinin ylzeylere yapigmasinin yag miktarinin artigina
bagli olarak arttigi tespit edilmistir (Buck ve Barringer, 2007; Enggalhardjo ve Narsimhan,
2005). Armstrong ve Barringer (2013), farklh hidrokolloid ¢ozeltilerinin gida aroma tozlarinin
gida yuzeylerine yapismasina etkilerini incelemigler ve adhezyon kuvvetinin buyukligandn
gida aroma tozlarinin turine, fiziksel 6zelliklerine (partikil sekli, geometrisi, boyutu, dagihmi)

ve hidrokolloid ¢ozeltisinin turline bagli olarak degistigini tespit etmislerdir.

4.8 EPS’lerin gesitli gida tozlarinin gida yiizeylerine yapigmasina etkilerinin
belirlenmesi

Secilen gida tozu érneklerinin (nisasta, kakao tozu, ksantan gam ve kirmizi biber tozu) ahsap
ylzeye yapisma davranisi, Sekil 24’te goériimektedir. Gorlldigu gibi, aycicegi yagi, EPS
¢ozeltilerinden daha iyi bir yapisma sergilemistir. Santrif(j hizinin artmasi, ksantan gami ve

biber tozu icin daha fazla miktarda partikillin kopmasina neden olurken, nisasta ve kakao
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tozlar icin farklar istatistiki olarak anlamh bulunmamistir (P<0.05). EPS c¢dzeltisinin
uygulanmasi sonucu aygicek yagina kiyasla, ahsap pul ylzeylerinden kopan partikdl
miktarinin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. Bunun nedeninin, tozlarin EPS yapisinin
yuzeydeki toz partikullerine olan afinitesi ile aglomerasyonundan ve dolayisiyla yapigma
direncini azalmasindan kaynaklanabilecegi dusunulmektedir. Kopan toz partikillerinin
¢ogunlugunun cips ylzeyi ile temas eden partikillerden ziyade Ust Uste binmis partikillerin
olusturdugu tabakalarin dis kisimlarindan oldugu distntlmektedir. Adhezyon, toz partikdlleri
ile gida yuzeyi arasinda olusan bir ¢ekim kuvvetidir ve partiklller arasinda olusan kuvvet ise
kohezyon kuvvetidir (Adhikari ve ark., 2001). Michalski ve ark. (1997), adhezyon kuvvetlerinin
yluzeyden uzaklastikca azaldigini ve diger partikll tabakalarinda kohezif kuvvetlerin baskin

hale geldigini bildirmislerdir.

Kakao tozu ve kirmizi biber tozu érneklerinin, nisasta ve Ksantan gami ile kiyaslandiginda yag
kullanildiginda biraz daha iyi bir yapigsma gdsterirken, damitilmis su kullanildiginda nigasta ve
ksantan gaminin kakao tozu ve kirmizi biber tozu orneklerinden daha iyi yapisma ozelligi
gosterdigi tespit edilmistir (Sekil 24). EPS'nin uygulanmasi ve ylzeyin kurutulmasi yapismay!i
gelistirmemigtir ve bu durum, toz halindeki malzemenin suda ¢d6zunebilirliginden dolayi
partikiller arasinda olusan kati koprulere atfedilebilir (Adhikari ve ark., 2001). Bu da
aglomerasyona ve dolayisiyla yluzeyden daha fazla miktarlarda partikullerin kopmasina yol
acar. Ancak, gucli hidrofobik yapisi nedeniyle yag tarafindan kati képri olusumunun suya
oranla yok denecek kadar az oldugu sdylenebilir. Bu sonuglar, kullanilan EPS ¢odzeltilerinin,
yag ve suya Kkiyasla incelenen toz numunelerinin yapismasini belirgin bir sekilde
iyilestirmedigini géstermektedir. Bununla birlikte, gida tozlardan farkh olarak, EPS ¢dzeltileri
uygulanip, ylzey kurudugunda tuz partikillerinin adezyon davranisinda belirgin oélglide

degisim kaydedilmistir.
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Sekil 24. Gida tozu 6rneklerinin ahsap yuzeye yapigsma davraniglari. N-nisasta, K-kakao
tozu, X-Ksantan gami, B-kirmizi biber tozu. (A-aygicek yagi, B-saf su, C- %20 EPS islak, D-
%20 EPS kuru, E-%40 EPS kuru)

Nisasta, kakao tozu, ksantan gam ve kirmizi biber tozu drneklerinin cips ylzeyine yapisma
davranigi, Sekil 25’de gorilmektedir. Misir cipslerinin ylizeylerindeki toz kopma davraniglarinin
bazi farkliliklar haric ahsap ylzeylerden kopma davranislarina benzer sekilde oldugu

anlasiimaktadir.
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Sekil 25. Gida tozu érneklerinin cips ylzeyine yapisma davraniglari. N-nigasta, K-kakao tozu,
X-Ksantan gami, B-kirmizi biber tozu. (A-Aygicek yagi, B-saf su, C- %20 EPS islak, D-%20
EPS kuru, E-%40 EPS kuru)

4.9 Taramal Elektron Mikroskobu Analizi

Sekil 26 ve Sekil 27'te bu galismada kullanilan toz &rneklerinin ylzeylere yapisma
davraniglarini gdésteren SEM goruntileri verilmistir. Elde edilen SEM gdéruntileri
incelendiginde, Aycicek yaginin partikiller arasinda koépriler olusturdugu ancak EPS’lerin
buna benzer bir davranis gdstermedigi gértlmektedir. Buna karsin EPS’lerin bazi gida tozlari
icin Aycicek yagina benzer yapisma davraniglari gosterdigi daha oénceki basliklarda
tartisiimisti.
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Sekil 26. Yuzeylere yapismis olan cam ve tuz partikullerinin SEM goérintileri (A-EPS
uygulanmis cam partikllleri, B- yag uygulanmis cam partikilleri; C-EPS uygulanmis tuz

partikulleri, D- yag uygulanmig tuz partikulleri)
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Sekil 27. EPS kullanilarak ylzeylere yapismis olan ¢esitli gida toz partikillerinin SEM
goruntileri (A-tuz, B-cam, C-kakao tozu, D-kirmizi biber tozu, E-nisasta, F-ksantan gam)
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4,10 Duyusal analiz

Sekil 28, kapall plastik kaplarda oda sicakliginda 24 saat bekletildikten sonra yad ve EPS
¢ozeltisi (damitik suda % 40 konsantrasyonda) ile muamele edilmis misir cipsi drneklerinin
duyusal 6zelliklerini herhangi bir yag ve EPS uygulanmamis cips 6rnekleri ile karsilastirmali
olarak gostermektedir. Sekilde goruldiga gibi, cips érnedin EPS ¢dzeltisi ile kaplanmasi yag
ile kaplanin cips 6rnegi ile karsilastirildiginda ‘genel gorunug’, ‘agizda biraktigi tat' ve 'renk’
Ozelliklerine verilen puanlari artirirken, 'sekerimsi tat' ve ‘agizda dagiima' 6zelliklerinde 6nemli
farkhliklar ortaya ¢cikmamistir. Panelistler, EPS ile kaplanan 6rnek icin ‘yabanci tat ve aroma’
Ozelligine 4’Un altinda puan vermisler ve bu puan diger érneklere verilen puanlar igerisinde en
dusuk olani olarak goérilmektedir. Bunun, EPS'nin yapisindan kaynakl tipik tadi ve lezzeti
nedeniyle olabilecegi duslnilmektedir. EPS kaplanmis misir cipslerinin genel kabull (genel
begeni) 6zelligi, yag kaph cips érneklerinden biraz daha disik olan ve diz olanlardan daha
yuksek olacak sekilde 5'in hemen altinda bir puan ile degerlendirilmistir. Bu da, misir cipsinin
EPS ile kaplanmasinin kabul edilebilirlik tercihini olumsuz yodnde etkilemedigini

gostermektedir.

Genel A‘gl%d?
begeni biraktig1
tat
Genel Sekerimsi
gortiniis tat
pira
' dagilma

aroma ——Msr cipsi (sade)

—EPS kaplanmis

Aycicek vag kaplanmis

Sekil 28. Duyusal analiz sonuglari
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411 Matematiksel hesaplamalar

Partikuller arasi kapiler baglarin olusumunun, tozlarin mekanik o6zellikleri ve ylUzeylere
yapigma davraniglari izerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Duzgun kiresel bir
parcacik ile nano dlgekli purizlulugu olan diz bir ylzey arasindaki kapiler adhezyon (yapisma)
kuvvetinin hesaplanmasi igin basitlestirilmis bir esitlik gelistiriimistir (Rabinovich ve ark., 2002)
ve bu calismada kullanilan tuz ve cam toz partikulleri ile kullanilan ylzey arasindaki toplam
adhezyon kuvvetinin hesaplanmasi amaci ile bu esitlik (26 no’lu esitlik) kullaniimistir.

H,,
Fua = —dmy Reos (1 - 21 ) @26)

Mroosd

Burada y ara ylizeydeki sivinin yizey gerilimini, R partikil yarigapini, r meniskis yarigapini, 6
temas acisini, Hasp iki ylzey arasindaki adhezyonun gézlenmedidi en kisa mesafeyi ifade
etmektedir. Bu esitligin, meniskus yuksekliginin (Hasp) yapisan partikil ile ylizey arasinda belirli
bir mesafe olusturacak yeterli blyuklikte olmasi ve meniskis yarigapinin (r) yapisan partikdl

yarigapina oranla daha kuguk oldugu durumlarda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Enggalhardjo ve Narsimhan (2005), tortilla cipsi yuzeyinde bitkisel yag igin temas agisini 70°
olarak tespit etmislerdir. EPS ¢dzeltileri igin temas agisinin da bu degere yakin bir deger oldugu
kabul edilmistir. Hesaplamada kullanilan parametreler Tablo 13’te verilmistir. Bu parametreler
cesitli kaynaklardan (Enggalhardjo ve Narsimhan, 2005; Kuncheva ve ark., 2013) ve yapilan

analizlerden elde edilmigtir.

Tablo 13. Adhezyon kuvveti hesaplamada kullanilan parametreler ve degerleri

Degisken o
ve ga?)itler Deger
Y 44 mNm*
0 75 °C
Hasp 0.1 Mm
31.5 ym
50.0 ym
R 100.0 ym
212.5 ym
250.0 um
r 0.020 ym

26 numaral esitlik kullanilarak yuzeye tutunan partikullerin adhezyon kuvvetleri sayisal olarak

hesaplanmis ve Sekil 29 'da verilmigtir.
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Sekil 29. Partikll buyudkligine bagh olarak etki eden adhezyon kuvveti degerleri

Yuzeylere kaplanmis partiklllere etki eden santrifij merkezka¢ kuvvetleri 1 no’lu esitlik

kullanilarak hesaplanmis ve hesaplanan degerler Tablo 14’te verilmigtir.

Tablo 14. Tuz ve cam partikullerine uygulanan santriflj donme hizina bagh olarak etki eden

merkez kag kuvvetleri

Tuz partikUllerine etki eden santrifij Cam partikullerine etki eden santrifij
kuvveti (N) kuvveti (N)
Partikal
bilyGkIiga 1000 2000 3000 4000 1000 2000 3000 4000
(um) rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm rpm
63 2,47E-10 9,86E-10 2,22E-09 3,95E-09 2,87E-10 1,15E-09 2,58E-09 4,59E-09
100 9,86E-10 3,94E-09 8,87E-09 1,58E-08 1,15E-09 4,59E-09 1,03E-08 1,83E-08
200 7,89E-09 3,16E-08 7,10E-08 1,26E-07 9,17E-09 3,67E-08 8,26E-08 1,47E-07
425 7,57E-08 3,03E-07 6,81E-07 1,21E-06 8,80E-08 3,52E-07 7,92E-07 1,41E-06
500 1,23E-07 4,93E-07 1,11E-06 1,97E-06 1,43E-07 5,73E-07 1,29E-06 2,29E-06

Sekil 29 ve Tablo 14’teki veriler incelendiginde ylzeylere yapismis olan partikillere etki eden
merkez kag kuvvetlerinin (1,29E-06 ile 9,86E-10 N arasinda degisen), adhezyon kuvvetleri
(2,00-05 ile 7,00-05 N arasinda degisen) ile karsilastirildiginda daha kiglik degerlere sahip
olduklari goralmektedir. Bu da 4000 rpm’lik donme hizinin olusturdugu merkez kag¢ kuvvetinin
yuzeylerden partikil koparmak icin yeterli olmadidi, ancak yizeylerde partikul-partikal
etkilesimine bagl olarak ve aglomerasyon davranigina bagli olarak partikil katmanlarindan
kopmalarin gergeklestigi yaklagimini desteklemektedir.
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5. SONUG VE ONERILER

Bu calismada dogal ortamlarinda fermente edilmis hamur ve yogurt érneklerinden izole edilmis
alti farkli LAB turlerinden en fazla EPS uretiminin gerceklestigi inkibasyon parametreleri (pH,
sure, sicaklik) belirlenerek Uretilen EPS orneklerinin kimyasal, fiziko-kimyasal ve molekuler
karakterizasyonu yapilmigtir. Daha sonra EPS 6rneklerinin secilen bazi gida tozlarinin gida

yuzeylerine yapismasinda etkisi incelenmisgtir.

Literatirde EPS'lerin yapisma 0zelliklerinden az da olsa bahsedilmektedir ve bu konuda
yapillmis az sayida calismalar mevcuttur. Bu calismada, LAB’lerden elde edilen EPS’lerin
cesitli gida tozlarinin gida ylzeylerine yapisma davranis 6zelliklerini belirlemek i¢in degisen
konsantrasyonlarda (% 0,% 20 ve% 40) EPS c¢dzeltileri kullaniimistir. Bu ¢alismadan elde
edilen sonuclara dayanarak, kullanilan EPS 6rneginin fonksiyonel ozellikte ve kalori degeri
dusurtlmias atistirmalik gida drtnleri gelistirmede kullaniima potansiyeli oldugu kanisina
variimistir. EPS, segilen gida tozlarinin yapismasini olumsuz yénde etkilerken tuz partikilleri
icin daha iyi yapisma gostermigtir.

Parcacik-ylzey arayizinin yani sira partikillerin arasindaki EPS yapilarinin baglanma ve kati
kdpru olusumunu tanimlamak ve atigstirmalik gida uranleri ylzeylerinde EPS'nin yapigkanlk

Ozelliklerini iyilestirmenin yollarini bulmak igcin daha fazla arastirma yapilmasi gerektigi

dusintlmektedir.

Ayrica gida tozu partikillerinin  EPS kullanildiinda yapisma davraniglarini daha iyi
anlayabilmek ve karakterize edebilmek igin Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) teknidi ile tek

partikdl ile ¢aligilabilir.

AFM teknigi ile elde edilen veriler matematiksel hesaplamalardan elde edilen veriler ile

karsilastirilarak deneysel sonuclar ile matematiksel modellerin uyumu incelenebilir.
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Bazi mikroorganizmalar ve 6zellikle de laktik asit bakteri (LAB) turleri bulunduklari ortamda
hicre digina ekzopolisakkaritler (EPS) gibi polimerik maddeler salgilarlar. Bu maddeler, gida
maddelerinin yapisini diizelten 6zellikte ve teknolojik ydnden faydal olmalarinin yaninda
insan saghgi uzerine de birgok faydali etkiler gésterebilmektedirler. EPS?ler bulunduklari gida
Urnlerinin reolojik ve teksturel 6zelliklerinde olumlu degisimlere neden olurlar. Nitekim
bakteriyel kaynakli polisakkaritler saflastirilarak bazi gidalarda kullanilabilmektedirler. Bunun
yaninda 6zellikle son yillarda EPS ureten mikroorganizmalarin dogrudan gida uretiminde
kullanilmasi s6z konusudur. Bu nedenle EPS Ureten mikroorganizmalar gida endustrisinde
ekonomik agidan buyik 6nem arz etmektedirler. Bu sebeple EPS Ureten kdlturler Gzerinde ilgi
son yillarda artmaktadir.

EPS Ureten bakteri kilttrlerinin temin edilerek, bu mikroorganizmalarin uygun sartlarda
cogaltiimasi ile sentezlenecek EPSlerin elde edilmesi islemi sonrasinda gida tozlarinin gida
ylzeylerine yapismasina etkileri detayli olarak incelenmesi ile bu 6zelligin 6nemli oldugu
gidalarin (6zellikle gesitli gida aroma tozlari ile kaplanmis atistirmalik gidalar (snack foods))
kalitesinin gelistiriimesine, Uretimde ve sonrasinda ortaya ¢ikan aroma tozu kayiplarinin
azaltiimasina, yapigsma araylzi olarak sivi yag kullaniminin azaltiimasina ve dolayisiyla gida
maddesinin kalori degerinin dugurtlmesine blyuk katki saglayacadi, gida sanayisine ise
blyuk katma deger olusturacag dustnulmektedir.

Sunulan bu projede 2 temel asamanin gergeklestiriimesi hedeflenmektedir. ik agsamada,
onceden EPS urettigi tespit edilen 5 farkli LAB turiinden farkli inkiibasyon sicakliklari ve
sureleri uygulanarak EPS uretilecektir ve maksimum EPS Uretiminin gergeklesecedi optimum
noktalar Response Surface Metodu (Cevap Ylzey Yontemi) kullanilarak ortaya ¢ikarilacaktir.
Daha sonra bu EPS?ler izole edilecek ve kimyasal yapilari, molekuler buyuklukleri ve
elektriksel yiik gibi fonksiyonel karakteristikleri tespit edilecektir.ikinci asamada ise, bu sekilde
uUretilen farkl kimyasal 6zellikteki EPS?lerin ¢ozeltileri hazirlanarak farkl sekil ve buyuklukteki
gida toz maddelerinin, farkli gida ylzeylerinde yapisma duzeyleri Gzerine etkileri detayh bir
sekilde ortaya konulmaya caligilacaktir.

Bugline kadar yapilan ¢alismalarda mikroorganizmalarin Urettigi EPS?lerin gidalarin gesitli
kimyasal ve organoleptik 6zellikleri Gizerine etkileri incelenmistir. Ancak, EPS?lerin gida
tozlarinin gida yuzeylerine yapisma dizeyi Uzerine etkilerinin detayl olarak incelendigi ve
sonuglarin ortaya konuldugu herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle sunulan bu
projede, EPS Uretme yetenegindeki LAB susglari ile uretilecek olan EPS kutlesinin sézkonusu
ylzeylere yapisma (adhesion) analizleri ile yapigkanhk 6zelliklerinin belirlenmesi
hedeflenmekte, bu 6zelliklerin detayli ve hassas bir sekilde ortaya konulmasi
amaglanmaktadir. Béylece, sunulan bu proje kapsamindaki yapilacak ¢alismalar ile hem
literatirdeki bilgi boslugunun doldurulmasi, hem de istenen nitelikte triin gelistirme agisindan
gida endustrisine blylk girdiler saglanmasi hedeflenmektedir.

Anahtar Kelimeler:

Ekzopolisakkaritler, Laktik Asit Bakterileri, Gida Yizeyine Yapisma, Gida Tozlari

Fikri Urin Bildirim Formu Sunuldu
Mu?:

Evet
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Projeden Yapilan Yayinlar:

1- Determination of the effect of exopolysaccharide (EPS) from Lactobacillusbrevis E25 on
adhesion of food powders on the surfaces, using the centrifugetechnique (Makale - indeksli
Makale),

2- Influence Of Exopolysaccharide (Eps) Derived From A Local Isolate (Lactobacillus brevis
E25) on the Adhesion of Salt Powders to Corn Chips (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zIU
Sunum),

3- Optimization of exopolysaccharide production of six LAB strains isolated from yogurt and
sourdough using RSM (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zIG Sunum),

4- Characterisation of exopolysaccharides derived from selected bacterial strains isolated
from yogurt and sourdough (Bildiri - Uluslararasi Bildiri - S6zIG Sunum),

5- Bir Santrif(ij Tipu (Patent - Ulusal - Basvuru),

6- 4. Uluslararasi Gida Ar-ge Proje Pazari (Yayilim - Uluslararasi - Proje Pazarina Katilim),
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