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PORTAKAL KONSANTRESINDE ACILIGIN ENZIMLE GIDERILMESI

OZET

Bu ¢aligmada 56 brikse sahip Limkon Gida Sanayi ve Ticaret A.S’ den temin edilen
portakal konsantresinde naringin acilik bileseninin naringinaz ve viskozim-L
kullanilarak aciligin giderilmesi arastirildi. Bu ¢aligmada kabugu ile sikilarak elde
edilen portakal konsantresinde bulunan naringin aciliginin naringinaz ve viskozim-L
enzimleri tarafindan degisik sicakliklarda (45, 50, 55 ve 60 °C) ve
konsantrasyonlarda (% 0.1, % 0.3, % 0,5) etkisi incelendi. HPLC ile Fisher and
Wheaton metoduna gore 15-35 ppm konsantrasyon araliginda naringin standartlar1
hazirlandi. Naringinaz ve viskozim-L enzimleri orneklere ayr1 ayri {i¢ farkli oranda
ilave edildi. Portakal konsantresi 56 briksten 11,8 brikse seyreltilerek denemeler
yapildi. Orijinal numunede 27,04 ppm naringin miktar1 belirlendi. Degisik
sicakliklarda (45, 50,55,60 °C) ve degisik konsatrasyonlarda (% 0.1, % 0.3, % 0,5)
naringinaz ve viskozim-L ilave edilmis olan 11,8 briksteki portakal suyu
numunelerinde toplamda ti¢ saat olacak sekilde birer saat siire ile 6rnekler alindi ve
HPLC cihazinda naringin yiizdesinin indirgenmesi incelendi. % 0.1 oraninda
naringinaz kullanildiginda ii¢ saat sonunda naringin azalmasinm 55 °C’de % 42.49
oldugu, ancak % 0.1 oraninda viskozim-L enzimi kullanildiginda ise naringin
azalmasmin 50 °C’de % 38.57 oldugu goriildii. Aymi sekilde % 0.3 oranmnda
naringinaz kullanildiginda 45 °C’de naringin igeriginde % 48.4 oraminda azalma
goriildii. Viskozim-L de ise ayni1 sicaklik ve oranda kullanildiginda % 38.72 oraninda
azalma oldugu belirlendi. Yine aym sekilde naringin azalmasinin % 0.5 oraninda
ilave edilen naringinaz ve viskozim-L igin sirasiyla 45 °C’de 57.69 ve 45 °C’de %
44.04 oldugu bulundu. Bu ¢alismanin diger bir asamasinda ise panel testi yapilarak
HPLC ile bulunan neticelerle karsilastirma yapildi. Buna gére % 0.5 oraninda ve 50
°C’de enzim kullanildiginda en iyi bulgular elde edildi. Bu bulgularim HPLC cihazi
ile yapilan analizlerle uyum i¢inde oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: portakal, acilik, naringin, naringinaz, viskozim L, yiiksek
basingl sivi kromotografisi
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DEBITTERING OF NARINGIN IN THE ORANGE CONCENTRATE USING
ENZYM

ABSTRACT

In this investigation, bitter orange juice 56 brix concentrate was received from
Limkon Food Industry and Company. It is conducted that on this study, orange with
its peel was squeezed which includes naringin bitterness components were reduced
with naringinase and viscozyme-L at different temperatures (45, 50, 55ve 60 °C)
and concentrations (0.1 %, 0.3 %, 0.5 %). According to HPLC and Fisher-Wheaton
method, naringin standards were prepared in the concentration range of 15-35 ppm.
Naringinase and viscozyme-L enzymes were added to the sample separately in three
different rates. It was analyzed that orange juice concentrate is diluted from 56 Brix
to 11.8 Brix. 27.04 ppm amount of naringin was determined in original sample. It
was taken samples each one hour in three hours in the samples of orange juice at 11.8
Brix which was added naringinase and viscozyme-L enzymes at different
temperatures (45, 50, 55, 60 °C) and at different concentrations (0.1 %, 0.3 %, 0.5
%) and reduction of the percentage of naringin was examined in HPLC. It was seen
that reduction of naringin at 55 °C is 42.49 % when it is used 0.1 % of naringinase
but reduction of naringin at 50 °C is 38.57 % when it is used 0.1 % of viscozyme-L
enzyme in three hours. At the same time, when it is used 0.3 % naringinase, it is
found that 48.4 % reduction of naringin content at 45 ° C. It was determined that
38.72 % reduction of naringin when it is used viscozyme-L enzyme at the same
temperature and rate. Likewise, it was found that reduction of naringin at 50 °C is
57.69 % and at 45 °C is 44.04 % respectively in 0.5 % naringin and viscozyme-L
enzyme. In another step of this study, it was compared the results which panel test
was performed by HPLC. According to these results, it was obtained best results
when it is used enzyme in 0.5 % percentage and at 50 °C. These results were seen to
be consistent which performed by HPLC.

Key Words: orange, bitterness, naringin, naringinase, viscozyme-L, high
performance liquid chromatography
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1. GIRIS ve AMAC

Diinya’da 15.165.686 ton turuncgil meyvesi pazarlanmakta ve bunun yaklasik olarak
yarist Avrupa’da gerceklesmektedir. Avrupa’da Ingiltere, Almanya, Fransa ve
Hollanda en biiyiik turunggil ithalatgist iilke konumundadirlar. Diinyada en g¢ok
turuncggil ihra¢ eden iilke Ispanya’dir. Ispanya, ozellikle Akdeniz havzasinda
gerceklesen portakal, mandarin ve limon ticaretinin neredeyse % 50’°sini saglamakta
olup, turuncgil sektoriinii bu pazarlar1 elinde tutacak sekilde yonlendirmekte ve
gelistirmektedir. Ulkemizin de icerisinde yer aldigi Akdeniz havzasinda diinya
turunggil iiretiminin yaklagik olarak % 22' si gergeklestirilmektedir. FAO 2013
verilerine gore; Tiirkiye'nin diinya toplam turun¢gil meyveleri liretimindeki pay1 ise

yaklagik olarak % 2.75 ‘dir (Url-1).

Pazar payinda goriilen siirekli sayilabilecek yiikselme, iilkemiz dahil olmak iizere
Akdeniz’e kiyis1 olan bircok iilkede yetistiricilik alanlarim1 hizla artmakta, TUIK
verilerine gore 2013 yilinda Tiirkiyede portakal iretimi 1.781.259 tona ulastigi
belirtilmistir (Url-2).

Cesitli turunggil sularinda isleme sirasinda veya sonraki islemlerde olusan aci tat,
tiketici ilgi ve begenisini azaltarak Onemli ekonomik problemlere neden
olabilmektedir. Degisik portakal ¢esitlerinin meyve suyuna islenmesi sirasinda da bu
irlinlerde ac1 bir tatla karsilagilabilmektedir. Bunlarm muhtemel sebepleri ise;
meyvenin sikilmasinda fazla basing uygulanmasi, kabuk yaginin yeterince
uzaklastirilmamasi, meyvesuyunun hemen finiserden gegirilerek, albedo parcaciklari
ve fazla pulpundan arindirilmamasi ya da kabuk yagi uzaklastirmanin yeterli
yapilmamasi gibi durumlarinda meydana gelebilmektedir. Turunggil meyveleri ve
tirtinlerinde aciliga neden olan etmenlerin arastirilmasinda, kimyasal bakimdan farkli
iki tip acihk maddesi dikkat ¢ekmektedir. Bunlar; flavanoidler (naringin,
neohesperidin) ve limonoidler (limonin, nomilin)’dir (Altan, 1983a, b; Karabacak,
1995).

Ac1 flavonoidler arasinda iizerinde en fazla arastrma yapilan bilesen naringindir.

Yapilan arastirmalar naringinin altintop, pumella, turung ve {i¢ yaprakli da

1



bulundugunu gostermistir. Ancak gerek miktar gerekse nitelik olarak naringinin en
etkili oldugu turuncgil tiirii altintoplardir. Altintoplarin karakteristik tadinda biiyiik
Olclide etkin ve kininden ¢ok daha aci olan bu flavonon glikozid, portakallardaki
hemen hemen tatsiz olan hesperidin ve turunglardaki aci neohesperidin ile yakindan
iligkilidir. 20 ppm diizeyinde bulundugunda tadarak saptanilabilmesini saglayan
yogun aciligimin yani swra diger bir¢ok karakteristik vasiflar1 da naringinin

belirlenmesine yadimci olabilmektedir (Altan, 1983a).

Bu ¢alismada, iilkemizde iiretimi fazla olan, ancak veriminin daha yiiksek olmasini
saglamak amaciyla kabuguyla birlikte de sikildiginda meyvesuyuna islenmesi sorun
olusturan portakallarda naringinden kaynakli aciligin 2 farkli enzim ile giderilmeye
calisilmast ve bu naringin igerigindeki azalmanin yiiksek basingli stvi kromotografisi

ile tespitinin yaninda panel testi ile degerlendirilmesi arastirildi.



2. LITERATUR OZETi

2.1  Portakal Sularindaki Bashca Kalite Degerleri

Iyi bir portakal suyu; turuncu renkte, taze ve olgun portakallarin tipik lezzetine
biitiinliyle sahip ve her tiirlii lezzet kusurlarindan arindirilmis olmahdir. Portakal
sularinin lezzeti; tat, aroma, dolgunluk ve goriiniisiin birlikte meydana getirdigi bir
olgudur. Bu olguda, portakalin bilesiminde yer alan ¢ok sayida bilesen ve bunlara
bagli olarak da bir¢ok fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal etmen etkili olmaktadir.
Portakal sularinin baslica kalite 6lgiitleri; renk ve goriiniis, lezzet (tat ve aroma) ve
besin degeri olarak ifade edilebilir (Sinclair, 1961; Fellers ve ark., 1986; Altan,
1995; Kealey ve Kinsella, 1979).

2.1.1 Renk ve Goriiniis

Portakal sularinin en 6nemli kalite 6lgiitlerinden birisi sahip oldugu renktir. Portakal
sularinda tercih edilen koyu turuncu ve dogal parlak renk, diger meyve sularma gore
en buyiik kalite avantajlarindan biri olarak kabul gormektedir (Kealey ve Kinsella,
1979; Kimball, 1991).

Portakal sularinin karakteristik rengini; meyve suyu keseciklerinde bulunan ve
flavedoya da rengini veren karotenoidler saglamaktadir. Karotenoidler, meyve suyu
kesecikleri icerisinde plastid hiicrelerinde yogunlasmis olup lipidler igerisinde
¢ozlinebilir 6zellikte bulunmaktadir. Cizelge 2.1’de portakal kabugu ve portakal
suyunda bulunan bashca karotenoidler yer almaktadir. Karotenoidler meyve suyunun
parlak ve ¢ekici bir renk almasini sagladig: gibi tat ve aromay: tamamlayici etkide
bulunmaktadir. Ayrica karoten (a, B, y) ve beta-kriptoksantin gibi A vitamini
aktivitesine sahip bazi karotenoidler besin degeri bakimindan da Onem
tasimaktadirlar (Ting ve Rouseff, 1986; Kimball, 1991).



Cizelge 2.1: Portakal kabugu ve portakal suyunda bulunan baslica karotenoidler
(Ting ve Rouseff, 1986).

Karotenoidler

a- Karoten

B- Karoten
Portakal Kabugu Apo-8’ karotenal
B — Kriptoksantin
Lutein

Violaksantin

a- Karoten

B- Karoten

y - Karoten

a- Kriptoksantin
Portakal suyu B — Kriptoksantin
Lutein
Zeaksantin
Antherksantin

Violaksantin

Turunggillerde bulunan karotenoid miktari; tiire, olgunlasmaya, yetistigi cografyaya,
mevsime ve kiiltiirel uygulamalara bagl olarak degisiklik gostermektedir. Portakal
sularinda karotenoid miktar1 olgunlasma mevsimi boyunca artmaya devam eden bir
olgudur (Ting ve Rouseff, 1986).

Turunglarin toplam karotenoid igerigi portakallardan daha diistiktiir. Portakal
kabugundaki toplam karotenoid miktar1 1.2-3.5 mg/100g (taze meyve agirhgina
gore) iken turunglarda ise bu deger 0.2-0.6 mg/100g arasinda degisir. Meyve
pulpundaki toplam karotenoid miktar: portakallarda 0.13-0.34 mg/100g, turunglarda
ise 0.04-0.1 mg/100g degerleri arasindadir (Ting ve Attaway, 1985).

Portakal sularinin goriniisiine etki eden diger bir faktor ise portakal suyunun dogal

bulanikhig: ve stabilitesidir. Portakal suyunun bulanikligi; hiicre duvar1 parcaciklari,



yag damlaciklari, kromoplastlar ve hesperidin kristalleri gibi farkli parcaciklarin
olusturdugu heterojen bir karisim olarak ifade edilmektedir (Altan, 1981; Crandall
ve ark., 1983).

Portakal sularina bulanik bir gériinim veren siispansiyon halindeki parcaciklar bu
meyve sulart ic¢in 6zel bir kalite 6gesi olarak kabul goriir. Bulaniklik maddelerinin
bulunmamas: durumunda portakal suyu duruya yakin bir goriiniimde, renksiz,
meyvenin kendine 6zgii tat ve aromasindan oldukg¢a yoksun, bos bir sivi halini alir.
Cinkii turunggillerin tat ve aromasini Olusturan ¢esitli limonoid, aldehit, keton,
alkol, terpen ve esterlerle rengi olusturan karotenoidlerin biiyiik bir kism1 bulaniklig:
Olusturan siispansiyon halindeki parcaciklarla birlikte yer almaktadir (Kealey ve
Kinsella, 1979; Altan, 1981).

Portakal sularina bulaniklik veren bu parcaciklarin bir kismi, ¢ékerek tabanda tortu
yapma egilimi gostermektedirler. Ne var ki meyve suyunda bulunan ¢esitli kolloidal
maddeler bunlarin ¢okiip ayrilmasini engelleyerek, bulanikliga neden olan bu
parcaciklari askida tutarak kolloid polidispers bir yap: olusturur. Gergekten,
cogunlukla (-) elektrik yiiklii olan ve ¢ogu, etraflarinda bir su mantosu tasiyan meyve
suyu kolloidleri, birbirlerini itmeleri yiiziinden ¢dkemedikleri gibi, dispers haldeki
diger parcaciklarin etrafin1 sararak onlara da (-) elektrik yiik kazandirmak suretiyle
¢okmelerine engel olurlar. Meyve suyuna (-) elektrik yiik tasiyan kolloidlerin basinda

pektin maddesi yer almaktadir (Cemeroglu, 1982).

Portakallarda dogal olarak bulunan ve meyvenin sikilmas: ile portakal suyuna gecen
pektik maddeler, bu tiriinlere belli bir yogunluk veren kolloidal stabilizatorler olup,
bulanik  gériinim olusturan parcaciklarin  siispansiyon halinde kalmalarini
saglamaktadirlar. Pektik bilesikler portakal suyunda arzu edilen ve begenilen bir
ozellik olan agiz dolgunlugu hissi vermelerinin yaninda, hiicre duvarinin yapisinda
yer alan selilloz, hemiseliiloz, lignin ve protein gibi bilesiklere farkli giiglerdeki
baglar ve interaksiyonlarla tutunmakta ve adeta hiicreleri bir arada tutan bir harg

maddesi gibi gorev almaktadir (Altan, 1981; Cemeroglu, 1982).

2.1.2 Lezzet

Portakal suyu lezzeti; tat, aroma, dolgunluk ve goriiniisiin ortak etkisiyle olusan

karmasik bir duyusal olgudur. Bu olguda, portakalin bilesiminde yer alan ¢ok sayida



bilesen ve bunlara ek olarak da bir ¢ok fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal etmen
etki gostermektedir (Attaway ve Carter, 1971; Altan, 1995).

Portakal suyunda etkili olan baslica duyular su sekilde siralanabilir; tathlik, eksilik
ve acilik. Bu duyular, yiiksek konsantrasyonlardaki sekerler ve organik asitler ile
diistik konsantrasyonlardaki ve ¢ogu aroma olusumunda da etkili olan ugucu

bilesikler tarafindan belirlenirler (Altan, 1995).

Portakal sulari, zengin bir bilesime sahiptir ve bu bilesikler i¢inde en yaygin olani
sekerler veya karbonhidratlardir. Portakal sularindaki toplam kuru maddenin yaklagik
% 75-85’ini glikoz, fruktoz, sakkaroz gibi karbonhidratlar olusturur. Meyve sulari
bilesiminin kabaca, elde edildigi meyvenin bilesimine olduk¢a yakin oldugunu kabul
etmek hatali olmaz. Ciinkii meyvede bulunan sekerler, asitler, serbest amino asitler,
mineral maddeleri suda ¢6ziinen gesitli unsurlarin biiyiik bir kismi meyve suyuna
gecerken, suda zor ¢6ziinen veya hig¢ ¢oziinmeyen polisakkaritler, lipidler, karotenoid
maddeler gibi bazi unsurlarin biiyiik bir kisminin posada kaldig: ifade edilmektedir

(Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

Meyve suyunun ¢oziniir kurumadde igeriginin asit igerigine boliinmesiyle, tat
dengesi ya da brix/asit orani (ratio) bulunur. Bu oran meyve olgunlugunun
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan kalite kriterlerinden birisidir ve portakal

sularinda tathlhik ve eksilik derecesini belirtir (Sinclair, 1961).

Tat dengesi ya da briks/asit oraninin fazla yiiksek olmas1 meyve suyuna surupsu bir
nitelik kazandirdigi, fazla diisiik olmasi ise iiriine asirt eksi bir tat verdigi i¢in
istenmeyen bir durumdur. Bu nedenle bu degerin 8’den az 12-13’ten ¢ok olmasi
istenmez. Ulkemiz portakallar1 genellikle fazla asitli oldugundan daha ¢ok alt sinira
yakin tat degeri ile Kkarsilasilmaktadir. Son iriinde uygun bir tat dengesi elde

edebilmek i¢in diisiik asitli portakallara gereksinim vardir (Altan, 1981).

Cesitli turunggil suyu friinlerinde isleme sirasinda ya da sonradan olusan, hosa
gitmeyen aci bir tatla karsilasilmaktadir. Bu acilik, meyvenin islenmesi sirasindaki
hatali islemlerden kaynaklanabilir ya da islenen meyveye de bagl olabilmektedir.
Ac1 bir meyve olan turung (Citrus aurantium)’tan elde edilen meyve suyu da act bir
meyvedir. Sofralik olarak begeni ile tiikketilen Washington navel portakallardan elde
edilen meyve sularinda, meyvenin sikilmasindan birka¢ saat sonra belirgin bir

sekilde ac1 tat olusabilmektedir. Diger portakal ¢esitleri ve limonun meyve suyuna



islenmesi sirasinda da bu durum s6z konusu olabilmektedir. Meyvenin sikilmasinda
fazla basing uygulanmasi, kabuk yaginin daha 6nce meyveden uzaklastirilmamasi,
sikacaktan elde edilen meyve suyunun hemen finiserden gegirilerek albedo
parcaciklart ve fazla pulpundan arindirilmamas: ya da yeterli bir deoilizasyon
uygulanmamasi durumlarinda, son iriinlerde aci bir tatla karsilasilabilmektedir
(Altan, 1983b).

Portakal sularinin 6zelliklerinden birisi de; kendine 6zgii aromalari, kabuktan gecen
yag ve bazilarinda bulunan aci bilesikler olarak ifade edilmektedir. Portakal kabuk
yaglarinin kaynagi flavedoda bulunan yag kesecikleridir. Endiistride kabuk yagi
soguk presle ya da distilasyonla portakaldan uzaklastirilir. Ticari olgunluk
asamasinda bir kg olgun portakaldan yaklasik 2.5 g kabuk yag: elde edilmektedir.
Portakal kabuk yaglari, meyve sularinda ve karbonath igeceklerde aroma arttirici
olarak kullanilir. Genellikle turunggil sularindaki kabuk yagi miktarinin % 0.020-
0.025 (h/h) arasinda olmasi tercih edilen bir durumdur (Cemeroglu ve Karadeniz,
2001; Kealey ve Kinsella, 1979).

Portakal kabuk yaginda 111 ugucu bilesik belirlenmis ve bunlarin iginde 5 asit, 26
alkol, 25 aldehit, 16 ester, 6 keton ve 31 hidrokarbon oldugu seklinde ifade
edilmistir. Ugucu olmayan bilesikler, portakal kabuk yaginin % 1.5’ini olusturur ve
bunlarin i¢ginde mumlar, kumarinler, flavonoidler ve tokoferoller yer almaktadir.
Kabuk yagi, portakal sularina begenilir karakteristik bir aroma kaatar. Fakat bir kismi1
cesitli islem basamaklarinda degisik diizeylerde oksitlenerek iiriinde hosa gitmeyen
bir tat olusturabilmektedir. Portakallarin karakteristik aromasini veren kabuk yaglari,
siklik alkoller ve aldehitlerden meydana gelir. Hidrokarbonlar 6zellikle de d-
limonen, turunggil yaglarimin baslica bilesenleridir. (Altan, 1991; Kealey ve
Kinsella, 1979).

Portakalda bulunan ugucu aroma bilesikleri; terpenler, hidrokarbonlar, aldehitler,
esterler ve alkollerdir. Bunlarin arasinda portakal sularinin kalitesini biiyiik 6lgiide
etkileyen bilesikler vardir. Bunlar; d-limonen, etil biitirat, aset aldehit, sitral, alfa
pinen ve oktanaldir. Kabuk yagi kokenli terpenoik hidrokarbonlardan d-limonen
portakal suyunda miktar olarak etanolden sonra ikinci siray: ahr. d-limonen 6nemli
bir aroma maddesinden ¢ok yagda ¢dziinen aroma maddelerini tagiyici olarak gorev
yapar. Portakal sularinda d-limonen seviyesi genellikle 80-290 mg/L civarindadir ve

yaklagik 190 mg/L diizeyinde, portakal suyu aromasma onemli katkilarda bulunur.
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Diger onemli terpenoik hidrokarbonlardan alfapinen de yine portakal suyu
aromasinda bulunan 6nemli aroma bilesenlerindendir. Meyve suyunda kabuk yagi

arttikca bunun miktar1 da artmaktadir (Cemeroglu ve Karadeniz, 2001).

Portakal suyu genellikle pulplu ve opak goriiniislii olarak tercih edilmektedir.
Portakal suyunun dogal opak goriniisii kolloidal bulaniklik maddelerinden
kaynaklanmaktadir. Pektik maddeler ve portakal suyuna bulaniklik veren diger
meyve suyu pargaciklari portakal suyunun opak goriiniisiine katkida bulundugu gibi
meyve suyuna bulanik bir goriiniim verirler. (Kimball, 1991).

2.1.3 Besin Degeri

C vitamini (askorbik asit) ve A vitaminin Onciil maddeleri olan karotenoidlerce
zengindir. Turunggiller ve triinleri, glinlik beslenmemizde yer almasi gerekli
onemli besin gruplaridir. Turunggillerin bilesiminde bulunan C vitamini ve beta
karoten, antioksidan o6zellikte vitaminlerdir. Bu antioksidan o6zellikleriyle viicutta

onemli islevleri bulunmaktadir.

Turunggiller ve iirtinleri i¢erdikleri mineraller yoniinden de beslenmemizde onemli
yere sahiptirler. Ozellikle potasyum ydniinden zengindir. Fakat sodyum ydniinden
zengin degildir. Bu nedenle sodyum sinirli diyetlerde rahatlikla tiiketilebilirler.
Ayrica ditiretik hastaliklardaki asiri  potasyum kaybina karsi koruyan ideal bir
kaynak olarak dikkat ¢ekmektedir. Diger yandan hayati 6nemi olan ¢inko, bakair,
mangan, kobalt, molibden ve iyot gibi iz elementleri de igcermektedir. Turunggillerde
ya da portakallarda kuru maddenin hemen tamami suda ¢oziiniir nitelikte oldugu i¢in
bilesiminde bulunan maddeler meyve suyunda da bulunmaktadir. Portakal suyunda
bulunan askorbik asit konsantrasyonu, flavedoda bulunan askorbikasidin 1/5°1,
albedodakinin ise 1/3’t kadardir. Biitiin haldeki bir portakalin C vitamini i¢eriginin
yaklasik % 25’i meyve suyuna geg¢mekte ve bu da bir 6nem arz etmektedir
(Cemeroglu ve Acar, 1986; Yagmur, 1997).



Cizelge 2.2: Portakal suyunun yaklasik besin igerigi (100g yenilebilir kisim

tizerinden)  (USDA, 2004).

Bilegenler Birim | Birim/100g Bilegenler Birim | Birim/00g
Baglica Bilesenler Lipidler
Su g 88.30 Doymug Yad Asitleri a 0.024
Enerji kcal 45 Tek Doymamis Y. A. a 0.036
Protein i 0.70 Cok Doymamis Y. A 1] 0.040
Lipid (Toplam) g 0.20
AT | a 0.40 Amino asitler
Karbonhidrat g 10.40 Triptafan 1] 0.002
Diyet Lif a 0.2 Treonin a 0.008
Seker (Toplam) 4] 8.40 izolésin 1] 0.008
Mineraller Lasin 1] 003
K mg 200 Lisin 1] 0.009
P mg 17 Metionin a 0.003
Ca ma 11 Sistin 1] 0.005
Ma ma 11 Fenilalanin 1] 0.00G9
Ma mg 1 Tirozin a 0.004
Fe mg 0.200 | Valin a 0.011
£n mg 0.050 | Arginin a 0.047
Cu mg 0.044 | Histidin 1] 0.003
Mn mg 0.014 | Alanin 1] 0.5
Se meg 0.100 | Aspartik asit 1] 0.075
Vitaminler Glutamik asit a 0.033
Witamin C ma 50.0 Glisin g 0.008
Miasin ma 0.400 Prolin 1] 0.044
Pantotenik asit ma 0.190 Serin a 0013
Tiamin mg 0.080 Digerer
Yitamin BG ma 0.040 Kanoten, beta meg i3
Witamin E ma 0.040 Karoten, alfa mcg G
Riboflavin mg 0.030 Kriptoksantin, beta mcg 169
Witamin A IS 200 Lutein + zeaksantin Mmeig 115
Folat {Toplam) meg 30
Witamin K meg 0.1

2.2  Portakal Sulaninda Meydana Gelen Lezzet Kusurlar

Portakal sularinda olusabilecek renk ve lezzet bozukluklari, bu triinlerin kalitesinin
diismesine ve tiiketici tarafindan kabul gérmemesine sebep olur. Bu yiizden portakal
sularinda arzu edilmeyen lezzet kusurlarinin (acilik, oksidasyon iiriinleri, esmerlesme
vh.) tanimlanmas: ve engellenmesi turunggil suyu endiistrisinde biiyilk 6nem arz
eder. Bu lezzet kusurlarindan biri de, portakal sularinda bulunabilen limonoidlerden
ve naringinden kaynaklidir. Ticari portakal sularinin renk ve lezzet gibi 6nemli
ozelliklerinin uzun siire korunmasi, zor olmakla beraber; kullanilan portakallarin

cesit ve tipine, uygulanan islem kosullarina ve depolanan portakal sularinin



depolanma siire ve sicakligina bagli olabilmektedir (Olsen ve ark., 1977; Kealey ve
Kinsella, 1979).

Portakal sularinda 1sil islemin yiiksek sicakliklarda ya da uzun siire ile uygulanmast,
tiriiniin oda sicaklhiginda depolanmasi, depolanan tiriiniin siirekli giin 15181 gormesi ve
oksijen igeriginin fazla olmasi, ambalaj kabinda fazla hava birakilmas: gibi durumlar
portakal suyunda esmerlesmeye neen olur. Ayrica lezzet bozulmalarina ve askorbik
asit kaybina da neden olur. Genellikle tat bozulmasi renk bozulmasindan once
gelisme gosterir. Portakal konsantrelerinde rastlanan bu aroma bozukluguna
konsantrenin ilk yapildiginda rastlanmadigini fakat 0°C’de ya da uzun siireli
depolamayla olusabilecegini, aroma bozuklugunun kabuk yagi igeren iiriinlerde daha
sik goriildiigini ifade edilmektedir (Altan, 1981; Olsen ve ark., 1977).

Portakal sulari ve dondurulmus portakal konsantrelerinde gelisen oksitlenmis

turunggil lezzeti, baslica li¢ faktore bagh olarak meydana ¢ikabilir. Bunlar;

v' Meyveye bagl olan faktorler; meyve gesidi, olgunlugu, ilaglama, don zarari
gérmiis meyveler,

v" Meyve bilesimine bagli olan baz1 faktorler; albedo, kabuk ve ¢ekirdek yagi,
peroksidaz aktivitesi,

v' Uygulanan islemlere bagl olan faktorler; meyvelerin islenmeden Once
depolanmasi, ekstraksiyon islemi, pulpunun ayrilmasi, evaporasyon siiresi,
11l islem siiresi ve sicakhgi, karistirma ve uygulama siiresince iiriine hava

karigmasi durumlar1 olarak belirtilmektedir (Olsen ve ark., 1977).

Portakal sularinda bulunan lipidler, karbonhidratlar, askorbik asit ve amino asit gibi
oksitlenmeye hassas bilesikler, portakal sularinin oksidasyonunda oOnemli rol
oynayarak renk ve lezzette istenmeyen bozukluklarin ortaya ¢ikmasina sebep olurlar
(Kimball, 1991).

2.3 Portakal Sularinda Acihik Etmenleri

Washington navel portakali meyve sularinda, isleme sirasinda veya ekstraksiyondan
bir siire sonra aci tat olusumu turuncgil sektoriinde Onemli bir sorun
olusturabilmektedir. Bu acilik meyvenin kendi yapisindan kaynaklanabilecegi gibi
meyvenin islenmesi sirasinda hatali iglemlerden de kaynaklanabilir. Washington

navel portakalindan iiretilen meyve suyunda ise ekstraksiyondan birkac saat sonra
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belirgin bir acilik olusmaktadir. Turunggil meyvelerinde ve iriinlerinde acilik
etmenleri kimyasal agidan flavonoidler ve turunggil meyvelerindeki triterpenoid
metabolizmasinin ara iriinlerinden limonoidler olarak iki gruba ayrilmislardir.
Naringin, neohesperidin, ponsirin flavonoid grubundan, limonin ve nomilin ise

limonoid grubundan 6rneklerdir (Altan, 1983a,b; Herman ve ark., 1985).

Neohesperidin; (CasH34011) turung, ii¢ yaprakli (triofoliate orange) ve ponderosa
limonlarinda bulunan bir flavonon glikoziddir. Portakal, mandarin, turung, limon ve
agac kavununda yaygin olarak bulunur. Bu bilesen tatsiz bir glikozid olan
hesperidinin (CgH34015) bir izomeridir. Ozellikle turunglarmn karakteristik aciliginda
rolii olan neohesperidinin alkol ve suda ¢o6ziinebilen bir bilesik oldugu
belirtilmektedir. Molekiil esasma gore hazirlanan ¢ozeltileri karsilastirildiginda

neohesperidinin acilig1 naringinin 1/10’u kadar olmaktadir (Altan, 1983a).

Sekil 2.1: Hesperidin kimyasal yapis1 (Altan, 1983a).

OH OCHg,
e~ o LI
HO O O 7_‘,.\\ OH
o]
H,C 0
HO OH O
HO
OH

Sekil 2.2: Neohesperidin kimyasal yapisi (Altan, 1983a).

Portakallarda bulunan bir flavanoglikozit olan hesperidin aci bir bilesen degildir.
Ancak zamanla kristaller halinde ¢okiip ayrildigindan meyve suyunun kalitesi
bozulabilmektedir. Diger taraftan turunglarin son derece aci olan lezzeti

neohesperidinden kaynaklanmaktadir (Aksay ve Unal, 2002).
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Limonoidler, Rutaceae ve Meliaceae familyalarma ait bitkilerde bulunan ¢ok yiiksek
diizeyde oksitlenmis triterpenoidlerdir. Turunggil meyvelerinde bulunan 6nemli
kalite bilesenlerinden biri olan limonoidler, biyolojik aktiviteye sahiptir. Limonoid
aglikonlarin 6nemli aktivitelerinden biri, zararlilara kars: bitkisel dokulari1 koruyucu
rol oynamasindan ileri gelmektedir. Limonoid aglikonlar daha ¢cok geng yaprak ve
meyvelerde bulunur ve patojen organizmalarin zararlarina karsi bu dokularin

korunmasina fayda saglamaktadir (Hasegawa ve ark., 1984a).

Turunggillerde bulundugu 1841°den beri bilinen limonin, limonoid grubunun
karakterize edilen ilk bilesigidir. Limonin, 1938 yilinda navel portakal suyundan
izole edilmis ve 1949’da da navel portakal sularinda aciliga neden oldugu ifade
edilmistir (Higby, 1938; Emerson, 1949).

Limoninin yapisi, turunggillerde bulundugunun belirlenmesinden yaklagik 120 yil
sonra 1960’larda kimyasal yontemler ve “X-ray crystallography” (X 1sim ile
kristallerin sekillerini veya yapilisin1 tetkik eden bilim dali) tekniginin birlikte

kullanilmasi ile ortaya ¢ikarilmistir (Barton ve ark., 1961).

Limonin, kapali formiilii Cp6H300s, molekiil agirligi 470.52 ve erime noktas: 290-
292°C olan, beyaz kristal yapili bir bilesendir. Limonin; alkol, aseton ve benzende
¢Oziinlirken, petrol eterinde kismen ¢oziinmektedir. Suda ise 6 mg/L gibi ¢ok diisiik
bir diizeyde ¢6ziinmektedir. Limonin, alkali toprak metalleri ile tatsiz tuzlar
olusturmaktadir. Fakat bu tuzlar, pH 6 ya da 7’nin altinda, ac1 formdaki dilakton

formuna doniismektedirler (Higby, 1938).

Sekil 2.3: Limonin kimyasal yapis1 (Altan, 1983b).

Limonin bir acilik maddesidir. Washington (Navel) portakali gibi bazi portakal
cesitleri bu bileseni icermektedir. Limonin olgunlasmamis bir¢ok portakal ¢esidinde

bulundugu halde, olgunlasma ilerledik¢e miktar1 azalir ve bazi olgun portakal
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cesitlerinde bulunmaz. Ancak Washington portakal ¢esidinde olgunlagmis iiriinde de
limoninin 6n maddesi (prekursor) olan limonin monolakton (1) bulunur. Bu madde
gercekte act degildir. Bilindigi gibi Washington portakallar1 ¢ok begenilen bir
sofralik portakal ¢esididir. Bununla birlikte portakallarn preslenerek suyu
cikarilinca, kisa bir siirede son derece aci bir lezzet kazandiklar1 goriiliir. Bunun
nedeni, meyvenin ¢ikarilmasi ile limonin monolaktonun asitle (pH:3) temas etmesi
sonucu derhal ikinci bir lakton halkasi eklenerek dilakton limonin (I1) (limonin)
denen ac1 maddenin meydana gelmesidir. Bu yiizden bu tip acilia gecikmis acilik

denilmektedir (Altan, 1983a).

LIV ONDY A HALEA LAETONU (LAHL) LIN OIN

Sekil 2.4: Limonin olusum mekanizmasi (Altan, 1983b).

Portakallarda diger bulunan acilik bilesenleri ise flavonoidler grubudur.
Flavonoidlerin insan fizyolojisi tizerindeki olumlu etkilerine iliskin birgok makale
yaymlanmigtir. Bu bilesikler bir siire P vitamini olarak adlandirilmistir. Ayrica bu
bilesikler i¢in biyoflavonoidler terimi de kullanilmaktadir. Cesitli arastirmacilar,
flavonoidlerin kilcal damarlarin kopmaya mukavemetlerini arttrmak basta olmak
lizere soguga dayaniklilik saglamak, iist solunum yollar1 enfeksiyonlari, bronsit
astim, hemofili, lilser gibi bazi hastaliklarin ve radyasyon yaralarinin iyilesmesine
yardimc1 olmaya kadar wuzanan birgok fizyoterapik Ozellikleri oldugunu
bildirmektedirler. Flavonoidlerin karakteristik karbon iskeleti Ce- Cs- Cs
yapisindadir. Cg kisimlar1 aromatik halkalardir. Genellikle c¢esitli atomlar tagirlar.
Flavonoidin 6zel tipini Cz karbon zincirinin striiktiirel 6zellikleri ve oksitlenme
diizeyi belirler. Flavon, flavonal, flavonon ve antosiyanlar turunggil tiirlerinde
bulunan flavonoidlerdir (Altan, 1983a).
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2.4 Naringin

Turunggil sularinda acilik etmenlerinden bir grubu olusturan flavonoidlerden en
onemlisi naringindir. Bu bilesenin altintopa kendine o6zgli tadmi verdigi
belirtilmektedir. Kimyasal yapis1 Sekil 2.5’de gosterilmektedir. Naringin (4, 5, 7-
trihidroksi  flavonon-7-ramnoglikozit) turunggillere acilik veren en Onemli
flavonoidlerden birisidir. Su, alkol ve asetonda ¢oziniir. Naringinin saf su
icerisindeki alt esik degeri 20 ppm diizeyindedir. Erken sezon meyvelerinde acilik

etmeni miktar1 yiiksekken, meyve olgunlastikga bu miktar azalmaktadir (Puri ve

Banerjee, 2000).
O—CH )
or/cu, © : o, © ° O o
oH\ OPH

OH OH i
H OH
'RAMNOZ GLIKOZ
~ 7 N\ /s
~ N
RUTINOZ NARINGENIN

Sekil 2.5: Naringinin kimyasal yapis1 (Altan, 1983a).

Meyvede bulunan naringinin albedo, dilim zarlar1 ve pulp, flavedoda bulunma orani
sirastyla yaklasik olarak % 50-60, % 30-40 ve % 5-10’dur. Meyve suyunda ise
naringin % 1-3 oranlarinda bulunmaktadir (Altan, 1983a).

Meyvedeki naringin meyve olgunlastik¢a o-ramnosidaz enzimi ile ramnoz ve
prunine (4, 5, 7- trihidroksi flavonon -7- glukozit) pargalanir. Pruninin aciligi,
naringin acihigmin % 33’ii kadardir. Ikinci asamada ise prunin, B-glukozidaz enzimi
tarafindan naringenin (4, 5, 7- trihidroksi flavonon) ve D-glukoza hidrolize edilerek

acilik azaltilir. Bu reaksiyon Sekil 2.6’da gosterilmistir (Puri ve Banerjee, 2000).

_ o-bL-ramnosidaz .
Naringin ————— Prunin + Ramnoz

B-D-glikosidaz '
Prunin ———= Naringenin + Glikoz

Sekil 2.6: Naringinin naringinaz tarafindan degradasyon basamaklar1 (Puri
ve Banerjee, 2000).

Naringin az miktarda bulununca greyfurtlara 6zgii acims1 hos bir lezzet verir.Fakat

fazla miktarlarda bulundugunda son derece aci bir tat meydana getirmektedir.
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Naringin ozellikle meyvenin kabugunda, merkez ekseninde ve dilim zarlarinda
bulunmaktadir. Meyve suyunun ¢ikarilmasi sirasinda bu kisimlarin  mekanik
zedelenmesi sonucu ve islemenin diger asamalarinda uygulanan isitma nedeniyle
meyve suyuna az veya ¢Ok miktarda naringin gecebilmektedir (Puri ve Banerjee,
2000).

2.5  Acilk Bilesenlerinin Uzaklastirilmasi

Turunggil sularinda baslhica acilik etmenleri olan naringin ve limoninin
uzaklastirilmasinda uygulanan yontemler fizikokimyasal ve biyoteknolojik olarak iki

temel grupta toplanabilir.

Acilik etmenlerinden naringin, limonin ve digerlerinin uzaklastirilmasinda farkh

adsorbantlarmn kullanim, siiperkritik CO, ekstraksiyonu, ultrafiltrasyon ve degisik

recinelerden yararlanilmistir. Bu ¢aligmalarda kullanilan adsorbanlar Cizelge 2.3’de

yer almaktadir.

Cizelge 2.3: Turunggil sularmm acihfmin giderilmesinde kullamlan bazi
adsorbantlar ve etki ettikleri acilik etmenleri (Aksay ve Unal,

2002).
Kullamlan Adsorbant Etki Ettig: Acilik Etmem
Polistren divinil benzen Naringin
Limonin
MNeohesperidin
Narirutin
B-siklodekstrin polimerleri MNaringin
Limonin
Nomilin
Naringenin
Kumarin
Seliiloz mono fosfat Naringin
Seliiloz tri asetat Limonin
Florisil (aktif magnezyum) Naringin
Limonin
Poliamid recine Limonin
MNavlon (naylon-6 ve naylon-66) Naringin
Diatome toprag Limonin
Polistren 1von defistirici recine Limonin

Turunggil sularmm acihiginin giderilmesi amaciyla, Amberlite XAD-4 ve XAD-16,
Amberlite XAD-16 regineleri ile muamele edildiginde meyve sularinin ¢ok diisiik
maliyetle {retilebilecegi bildirilmistir. Navel portakal ekstraktlari, hidrofilik
adsorbant iceren kolondan gegirildiginde limonin miktarmm diistiigii ve bu
uygulamanin meyve suyunun kimyasal yapisinda olumsuz hi¢bir degisiklige neden
olmadigi belirtilmistir (Wilson ve ark.,1989; Kimball, 1990).
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Turunggil {riinlerinde naringin, limonin ve nomilinden kaynaklanan aciligin
giderilmesinde B-siklodekstrin polimerleri ve tiirevleri (maltosil-B-siklodekstrin vb.)
de basariyla kullanilan bilesiklerdir. B-siklodekstrinin ve farkli polimerlerinin acilik
gidermedeki etkisi ise bu bilesenin naringin ve limoninin ile kompleks olusturmasi

seklinde agiklanmistir (Aksay ve Unal, 2002).

Acilik gidermede uygulanan diger bir yontem de siiperkritik CO, ekstraksiyonudur.
Yapilan ¢aligmalarda ortalama 1.5 saatlik bir ekstraksiyon sonunda limonin

niceliginin 30-600C arasindaki sicakliklar ve 3000-6000 psi arasindaki basmnglar

arasinda % 25 oraninda azaldigi kaydedilmistir. Yapilan bu c¢alismada en iyi

ekstraksiyonun 4OOC’de 4000 psi basingta ve 4 saatlik islem sonunda elde edildigi ve

limonin niceliginin 17.6 ppm’den 6.9 ppm’e diistiigii belirtilmektedir (Kimball,
1987).

Fizikokimyasal yontemlerin dezavantajlar1 su sekildedir (Aksay ve Unal, 2002):

v Kimyasal veya fiziksel adsorpsiyon sirasinda meyve suyunun kimyasal yapisi
az da olsa etkilenmektedir. Sonug olarak; besin kaybi, tat ve renkte kayiplar

ortaya ¢ikabilmektedir.

v Bazi durumlarda kullanilan materyalden meyve suyuna bir bulasma durumula

karsilasilabilmektedir.

v' Yontemler kesikli ¢alistigindan zaman kaybi olmakta ve verim diisiik

olmaktadir.

Turunggil sularindaki acilik etmenlerinin  mikroorganizmalar veya enzimler
yardimiyla kismen veya tamamen parcalanarak aci olmayan formlara dontstiirildigi
yontemleri, “biyoteknolojik yontemler” adi altinda toplamak miimkiindiir. Limonin
aciliginin giderilmesinde mikroorganizmalarin kullanimma 1970’lerde baslandigi
bilinmektedir. Turunggil sularindaki acilik etmenlerinin uzaklastirilmasinda model
substrat ve dogrudan meyve suyu lizerinde serbest ve immobilize enzim sistemlerinin
kullanim1 iizerine c¢aligmalar mevcuttur. Naringin aciliginin  giderilmesinde
naringinaz; limonin aciliginin giderilmesinde limonin-D- halka lakton hidrolaz
(limonin dehidrojenaz) immobilize enzimlerinden, nomilin aciligmin giderilmesinde

ise serbest nomilin asetil liyazdan yararlanilmaktadir (Aksay ve Unal, 2002).
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Naringinaz, o- ramnozidaz ve B- glukozidaz aktivitesine sahip bir enzimdir.
Turunggil sularinda, naringinden kaynaklanan acilifi gidermede etkili oldugu
belirtilmektedir. En kaliteli naringinaz, Aspergillus niger tarafindan retilmektedir.
Naringin miktarini, uygulama siiresine bagli olarak 6nemli oranda azalttig1 bildirilen
enzim immobilizasyonunda en uygun destek materyalinin Na-alginat oldugu ifade

edilmektedir (Puri ve Banerjee, 2000).

Cizelge 2.4: Acilik gidermede kullanilan bazi enzim sistemleri (Puri ve Banerjee,

2000).
Enmim Destek Eullamm Sekli  Substrat
Matervali
Naringinaz Selilloz asetat Kolon reaktdr PNPR®
Citin EKesikli sistem  Naringin
Kolon reaktor PNPR
Glikofaj Kolon reaktdr Naringin
kapli cam Prunin
Poliakrilanmid  Kesikli sistem  Naringin
jel
JCa—alm'mt
Limonin-D- Q-sepharose Kolon reaktér Limonin
halka- el
lakton
hidrolaz
Nomilin Serbest Eesikh Nomilin
asetil-livaz  enzim reaktor

Polifenol bilesiklerinin ekstraksiyonunda etkin oldugu ifade edilen bir enzim olan
viskozim-L bu amagla turunggillerde ve dolayisiyla portakallarda aciliga sebep olan
fenolik Dbilesenlerden naringin i¢in kullamilir. Viskozim-L; Beta glukanaz,
hemiseliilaz, arabinaz, ksilanaz, seliilaz aktivitelerine sahip multi enzim komplexidir

(Akin ve ark., 2007; Zheng ve ark., 2009).

Biyoteknolojik ydntemlerin dezavantajlar1 ise soyle siralanabilir (Aksay ve Unal,

2002):

v' Immobilizasyon teknikleri enzim aktivitesinin incelenmesi ydniinde
kullanighdir. Fakat acilik giderme kinetigi olduk¢a yavas oldugundan biiyiik

Olgekli tiretim i¢in uygun olmamaktadir.

v' Optimum sartlardan biraz sapilmasi durumunda, immobilize enzimin

kolondan yikanmasi veya inaktivasyonu s6z konusu olabilmektedir.
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v Turunggil sularinin pulplu yapisi limonin ve naringinin uzaklastirilmasina
engel olabilmektedir. Bu sorunun meyve suyunun islem Oncesi

durultulmasiyla 6nlenebileceginin s6z konusu oldugu belirtilmektedir.

v Kolonda birikinti olmasi, basing diismesi gibi sorunlar, dogru akis debisinin

bulunmasint  ve  bazt  mihendislik  parametrelerinin  bilinmesini

gerektirmektedir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1 Materyal

Naringin miktarinin belirlenmesi ve bu bilesenden kaynakli aciligin giderilmesi
amaciyla yapilan ¢caligmalarda materyal olarak Limkon Gida Sanayi ve Ticaret A.S.
tesislerinde kabugu sikilarak iiretilen portakal konsantresi soguk zincirle getirildi
(Sekil 3.1). Ornekler analize almincaya kadar -18 °C’ de muhafaza edildi. Bu
calismada kullanilan portakal konsantresi temin edilen firma tarafindan yapilmis olan
kimyasal analizlere gore sitrik asit cinsinden 3,80 asitlige (% w/w sitrik asit) ve 3,71

pH degerine sahiptir.

Sekil 3.1: Portakal konsantresi 6rnegi

Naringin aciliginin enzim uygulamas: ile giderilmesinde kullanilan enzimler ve
analizlerde kullanilan sarf malzemeleri Cizelge 3.1°de gosterilmektedir. Denemeler
sirasinda  kullanilan laboratuar cihazlar1 ve gerecleri ise Cizelge 3.2° de

belirtilmektedir.
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Cizelge 3.1: Denemeler sirasinda kullanilan bazi kimyasal maddeler ve elde

edildikleri firmalar

Kimyasal maddenin ad: Firma adi Uriin kodu
Naringin SIGMA N136-25G
Naringinaz NOVOZYMES KTNO0227

Viskozim-L - 153.06.10311

Asetik asit MERCK 1.00063.2511

Asetonitril MERCK 1.00030.2500

N,N Dimethyl formamide MERCK 1.03034.2500

di Ammonium Oxalate Monohydrate MERCK 6009-70-7-250G

Cizelge 3.2: Denemeler sirasinda kullanilan laboratuar cihazlar1 ve geregleri

Cihaz / Gere¢ Ad1

Marka

Yiiksek Basingli Sivi

AGILENT TECHNOLOGIES 1200

Kromotogrofisi SERIES
Refraktometre REICHERT
Ultra Saf Su Cihaz1 SARTORIUS STEDIM BIOTECH

Ultrasonig Y1ikama Makinasi

BANDELIN SONOREX

Analitik Hassas Terazi

GR200

Celik Filtrasyon Sistemi

SARTORIUS

Isiticili Manyetik Karistirict

DRAGON LAB MS-H-S

Su Banyosu

STUART

0.45 um Membran Filtre

MACHEREY-NAGEL
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3.2

3.2.1 Naringin Acih@imin Giderilmesi icin Yapilan Denemeler

Metot

Calismada 56 briksteki portakal konsantresi 6rnekleri yapilan analiz metoduna uygun

olarak ultra saf su ile seyreltildi ve Reichert marka refraktometre ile briksi 11.8

brikse ayarlandi. Aci portakal suyunda naringin aciligmin giderilmesi igin bu

numunelere degisik konsantrasyonlarda (% 0.1, % 0.3, % 0,5) naringinaz ve

viskozim-L ilave edilerek, ii¢c saat siire ile degisik sicakliklarda (45,50,55,60 °C)

bekletilmek iizere Cizelge 3.3’de gosterilen sekilde deneme gruplari olusturuldu.

Cizelge 3.3: Deneme gruplar1

Uygulama Sicakhg

ENZIM MIiKTARLARI

45°C

50°C

55°C

60°C

% 0.1 Naringinaz

% 0.1 Naringinaz

% 0.1 Naringinaz

% 0.1 Naringinaz

% 0.1 Viskozim-L

% 0.1 Viskozim-L

% 0.1 Viskozim-L

% 0.1 Viskozim-L

% 0.3 Naringinaz

% 0.3 Naringinaz

% 0.3 Naringinaz

% 0.3 Naringinaz

% 0.3 Viskozim-L

% 0.3 Viskozim-L

% 0.3 Viskozim-L

% 0.3 Viskozim-L

% 0.5 Naringinaz

% 0.5 Naringinaz

% 0.5 Naringinaz

% 0.5 Naringinaz

% 0.5 Viskozim-L

% 0.5 Viskozim-L

% 0.5 Viskozim-L

% 0.5 Viskozim-L

Cizelge 3.3’de goriildiigii gibi her bir sicaklik parametresi i¢in 6 farkli deneme grubu

olugturuldu. Sekil 3.2°de gosterilen 6rnekler {i¢ saat siire ile Dragon Lab Ms-H-S

marka siticili manyetik karigtiricida bekletildi.

21




Sekil 3.2: Enzim ilavesi yapilan seyreltilmis portakal konsantresi 6rnekleri

3.2.2 Naringin Standartlarimin Olusturulmasi

Saf naringinden (Sigma, N136-25G) 120 pg/mL™ konsantrasyonunda Merck marka
olan DMF ve Asetik asit kimyasallar1 ile (DMF)/0.01 M Asetik asit (1/4) oraninda
stok ¢ozeltisi 15, 20, 25, 30, 35 ppm konsantrasyonlarinda seyreltirek standartlar
hazirlandi. Hazirlanan standartlar igin; Agilent 1200 Series marka HPLC’de C18
kolon kullanildi. 20\80\2.5 oraninda hazirlanan Asetononitril \ Su\ Asetik Asit mobil
faz1 ile 280 nm dalga boyunda, 1.00 ml.min™* akis hiz1 olacak sekilde uygun sartlar
saglandi. Standartlar Fisher and Wheaton Metoduna gore hazirlandi. (Fisher ve
Wheaton, 1976).

3.2.3 HPLC ile Naringin Analiz Metodu

Naringin Analizi icin HPLC Sartlar

HPLC : Agilent 1200 Series

Kolon : C18 HD (250 x 4 mm; 5 um gozenek capi)
Mobil Faz : 20\80\2.5 : Asetononitril \ Su\ Asetik Asit
Dalga Boyu: 280 nm (UV Detector)

Akis hiz1 : 1.00 ml.min™

Islem Siiresi : 8 dakika

HPLC ile naringin analizi Fisher and Wheaton Metoduna gore yapildi (Fisher ve
Wheaton, 1976). Sekil 3.3° de HPLC’ye verilmeye hazir 6rnekler goriilmekte ve
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bunlar Fisher and Wheaton metoduna uygun olarak hazirlandi. 10 ml 6rnege 10 ml
DMF, 10 ml 0,025 M amonyum okzalat ve 20 ml ultra saf su ilave edilerek 90 °C’
de 10 dakika bekletilerek enzim inaktive edildikten sonra oda sicakligina gelen
numuneler 0,45 pum membran filtreden gegirildi. Bu sekilde 20 pL 6rnek HPLC’ye

enjekte etmeye hazir hale getirildi.

Sekil 3.3: HPLC’ ye verilmeye hazir hale getirilen 6rnekler
3.2.4 Panel Testi

Deneme gruplarmma ait portakal suyu Orneklerinin tattaki aciligm giderilip
giderilmedigi segilen 4 kisilik bir panel tarafindan degerlendi. Panelistlere toplamda
li¢ saat olmak iizere, saat basi olacak sekilde tattirilan drneklerde tatta acilasma olup
olmadigin1 g6z Oniine alinarak Sekil 3.4’de gosterilen degerlendirme formu iizerine

isaretleme yapmalari istendi.

PANELIST DEGERLENDIRME FORMU

Panelist No Deneme No

Kriter Grup Puanlama

l.saat |-

Ta1 2.saat

3.saat | - +

- Kabul Edilemer, ~ Mukenmmel

Sekil 3.4: Panelist degerlendirme formu
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Ug farklt yiizde oranlarinda (% 0.1, % 0.3, % 0.5), dort farkli sicaklik parametresinde
ve iki tiir enzimle ayr1 ayr1t muamele edilen 24 adet 11,8 briksteki portakal suyu
numuneleri {i¢ saat 1siticilt manyetik karistiricida bekletilerek, bu 6rneklerden bir saat
araliklarla numune alinarak HPLC cihazinda naringin miktarindaki azalma belirlendi.
Bu calismada denemeler iki kez tekrarli olarak alinarak, bulunan degerlerin

ortalamalar1 hesaplandi.

4.1  Naringin Standartlarimin Olusturulmasi

Fisher and Wheaton metoduna gore 15-35 ppm konsantrasyon araliginda hazirlanan
naringin standart ¢ozeltilerinin HPLC kromotogramlar1 Sekil 4.1°de (A-15 mg/L; B-
20 mg/L; C-25 mg/L; D-30 mg/L; E-35 mg/L) verilmektedir. Ayrica 15-35 ppm
arasindaki HPLC alan sonuglar1 Cizelge 4.1°de goriilmekte ve bu verilere gore

naringin konsantrasyonu ile alan arasindaki iligski Sekil 4.2°de verildi.

AT A 5 RDT A, W a0 e VRO I 0004 D

,,,,,

I i
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§ i 7 T
A B

3
-
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Sekil 4.1: Naringin standart ¢ozeltilerine (A-15 mg/L; B-20 mg/L; C-25 mg/L; D-30
mg/L; E-35 mg/L’lik naringin ¢ozeltileri) iliskin HPLC kromotogramlari

Cizelge 4.1: Standartlara karsilik elde edilen piklerin alan degerleri

Naringin Konsantrasyonu Alan (mAU*S)
(ppm)
15 629,245
20 782,949
25 982,536
30 1189,57
35 1393,771
1600 -
1400 - y =39,742x
__ 1200 - R#=0,
% 1000
<
E 800
$ 600
< 400
200
0 T T T 1
0 10 20 30 40
Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.2: Naringin standart egrisi
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Seyreltilmis portakal konsantresi drneklerindeki naringin miktari, standart naringin
cozeltilerinin alikonma siirelerinden ve bu ¢ozeltilerin her birinin konsantrasyonuna

karsilik gelen pik alanlarmdan yararlanilarak belirlendi.

4.2 Orneklerin HPLC ile Naringin Analizi Sonuglari

Enzim ilave edilmeyen 11,8 briksteki portakal suyunda bulunan naringin miktari
27,04 ppm olarak bulundu ve bu verinin elde edildigi kromotogram Sekil 4.3’de yer
almaktadir. Bu kromotogram, ¢alismada portakal suyunun baslangigta ne kadar
naringin i¢erdiginin ve yapilan denemelerle enzim ilavesi ile naringin igeriginin ne

kadar giderilebileceginin anlasilabilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.

VI &, Ve NG =0 e (ARG 0122 1 A0 ]
L - 3
-
1 )=
200 =
1 =TH
=
- e
-?'W—_ [
7,
300
N
00 b=
450
B
500
A L e L B e A A Sy B S B
1 2 i 1 5 H 7 B 9

Sekil 4.3: Enzim ilavesi olmayan kontrol 6rneginin HPLC kromotogrami ve naringin
piki

% 0.1 oraninda naringinaz ilave edilen orneklerin dort farkl: sicaklik parametresinde

(45, 50, 55, 60°C), bir, iki ve iigiincii saatlerde yapilan naringin analizi sonuglar1

Cizelge 3.5°de gosterilmektedir. Elde edilen verilere gore 11,8 briksteki portakal

suyunda baslangigta 27,04 ppm olan naringin konsantrasyonunda 55 °C sicaklikta %

42.49 azalma oldugu belirlendi. En uygun sicakliginin 55 °C oldugu bu bulgular

diger enzimlerden pekninaz ile paralellik olusturmaktadir (Rehman ve ark., 2013).
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Cizelge 4.2: % 0,1 Naringinaz igeren ve farkli sicakliklarda tutulan dérneklerin HPLC

ile analizi sonucu elde edilen degerler

Numune Adi* Uygulama Tespit edilen Naringin % Azalma Orani
Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 20,82 % 23.00
A 2 Saat 18,73 % 30.73
A 3 Saat 17,56 % 35.05
B 1 Saat 18,47 % 31.69
B 2 Saat 17,54 % 35.13
B 3 Saat 16,50 % 38.97
C 1 Saat 20,22 % 25.22
C 2 Saat 17,44 % 35.13
C 3 Saat 15,55 % 42.49
D 1 Saat 25,60 % 5.32
D 2 Saat 23,42 % 13.38
D 3 Saat 22,08 % 18.34

* 1 A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)

30

A

. \\\‘\A
20 N —45°C
N —==50°C

Naringin Konsantrasyonu
(ppm)

15 55°C
== 60"C
10
5 T T T
0 60 120 180

zaman (dakika)

Sekil 4.4: % 0.1 oraninda ilave edilen naringinaz enziminin naringin

konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim
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% 0.1 oraninda naringinaz igeren Orneklerin zamana bagli naringin
konsantrasyonundaki degisim Sekil 4.4¢ de yer almaktadir. Orneklerdeki baslangicta
mevcut olan naringin miktar1 diisiiniildiigiinde azalmanin en iyi 55 °C’ de
gerceklestigi ve bunun da ii¢c saat sonunda % 42.49’lik bir oranla meydana geldigi
gorildii. Diger orneklerde de yaklasik olarak % 23 ile 38 araliginda bir azalma
mevcuttur. Ug saat sonundaki azalma bir ve ikinci saatlere oranlara biraz daha fazla
olmakadir. % 0.1 oraninda naringinaz ilavesi dort farkli sicaklik parametresine
bakildiginda naringin iizerinde azaltic1 etkiyi en iyi 55 C’de meydana getirdigi, 60 °C
sicakliga ¢ikildiginda ise naringindeki azalmanin diger oranlara gore azaldigi
goriildii. Bu sonuglara gore naringinaz enziminin 60 °C’de aktivitesini kaybettigi

diistiniilmektedir.

Cizelge 4.3: % 0,1 Viskozim-L igeren ve farkli sicakliklarda tutulan Orneklerin

HPLC ile analizi sonucu elde edilen alan degerleri

Numune Adi* | Uygulama | Tespit edilen Naringin % Azalma Oram
Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 23,73 12.24
A 2 Saat 19,61 27.47
A 3 Saat 18,09 33.09
B 1 Saat 23,48 13.16
B 2 Saat 17,69 34.45
B 3 Saat 16,61 38.57
C 1 Saat 23,21 14.16
C 2 Saat 22,24 17.75
C 3 Saat 20,15 25.48
D 1 Saat 25,28 6.50
D 2 Saat 25,10 6.98
D 3 Saat 24,05 11.05

* 1 A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)
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Sekil 4.5: % 0.1 oraninda ilave edilen viskozim-L enziminin naringin
konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim

% 0.1 oraninda viskozim-L ilave edilen 6rneklerin 4 farkli sicaklik parametresinde
(45, 50, 55, 60°C), bir, iki ve iiciincii saat sonundaki HPLC ile naringin analizi
sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.3 ‘de ve bu 6rneklerin zamana bagli naringin
konsantrasyonundaki degisim Sekil 4.5 ‘de verildi. 45°C’de tutulan 6rneklerde
baslangictaki 27,04 ppm naringin igerigi ilk saatte 23,73 ppm degerine kadar diisme
gosterirken ti¢ saalik siirenin sonunda bu degerin 18,09 ppm’e diistiigii belirlendi.
50°C’ de ise ilk saatteki azalma 45°C’deki ile benzerlik gosterdi ve 23.48 ppm
konsanrasyonuna indigi belirlendi. Ancak tiglincii Saatin sonunda tespit edilen
naringin igerigi ise 16,61 ppm’dir. Diger bir ifade ile 45 °C’deki azalmadan daha iyi
oldugu gériildii. 55°C’lik sicaklik parametresinde bekletilen drnege bakildiginda ilk
saatteki naringin igerigi diger 6rneklerin ilk saatlerindeki konsantrasyonuna benzerlik
gosterdi ve miktarinin 23,21 ppm degerine indirgendigi bulundu. Bu sicaklik
parametresinde bekletilen Ornegin ti¢ saatlik siire sonundaki analizi ile goriilen
naringin miktar1 ise 20.15 ppm’dir. 60°C’de tutulan &rnekte ise ii¢ saat sonundaki
naringin miktar1 24,05 ppm olarak bulundu. % 0.1 oraninda viskozim-L enzimi ilave
edilen orneklerde 45 ve 50°C’ de sonuglarm diger 55 ve 60°C’lik sicaklik
parametrelerine gore daha iyi oldugu gorilldi. Viskozim-L enziminin en uygun

sicakligmin 45 ve 50 °C’ler oldugu diisiiniilmektedir.
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Cizelge 4.4: % 0,3 Naringinaz igeren ve farkli sicakliklarda tutulan dérneklerin HPLC

ile analizi sonucu elde edilen degerler

Numune Ad1* Uygulama Tespit edilen Naringin | % Azalma Orani

Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 18,76 % 30.62
A 2 Saat 15,75 % 41.75
A 3 Saat 13,95 % 48.40
B 1 Saat 18,26 % 32.47
B 2 Saat 15,74 % 41.78
B 3 Saat 14,59 % 46.04
C 1 Saat 19,35 % 28,43
C 2 Saat 18,16 % 32.84
C 3 Saat 16,88 % 37.57
D 1 Saat 24,53 % 9.28
D 2 Saat 23,10 % 14.57
D 3 Saat 22,03 % 18.52

* 1A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)
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Sekil 4.6: % 0.3 oraninda ilave edilen naringinaz enziminin naringin

konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim
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Cizelge 4.5: % 0,3 Viskozim-L igeren ve farkli sicakliklarda tutulan 6rneklerin HPLC
ile analizi sonucu elde edilen degerler

Numune Adi* | Uygulama | Tespit edilen Naringin % Azalma Orani
Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 23.33 13.72
A 2 Saat 21,44 20.71
A 3 Saat 16,57 38.72
B 1 Saat 21,50 20.48
B 2 Saat 18,09 33.09
B 3 Saat 16,58 38.68
C 1 Saat 21,55 20.30
@ 2 Saat 20,08 25.73
C 3 Saat 18,24 32.54
D 1 Saat 23,89 11.64
D 2 Saat 23,40 13.46
D 3 Saat 22,41 17.12

* A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)
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Sekil 4.7: % 0.3 oraninda ilave edilen viskozim-L enziminin naringin

konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim
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Cizelge 4.6: % 0,5 Naringinaz igeren ve farkli sicakliklarda tutulan 6rneklerin HPLC
ile analizi sonucu elde edilen degerler

Numune Adi* | Uygulama | Tespit edilen Naringin % Azalma Orani
Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 16,47 39.09
A 2 Saat 14,87 45.00
A 3 Saat 11,44 57.69
B 1 Saat 17,25 36.20
B 2 Saat 14,01 48.18
B 3 Saat 11,60 57.10
C 1 Saat 19,44 28.10
@ 2 Saat 17,25 36.20
C 3 Saat 16,97 37.24
D 1 Saat 24,19 10.53
D 2 Saat 23,25 14.01
D 3 Saat 22,19 17.93

* 1A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)
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Sekil 4.8: % 0.5 oraninda ilave edilen naringinaz enziminin naringin
konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim
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Cizelge 4.7: % 0,5 Viskozim-L igeren ve farkli sicakliklarda tutulan Grneklerin
HPLC ile analizi sonucu elde edilen degerler

Numune Adi* | Uygulama Tespit edilen Naringin % Azalma Orani

Siiresi Konsantrasyonu (ppm)
KONTROL - 27,04
A 1 Saat 22,16 18.04
A 2 Saat 18,82 30.39
A 3 Saat 15,13 44.04
B 1 Saat 20,98 33.50
B 2 Saat 18,76 30.62
B 3 Saat 16,72 38.16
C 1 Saat 22,12 18.19
C 2 Saat 18,00 33.43
C 3 Saat 17,32 35.94
D 1 Saat 24,58 9.09
D 2 Saat 23,95 11.42
D 3 Saat 23,41 13.42

* 1 A (45° C); B (50° C); C (55° C); D (60° C)
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Sekil 4.9: % 0.5 oraninda ilave edilen viskozim-L enziminin naringin
konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim

% 0.3 ve % 0.5 oranlarinda ilave edilen Naringinaz ve yine ayni oranlarda farkl

orneklere ilave edilen Viskozim-L enzimlerinin portakal suyundaki naringin
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konsantrasyonunda meydana getirdigi degisim Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil
4.9°da gosterilmektedir. Bu iki enzimin naringin iizerine etkisini gosteren Cizelge
4.4, Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7 ‘deki verilere gore dort ayr1 numunede esit
miktarlarda bulunan 11,8 briksteki portakal suyuna % 0.3 oraninda eklenen
naringinaz enziminin dort ayr1 sicaklikta (45, 50,55, 60°C) ii¢ saat siire ile bekletilen
orneklerin naringin iceriklerinde yaklasik olarak % 9.28 ile % 48.40 araliginda bir
azalma oldugu belirlendi. 45 °C’de tutulan numune bir saat sonunda naringin
degerinin 18,76 ppm’e diistiigii goriildii. ki ve iic saat sonunda bu degerlerin
sirastyla 15,75 ve 13,95 ppm degerine diistiigi goriildi. 13,95 ppm’lik naringin
miktarmin baglangigta 27,04 ppm olan naringin igeriginde % 48.40°lik bir azalma
meydana getirdigi sonucu elde edildi. 50 °C’lik sicaklikta tutulan drnekte ise; bir, iKi,
ve li¢ saatlik siire sonlarinda sirasiyla 18,26 ppm, 15,74 ppm, ve 14,59 ppm
degerlerine naringin indirgendigi, 55 °C’lik sicaklikta tutulan numunede ise bu
degerlerin daha yiiksek oranda oldugu bulundu (Cizelge 4.4). 60 °C’de ise enzimin
aktifligi daha da azalarak naringin icerigindeki azalmanm % 9.28 ile % 18.52
araliginda oldugu goriildii. Bu sicaklikta enzim oranmin arttirilmasinin naringin

indirgenmesine ¢ok fazla etki etmedigi gorildi.

Ayni oranda (% 0.3) fakat farkli bir enzim olarak vizkozim-L ile yapilan ¢caligmada
dort ayr1 numunede ise % 11.64 ile % 38.72 araliginda naringin azalma orani
saptand1. 45, 50, 55, 60 C’deki 6rneklerde ise bir saat sonundaki naringin igerikleri
sirasiyla 23,33 ppm, 21,50 ppm, 21,55 ppm, 23,89 ppm iken, ti¢iincii saat sonunda bu
degerler sirasiyla 16,57 ppm, 16,58 ppm, 18,24 ppm, 22,41 ppm olarak izlendi. Bu
sonuglara gore % 0.3 oraninda viskozim-L enziminin en uygun sicakhginin 45 °C’de
oldugu gériildii. 60 °C’de naringin azalma oram {igiincii saatte % 17 iken, 45 °C’de
bu oran 38.72°dir. Bu da viskozim-L enziminin naringinaz enziminde oldugu gibi
yiiksek sicakliklarda etkisini azalttigi belirlendi. 45°C sicakliktaki etki 60 °C’ye gore
2.27 kat daha fazladir.

% 0.5 oraminda naringinaz ilave edilen 45°C’deki drnegin baslangigtaki 27,04 ppm
naringin miktarindan birinci saat sonunda 16,47 ppm’e, ikinci saatte 14,87 ppm’e,
tiglincii saatte ise 11,44 ppm’e kadar diistiigii belirlendi ve iiglincii saat sonunda
naringin degerinde en yiiksek % 57,69 azalma oldugu belirlendi. 50, 55, 60 °C’lik
sicakliklarda tutulan 6rneklerde birinci saat sonunda sirastyla 17,25 ppm, 19,44 ppm,
24,19 ppm olan naringin degerleri sirasiyla {i¢ saat sonunda 11,60 ppm, 16,97 ppm,

35



22,19 ppm olarak belirlendi. Azalma oranlarmnm ii¢ saat sonunda tiim sicakliklar i¢in
daha yiiksek oldugu sonucuna varildi. Fakat diger oranlarda ilave edilen enzimlerde
oldugu gibi 60 °C’de ilave edilen enzimin naringin azalmasma etkisinin az oldugu
goriildii.

% 0.5 oraninda ilave edilen viskozim-L enziminin ise en iyi azalma oranini {igiincii
saat sonunda % 44.04 oranla 45°C’de, en az azalmay: ise diger drneklerde oldugu
gibi % 9.09 oranla 60 °C’de verdigi, 50 ve 55 °C’lik sicakliklarda tutulan drneklerin
en iyi naringin azalma oranini sirastyla % 38.16 ve % 35.94 ile {i¢ saat sonunda

verdigi belirlendi.

4.3  Panelist Testi Sonuclan

4 ayr1 paneliste yaptirilan tat analizi sonuglar1 Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9’ da yer
almaktadir. Ug farkli oranda (% 0.1, % 0.3 ve % 0.5) naringinaz enzimi igeren ve
dort ayr1 sicaklikta {i¢ saat bekletilen 11,8 briksteki portakal suyu orneklerinde
panelistler tarafindan saat basi panel testler yapildi. Hi¢cbir enzim ilavesi yapilmayan
kontrol 6rnegindeki acilik en diisiik deger olan 1 olarak ele alindi. Buradaki acilik
maksimum seviyede oldugu i¢in denemeler sirasinda aciligin azalip azalmadigi
kontrol 6rnegi ile kiyaslanarak ele alindi. % 0.1, % 0.3 ve % 0.5 oranlarinda
naringinaz enziminin ayr1 ayr ilave edildigi 45 ° C’ de tutulan &rneklerin birinci
saatten itibaren aciligmin kontrol 6rnegine goére azaldigi panelistler tarafindan
belirlendi. Panelist degerlendirme formunda isaretlenen noktalar Olgiilerck 4
panelistin sonucunun ortalamas1 alindi. Ug farkli oranda naringinaz iceren 45°C’lik
sicaklikta tutulan Orneklerde yapilan tat analizi sonuglarina bakildigi zaman 10
tizerinden en iyi sonucun 5,65 oldugu ve bununda % 0.5 oranda ilave edilen enzim
ile ii¢ saat sonunda elde edildi. Diger ii¢ sicaklik parametresinde ise en iyi sonuglar
iic saat sonundaki bekletme ile % 0.5 oraninda naringinaz ilave edilen orneklerde
elde edildi. Fakat genel bir degerlendirme yapildiginda 45 ile 55 °C’deki
sicakliklarda tattaki aciligmn diger sicakliklara gore daha etkili oldugu belirlendi.
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Cizelge 4.8: % 0.1, % 0.3 ve % 0.5 oranlarinda 4 farkli sicaklik parametresinde

Naringinaz enzimi ile 3 saat bekletilen 6rneklerin tat analizi sonuglari

60.dk 120.dk 180.dk
%01 | 225 242 4.07
45°C %03 | 455 245 5.5
%05 | 595 572 5.65
%0.1 21 357 49
s0°C %031 50 25 4,37
%05 2.0 3.25 6,00
%0.1 1.9 242 3.62
55°C %0.3 21 40 55
%05 2.0 25 40
%01 | 455 275 3.25
60°C
%03 | 595 2.0 3,07
%05 | 595 2.45 35
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Cizelge 4.9: % 0.1, % 0.3 ve % 0.5 oranlarinda 4 farkli sicaklik parametresinde
Viskozim-L enzimi ile 3 saat bekletilen Orneklerin tat analizi

sonuglari
60.dk 120.dk 180.dk
%011 485 2.0 3.0
0
rc %0.3 2.0 337 35
%0.5 2.0 337 40
%01l | 177 1,85 45
50%C %03 1.9 275 42
%05 | 597 375 337
%011 595 2.9 3.75
55°C %03 | 595 4 40
%0.5 25 4 52
%0.1 2.0 2.4 25
60°C %0.3 2.0 237 2.0
%0.5 2.4 26 375
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o. TARTISMA

Turunggil meyvelerinde acilik 6nemli bir sorun olusturabilmektedir. Bu aciligin
arastirilmasinda 2 tip aciliktan s6z edilmektedir. Baslica acilik bilesenleri limonin ve
naringin olmakla birlikte, bunlar arasinda naringin tizerinde ¢ok durulmaktadir. Bu
calismada kabugu ile birlikte sikilmig ac1 portakal suyu 6rneklerinde naringin acilik
Ogesinin indirgenebilmesi igin naringinaz, viskozim-L enzimleri ile degisik
parametrelerde (45, 50, 55, 60°C’lik sicakliklarda ve % 0.1, % 0.3, % 0.5 oranlarda
enzimle) calisilarak ii¢ saatlik bekletme sonunda naringin miktarindaki azalma
arastirildi. Portakal sularindan saat basi olacak sekilde numune alinarak HPLC ile
naringin miktarlarindaki indirgenmeler arastirildi. Bir, iki ve {¢lincli saatlerdeki
naringin miktarlar1 kontrol 6rnegi ile kiyaslanarak portakal suyundaki naringin

azalma miktarlari incelendi.

45°C’de tutulan ii¢ farkli orandaki (% 0.1, % 0.3, % 0.5) naringinaz ve viskozim-L
enzimlerini ayr1 ayri iceren Orneklerde her saat basi HPLC ile naringin tayini
yapildiginda ¢ikan sonu¢ enzim miktarmin ve bekletme siiresinin artmasiyla naringin
azalma oranmm artmasidir. 45°C’de ve % 0.3 oranda naringinaz her ne kadar
viskozim-L den daha etkili olsa da her iki enziminde {i¢ saat sonunda naringin
iizerinde yaklasik olarak % 40 dan fazla oranda azalma sagladigi goriildii. 50 ve 55
°C’de yapilan denemeler sonucunda da buna benzer sonuglar elde edildi. Fakat her
iki enziminde 45, 50 ve 55 °C’de etkinligi % 25 in iizerinde iken 60 °C’de enzimler
diger sicakliklara gore daha az oranda indirgendigi bulundu. Es zamanl olarak
panelistler tarafindan yapilan tat degerlendirmesinde de 10 iizerinden en iyi sonucun
6 ile 50 °C’de bekletilen naringinaz igeren drnekte ii¢ saat sonunda elde edildigi
bulundu. Genel olarak tiim sicakliklar ve her iki enzim de degerlendirildiginde
kontrol 6rneginde 1 olarak ifade edilen en ac1 oran bekletme siiresi ve enzim miktar1
arttikga azalma gosterdi. Fakat 60 °C’deki bekletme de her iki enzimde bulundugu
orneklerde aciligin azalmadigi panelistler tarafindan ifade edilerek bunlarin
sonuglarla da birbirini destekledigi goriildii. Bu yapilan ¢alismada naringin acilig1 %

57.69 oranma kadar azaltilabildi. Bu ¢aligmada panelist testi ve HPLC ile yapilan
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analizler birbirini desteklemekte ancak aciligin tamamen giderilememe nedeni diger

acilik bilesenlerinin de var olmasidir.

Turunggillerde bulunan acilik etmenlerininin arastirilmasina iliskin bir ¢ok ¢aligma
mevcuttur. Burada bahsedilen yalnizca naringin acili§1 olmayip, limonin gibi acilik
bilesenleri lizerine de bir¢ok arastirma yapildigidir. Acilik giderme isleminde enzim
sistemlerinin yan1 swa [-siklo dekstrin gibi polimerler, reg¢inelerden de
yararlanilmigtir. Mongkolkul ve ark. (2006) Citrus Reticula’ da 3 gram B-siklo
dekstrin kullanarak oda sicakliginda kolon prosesi ile limonin aciligint giderdikleri
calismada % 94 oraninda bir azalma, 15 gram ilavede ise % 90 oraninda bir azalma
oldugunu belirtmektedirler. Aksay ve Unal, (2002) yapilan bir ¢alismada B-siklo
dekstrin polimer jeli bir kolon igerisine konarak ve akigskan yatak prensibi ile
meyvesuyundaki aciligmm giderilmesi tizerine ¢aligilmistir. B-siklo dekstrin
polimerleri naringini farkli oranlarda adsorplama o6zelligi gostermistir. Aksay ve
Unal, (2002). B-siklo dekstrinin acilik gidermedeki etkisinin, naringinin PB-siklo
dekstrin ile komplex olusturmasi seklinde agiklanmistir. Kola, (2005) tarafindan
Washington navel portakal sularindaki limonin acihginin  giderilmesinin
arastirtlmasindalimonin aciligi, “Amberlite XAD-16HP” ve “Dowex Optipore 1.285”
ile basaril bir sekilde giderilmis ve kabul edilebilir diizeylerin altina indirilmistir.
Yapilan ¢aligmada belirtilen limoninin aciliginn, “Amberlite XAD-16HP” ile % 97-
100, “Dowex Optipore 1285 ile % 95-99 oraninda azaltildigidir. Kranz ve ark.,
(2011) greyfurt suyunda naringin, d-limonen ve diger tat bilesenlerinin de iginde
bulundugu bir acilik giderme islemi icin XAD-7HP re¢inesinin adsorbent/meyve

suyu oraninin % 3.6 ‘te ve 13.9 °C’deki kombinasyonla olabilcegini belirtmislerdir.

Lee ve Kim, (2003) greyfurt konsantresinde acilik giderme isleminde XAD-16
adsorbenti ile % 78 den fazla oranda naringin bilesenini giderebildiklerini

belirtmislerdir.

Arastimamizda kullanilan 11,8 briksteki portakal suyunda belirlenen naringin miktar1
27,04 ppm oldugu belirlendi ve bu miktar 20 ppm iizerinde oldugunda acili§in fazla

hissedilebilecegi diger arastirmacilar tarafindan belirtilmektedir Altan, (1983a).

Turunggil sularindaki acilik etmenlerinin uzaklastirilmasinda model substrat ve
dogrudan meyve suyu iizerinde serbest ve immobilize enzim sistemlerinin kullanim1

iizerine caligmalar yapilmistir. Naringin aciliinin giderilmesinde naringinazdan
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faydalanilmaktadir Aksay ve Unal, (2002). Tsen ve ark. (1989) Penicillium sp.’den
elde ettikleri naringinazi seliiloz tri asetatta immobilize ederek bir kolon reaktdrde
aktivitesini incelemislerdir ve sonucta enzimin optimum pH 3.7 ve 55°C° de
calistigini belirtmiglerdir. Bu ¢alisma arastirmamizda belirttigimiz % 0.1 oranindaki
naringinaz enziminin en iyi ¢calistig sicaklik ile uyum igindedir. Ancak miktar % 0.3
ve % 0.5 oranmna yiikseltiginde en uygun sicakligin 45 °C oldugu belirlendi, buradaki
farkliligin miktardan kaynaklandig1 diigiiniilmektedir.

Ceviker ve Unal, (2005) Marsh Seedless ve Rio Red ¢esidi altintoplardan elde
edilen meyvesularindaki aciligin giderilmesi i¢in yaptiklar1 ¢alismada farkh
konsantrayonlarda naringinaz (0.25, 0.50, 0.75 ve 1 g/L) ve farkl sicakliklarda (25,
35 ve 40 °C) galismuslardir. Naringin gideriminin en iyi 1 g/L ile 40 °C’de 6 saatlik
bir slirede oldugu ve duyusal degerlendirmede panelistlerin kontrol o6rneklerini
enzimle muamele edilmis o6rneklerden ayirt edebildikleri belirtilmektedir, bizim
arastirmamizda sicakligm belirtilen % 0.3 ve % 0.5 enzim miktar1 ile uyum i¢inde
oldugu, fakat % 0.1 oraninda sapma oldugu goriildii. Bunun nedeninin de enzim
aktivitesi farkliligindan oldugu diisiiniilmektedir. Panel testinde kontrol 6rneginde 1
olan acilik degeri panelistler tarafindan denemelerdeki orneklerde 6 degerine
ulagmigtir. Bu da panelistlerin kontrol orne8i ile enzim muamelesi yapilmis
orneklerde farklilik bulduklarmi ve acilik degerinin en aci deger olan 1’den farkh

bulundugunu goésterdi.

Yahm ve ark. (2004) taze sikilmis 53 adet portakal suyu ve 87 adet kabuk suyunda
naringin konsantrasyonunu inceledikleri bir calismada sirasiyla 6rneklerdeki naringin
konsantrasyonu araligmi 0.12 - 2.63 mg L™ ve 0.50 - 15.7 mg L™ olarak ifade
etmiglerdir. Ayrica 85 dakikalik naringinaz (Km; 0.098 mM naringin, pH 4.0 ve
60°C) ile acilik giderme isleminden sonra % 38.5 oraninda naringini hidrolize
edildigi bulunmustur.Yaptigimiz ¢alismada 60 °C’de % 0.1, % 0.3 ve % 0.5
oranlarinda naringinaz ilave edilen numunelerde ii¢ saatlik siire sonunda sirasiyla
11.05, 17.12, 13.42 ylizdelerinde naringinin indirgenebildigi bulundu. Naringinin bu
sicaklikta daha az indirgenebilmesinin ortam pH’inin farkli olmasi ve ya enzim

aktivitesinin farkli olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Caligmada elde edilen verilere gore Viskozim-L; tiim oranlar ele alindig1 zaman en

iyi naringin giderimini % 0.5 oraninda ilave ile 44.04 azalma yiizdesinde 45 °C‘de
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sagladigr bulundu. Yapilan arastirmalar viskozim-L’nin polifenol bilesiklerinin

ekstraksiyonunda etkin oldugunu gostermektedir Akin ve ark., (2007).

Bu aragtrmada naringinaz ve viskozim-L enzimleri ile dort ayr1 sicaklik
parametresinde (45, 50, 55, 60°C) ve ii¢ farkli oranda (% 0.1, % 0.3, % 0.5) iic
saatlik bir siire ile calisilarak naringinden kaynakli aciligin giderilmesi beklendi.
Naringin igerikleri saat basi olacak sekilde {ic saat boyunca yiiksek basingli sivi
kromotografisi ile tespit edilmis olup yine saat basi olacak sekilde de panelistlere tat
degerlendirmesi yaptirildi. Calismada elde edilen bulgular sonucunda enzim miktar1
arttik¢a naringin azalma oraninin arttig1, enzimler igin 45, 50, 55°C’lik sicakliklarin
uygun olabilecegi ancak 60°C’deki sicaklikta enzimle muamele etmenin azalma
iizerinde etkisinin az oldugu goriildii. Naringin yiizdesinde azalma olmasinin nedeni
55 °C sicakhigmin iizerinde enzim aktivitesinin diismesidir. Yapilan tat
degerlendirmesinde de baslangictaki aciligin belli oranda azaldigini destekler
sonuglar almmigsa da portakal suyu orneklerinin denemeler sonrasinda hafif bir
acilik icerdikleri belirlendi. Bunun da portakal konsantresinin kabuguyla sikilarak
elde edilmis olmas1 ve portakaldaki bulunmasi muhtemel olan diger acilik bilesenleri

ile iligkisinin oldugu diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK A: Naringin standartlarina ait kromotogramlar (15, 20, 25, 30, 35 ppm)
EK B: Bazi deneme 6rneklerine ait naringin analiz kromotogramlari
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