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Bu calismada; Akdeniz Bolgesi'nde yetistirilen turunggil meyvelerinin
(portakal, altintop, mandarin, limon ve turung tiirlerine ait mevcut cesitler) taze ve
konsantre meyve suyu ve kabufunda, naringin (4°,5,7-trihydroxyflavanone 7-
rhamnoglucoside) dizeyleri ve ytiksek orandaki naringinin naringinaz enzimi
kullanilarak giderilmesi igin optimum kosullar belirlenmigtir.

Incelenen portakal ¢esitlerinin meyve kabuk ve sularinda naringin diizeyinin
strastyla 0,50-15,70 mg/L. ve 0,12-2,63 mg/L arahfinda oldugu, ¢esit ve bolgeler
arasinda naringin diizeyindeki farkin t-testine gbre %95 oraninda Snemsiz oldugu
tespit edilmistir. Bu portakallarin meyve suyu ve kabuk konsantrelerinde de
paringinin saptanmig ve kabuk konsantresindeki naringin diizeylerinin (95-573
mg/L) igilebilirlik smirinin Gistiinde oldugu belirlenmigtir. Ayrica turung kabugunda
1399,62-1568.5 mg/L ve suyunda 124,52-325,3 mg/L; greyfurt kabugunda 3192,70-
7024,79 mg/LL ve suyunda 308,30-510,07 mg/L arahklarinda naringin oldugu

saptanmugtir,

Teknolojik olarak dretilen portakal kabufu konsantresindeki yiiksek
diizeydeki naringin miktannin giderilmesi veya en az dfizeye getirilmesi igin;
naringinaz enzimi ile optimum kosullarda (pH 4,0, 60°C sicaklik ve 300 mg/L
naringinaz), naringin gideriminin yaklagik olarak % 30-40 oraninda gerceklestigi
saptanmustir. Uygulanan bu enzimatik yontemle Akdeniz Bolgesi’nde yetigen cesitli
portakallardan elde edilen kabuk konsantrelerinde bulunan ve iilebilirligini
dogrudan etkileyen naringinin, icilebilir diizeye getirilebilecegi ve difer acihik
giderme ydntemlerine gbre uygulanabilirlipi ytksek, ucuz ve irtinlerin dogal
dzelliklerini degistirmemesi gibi biiyilk avantajlar saglanabilecesi saptanmstr.

Anahtar Kelimeler: Naringin, naringinaz, acilik giderme, turunggil meyveleri.



ABSTRACT

In this research, naringin (4°,5,7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside)
levels of fresh and concentrate fruit shells and juices of citrus fruits (sweet oranges,
grapefruits, lemons, sour oranges etc.) grown in Mediterranean Region of Turkey,
were researched. And also optimum conditions for naringinase to hydrolysing of
naringin from citrus fruit samples were determineted.

The analysis of sweet oranges species showed that fruit shells and juices had
0,50-15,70 mg/L and 0,12-2,63 mg/l haringin ranges, respectively. Due to the t-test,
there were no significant differences between mean naringin values of species and
locations at 95% confidence level. These orange species cloudy and juice
concentrates also had naringin and naringin levels of cloudies (95-950 mg/L) were
higher than threshold level.

On the other hand, sour oranges had 1399,62-1568,5 mg/L in their shells and
142,52-325,3 mg/L in juices; grapefruit shells had 3192,7024,79 mg/L and grapefiuit
juices had 308,30-510,07 mg/L naringin ranges.

In this research, naringinase used at optimum conditions (pH 4,0, 60 °C
temperature and 300 mg/L naringinase) was used for debittering of orange cloudies
which had high level of naringin and their naringin levels decreased about 30-40%.
Cloudies made from oranges grown in Mediterranean area, can be debittered by this
enzyme method. This method is more suitable, applicaple and economic than the

other debittering methods.

Keywords: Naringin, naringinase, debittering, citrus fruits.

i



TESEKKUR

Bu tezin hazirlanmasinda, her agamada biiylik emekleri gecen ve bana her
konuda yardime: olan damsman hocam Saym Dog. Dr. Yiksel OZDEMIR’e en igten
tesekkiirlerimi sunanm. Yiikksek Lisans caligmamun yapilmas: swasinda beni
yonlendiren ve bana yardimin: esirgemiyen hocam Saym Prof. Dr. H. Ibrahim EKiZ’
¢ tesekkiirlerimi sunanm. Tez ¢aligmamda HPLC aleti ve diger tiim laboratyvar
olanakiarindan yararlanmam saflayan Etap Tarim A.S. Fabrika Miidiirti Dr. Hikmet
Giires ve yardimlarim esirgemeyen bagta Hatun Bahge olmak iizere tiim Etap Tanm
A.S. calisanlarma tegekkiir ederim. Ayrica hayatim boyunca maddi-manevi
desteklerini esirgemeyen ve her zaman igin yanimda olan aileme sonsuz

tesekkdirlerimi sunanm.

fii



ICINDEKILER

Sayfa
oz i
ABSTRACT ii
TESEKKUR i
ICINDEKILER iv
CIZELGELER DIZINi vi
SEKILLER DiZiNi vii
1. GIRIS 1
2. KAYNAK ARASTIRMASI 3
2. 1. TURUNCGIL MEYVESI (Citrus fruits ) 3
2.1, 1. Diinyada ve Tiirkiye’ de Turunggil Uretimi 3
2. 1. 2. Turunggil Meyvelerinin Yapisi 4
2. 1. 3. Turunggil Meyvelerinin islenmesi ve Sorunlar 6

2.2. TURUNCGIL ORNEKLERINDE FLAVONOIDLER ve NARINGIN 9

2.3. TURUNCGIL URUNLERINDE FLAVANON GLIKOZITLERIN
NITEL ve NICEL TAYININDE KULLANILAN ANALITIK
YONTEMLER 14

24. TURUNCGIL URUNLERINDE NARINGIN MIKTARININ

AZALTILMASI 15

2.4.1. Naringinin Enzim Kullanilarak Giderilmesi 17

2.4.2. Enzim Kinetigi 20

3. MATERYAL ve METOT 25
3. 1. MATERYAL 25

3. 1. 1. Hammadde ve Alet-Ekipman 25

v £C. YOKSTXOGRETIM



3.2. METOT
3. 2. 1. Turunggil Meyvelerinden Meyve Suyu ve Kabuk Suyunun Elde
Edilmesi

3. 2. 2. Meyve ve Kabuk Suyunda Naringin Tayini

3. 2. 3. Naringinaz Enzimi ile Naringin Miktarinin Azaltilmas
3.2.3.1. Naringinase aktivitesinin tayini
3.2.3.2. Naringinase enzimi ile portakal ve greyfurt meyve

sularinda Naringin Miktarimn Azaltilmasi

4. BULGULAR VE TARTISMA

41. AKDENiZ BOLGES” NDE YETISEN TURUNCGIL
MEYVELERININ BAZI TUR VE CESITLERININ NARINGIN
DUZEY1

4. 2. NARINGININ NARINGINAZ ENZiMI ILE GIDERILMESINDE
OPTIMUM KOSULARIN BELIRLENMESI
4.2.1. Naringinaz ve Naringin Derigimine Bagh Olarak Baslangi¢
Tepkime Hizlarinin Belirlenmesi
4.2.2. Naringinazin Baglangic Tepkime Hizlarina pH ve Sicakhifin
Etkisi
4.2.3. Naringinaz’ m K, Degerinin Hesaplanmas:

4.3. PORTAKAL VE GREYFURT MEYVE SULARINDA NARINGIN
MIKTARININ AZALTILMASI
5. SONUCLAR
KAYNAKLAR
EKLER

OZGECMIS

28

28
29
30
30
30

31

31

36

36

40
43

51
53
57

60 /



CiZELGE pizZinNi

Cizelge 2.1.
Cizelge 3.1.
Cizelge 3.2.
Cizelge 3.3.
Cizelge 4.1.
Cizelge 4.2.
Cizelge 4.3.

Cizelge 4.4.

Cizelge 4.5.

Cizelge 4.6.

Cizelge 4.7.

Cizelge 4.8.

Cizelge 4.9.

Dlkemizde Uretilen Portakal Cesitlerinin Nitelikleri

Turuncgil Meyvelerinin Ttir, Cesit ve Omek Aliman Bélgeleri
Cahismada Kullamlan HPLC Sisteminin Ozellikleri

Calismada Kullamlan Diger Alet-Ekipmanlar ve Ozellikleri
Akdeniz Bolgesi’nde Yetisen Turunggil Meyvelerinin Baz: Tir
ve Cesitlerinin Naringin Diizeyi (mg/L)

Ticari Olarak Baz1 Greyfurt Meyve Suyundan Uretilen
Konsantrelerin Naringin Diizeyleri (mg/L)

Ticari Olarak Uretilen Portakal Meyve Suyu ve Kabuk
Konsantrelerinin Farkli Partilerindeki Naringin Diizeyleri

Farkh Derigimlerde Naringinaz ve Naringin Igeren Cézeltilerde
Naringin Miktarinin Stireye Gore Degisimi (mg/L)

Sabit Derigimde Naringin(200 mg/L) ve Naringinaz(300 mg/L)
Igeren Reaksiyon Cozeltilerinin Fakh Sicaklik ve pH larda
Naringin Miktarinin Siireyle Degisimi
Farkli  Naringinaz Derisimlerinde
Grafiginden Hesaplanan Vg, Kq, ve R? Degerleri

Optimum Kosullarda Elde Edilen Ky Degerlerinin,
Literatirdeki Optimum Kosullar ve Kgy Degerleri
Kargilagtiriimas

Bazi Portakal ve Greyfurt Konsantrelerinin igerdigi Naringinin
Optimum Kogsullarda Naringinaz ile Giderimi

Dogal Portakal ve Greyfurt Suyundan Farkli Oranlarda
Hazirlanan Kangimim Igerdigi Naringinin, Optimum Kosullarda
Naringinaz ile Giderimi

Lineweaver-Burk

ile

vi

27

32

34

35

38

41

45

48



SEKILLER DiZiNi

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 3.1.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2,
Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.
Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.
Sekil 4.9.
Sekil 4.10.

Naringinin Kimyasal Yapisi

Turunggil Sularinda Acilik Giderme Islemi

Lineweaver-Burk Hiz Egrisi

Standart Naringin Kromatogram

Portakal Cloudynin Kromatogrami

Greyfurt Konsantresinin Kromatogrami

50 mg/L Naringin ve 100 mg/L. Naringinaz Cozeltisinde Naringin
Miktarinin Siireye Gore Degisimi

Naringin Derigimine Karsihk Baglangi¢c Tepkime Hizlari
Naringinaz Derigimine Karsilik Baglangi¢ Tepkime Hizlan
Naringin Derigiminin Siireyle Degisimi

Farkl1 pH Degerlerine Karsihik Baglangi¢ Tepkime Hizlan

Farkl: Sicakhik Degerlerine Karsilik Baglangi¢ Tepkime Hizlari
Lineweaver - Burk Hiz Grafigi

Naringinin Naringinaz Enzimi ile 60°C’de Hidrolizizfgreyfurt
suyu konsantresi, 11,8 briks ve 2,88 pH;Portakal -greyfurt
(3:1) kansim, 12,27 °Briks ve 3,71 pH;o: Portaka 1 cloudy, 11,8
°Briks v 4,03 pHp: % Portakal -greyfurt (1:3) kangim, 10,12
°Briks ve 3,42 pH; A: sulu tepkimgbzeltisi, 3,5 pH ;4A: sulu
tepkime gozeltisi, 4,0 pH)

vii

11
16
24
30
31
31

37
39
40
42
42
43

49



1. GIRIS

Akdeniz Bolgesi, tilkernizde turunggil tiretiminin yapildig: en biiyiik alanlarin
basinda gelmektedir. Tiirkiye’de yilda ortalama 2 500 000 ton turunggil iiretilmekte
ve bunlarin baginda da portakal, mandarin, altintop (greyfurt), limon ve turung
meyveleri gelmektedir. Bu meyveler biiyilkk oranda dogrudan (sofralik)
tiiketilmelerinin yaninda, 6nemli bir kismi da meyve suyu gibi teknolojik iiriinlere
islenmektedir. Akdeniz Bolgesi’nde yetisen turunggil meyvelerinden elde edilen
meyve sular ilkemiz i¢ pazarmin Snemli bir kismum kargilamasinin yaninda, basta
bir ¢ok Avrupa lilkesi olmak iizere diger iilkelere de meyve suyu ya da konsantresi
olarak ihra¢ edilmektedir. Diger taraftan son yillarda bu {iriinlerin kabuklan da

meyve suyuna islenmekte ve inrag edilmektedir.

Turunggil meyveleri taze olarak tiim diinyada yaygin bigimde tiiketilmesinin
yani sira meyve suyu, dilim kompostosu, regel, marmelat v.b. iiriinler seklinde de
tiiketime sunulmaktadir. Diinya genelinde iglenmis portakal iiriinlerinin %90°dan
fazlasimi meyve suyu tiriinleri olusturmaktadir.

Meyve sularina islenecek turunggil meyvelerinin belirli fiziksel ve kimyasal
Ozelliklere sahip olmasi gerekmektedir.  Ciinki meyvelerin meyve suyuna
islenmesinde bu &zelliklerin 6nemli rolleri vardir. Bu meyvelerden elde edilen
tiriinlerin baghica sorunlarindan birisi acilik etmeni olan bilesenlerdir. Bu bilesenler
meyveden kaynaklanabilecegi gibi, meyvenin islenmesi sirasinda da meydana
gelebilmektedir. Meyve sularinda acilik veren bilesenlerin bulunmasi, duyusal
yonden igilebilirligini etkilemektedir. Acilik etmeni olan bilesenlerin basinda da
naringin (4’,5,7-trihydroxyflavanone 7-rhamnoglucoside) gelmektedir. Turunggil
tiriinlerinde naringin de cogu bilesenler gibi dogrudan meyvenin kendisinden
gelmekte, meyve kabugu ve suyundan elde edilen iiriinlere de gegmektedir.

Turunggil meyvelerinden elde edilen iiriinlerin naringin diizeyleri, meyvelerin
tirrline ve yetigtikler1 firetim alanlarina bagh olarak farkhhiklar gSsterebilmektedir.
Meyve sularinda naringin miktar1 o meyve suyunun igilebilirligini dogrudan



etkilediginden, kullamlan meyvelerin kabuk ve meyve sularninin baslangi¢ naringin
diizeyi Onemlidir. Diger taraftan bu fiiriinlerin naringin diizeyleri, naringinin
giderilmesi i¢in kullanilacak olan fiziksel, enzimatik vb. yontemlerin segimi ve
teknolojik olarak uygulanabilirlidini de etkilemektedir. Turunggil meyvelerinin
naringin diizeyi mevsimsel olarak degisebildiginden, uygun hasat dSneminin

belirlenmesi de biiyiik dnem kazanmaktadir.

Bu calismada; Akdeniz Boélgesi’nde yetistirilen ve meyve suyuna islenen
turuncgil meyvelerinin (portakal, altintop, mandarin, limon ve turung tiirlerine ait
mevcut gesitler) taze meyve suyu ve kabugu ile bu meyvelerden elde edilen
konsantrelerin naringin diizeyleri aragtinlmustir. Ayrica; bu liriinlerdeki naringin
miktarinin, serbest naringinaz enzimi kullamlarak igilebilir diizeylere getirilebilmesi

i¢in optimum kogullar belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. TURUNCGIL MEYVES]I (Citrus fruits-)

Botanik olarak turuncgiller baslica; Citrus, Fortunella, Poncirus, Microcitrus,
Eremocitrus ve Clymeria olmak lizere 6 ana tiirden ve 7 tane de alt tiirden
olusmaktadir. Baglica turunggil iiriinleri portakal (Citrus sinensis), greyfurt yani
aluntop (C. paradise), turung (C. aurantium), mandarin(C. reticulata) ve limon (C.
lemon)'dur [1,2,3,4]. Cagdas turunggil taksonomisinde yalmzca 3 gergek tiirlin
varhig1 Onerilmektedir bunlar;

- Mandarin (C. reticulata)

- Citron (C. medica)

- Pummelo (C. grandis)’ dur [4].:

Turuncgil meyveleri kabuk rengine gore de simflandirilmakta ve agagidaki
sekilde ifade edilmektedir [3].
a- Sar renkli tiirler

Citrus medica L : Zetrat-Limon
Citrus lemon (L) Burm : Limon
Citrus aurantifolia Swing . Lumie,Limette

Citrus parandis(L) Osbeck : Pampelmuse
Citrus paradisi Macfadyen : Greyfurt
b- Oranj renkli tiirler

Citrus aurantium L. : Aci portakal
Citrus sinensis(L) Osbeck : Tath portakal
Citrus reticulata Blanco : Mandarin

2.1.1. Diinyada ve Tiirkiye’ de Turuncgil Uretimi

Uziimden sonra diinyada en fazla yetigtirilen meyve turunggillerdir. Diinyada
yillik turunggil iiretimi onu takip eden elma lretiminin 2,5 katidir [S]. Anavatam



Giiney Cin’dir [5,6]. Bugln yeryiiziinde ekvatorun her iki tarafindaki subtropik
kusakta, yani 20. ve 40. enlemlerde turunggiller yetistirilmektedir [1,5].

Diinyadaki turunggil tretimi Ozellikle son yillarda artig gostermektedir.
1994-1999 yillan arasinda %30 artig gosterdigi ve bunun iginde portakalin 43 milyon
ton ile en fazla uretilen tiir oldugu bildirilmektedir. Bunu 11 milyon ton {izeriyle
mandarin ve mandarin melezi; 4 milyon ton greyfurt ve yaklasik 3 milyon ton ile
limon izlemektedir [7]. ABD, 10,1 milyon ton ile en gok portakal yetistiren iilkedir
[1,5,7]. Diinya portakal iretiminin %60’ saglayan Brezilya ve ABD bu
meyvelerin  %85’ini islemektedir [6,7]. Diinya genelinde islenmis portakal
iiriinlerinin %90’dan fazlasini meyve suyu iirlinleri olugturmaktadir [8]. ABD’de de
Florida en ¢ok greyfurt ve limon lireticisiyken Cin, mandarini en ¢ok iireten iilkedir.
Ayrica Akdeniz lilkeleri de turunggil meyvelerinin Snemli bir yetistiricisi ve

isleyicisidir [6,7].

1999 yilinda diinya turunggil tretimi 100 milyon tona Tiirkiye’deki iiretim ise
2 milyon tona ulagsmigtir. 2000 yili doneminde , Dogu Akdeniz Bolgesi iilkemiz,
turunggil tretiminde %70°lik oranla lider olmugtur [2]. 1995-1996 sezonunda
diinyada iiretilen 42932000 ton portakalin 880000 tonunu; 11757000 ton mandarinin
410000 tonunu; 3816000 ton limonun 440000 tonunu Tiirkiye tiretmektedir [6].

Tirkiye igin turuncgiller ve portakal {iretiminin bolgelere gore dagihmimn
incelendigi bir ¢aliymada {iretim oranlan toplam turunggil ve portakal i¢in sirasiyla
Ege Bolgesi %16-12, Bati Akdeniz %32-20 ve en yiksck degere sahip Dogu
Akdeniz (Cukurova) icin ise %62-68 olarak bildirilmektedir. Aynca iilkemizde
meveut turunggil suyu isleme hatti kurulu kapasitesinin %70 kadarimin Cukurova
Bolgesi’nde bulundugu belirtilmektedir [8].

2.1.2 Turunggil Meyvelerinin Yapis

Botanik agidan turunggil meyveleri birbirleriyle ayni yapiy1r gdsterirler. Fakat
diger meyvelerden oldukga farkh yapidadirlar. Bu nedenle turunggil meyvelerinden



meyve suyu iiretim teknolojisi difer meyvelere uygulanandan ¢ok farkhdir.
Turunggil meyvesi diger meyveler gibi kabuk ve meyve etinden olugmakta ve her iki

béliim de kendine $zgli nitelik tagimaktadir [3].

Kabuk: Turunggil kabuklan flavedo ve albedo denen iki katmandan
olusmaktadir. Flavedo, en dista bulunan rengi saridan portakal kirmiziya kadar
degisen ince tabaka olup, karotenoid pigmentleri ve eteri yag hiicrelerini icerir. Eger
kabuk sikistinhir, bir darbe etkisinde kalir veya yiizeye igne gibi bir cisim sokulursa,
hiicrelerin basing altinda tuttugu yag damlaciklan digart adeta fiskirarak ¢ikar. Bu
maddeye kabuk ya@i denir. Flavedo katmanminin en disinda yani; meyvenin
ylizeyinde, ince bir mum filmi bulunur ki bu epidermisi; yagmura, su kaybina ve
mantari enfeksiyonlara karsi koruyan dogal bir bariyerdir. Flavedonun hemen
altinda; adeta devamu seklinde, beyaz renkte, kalinca kegeye benzer bir katman olan
albedo ise daha iri hiicrelerden olugmaktadir. Burada besin maddeleri ve suyu
tasiyan damarlar yer almaktadir [3].

Meyve eti: Meyve eti yani endokarp radyal olarak yerlestiriimis dilimlerden
olusur. Dilimler, paransim hiicrelerinin bir¢ogunun yan yana gelmesiyle, icinde
meyve suyu bulunan keseciklerden olugan bir yap: gosterir. Dilim i¢indeki iist iiste
yigih bu meyve suyu keseciklerini, yiiksek molekiillil materyalden olusmus bir dilim
zan sarar. Dilimlerin etrafinda dizildigi eksenin ortasmna gelen bolgede, dilimler
i¢inde gekirdekler veya geside gore, gekirdek izleri bulunur. Meyve olgunlastikga
yine geside bagh olarak meyve eti ile kabugun siki baglantis1 pektolitik enzimlerin
etkisiyle gevser [3].

Turunggil meyvelerinin tiir ve gesitlerine gore, kabuk ve meyve eti oram gok
degismektedir. Bir genelleme yapilirsa; kabuk orami %25-50, meyve eti oraru %50-
75 civarinda bulunmaktadir. Portakallarda ise meyvedeki kabuk oranimin genellikle
%50 civarinda oldugu kabul edilmektedir. Kabugun yaklagik %30’unu flavedo,

%70’ini albedo olugturmaktadir [3].



2.1.3. Turunggil Meyvelerinin islenmesi ve Sorunlan

Turunggil triinlerinin bilyilk bir kismu yag meyve olarak tiiketilmesinin
yaninda; meyvenin tamam, meyve kabugu ve meyve suyu islenerek cesitli
teknolojik driinler elde edilmekiedir. Ulkemizde turunggil meyvelerinden en ¢ok
meyve suyu ve konsantresi elde edilmekte ve diger iiriinlerin iiretiminde de son
yillarda artislar gézlenmektedir. Turunggil suyu {iretim prosesi genellikle meyve
alm ve depolama, meyve yikama ve smflandirma, meyve suyu ekstraksiyonu,

finiging veya eleme, 1s1sal islem, paketleme ve depolamadan olugur [6].

Turunggillerden, ilk zamanlarda meyve suyu iiretiminde yan iiriin olarak
sitrik asit, kabuk yagi, pektin, kurutulmus kabuk, meyve piiresi, surup, sarap, sirke
tiretilmistir. 1920°den sonra siselenmis meyve suyu, sirke, marmelat, recel, jole,
ticari tiretimine baglamlmustir [7]. Turuncgil prosesinin en $nemli yan tiriinleri pulp,
molaz, yikant: pulp katisi ve esansiyel yagdir. Bazi modem isletmelerde atiklardan
hesperidin, naringin, limonin, enzim, esans, kimyasal aroma vb. iiriinler
iiretilmektedir. Bu iirtinlerin tiretilmesinde ultrafiltrasyon, regine ile adsorpsiyon vb.
yontemler kullanilmaktadir. Molaz insan tiikketimi i¢in oldukg¢a aci olmasina karsin

ultrafiltrasyon ve iyon degistirme teknolojisi ile acilik azaltilabilmektedir [9].

Kaliteli bir turunggil suyunun firetimi i¢in meyvenin yeterli olgunlukta hasat
edilimig ve belirli bir briks/asit oranina sahip olmas: gerekir. Briks/asit oram sezona
bagh olarak 9 ile 15 arasinda defismektedir [6]. Kaliforniya’da yas meyvenin
toplamimas: igin biks/asit orammn en az 8,1, Florida’da ise 10,1 olmas:
istenmektedir. Diger yandan Florida’da yas meyve i¢in bu oranmn 10 olmas:
yeterliyken meyve suyundaki briks/asit oranimin en az 13 olmast gerckmektedir.
Turunggil suyu tiketicisi briks/asit orammin Avrupa iilkelerinde 14, Kuzey
Amerika’da 18 civarinda ve genel olarak 15-18 aras1 olmasim tercih etmektedir{3, 6].

Ulkemizde yetistirilen portakallarda briks/asit orani genellikle diisik degerde
olup 5,21-9,1 arasinda defistifi saptanmugtir. Cukurova Bolgesi’ndeki portakal
gesitlerinin meyve suyuna uygunlugu i¢in yapilan bir ¢aligmada {i¢ yilin ortalama



briks/asit oram1 Hamlin i¢in 7,7, Magnum i¢in 8,1; Dértyol Yerli i¢in 6,7; Kozan
Yerli igin 8,0 ve Valehsiya icin 6,7 olarak belirtilmektedir [10].

Cizelge 2.1. Ulkemizde Uretilen Portakal Cegitlerinin Nitelikleri [3]

Cesitler
Nitelikler Dortyol  Kozan Valencia Hamlin Magnum
yerlisi yerlisi bonum

Meyve agirhig:, g 103 144 128 140 119
Meyve suyu randiman, % 42 48 42 45 44

Briks 12.8 13 12 11.5 11.3
Titrasyon asitligi, g/100 mL.  1.96 1.66 1.84 1.50 1.41
Briks:asit oram 6.7 8.0 6.7 7.7 8.1

pH 3.42 3.56 3.48 3.40 3.49
Askorbik asit, mg/100 mL 61 69 63 62 55

Meyve suyunun nitelikleri agisindan; turunggillerde tat dengesi (briks/ asit
oram), renk, askorbik asit igerigi, esansiyel yag icerigi, bulamklik derecesi ve
stabilitesi, ¢okelen pulp miktar1 ve acilik maddesi igerigi Onemli parametreleri
olusturmakta ve bu parametreler meyve suyunun Ozelliklerini dogrudan
etkilemektedir [8,11]. Ayrica bunlarin yaninda meyve suyu verimi, toplam asit
miktar1, toplam ¢oziiniir kuru madde miktan da turunggil meyvelerinin Snemli
ozelliklerdendir {3].

Turunggil {irtinlerinden elde edilen meyve sularinda genel olarak
sayilabilecek problemler;

a. Kabuk yag1

b, Cokme

c. Bulaniklik stabilitesi

d. Konsantrede jel olusumu

e. Aroma kaybi

f. Renk kaybi



g. Tagsis
h. Acilik sayilabilinir.

Flavonoidlerin bu maddelerden son ikisi ile ilgisi 6nemlidir. Diinyada
gidalardaki taggisle ilgili olarak FDA tarafindan 4 temel tip tagsis belirlenmis olup
bunlar;

a- Kirli, pis, bozulmus veya tehlikeli kogullar

b- Giivenli olmayan veya sanitasyona uymayan kosullar

c- Yasalar agsindan giivenli olmayan kosullar

d- Ekonomik tagsistir [6].

Ekonomik tagsis yasalara uymayan ve etikette de belirtilmeyen malzemelerin
kullanimim igerir. Ciinki {iriiniin, 6regin portakal suyu, nasil Uretildigi ve standard:
agikca ve tam olarak tamimlanmahdir. Bu standartlar turunggil sulanmin nasil
yapilacagim yada formiile edileceginin yaminda tagsisle ilgili diizenleme yapan

tanimlan da igerir [6]. Ekonomik tagsis endiistride 4 katagoride olabilmektedir;

1- Su eklenmesi,
2- Karbonhidrat eklenmesi,

3- Gizleme (amino asit tuzu , renklendirici eklenmesi vs)

4

Farkli meyve sularinin ve {iriinlerinin karigtirilmasi.

1

Elma, erik, beyaz iiziim, portakal pulp-yikanti, greyfurt suyu ve diger diistik
fiyath veya pazar pay: diisitk furuncgil sulan genellikle portakal suyu ve iiriinlerine
kangtirilarak ekonomik kara doniigtiirtilmektedir [6]. Florida’daki bazi portakal
¢esitleri renksiz olarak belirtilmektedir. Oysa disiik oranlarda bile mandarin suyu
eklenmesi rengi artirmaktadir [12]. Cogunlukla %100 portakal suyuna %10
mandarin melezi veya mandarin suyu bu amagla eklenmektedir. Elma, erik ve beyaz
fiziim suyu izo sitrik testi veya daha kompleks icerik testleriyle; pulp-yikantimn
eklenip eklenmedigi de Florida’da benzoat testiyle kolaylikla tespit edilebilmektedir.
Portakal suyunda greyfurt suyunun varhif ise greyfurttun karakteristik bileseni olan
naringin testiyle bulunabilmektedir [6].



Turunggil sularmin karakterize edilmesinde polifenolik profil sik¢a
kullanilmaktadir. Mouly ve ark. [12] portakal ve greyfurttaki flavonoid bilegikleri
analiz ederek bu profille tagsis olup olmadigim ve portakal ¢esidini

gozlemlemiglerdir.
2.2. TURUNCGIL ORNEKLERINDE FLAVONOIDLER VE NARINGIN

Turunggil meyvelerinde Ozellikle yitksek konsantrasyonlarda flavanon
glikozitlerden hesperidin ve naringin; daha az miktarda da bazi1 flavanoidler bulunur.
Olgun meyvenin toplam flavanoid konsantrasyonunun %30 - 50 si albedoda, %30 -
50 si g6bek ve pulpta, %10 - 20 si flavedoda bulunur. Meyve suyunda ise %1-5 gibi

en az diizeyde bulunur [7].

Bitkisel kokenli materyallerde bulunan fenolik bilesikler, “fenolik asitler” ve
“flavonoidler” olmak iizere iki gruba ayrilmaktadir. “Flavan tiirevleri” ile de anilan
flavonoidler, bitkisel fenoliklerin en bilyiikk ve en Oonemli grubudur. Simdiye kadar
binlerce flavonoid bilesik tamimlanmugtir. Flavonoidler, difenilpropan iskeletine
(C¢C;5Cs) dayanan kimyasal bir yapr gosterirler. Iki fenil grubunu birbirine baglayan
3 karbonlu képrii, genellikle oksijen ile halka yapmistir. Flavonoidier;

1- Antosiyanidinler,

2- Flavonlar ve flanonollar,

3- Flavanonlar,

4- Kateginler ve l6ykoantosiyanidinler,

5-Proantosiyanidinler olmak iizere genellikle 5 alt gruba ayriimaktadirlar [13].

Flavanon glikozitler, 6zellikle turunggillerde yaygin olarak bulunmaktadir.
Genel olarak, glikozitler aci tat veren maddeler olup, asit ve enzimlerle hidrolize
olurlar, ancak alkalilerde kararlidirlar. Glikozitlerin hidrolizasyonu sonucunda, seker
ve geker disinda bir bilesik olmak {izere iki bilesen ortaya ¢ikmakta ve seker
disindaki bilesene genel bir isim olarak “aglikon” denilmektedir [13].



Flavanon glikozitlerden ileri gelen acilik, Girfinde mevcut olan ve birbirine
bagh iki geker ramnoz ve glikozun bag yapisina baghdir. 1-2 den bagh flavanon
neohesperidin acidir fakat 1-6 bag: sonucu yapisal izomeri olan flavanon rutinosit
tatsizdir [4].

Bazi turunggillerden elde edilen firlinlerde, ozellikle konsantre ve meyve
sularinda, hosa gitmeyen bir aciik olmaktadir. Aragtirmalar bu acilifin hatah
islemle beraber meyvenin kendi yapisindan da kaynaklanabilecegini gtstermektedir.
Turunggillerde iki tip acilik etmeninden s6z edilebilir. Bunlar; flavonoidler
(naringin, neohesperidin, ponsirin vb.) ve limonoidler (limonin ve nomilin) dir.
Flavonoidler, turunggil meyvelerinin endiistriyel olarak islenmesinde teknolojik ve
ckonomik bir 6neme sahiptir [3]. Ciinkii bu meyve sularinm ve diger {irlinlerinin
lezzetleri ve genel kabul edilebilirlikleri igerdikleri acihk maddesi ile iligkilidir
[14,15]. Turunggillerde bilesim 68elerinden en Snemli grubu acilik bilegikleri
olugturmaktadir. Aci oldugu igin bazi turunggil meyveleri islenmemekte {3] ve bu
yiizden de acilik giderme iglemi lezzetin ve ticari degerin arttinlmas: igin yaygin
olarak aragtirilan konularin baginda gelmektedir {16,17]. Acilifin sorun oldugu
turuncgil sulannda naringin 50 mg/L diizeyinde dahi bulunsa, hissedilebilmektedir
[6]. Bu nedenle turunggillerde naringin, fizerinde en fazla aragtirma yapilan

flavonoidlerdendir.

Greyfurtlarin ac1  tadim veren “naringin” bir flavanon glikozit
(neohesperidosit) olup, greyfurt, pummelo ve diger turunggil meyvelerinden “ac
portakal” veya “eksi portakal” denen bir portakal tlirli olan “C. aurantium” larda da
bulunmaktadir [13]. Naringinin meyvedeki dagilimi meyvenin kabuk ve meyve
suyuna gore degismektedir. Naringinin gram cinsinden agirh@mnin meyveye
oramm Ruby red’in (kirmuza greyfurt) albedosunda 0,22, flavedoda 0,02, pulpta 0,11
ve meyve suyunda 0,01 olarak toplamda 0,37 dir. Meyve olgunlugunun artmasiyla
birlikte naringin miktari diigmektedir [4].

Kimyasal yapis1 Sekil 2.1° de verilen naringin, kapah formiild Cy7H37044 olan
beyaz kristal yapida bir bilegiktir. Sudan kristalize edilmis ve 6 mol su bagh
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naringinin erime noktas: 83 °C ve sudaki ¢dziiniirliigii 0,17 g/L. dir; erime noktas:
6°C ise sudaki ¢dzilintirligi 108g/L dir [7].

[=2 ]

[ 1~ (=1

Sekil 2.1. Naringinin Kimyasal Yapisi

Naringin, neohesperidose (glucose + rhamnose, 2-pozisyonda) adli acilik
veren sekere sahipken; naringinin aci olmayan izomeri narirutin, rutinose (glucose +
rhamnose, 6-pozisyonda) igerir.  Naringin seyreltik mineral asit igerisinde

naringenin, glikoz ve ramnoza hidrolizlenir {7].

Naringin, acihifn ve ¢6zintirligiinden dolay), yiyecek ve igeceklerde acihik
saglanmasi icin formillasyonlarda kullamlmaktadir. Naringinin sudaki tat esigi 20
mg/L dir. Turunggil aromal: tathlarda ve diger gidalarda acilagtirma ajam olarak 0,1-
50 mg/L naringin eklenmesiyle damak tad: ayarlanabilmektedir [7].

Greyfurtlarda naringin, daha ¢ok albedo, eksen ve dilim zarlarnda bulunur.
Hamken taze afirhik lizerinden tim meyvede 100 gramda 12100 mg diizeyinde
bulunan naringin miktarimn, olgunluk ilerledikge 2195 mg kadar distiigii
saptanmigtir.  Ekstraksiyon kogullarina ve meyve ¢egidine gore ticari greyfurt
sularinda 73-419 mg/L diizeyinde naringin bulunmakiadir [3].

Naringin 1-1,5 cm ¢apindaki kii¢iik altintop meyvelerinde taze agirhigin %10-
20’sini, kuru madde esasma gére ise tiim meyvenin %40-75’ini olugturmaktadir.

i1



Naringin miktan meyvenin gesidine, biiylikligline, yetistigi yere ve isleme teknigine
gbre farklihk gostermekte olup altintop meyvesi igin 1,8-6,2 gram arasinda
degismektedir. ABD’nin-Florida eyaletinde firetilen altintop sulammin crtalama
naringin igeriginin %0,015-0,030 kadar oldugu bildirilmektedir [18]. Turunggil
sularindaki naringin miktanyla ilgili ABD’de standart yoktur. Ancak, Florida
yasasinda (Florida Depatrment of Citrus 1975, 20-64.097) A derecesinde greyfurt
suyunda 600 mg/L den az ve B derecesinde greyfurt suyunda 750 mg/L den daba az

naringin olmast istenmigtir [6].

Acilik ucucu olmayan ana flavor niteligindedir [4]. Greyfurt suyuyla
dzdeslesen en dnemli dzelligi olan acilik, ¢ogu titketici tarafindan greyfurt suyunun
sevihﬁemesine sebep olu [19]. Bazi greyfurt suyurida bir miktar aciligin istenmesine
ragmen acihik, yinede bir problemdir {1,6]. Ozellikle tath olmas: istenen portakal

suyunda acilik kalitenin diismesine neden olmaktadir [6]:

Bronner ve Beecher [20] calismalarinda portakal ve greyfurt suyu
konsantresindeki ©nemli flavonoidlerin seviyesinin belirlenmesi i¢in bir islem
gelistirmiglerdir. Iki farkli portakal tiiriinde hesperidini 120 ve 150 mg/hg, narirutini
ise 24 ve 30 mg/hg olarak bulmuslardir. Farkh iki tiir greyfurt suyu konsantresinde
ise 62-68 mg/hg narirutin ve 200 mg/hg naringin tespit etmiglerdir.

Ayrica Bronner ve Beecher’in [20] bu ¢alismasinda flavonoidlerin meyve
suyu ekstraktinda baskin olma yiizdeleri greyfurt ve portakalda sirasiyla naringin 75-
yok, narirutin 73-64/94 ve hesperidinin greyfurtta gézlemlenememigken portakaldaki
degeri 32/92 oldugu goriilmektedir.

Braddock, portakal, tangerin ve limon meyvesinde toplam hesperidinin gram
cinsinden agrliginin meyveye oranini sirastyla 0,45, 0,42 ve 0,40 olarak belirtmistir.
Aym tabloda bu meyveler igin naringin degeri verilmezken greyfurt ic¢in de
hesperidin degeri verilmemigtir. Greyfurtun Marsh cinsi i¢in naringin 0,31 ve Ruby
red i¢in de 0,37 olarak belirtilmektedir. Genellikle turunggil sularinda naringinin
varlign greyfurt suyunun varhifim gosterir ancak naringin ac1 portakalda ve bazi
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tangelo tiirlerinde de tespit edildiginden, portakal suyunda greyfurt suyu tagsisinin
olup olmadigim anlamak i¢in naringin tek bagina yeterli olmamaktadir [7].

Coffin [21] yaptifa ¢alismada flavanon glikozitleri portakal, greyfurt, limon
ve misket limonu suyunda izole etmis ve tamumlamistir. Greyfurt suyunda 7-
neohesperidosides, isosakuranetinin 7-rutinosidi (portakaldakiyle ayni), hesperitin ve
naringenini tespit etmigtir. Coffin [21] portakalda iki 6nemli flavanon glikozit olan
hesperidin (hesperitin 7-rutinoside) ve naringin; diisiik diizeyde de isosakuranetini;
greyfurt suyunda ise alti farkhi flavanon bilesikten en baskin olan naringin olmak
iizere; naringenin 7-rutinoside, hesperidin, isosakuranetinin 7-rutinoside ve

neohesperidosidi, hesperetin, naringenin ve isosakuranetin olarak belirtmigtir.

Ross ve ark. [22] yaptiklan bir aragtirmada ABD’deki 9 farkh ticari marka
greyfurt suyunda flavonoid igeﬁginf incelemisler ve yaptiklart kargilastirmada
naringinin greyfurt suyunda en baskin flavonoid oldugunu ve diizeyinin 14,56-63,80
mg/100 ml oldugunu tespit etmislerdir. Naringini en yakindan takip eden narirutin
ve hesperidinin degerleri ise strasiyla 2,25-12,2 ve 1,00-3,12 mg/100 ml’dir ve

naringine gore ¢ok diisiik oranlardadir [22].

Mouly ve ark. {12] yaptiklann benzer bir ¢aligmada, naringin igerigini
ortalama olarak beyaz greyfurtta 331,3; pembe greyfurtta 159,1; kirmiz1 greyfurtta
275,4; yesil greyfurtta 251,6 mg/L. ve genel bir ortalama degeri olarak 246,8 mg/L
saptamislardir.

Castillo ve ark. [23] turuncun (C. aurantium) yaprak, ¢igek ve meyvesinde
naringin diizeyini aragtirdiklan bir galismalarinda yaprakta (130 mm uzunlukta) 3,83;
¢igekte 4,56 ve sapta 1,55 pmol/g yas agirlik degerlerine karsin meyvenin 10 mm
¢aph halinde 56,07 pmol/g taze agirlik ve 25 mm gapl halinde ise 49,39 umol/g taze
agirlik olarak tespit etmiglerdir.

Pupin ve ark. [24] yaptiklan bir c¢aliymada Brezilya’daki portakal suyu,

konsantresi vb. iriinlerde flavanon glikozitlerden narirutin ve hesperidini analiz
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ederek narirutini 16-142 mg/1 ve hesperidini 104-537 mg/] olarak tespit etmigler ve
hesperidinin narirutine orammnmn (ort.8,4) geside gore farkh oldufunu belirtmislerdir.
Bu aragtirmacilar Brezilya'daki marketlerden aldiklan portakal sularindaki flavanon
glikozit igerigine gére narirutini 9,1-94,8 ve hesperidini 105,8-586,6 mg/l olarak,
dogal portakal meyvesine yakin degerler bulmuslar ve tagsisin olmadigina karar

vermislerdir.

Castillo ve ark. [23] ¢ahismalarinda FG den prunin (naringenin 7-O-
glucoside) ve hesperetin 7-O-glucoside’i C. aurantium’dan ve C. Paradisi’'den de
prunini izole edip tammlamuglardir. Aynca C. aurantium meyvesinin gelisimi
boyunca hesperetin 7-O-glucoside ve pruninin kantitatif dagihmuni, naringin ve
neohesperidin seviyesine oramm da incelemiglerdir. Bunun sonucunda, bu
meyvelerde dogal olarak bulunan hesperetin 7-O-glucoside’i C. sinensis’te tespit
edememisler ve bu flavonoidlerin miktarmin meyvenin olgunlagmasiyla azaldigini

belirtmislerdir.

Swatsitang ve ark. [25] ise portakaldaki fenolik maddelerin tamimlanmasi ve
izolasyonu i¢in naringin, naringenin, hesperitin ve rutin dahil olmak iizere toplam 21

farkh fenolik maddeyi incelemislerdir.

2.3. TURUNCGIL URUNLERINDE FLAVANON GLIKOZITLERIN NITEL VE
NICEL TAYININDE KULLANILAN ANALITIK YONTEMLER

Turunggil drlnlerinin kabuk ve meyve sularinda flavanon glikozitlerin
diizeylerinin saptanmasinda bir ¢ok analitik yontem kullamlmakta ve bu yéntemlerin
basinda; kalorimetrik ve. kromatografik yontemler gelmektedir.  Naringinin
kalorimetrik analizi igin genel olarak “Davis Testi (1947)” ve kromatografik analiz
i¢in ise “Fisher and Wheton (1976) Testi” esas alinmaktadir [17]. Ancak Davis Testi
aci olan naringinin ac1 olmayan ve tatsiz olan izomerleri narirutin ve diger hidrolitik
{iriinleri arasindaki fark: gostermede yeterli duyarlikta degildir. Greyfurt suyundaki
narirutin miktari, naringin miktarinin yaklagtk olarak %15-20 sini olusturmaktadir
[7]. Flavanon glikozitlerin analizinde 2ng/mL’ ye kadar duyarh olabilen ve aym
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anda birden fazla flavanonun analiz edilebildigi yiiksek performansh svi
kromatorafisi (HPLC) yontemi rutin analizlerde de olduk¢a kullanilmaktadir
[14,16,17;24,26;28]. Aym O&rnek iceriéinde, birden fazla miktarda ﬂav,ano'n“
glikozitlerin (FG) birbirinden aynlarak dogru bir sekilde tayin edilmesi HPLC

yonteminin en Snemli dzelliklerinden birisidir [6].

Turunggil meyvelerinde flavonoid bilesik ailesinden genellikle, flavanon
glikozitler (FG) ve polimetoksillenmis flavonlar (PMF) bulunur. HPLC teknigiyle 6
FG (narirutin, naringin, hesperidin, neohesperidin, didymin,poncirin) ve 6 adet PMF
(sinensetin, hexamethoxyflavone, nobiletin, scutellarein, heptamethoxyflavone ve

tangeretin) kantitatif tayini aym anda saflanabilmektedir [29].

Giiniimiizde birgok gida kalite kontrol laboratuvarinda, turunggil suyundaki
hesperedin, neohesperedin, naringin ve narirutin miktarilanm dogru bir sekilde

olgiilebilmesi igin HPLC metodu kullamimaktadir [7].

Diger yandan HPLC metoduyla, turunggil isleme sektériinde, kalite kontrol
i¢in dogru, anlik ve hizli sonug elde edilebilecegi gibi tiim turunggil meyveleri ve
portakal gesitleri karakterize edilebilmektedir.

2.4. TURUNCGIL URUNLERINDE NARINGIN MIKTARININ AZALTILMASI

Acthigin giderilmesi turunggil suyunda ticari degerin arttirilmas: ve kalite
kontrol i¢in 6nemli bir iglemdir [17]. Literatlirde naringinden kaynaklanan aciligin
giderilmesine iliskin birgok caliyma bulunmaktadir. Naringinin giderilmesinde
kullanilan y6ntemler, ﬁzikokimyasai ve biyoteknolojik olarak incelenebilir.

Fizikokimyasal yontemler; ultrafiltrasyon, adsorbent regine kullanim,
stiperkritik karbondioksit kullammu sayabilinir [16,19]. Meyve suyu ve icecek
endiistrisinde farkli amaglarla adsorbent teknolojisinden yararlamimaktadir [3].
Meyve suyu endiistrisinde adsorbent olarak sadece adsorpsiyon veya iyon degistirme

ozelligi olan gesitli materyallerin kullaniima olanag1 vardur.
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Bunlarin baglicalarn kdmiir ve kdmiir tiirevleri, PVPP, poliamidler ve gesitli
recinelerdir. Bunlarin bazilarinin rejenerasyonu ¢ok zordur veya ekonomik olarak
miimkiin degildir. -Diinyanin bazy yerinde adsorbent kullamilarak acilik giderilmeye
calisilmaktadir. Ancak adsorbentlerin kullaniminin sakincali ve yasal olmadig
iilkkelerde yeni yontem arayisi enzim kullanimimin Onemini artirmaktadir [17] ve

naringinin giderilmesi i¢in uygulanan asamalar $ekil 2.2°de verilmigtir[3].

Iyon degistirici regineler, kolayhkla rejenere edilebilmelerine karsin bunlar
meyve suyunun mineral kompozisyonunu degistirdiklerinden bu alanda
kullanilmalan yasaktir. Ayrica reginelerin kullanilmasinda, meyve suyunun pulptan
arinmig ve olabildigince berrak olmas: gerekmektedir. Bu amacgla meyve suyunun
pulpu santrifiijle etkin bir sekilde aynldiktan sonra adsorbent uygulanmaktadir [3].
Asitlik, tathbik, flavor ve bulamiklik kaybi, adsorpsiyon teknidinin verimini
ditstirmektedir. Bu ylizden enzimatik hidroliz, endiistriyel uygulamada daha yiiksek
potansiyele sahiptir [17].

Fizikokimyasal yontemlerin kullamlmasinda bazi simirlamalar  ve
dezavantajlar oldugundan dolay: biyoteknolojik yontemler lizerinde caligilmaktadir.
Biyoteknolojik yéntem olarak mikroorganizma [30] veya enzim kullanilmaktadir
[14,16,26-28,31].

2.4.1. Naringinin Enzim Kullanilarak Giderilmesi

Bugiin enzimler, ¢ogu endlistriyel uygulamada siklikla kullamimaktadir ve
glin gectikge daha kararls, aktivitesi yiiksek 6zel enzimlere gereksinim artmaktadir.
Bu enzimler tekstil, temizlik, kagit gibi sektdrlerin yaninda sarap, bira ve meyve
suyu lreten gida endiistrilerinde de uzun yillardir kullaniimaktadir. Diinyada,
endiistride kullamlan enzimlerin %75’ini hidrolazlar ve ikinci biiyiik grubunu da
karbonhidrolazlar olugturmaktadir. Bu enzimlerin %60°1m Avrupa, kalan %40°1 da
ABD ile Japonya firetmektedir {32].
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Naringini enzim kullanarak hidrolize etmek i¢in naringinaz enzimi
kullamlmaktadir. Naringinaz, a-L-ramnosidaz ve §-D-glikosidaz igeren, hidrolaz
ozellikte bir enzimdir. Boylece naringini, naringenine, glikoza ve ramnoza hidrolize:
eder [33].

a-L-Ramnosidaz
Naringin »  Prunin + Ramnoz
B-D-Glikosidaz

Prunin »  Naringenin + Glikoz

Tsen [33] Aspergillus niger’ dan elde edilmis olan naringinaz1 glutaraldehit
ve sodyum borohidritle c¢itin lizerine tutuklayarak, meyve suyunun acilifinm
giderilmesi sirasinda naringinaz enziminin akfivitesini diigiiren etkenleri inceledigi
bir ¢alismasinda, model meyve suyundaki naringinin giderilmesi i¢in kullanilan
naringinazin veriminin, dogal meyve suyu kullanildiginda diistiigiini saptamig ve
dogal meyve suyundaki bazi bilegenlerin, naringinazin aktivitesini diisiirdiigiinii
tespit etmistir. Tsen [33], ayrica sitrik asitin dogal enzim i¢in pH 3,0 da, immobilize
enzim i¢in ise hem pH 3,0 hem de 4,5 ta; glikoz, fruktoz ve ramnozun ise dogal ve
immobilize naringinaz i¢in, hem pH 3,0 hem de 4,5 te inhibitér etki yaptigi .
belirtmektedir. Sukroz, pektin ve hesperedinin inhibitr etki gostermedigi, glikozun
inhibitér etkisinin fruktoz ve ramnozdan daha yitksek oldugu da bu ¢alismada
belirtilmektedir [33].

Tsen [33], naringinaz1 bir kolona tutukladigs ¢alismasinda meyve suyunun
sirkiilasyonuna bagli olarak naringini en fazla birinci akigta giderebilmis (%32-36)
ve sirkiilasyon artik¢ca enzim aktivitesinin diigttidtinii saptammgtir.

Jimeno ve ark. [14], meyve suyundaki acilifs giderebilmek i¢in naringinazi
glikofaj kaph gozenekli cam iizerine tutuklayarak naringini substrat olarak
kullamlmus ve enzimin dolgulu-yatakli reaktdrde caliyma kosullarini belirlemeye
calismislardir. Dolgulu-yatak reaktdr, dogal greyfurt suyu ile beslenildiginde de
yiksek kararlilik gosterdigi ancak meyve suyunda askida kalan kati maddelerden ve
bulanikliktan dolay: kolonda tikamikiik oldugu belirtilmektedir. Bunu 8nlemek igin
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ise klarifikasyon islemi Onerilmektedir. Ciinkil Jimeno ve ark. [14], ¢alismalarinda
kolonun beslendigi substrat kaynag: ile siirekli islem stiresini kargilastirmaslar ve
0,345 mM naringin i¢in 450 saat, model meyve suyu icin 136 saat, klarife edilmis
meyve suyu igin 145 saat ve dogal meyve suyu igin ise yalmizca 24 saat boyunca
immobilize enzimin kararlilik gosterebildigini tespit etmiglerdir.

Tsen ve Tsai [26], Penicillium sp.ve Aspergillus niger’ dan elde edilmis olan
naringinaz enzimlerinin kinetikleri ve gekerlerin bu enzimlerin aktivitesine etkisini
arastirmislardir. Linewear-Burk egrisine dayamlarak glikoz, fruktoz ve ramnozun
Penicillium sp. kaynakli naringinaz i¢in yarismaci, fakat aym enzimin 4. niger
kaynakli olam i¢in ise yartgmaci olmayan inhibit6rler oldugu belirtilmektedir. Tsen
ve Tsai [26] c¢aligmalarinda ayrica sitrik asitin %8 in (w/v) altindaki
konsantrasyonda her iki enzimin de aktivitesi igin Snemli bir etki yapmadif: ve
onceki caligmamn aksine ramnozun her iki enzim igin de glikozdan daha fazla
inhibitér etki yaptigim saptanmistir.  Citin {izerine tutuklanan Penicillium sp.
kaynakli naringinaz, kullamldiginda, dogal meyve suyunun pH araliginda (3,0-3,4)
daha kararh olmus ve islemde yaklagik %75-80 maksimum aktivite gostermistir [26].

Penicillium sp. kaynakli naringinaz: seliiloz triasetat {izerine tutuklayarak
kolon reaktorde enzim aktivitesini inceleyen Tsen ve ark. [28], kinetik ¢aligmalarinda
tutuklanmis enzimin dogal enzime gbre daha yliksek 1sil stabilitesinin ve K,
degerinin oldugunu belirtmektedirler.

Tsen ve Yu [31], greyfurt suyundaki iki Snemli acilik maddesi olan naringin
ve limonini aym anda giderebilmek i¢in, limoninin adsorplanabilecegi ve naringinin
de hidrolize olabilecegi bir sistem olarak seliiloz monoasetat ve selilloz triasetata
Penicillium sp. kaynakli naringinazi tutuklamislardir. Greyfurt suyunun acihifs
enzim kolonu kullamlarak giderildiginde meyve suyunun seker bilesikleri, toplam
organik asit ve bulanikliginda degisme olmadif) ve aym zamanda greyfurt suyundaki
naringinin %335 ve limoninin %58 kadarinin giderilebildigi belirtilmektedir [31].
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Soares ve Hotchkiss [27], caligmalarinda Penicillium sp. kaynakh naringinaz
paketleme filmi olarak seliiloz asetata tutuklamuglar ve 7°C de, %23 verim elde
etmiglerdir. Kinetik ¢aligmalar sonucu aragtiricilar, tutuklu enzimin aktivasyon
enerjisinin (11,0 Kcal/mol) ve Ky, degerinin (2,1 mM), dogal enzimin degerlerinden
(14,2 Kcal/mol ve 3,6mM) diistik; optimum pH degerinin ise yiiksek oldugunu
(tutuklu enzim i¢in pH 4,0 ve dogal enzim igin pH 3,5) bildirmektedirler [27].

Chien ve ark. [17], naringinazin igerdigi a-L-ramnosidaz ve B-D-glikosidazin
tek baslarina naringini hidrolize etmedeki etkilerini naringinazla kargilagtirmiglardyr.
a-L-ramnosidaz ve B-D-glikosidazin ayn ayn fakat pes pese meyve suyuna
verilmesinin, acilit gidermede bu enzimlerin karigim olan naringinazla aym etkiye
sahip olduklan saptanmigtir [17]. Arastrmacilar, ayrica Escherichia coli’den
klonlanan daha ckonomik o-L-ramnosidazi igeren naringinazin endiistriyel
kullanima uygun bir enzim oldugunu belirtmektedirler [17].

2.4.2. Enzim Kinetigi

Enzim reaksiyonlanmin kinetikleri {izerine ilk ¢aligmalar 19.yy sonlarinda
yapilmugtir. 1903 yilinda Henri tarafindan enzim reaksiyonlari igin Onerilen iz
esitligi agagrda gBriildiign gibidir [34].

K]
V=_n
1+ S

S
K, 2-1)

 lnomennd

Henri esitligine gore reaksiyon hizi, enzim derigimi ile dogru orantil olarak
artmaktadir. Ancak substrat derisimi ile artist dogru orantih degildir ve iz bir
maksimum degerle simrlanmaktadir. 1913°te Michaelis ve Menten adli aragtiricilar
Henri esitligini biraz degistirerek agagidaki denklemi elde etmislerdir [34,35].

V = k2 [EO IS]
K, +[s] 22)
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Michaelis-Menten kuramina gdre bir enzimatik reaksiyonda, enzim (E) 6nce
substrat (S) ile birleserek enzim-substrat kompleksini (ES) olusturmakta ve bu ES
kompleksi de ayrigarak enzim ve Uriine doniismektedir. Olugan reaksiyon iki yonlii
bir reaksiyon olup asagidaki gibi gergeklesmektedir [35].

ki k.
‘ >
E+S ———p ES E+P 2.3
- ﬂ-—k_— ( )
-1 )

Onerilen 2-1 ile 2-2 nolu esitlikler ve 2-3 nolu reaksiyonda;

Ey: Reaksiyona katilan toplam enzimi,

P: reaksiyon sonucu olusan iriinii,

k;i: ES kompleksinin olusum hiz sabitini,

k.;: ES kompleksinin E + S’ ye y1ikilma hiz sabitini,

ks: E + P’nin olugum hiz sabitini,

k.: E + P*nin ES kompleksine yikilma hiz sabitini,

K;: ES kompleksinin ayrisma sabiti (= k.i/ k;= [E}[S)/ [ES]),

K: enzime bagl sabitini (= kx[Eol/ Ks),

V: Enzimatik reaksiyonun hizim gostermektedir. Reaksiyon hizi substrat ve
{iriintin zamanla degisimine bagh olarak 2-4 ve 2-5 nolu egitliklerde olugu sekilde
ifade edilebilmektedir [34].

dt dt 29
V= 9;[21 = é.[l.)_l
t t 2-5

Enzim igin kiitle denkligi yapildiginda ortamda serbest halde bulunan enzim
(E) ile ES kompleksinde bulunan enzim toplam enzimi (Eo) olugturmaktadir [34-36].

Buna gore;
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[Eo] = [E] + [ES] (2-6)
[E]= [Eo} - [ESY’ dir. @2-7

Esitlik 2.3 ile gosterilen enzimatik bir reaksiyonda ES kompleksinden E + P
olusumu gergekte tersinir bir olaydir. Ancak reaksiyonun baglangic hizi dikkate
alindifinda E+P’den ES olusumu ¢ok diigiik diizeyde oldugu i¢in ihmal edilmektedir.
Bu durumda [ES}’ nin olugum hizi:

dES]_ (6] kG5, ) EDES]

dt (2-8)
[ES]'nin yikilma huz ise:
_dfes] r
==k [ES]+k, [ES]=(k_, +k, JES] w 2.9

Bu enzimatik reaksiyon dengeye ulagtiginda, [ES]’nin olusumu yikimma egit
olup (2-8) = (2-9) olmaktadir. Buna gore;

ky (TEo]-{ES]) [S] = (k1 + k) [ES] (2-10)
ki [Eol [S]-k[ES]IS] = (k-r+ k)[ES]

ki[Eo] [S]1=k([ES][S] + (k-1+ k)[ES]

ki[Eo] [S]= (ki[S] + k.t kp)[ES]

5] _[EaIS)

[S]"l- k 5+ k—l
k, 2-11)
esitligi elde edilir. Egitlikte;
K = k,+k,
k, (2-12)

terimi Michaelis-Menten sabiti olarak tamimlanmaktadir [34-36].
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Belirli sartlarda enzimatik reaksiyonun hizi (V), [ES]’nin E + P’ye ddniistim
hizina (iiriin olusum hiz1) esit olmaktadur.

V=X, [ES] (2-13)
Esitlik 2-13” de, [ES] yerine egitlik 2-11 ve 2-12 konuldufunda asafidaki egitlik
olugmaktadir.

V= [EO IS]kZ
[s]+ K., @-14)

Enzimatik reaksiyonun sonunda bfit{in enzim substrat ile baglanarak, enzimin
tamaminin [ES] kompleksine doniistiiii ve ortamda serbest halde enzim kalmadig
durumda hiz, maksimum olmaktadir. Bu durumda;

Vi = ky [Eo] olur. (2-15)

Bu esitlik 2-14’ te yerine konuldugunda Michaelis-Menten hiz esitligi elde
edilmektedir [34,35].

[S] +K, (2-16)

Michaelis-Menten, substrat konsantrasyonunun enzimatik bir reaksiyon
hzna etkisinden hareketle [S] ve Kp’e bagh iz esitlifini tiiretmiglerdir. Ky,
maksimum hizin yarisina ulagmak igin harcanmasi gereken substrat derisimidir. Ky,
bir enzimin subsratina olan ilgisini g&stermektedir. Eger enzimin substratina ilgisi
fazla ise Ky, degeri kiiglik olup diigiik substrat derisimlerinde bile enzim ile substrat,
[ES] ara kompleksini olugturabilmektedir. Enzimin substratina ilgisi zayif ise Ky
degeri biiylik olmaktadir [34-36].

Michaelis-Menten hiz esitligi hiperbolik bir efrinin denklemidir. Bu nedenle,
bir enzimatik reaksiyondaki Vy, ve buna bagh olarak K, degerlerini kesin ve dogru
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belirlemek igin, dzellikle Vy, noktas1 yakinlarinda ¢ok sayida [S] konsantrasyonunun
denemeye alinmasi gerekmektedir. Pratikte bunu bir dogru denklemine déniigtiirmek
igleri daha kolay hale getireceginden bu denklem tersine gevrilip ¢arpanlarina
ayritmug ve L. dereceden dogru denklemi olan y= ax + b formunu alarak Michaelis-
Menten esitligi Lineweaver-Burk denklemine doniistiiriilmiigtiir [34-36].

[s]+x, s} L Kn 1 1

1 1 K1
v Vsl VISl vl v, v, 8] 2-17)

Lineweaver-Burk hiz formunda 1/V’ ler 1/8° e kary1 grafige gegirildiginde

Sekil 2.1° de goriildagu gibi Vi, ve K degerlerini belirlemek miimkiin olmaktadar.

Dogrunun dikey ekseni (y ekseni) kestigi nokta 1/Vy, yatay ekseni (x ekseni) kestigi
nokta ise —1/ Ky’ i vermektedir [36].

1VAY

Y Kn/Vin

1V

-1/Km 1/8
Sekil 2.3. Lineweaver-Burk Hiz Egrisi
Bu esitliklerden de goriilecegi iizere enzim Kkatalizli reaksiyonun hizimi
substrat ve enzim derigimi etkilemektedir. Aynica pH, sicaklik, su aktivitesi,

reaksiyon siiresi, reaksiyon iiriinleri, enzim inhibitérleri ve aktivitorleri, basing, 151k
vb. gibi etkenler enzimatik reaksiyonun hizini etkileyen diger faktorlerdir [34].
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3. MATERYAL ve METOT
3.1. MATERYAL
3.1.1. Hammadde ve Alet-Ekipman

Akdeniz Bolgesi simrlan i¢inde bulunan Igel, Hatay, Antalya ve Adana illeri
sinirlartim  kapsayan gesitli firetim alanlanindan [Cizelge 3.1°de belirtilen tiir ve
cesitlerde turunggil meyveleri (Citrus L.)], turunggil tiirlinlin olgunlagma ve hasat
edilme periyoduna bagli olarak mevsimin bag1 ve sonunda olmak tizere iki defa ve
yaklagik 2 kg ornek ahinarak laboratuara getirilmis ve analiz edilinceye kadar +5°C
de buzdolabinda bekletilmistir. Cahsmada kullamlan portakal ve greyfurt konsantre
ornekleri, yaklagik 50 brikste ticari amagla tiretilmis olarak bir firmadan saglanmstir.

Cizelge 3.1. Turuncgil Meyvelerinin Tir, Cesit ve Omek Alinan Bolgeleri

Meyve Adi Meyve Cinsi Bolge Ornek Sayis1
Portakal Yerli Adana 13
Antalya
Hatay

A W W

Igel
Washington Adana
Navel Antalya

Hatay

Y e 3 &

Igel

Yafa (Shamouti)  Adana

Hatay
Icel

Mandarin Mineola Adana
Icel

N O O W W
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Cizelge 3.1. (devam)

Meyve Adi  Meyve Cinsi Bolge  Ornek Saysi
Mandarin King Icel 4
Limon Kiitdiken fcel 5
Turung Icel 2
Greyfurt Beyaz Icel 2
Pembe igel 3
Kirmizi Icel 3

Bu ¢alismada Shimadzu marka LC-10ATVP model Yiiksek Basingli Sivz
Kromatografisi (HPLC) kullanilmig olup, kromatografik kogullar Cizelge 3.2’ de ve
diger alet-ekipmanlar ve dzellikleri Cizelge 3.3° de verilmigtir.

Cizelge 3.2. Cahsmada Kullamlan HPLC Sisteminin Ozellikleri

HPLC sistem ad1 Ozellikler

Ayirict kolon :  Merck, C18 HD 250/4 Nucleosil 100-5
ET250/4 Nucleosil, 120-7

Pompa : FCV-10ALVP

Kolon firin :  CTO-10ASVP model; 40 °C’ ye ayarlanabilen

Dedektor : UV/Visible dedektér (280 nm ye ayarlanabilen,
Diod Array dedektdr)

Hareketli faz : Asetonitril, su, asetik asit 200/800/0,5 v/v/v

Akis iz ¢ 1,0-1,5 mi/dk

Integrator : Hewlett Packard bilgisayar; Pentium III

Calismada kullamilan kimyasallar; naringin (Sigma, N-1376, minimum %95
saflikta), naringinaz (Sigma, N-1385), asetonitril, asetik asit, dimetilformamid
(DMF), amonyum oksalat ve sodyum asetat amalitik saflikta Merck firmasindan
temin edilmis olup ¢ozeltilerin hazirlanmasinda Millipore Milli Q saf su cihazindan
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elde edilen ultra saf su kullamlmugtir. Hazirlanan ¢ozeltilerin 6zellikleri asagidaki
sekilde Szetlenmigtir.

Cizelge 3.3. Caligmada Kullanilan Diger Alet-Ekipmanlar ve Ozellikleri

Alet-ckipman ads Ozellikler

Refraktometre : Bellingham+Stanley, RFM340; su
banyolu (Haake, K15), termostath
(Haake, DC3)),

Santrifiyj : Niive, NF815

Terazi : Chyo, MP-300

Analitik terazi : Sartorius, A200s; 0,0000 hassasiyette

Manyetik karigtinicili 1sitict : Monotherm-Variomag

Su banyosu : Heidolph, Laborato rotary evaporator

Vakum pompasi : KNF Neuberger, D-79112

PH metre : Hanna, HI 8314

0,45 um seluloz nitrat filire . Sartorius, 13906-50-AJN

0,45 pm hijyenik naylon filtre : Minisart Sartorius, N 16555

Hareketli faz: 200 ml saf asetonitril, 800 ml su ve 0,5 ml asetik asit (%95,5 ve 1,05
kg/ml) karigim filtre edilerek kullanild.

DMEF/0.01 M HAc ¢zeltisi (20/80 v/v): 0,01 M HAc_hazirlamak icin 0,570 ml HAc
alinarak 1000 ml hacimli balon jojeye konuldu ve hacmine saf suyla tamamiandi.

Hazirlanan bu ¢ozeltiden 800 mt alimp 1000 ml hacimli balon jojeye konularak
hacmine DMF ile tamamlanda.

Naringin stok ¢bzeltisi (1000 mg/L): 0,1053 mg naringin tartilarak 100 ml lik balon
jojeye konuldu ve hacmine DMF/0,01 M HAc ¢bzeltisi ile tamamlandi. Hazirlanan

stok ¢bzelti +4°C de 30 giin boyunca muhafaza edildi.
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Standart naringin ¢Ozeltileri: Stok ¢dzeltinin DMF/0,01 M HAc ile uygun gekilde
seyreltilmesiyle 0-1250 mg/L standart ¢ozeltiler hazirlandi. Standart ¢Szeltiler

HPLC aletine verilmeden 6nce giinl{ik hazirland:.

Naringinaz stok ¢ozeltisi (1000 mg/L): 100 mg naringinaz tartilarak 100 ml lik balon
jojeye konuldu ve hacmine tampon ¢Ozeltisi ile tamamlandi. Daha sonra balikli
magnetik kangtincida 5-15 dk kangtirildi. 2000-4000 devir/dk hizdaki santrifiijde 5
dk tutularak ¢bzeltideki ¢dziinmeyen tortu ayrildi. Hazirlanan bu stok ¢6zelti +4 °C
de muhafaza edildi.

Amonyum oksalat ¢ézeltisi (0.025 M): 3,55 g di-amonyum-oksalat monohidratin,
C{(NH4),C>04H,0], 1000 ml dam1tik su igerisinde ¢6ziindiiriilmesiyle hazirlandi.

Tampon ¢dzeltisi (0,1 M sodyum asetat tamponu); 0,1 M sodyum asetat ¢dzeltisi
hazirlamak igin 13,608 gram sodyum asetat anhidrat (82,03 gr/mol) tartilarak 1000

mi hacimli bir balon jojeye konuldu ve hacmine saf su ile tamamlandi. Hazirlanan
bu ¢ozeltinin pH> s1 3,5, 4,0 ve 4,5 degerine pH metre yardimiyla derigik saf Hac

eklenerek ayarlands.
3.2. METOT
3.2.1 Turunggil Meyvelerinden Meyve Suyu ve Kabuk Suyunun Elde Edilmesi

Laboratuara getirilen yaklagik 2 kg hik her bir meyve (portakal, turung,
mandarin, greyfurt ve limon) bir bigak yardimu ile enine ikiye bolindikten sonra
elektrikli narenciye sikacaginda sikildi ve boylece taze meyve suyu elde edildi. Elde
edilen meyve suyu 250 ml lik kapakli kavanozlara konulduktan sonra su banyosunda
90 °C de stirekli kangtirilarak 1 dk bekletildi. Su banyosundan ¢ikarilan kavanozlar,
kapaklart kapatilarak hizli bir sekilde (musluk suyu altinda) 15-20°C’ ye kadar
sogutuldu ve bu sekilde hazirlanan 6rncklerin kimyasal analizi yapilincaya kadar -
18°C’ de derin dondurucuda sakland.
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Meyve suyu alinmig Uriinlin i¢ kismmdaki dilim zarlan iyice giderildikten
sonra kalan kisim bir bigak yardimi ile gesitli biiyiikliiklerde pargalara aynldi ve
homojen plire gekline gelinceye kadar blendirdan gegirildi. Elde edilen piire, 300
mesh lik tel elekten siiziildi. Bu gekilde elde edilen tirtin kabuk suyu olarak
adlandinldi. Bu kabuk suyuna, meyve suyuna uygulanan iglemler tekrarlandi.

3.2.2. Meyve ve Kabuk Suyunda Naringin Tayini

Bdalim 3.2.1 deki gekilde hazirlanan meyve ve kabuk suyu, briksi 11.8°¢
ayarlanan konsantre 6rneklerinin her birinden 10,00 gram tartild: ve 50 ml lik bir
balon jojeye aktarildi. Uzerine 10 ml 0,025 M amonyum oksalat ve 10 ml DMF
eklendi. Kangtincida bir 1-2 dk kangtrildiktan sonra O8rnek hacmi saf suyla
tamamland1 ve manyetik kangtincida tekrar iyice kangtinldi. Hazirlanan bu ¢dzelti
90 °C sicakliktaki su banyosunda 10 dakika tutulduktan sonra oda sicakliina kadar
sogutuldu. Sogutulan g¢dzelti 0,45 pm lik filtreden gegirildikten sonra bir mikro
enjektdr yardimu ile 20 pl lik bir hacim HPLC cihazina enjekte edildi.

Standart naringin ¢ozeltilerine (0,5-1250 mg/l. naringin) aym iglemler
uygulanarak, her bir standart derigimine karsihk gelen pik alanlar yardum ile bir
kalibrasyon grafigi elde edildi. Elde edilen kalibrasyon grafigi yardim ile de
orneklerdeki naringin diizeyleri mg/L. olarak belirlendi. $ekil 3.1° de HPLC
aletinden elde edilen standart naringine ait kromatogram gortlmektedir.

Ayrica ¢oziinebilir kuru madde briks cinsinden refraktometre ile; drneklerin
pH lan pH metre ile dogrudan Slgiildi.
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Sekil 3.1. Standart Naringin Kromatogram
3.2.3. Naringinaz Enzimi ile Naringin Miktarimn Azaltiimasi
3.2.3.1. Naringinaz Aktivitesinin Tayini

On ml lik bir reaksiyon kabina; 5 ml asetat tampon ¢bzeltisi (pH 4,0) ve 1000
mg/L’ lik naringin stok ¢ozeltisinden 2 ml konuldu, reaksiyon kabi iyice
kangtinldiktan sonra 60°C sicaklifa ayarh su banyosuna yerlestirildi ve bu sicaklikta
5 dk bekletildi. Cozelti sabit sicakhifa geldikten sonra 1000 mg/L lik naringinaz
enziminden 3 ml eklendi ve reaksiyon siiresi baglatildi. Farkli siirelerde reaksiyon
¢ozeltisinden 20l 6rnek alimip HPLC aletine dogrudan enjekte edilerek naringin
derigimi Boliim 3.2.2 deki gekilde tayin edildi. Bu islem, ¢alismada kullanilan farkli
naringin (50-300 mg/L) ve naringinaz (50-600 mg/L) kangimlarinda farkhi pH (3,5,
4.0 ve 4,5) ve sicakhiklar (40, 50 ve 60°C) igin tekrarlands.

3.2.3.2. Naringinaz Enzimi ile Portakal ve Greyfurt Meyve Sularinda Naringin
Miktanimn Azaltiimasi

10,00 gram meyve suyu tartildi ve bir reaksiyon kabina konuldu ve 60 °C lik
su banyosunda 5 dk bekletildi. Bu siire sonunda lizerine ¢tzeltideki enzim derigimi
300 mg/L olacak sekilde stok naringinaz ¢Gzeltisinden eklendi ve reaksiyon siiresi
baglatildi. Farkl siirelerde reaksiyon ¢ozeltisinden 20ul &rnek ahmip HPLC® ye
dogrudan enjekte edilerek naringin derigimi B6liim 3.2.2° deki gekilde tayin edildi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. AKDENIZ BOLGESI’NDE YETISEN TURUNGGIL MEYVELERININ BAZI
TUR VE CESITLERININ NARINGIN DUZEY1

Akdeniz Bolgesi’nde gesitli alanlarda yetigen turunggil meyvelerinden toplam
97 adet portakal (51 adet Washington, 17 adet yafa, 29 adet yerli), 19 adet mandarin,
5 adet limon, 2 adet turung ve 8 adet greyfurt meyvelerinin taze kabuk ve suyunda
naringin, HPLC® de tayin edilmigti. HPLC® den elde edilen portakal cloudy ve
greyfurt konsantresine ait kromatogramlar Sekil 4.1 ve Sekil 4.2° de; tespit edilen
bazi naringin deferleri ise Cizelge 4.1°de verilmigtir.

b=t

. Narengin

60 25 80 15 100 125 150 175 209
tlimenn

Sekil 4.1. Portakal Cloudynin Kromatogram

10

o
|
| Narengin

T T T T T -
00 25 5.0 75 100 125 15.0 175 200
Minutes

Sekil 4.2. Greyfurt Konsantresinin Kromatogrami
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Cizelge 4.1’ de gorillecegi gibi; 86 adet portakal kabugundaki naringin
diizeyleri 0,50-15,70 mg/L arahifinda; 53 adet portakal suyundaki naringin diizeyleri
0,12-2,63 mg/L. arahfinda saptanmgtir. Ug farkh portakal gesidinde naringin
diizeyleri incelendiginde meyvelerin kabuk ve sularinda sirastyla Washington 0,50-
15,70 ve 0,12-1,52; yerli 1,61-13,00 ve 0,16-2,63; yafa 0,70-12,23 mg/L ve 0,12-
1,55 mg/L olarak tespit edilmigtir. Bu sonuglardan da goriilecegi gibi kabuk ve
meyve suyundaki naringin diizeylerinin portakal gegidine ve &mek alinan bélgeye
gore farklilik gdstermedifi, ancak meyve kabugundaki naringin diizeyinin meyve
suyuna gbre daha yliksek oldugu goriilmektedir.

Yapilan baz literatiir ¢ahgmalarinda portakal suyunda naringine
rastlamimadifimin belirtilmesine ragmen [12,29] Italya’min giineyinde yetisen bazi
portakal gesitlerinin 6zellikle kabuklarinda naringin tespit edildifi ve bunun da
acihfa neden oldugu belirtilmis ve bu Omeklerdeki naringin, iklim ve meyve
¢esidinin farkhihigiyla agiklanmistir [37].

Mandarin ¢esitlerindeki naringin diizeyleri incelendiginde; toplam 5 adet king
¢esidinin meyve kabugu ve suyunda naringin tespit edilememis iken, hemen hemen
biitlin mineola g¢esidinin kabuk ve meyve suyunda naringin diizeyleri sirasiyla 4,74-
16,45 mg/L ve 0,13-0,85 mg/L aralifinda g6zlenmistir.

Mandarinlerde naringinin varh@ma iligkin olarak Cemeroglu ve Karadeniz
[37in belirttidine gore Maeda (1987) regine kullanarak mandarin suyundaki
naringinin %51’inin giderilebilmigtir. Bu ¢aliymada king Orneklerinin higbirinde
naringin gdzlenememesine ragmen, bir bagka mandarin ¢esidi olan mineolada
naringin tespit edilmesi mineolanin Dancy mandarini ve Duncan greyfurtunun bir
melezi [2] olmasindan kaynaklanabilecegi ile agiklanabilir.

Bu ¢aligmada incelenen toplam 5 adet kiitdiken limonlarinda naringin tespit

edilememigtir. Mouly ve ark. [12] galigmalarinda Ispanya ve Fransa’dan alinan
toplam 17 limon 8rneginde naringin gozlemediklerini belirtmektedirler.
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Turung Orneklerinde naringin diizeyleri incelediginde; turung kabugunda
1399,62-1568,5 mg/L. ve suyunda 124,52-325,3 mg/l. naringin tespit edilmisgtir.
Couture ve Rouseff [38) tarafindan yapilan ¢ahigmada; 4 farkh turung gesidi olarak
Seville, Bigaradier, Sour ve Bittersweet suyunda sirasiyla 70, 228, 223 ve 262 mg/L
naringin tespit edilmigtir ve bu veriler tarafimizdan elde edilen veriler ile uyum
icindedir. Ayrica Mouly ve ark.[12] ve Hernandez ve ark.[16] gibi aragtinicilar
tarafindan da turung Srneklerinde naringinin saptandigs belirtilmektedir.

Calismada greyfurt meyvesinin i farkli gesidinden alman 8 Omegin
kabugunda naringin diizeyi 3192,70-7024,79 mg/L ve suyunda 308,30-510,07 mg/L
olarak saptanmugtir.

Soares ve Hotchkiss [27] tarafindan yapilan ¢aligmada greyfurt sularindaki
naringin diizeyleri 460-700mg/L araliginda; Tsen [33] tarafindan yapilan ¢aliymada
170-250 mg/L aralifinda ve Jimeno ve ark. [14] tarafindan yapilan ¢calismada ise 300
mg/L naringin saptandifi belirtilmektedir.  Tarafimizdan incelenen greyfurt
6rneklerinin meyve sularinda naringin diizeylerinin diger ¢alismalardaki sonuglardan
farkh olmasi gesitlerin aym olmamasiyla agiklanabilir.

Cizelge 4.2. Ticari Olarak Baz1 Greyfurt Meyve Suyundan Uretilen Konsantrelerin

Naringin Diizeyleri (mg/L)
“Ornek Ttird Ornek No  Naringin Diizeyi**
Greyfurt konsantresi 1 512,34
2 525,05
3 534,31
4 408,47
5 543,39
** 11,8 brikste Slgiim yapilmagtir.

Akdeniz Bolgesi’ nde gesitli alanlarda yetigen turunggil meyvelerinden ticari
olarak tiretilen farkh partideki greyfurt ve portakal konsantrelerin naringin diizeyleri
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Cizelge 4.2 ve 4.3’de verilmigtir. Cizelge 4.2.°den de gorillecegi gibi; greyfurt
suyundan elde edilen konsantrelerin 11,8 brikste naringin diizeyleri, 408,47 ile
543,39 mg/L arasinda degismektedir. Cizelge 4.2°den de goriilecegi lizere portakal
kabugundan (cloudy) ve suyundan elde edilen konsantrelerin 50 biksteki naringin
diizeyleri ise sirastyla 95-955 mg/L ve 0,61-19,40 mg/L olarak saptanmigtrr.

Cizelge 4.3. Ticari Olarak Uretilen Portakal Meyve Suyu ve Kabuk Konsantrelerinin
Farkh Partilerdeki Naringin Diizeyleri* (mg/L)

Portakal Konsantresi
Parti Portakal Parti  Portakal Parti Portakal Parti Portakal
No  Suyu No Suyu No Cloudy No Cloudy
1 3,62 16 14,23 1 145 16 427
2 14,93 17 5.82 2 316 17 295
3 6,77 18 - 3 263 18 224
4 8,93 19 9,48 4 449 19 315
5 9,64 20 5,61 5 573 20 403
6 8,62 21 8,39 6 153 21 298
7 - 22 2,11 7 418 22 234
8 1,38 23 0,61 8 558 23 237
9 16,04 24 4,50 9 468 24 490
10 - 25 6,92 10 342 25 333
11 10,17 26 1,27 11 440 26 320
12 13,33 27 3,10 12 414 27 401
13 5,48 28 9,90 13 406 28 506
14 19,4 29 1,96 14 287 29 95
15 4,15 30 2,89 15 319 30 955
Ortalama 7.34 Ortalama 369,5
Max 19.4 Max 955
Min 0,61 Min 95
Stdev 4,98 Stdev 161,5

*Naringin tayini konsantrelerin son {iriin briks degeri olan 50 brikste yapilmgtr.
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Portakal suyu konsantresi 11,8 brikse seyreltildiginde naringin diizeyinin
tespiti zorlagmaktadir.  Ancak g6riildii3ii gibi portakal cloudy ve greyfurt
konsantrelerinde naringin diizeyi oldukga yiliksek ve partilere gbre farkliliklar
gOstermektedir.  Konsantrelerin naringin diizeyinin partilere gore farkhliklar
gOstermesi, meyvelerdeki naringin  dilzeylerinin  homojen bir dagilimda
olmamasindan ve konsantre liretimi sirasinda uygulanan ozellikle ekstraksiyon
isleminden kaynaklanabilmektedir.

42. NARINGININ NARINGINAZ ENZIMI ILE GIDERILMESINDE
OPTIMUM KOSULLARIN BELIRLENMESI

Enzim aktivitesinin belirlenmesinde B&lim 2.4.2° deki yol izlenmigtir.
Tepkime hiz sabitleri, yalanci-birinci mertebeden tepkime varsayilarak
hesaplanmigtir. Farkli derigimlerdeki her substrat ¢6zeltisi i¢in naringin giderimi 1sil
iglem stiresine karsi, Sekil 4.3 dekine benzer gekilde ¢izilmigtir. Naringin
gideriminin zamana bagimhihfim hesaplamak ig¢in polinomial bir regresyon
gerceklestirilmigtir. Baslangig tepkime hiza (Vy), derisime kargi zaman egrisinin
sifirinc1 zamandaki egiminden hesaplanmagtir [39].

Naringinin, naringinaz enzimi ile giderilmesinde; naringinaz aktivitesine etki
eden sicakhk, pH, enzim ve substrat derigimi ve siire gibi parametrelerin etkisi
agafida dzetlenmigtir.

42.1. Naringinaz ve Naringin Derisimine Bagh Olarak Baslangic Tepkime
Hizlarinin Belirlenmesi

Sabit sicaklik (40°C) ve sabit pH (4.0) kosullarinda, farkh derisimlerdeki
naringinaz enzimi {izerine naringinin zamanla etkisi incelenmis ve sonuglan Cizelge
44 de verilmigtir. Cizelge 4.4° deki degerler kullamlarak; tepkime
¢Ozeltisindeki:naringinin naringinazla gideriminin sfireye gore degisim grafikleri
¢izilmis ve bu grafiklerden elde edilen egrilerin sifirinc: andaki egimlerinden her bir
naringinaz derigimi i¢in baslangi¢ tepkime iz hesaplanmistir, Ornegin, baglangig
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derigimleri 50 mg/L naringin ve 100 mg/L naringinaz olan tepkime ¢ozeltisindeki
naringin miktarinn siireye gére de@isimi Sekil 4.3 de verilmigtir.

y =0,0037x" - 0,8048x + 49,602
R?=0,9991

0 1) T L L L

0 20 40 60 80 100
Siire, dk

Sekil 4.3. 50 mg/L Naringin ve 100 mg/L Naringinaz Cozeltisinde Naringin
Miktarinin Stireye Gore Degisimi

Sekil 4.3’ den egitlik 4-1 gibi bir egri esitligi elde edilmigtir. Burada Y,
naringin derigimini (8); X ise siireyi (t) gostermektedir (4-2).

Y = 0,0037x* - 0,8048x + 49,602 (4-1)

S = 0,0037t* ~ 0,8048t + 49,602 @-2)

Esitlik 4-2 icin t=0 aninda 1.dereceden tlirev ahndiginda baglangi¢ tepkime
hizimi elde edilmektedir.

v, = - 0,0037x 2t - 0,8048
dt (4-3)

ds =0,0037 x 2t - 0,3048
dt =0 ( 4 _4)

Vo =0.8048 ;1,077 dk oldupu gorilmektedir,
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Cizelge 4.4. Farkh Derigimlerde Naringinaz ve Naringin Igeren Cozeltilerde
Naringin Miktariin Sfireye Go6re Degisimi (mg/L)
Eo So Siire, Ortamda Ep So Siire, Ortamda
dk kalan S dk kalan S
50 50 0 48,0 100 200 0 201,6
8 39,6 60 126,4
18 354 180 49,1
41 27,8 300 0 299,7
50 23,6 104 1879
70 22,0 190 1109
100 0 101,0
20 85,7 200 50 0 49,5
40 74,6 15 22,2
84 54.4 30 14,1
155 32,1 100 0 100,5
200 0 201,6 20 60,4
76 156,8 50 259
190 943 80 11,7
300 0 3119 200 0 201,9
45 261,7 53 88,1
103 2144 136 23,6
300 0 3119
100 50 0 49,8 69 1184
40 22,6 170 41,6
61 14,9
113 5,7 300 50 49,5
100 0 95,6 31,8
22 74,7 20 14,7
55 46,1 66 1,2
96 24,6 100 0 101,2
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Cizelge 4.4 (devam)

Eo So Stire, Ortamda Eo So Siire, Ortamda
dk kalan S dk kalan S
300 100 27 32,9 600 100 0 99,2
48 13,6 20 19,0
200 0 201,9 200 0 201,9
72 38,4 50 24,5
115 13,8 71 9.3
300 0 3119 300 0 311,9
56 92,6 10 3044
115 31,3 27 250,4
70 120,5
600 50 0 49,5 166 32,5
27,5 70 120,5
28 6,5 166 32,5

Naringinaz ve naringin derisimlerinin degigtiZi her bir tepkime gozeltisine ait
basalangig tepkime hizlari hesaplanmistir (Ek 1). Bu iz degerleri kullanilarak
naringin ve naringinaz derigimlerine karmilik baslangic tepkime iz grafikleri
¢izilmigtir (Sekil 4.4 ve 4.5).

Vo, mg/Ldk

0 50 100 150 200 250 300
So, mg/L

Sekil 4.4. Naringin Derigimine Karsilik Baslangic Tepkime Hiza (¢ :[Eo}=50 ;0:
[Eol=100 ; A: [Eq]=200 ; * ; [Eo]=300 ; O: [E}J=600 mg/L)
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Sekil 4.5. Naringinaz Derigimine Karsihk Baslangi¢ Tepkime Hiz1 (#:[S¢]=50 ;¢:
[So]=100; A:[Se]=300 mg/L)

Farkli derisimlerde naringinaz ve naringin igeren ¢bzeltilerde baslangic
tepkime hizlarinin degisimi incelendiginde enzim ve substrat derigimlerinin artistyla
tepkime hizt da artmaktadir (Sekil 4.4 ve 4.5). Ancak Sekil 4.4 ve 4.5’ den de
goriilecegi gibi optimum baglangig tepkime hizlari, 300 mg/L naringinaz ve 200
mg/L naringin derisimlerinde elde edilebilmektedir.

4.2.2. Naringinazin Baglangi¢ Tepkime Hizlarina pH ve Sicaklifin Etkisi

Sabit derisimdeki naringin (200 mg/L) ve nanngmaz (300 mg/L) iceren
tepkime ¢ozeltilerinin fakl sicaklik ve pH larda naringin miktarimn siireye gore
degisimi Cizelge 4.5° de verilmistir.

Cizelge 4.5°deki degerler kullamlarak; farkh pH ve sicakhklarda, 300 mg/L
naringinaz ve 200 mg/L. naringin igeren tepkime ¢dzeltilerdeki naringin miktarmn
siireye gore degisim grafikleri ¢izilmis ve bu grafiklerden elde edilen dogru
denklemlerinin egimlerinden her bir pH veya sicaklik igin baslangic tepkime hiz:
hesaplanmustir (Fk 2). Ornegin, pH 4.0 ve 50°C deki baglangig derigimleri 200 mg/L
naringin ve 300 mg/L naringinaz olan tepkime ¢dzeltisindeki naringin miktarinin
slireye gore degisimi Sekil 4.6’ da verilmigtir.
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Cizelge 4.5. Sabit Derisimde Naringin (200 Mg/L) ve Naringinaz (300 Mg/L) Igeren
Tepkime Cozeltilerinin Farkls Sicaklik ve pH larda Naringin Miktarimin

Siireyle Degisimi
Sicakhk, pH Siire, S, Sicaklik, pH Stire, S,
°C dk mg/L °C dk mg/L
40 3,5 0 200,4 50 4,0 0 200,4
22 155,6 18 163,0
38 140,7 33 127,5
93 112,8 71 52,8
164 33,9 143 6.9
4,0 0 201,9 4,5 0 2004
72 384 21 171,0
115 13,8 79 163,1
4,5 0 200,4
10 182,9 60 3,5 0 200,4
53 95,4 62 26,3
152 18,2 117 5,5
4,0 0 200,4
50 3,5 0 2004 28 49,1
18 120,8 49 26,8
59 93,5 86 3,2
65 40,2 4,5 0 200,4
76 23,5 21 61,4
131 5.8 36 36,4

80 2,6
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Sekil 4.6. Naringin Derisiminin Siireyle Degigimi (So =200 mg/L, Eq =300mg/L, pH
4,0 ve 50°C)

Sekil 4.6 dan esitlik 4-5 elde edilmistir. Bu esitlik Bolim 4.2.1°de oldugu
gibi kullanilarak baglangi¢ tepkime iz 2,76 mg/L.dk olarak hesaplanmagtir.

S =0,0096 ¢ —2,7575 t + 204,82 4-5)
Sekil 4.6 i¢in yapilan islemler, kullanilan tiim sicaklik ve pH degerleri icin

tekrarlanarak baglangig tepkime hizlar hesaplanmistir (Ek 2).

Farkh sicaklik ve pH degerlerine karsilik baglangic tepkime hiz grafikleri
Sekil 4.7 ve 4.8° de goriilmektedir.

6
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Vo, mg/Ldk
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Sekil 4.7. Farkhh pH Degerlerine Karsilik Baglangic Tepkime Hizlari(0:40°C;
@:50°C; O: 60°C)
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Sekil 4.8, Farkh Sicaklik Degerlerine Kargilik Baglangi¢ Tepkime Hizlar (O pH 3,5;
ApH 4,0; A pH 4,5)

Farkhh sicaklik ve pH larda sabit derigimde naringinaz ve naringin igeren
gOzeltilerde siireye gére naringin miktarinin degisimi incelendifinde; Sekil 4-7 ve
4.8’ den de goriilecei gibi; maksimum baglangig tepkime hizi, pH 4.0 ve 60°C
sicaklikta elde edilebilmektedir.

4.2.3. Naringinaz’ 1n K, Degerinin Hesaplanmas:

Maksimum hiz (V) ve buna bagh olarak Michaelis-Menten sabiti olarak
bilinen K, degerlerini belirlemek i¢in bdlim 2.4.2° de belirtildigi gibi Lineweaver-
Burk luz esitligini elde etmek amaciyla 1/S, ve 1/V, grafigi izilmistir (Sekil 4.9)
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Sekil 4.9. Lineweaver-Burk Hiz Grafigi (e; 1/E50; O: 1/E100; A: 1/E200; *:1/E300
; O: 1/E600)

Lineweaver-Burk hiz grafiginde; dogrunun dikey ekseni (1/V, ekseni) kestigi
nokta 1/Vy, yatay ekseni (1/Sy ekseni) kestigi nokta ise -1/ Ky’ i vermektedir [36].
Sekil 4.9’ dan elde edilen Lineweaver-Burk esitlikleri (2-17) kullamlarak her bir
enzim derigimi igin hesaplanan Vy, K, ve R? degierleri Cizelge 4.6 da verilmistir.

Cizelge 4.6. Farkli Naringinaz Derigsimlerinde Lineweaver-Burk Grafiginden
Hesaplanan Vi, K ve R? Degerleri.

Ep, mg/L.  Vumg/Ldk  Km mM (mg/L) R*

50 122 0,179 (103,68) 0,98
100 1,33 0,055 (31,99) 0,98
200 4,61 0,109 (63,21) 0,98
300 5,34 0,098 (57,13) 0,99
600 5,69 0,052 (29,98) 0,85

Bir enzimin Ky, degeri onun substratina olan ilgisini gdstermektedir. Enzimin
substratina ilgisi ne kadar fazla ise K, degeri o kadar kiigiik olmaktadir [34-36].



Cizelge 4.6’ dan da gorillecegi gibi, Ky degerleri 0.052-0,179 mM arasinda
degismektedir.

Boliim 4.2.1 ve 4.2.2° de elde edilen verilerden de goriilecegi gibi maksimum
baglangig tepkime hizlari;

Naringin derigimi : 200 mg/L (0,344 mM)
Naringinaz derisimi  : 300 mg/L

pH : 4,0

Sicakhk ¢ 60°C

kogullarinda elde edilebilmistir. Dolayisiyla bu degerler, bu ¢alisma igin optimum
kogullar olarak tanimlanmistir. Bu durumda, naringinazm optimum kosuldaki Kp
degerinin 0,098 mM oldugu goriilmektedir. Hesaplanan bu K, degeri ile
literatiirdeki K., degerleri ile Cizelge 4.7°de karsilagtinlmustir. Bu g¢aligmada
hesaplanan K, degerlerinin, difer c¢aligmalardan diisik olmasi, belirlenen bu
optimum kosulda naringinazin paringine olan ilgisinin daha yiiksek oldugunu
gostermektedir.

Cizelge 4.7. Optimum Kogullarda Elde Edilen K,, Degerlerinin, Literatiirdeki
Optimum Kosullar ve Km Degerleri ile Kargilagtirilmasi

PH T,°C Naringin Km Kaynak
4,5 40 %0,02 0,87 mM Tsen, 1984

3,7 25 400 mg/L - Tsen and Yu, 1991
3,7 23 0,4-2,7 mM 3,6 mM Soares ve Hotkiss
3,7 55 %0,08 1,56 mM Tsen ve ark, 1989
3,5 57 - 7,0 mM Jimeno ve ark., 1987
3,7 55 %0,08 1,56 mM Tsen ve Tsai, 1988

4,0 60 200 mg/L 0,098 mM  Bugahiyma
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43. PORTAKAL VE GREYFURT MEYVE SULARINDA NARINGIN
MIKTARININ AZALTILMASI

Ticari olarak iretilen baza portakal ve greyfurt konsantrelerinin igerdigi
naringinin optimum kogullarda naringinaz ile giderimi Cizelge 4.8’de goriilmektedir.

Cizelge 4.8°den de goriilecegi gibi; portakal kabuk konsantresine 300 mg/L
naringinaz eklendiginde 60°C’ deki en yiiksek naringin giderimi 41. dakikada % 38,5
olarak goriilmektedir. Greyfurt suyundan elde edilen konsantrelere ise 300 mg/L
naringinaz eklendiginde 60°C deki en yiiksek naringin gideriminin, baglangig
naringin derisimi 357 mg/L olan 6rnegin 72. dakikasinda %36 olarak gdrillmektedir.
Baglangi¢ naringin derigimi yiiksek olan (>50mg/L) greyfurt konsantrelerinde
naringin giderimi yaklagik % 30 olarak tespit edilmigtir.

Cizelge 4.8. Bazi Portakal ve Greyfurt Konsantrelerinin Igerdigi Naringinin
Optimum Kosullarda Naringinaz ile Giderimi

"OmekNo*  Omek Ozelligi Stire,dk  Naringin, mg/L. % Giderim
Briks pH
PCl1 10.parti 11,8 4,03 0 191,228 0,0
184,321 3,6
23 166,818 12,8
45 151,415 20,8
PCI2 9pari 11,8 4,13 0 167,744 0,0
« 164,872 1,7
35 130,317 22,3
85 108,607 35,3
PCl 4 3parti 11,2 4,00 O 23,183 0,0
19 15,247 342
32 14,986 35,4

41 14,293 38,5

46



Cizelge 4.8. (Devam)

"Ornek No* Ornek Ozelligi Sire, dk  Naringin, mg/L. % Giderim
Briks pH
GK1 6parti 11,2 290 0O 498,349 0,0
12 447471 10,2
23 416,015 16,5
62 381,412 23,5
GK2 6parti 11,8 288 0 515,647 0,0
513,372 0,4
15 476,747 7,5
21 465,056 9,8
30 446,667 13,4
40 437,113 152
49 430,612 16,5
64 414,831 19,6
74 410,925 20,3
96 404,509 21,6
GK3 6pari 248 2389 0 1110,694 0,0
10 1031,936 7,1
35 843,751 24,0
46 816,942 26,4
64 792,003 28,7
GK4 Tpari 112 291 O 485,995 0,0
28 391,502 19,4
43 375,267 22,8
76 333,128 31,5
GK6 860 297 0 357,189 0,0
26 275,241 22,9
51 263,815 26,1
72 228,408 36,1

** PCl, portakal kabuk konsantresi (cloudy); GK, greyfurt suyu konsantresini

gistermektedir.
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Dogal portakal ve greyfurt suyunun farkhh oranlarda kanigtimimasiyla
hazirlanan karigimlarin naringin dilzeyi ve naringinin naringinaz ile giderimi
incelendiginde; kanigimda greyfurt oram artikga baslangi¢ naringin derigiminin arttifx
ve naringin gideriminin zamanla azaldif goriibmektedir (Cizelge 4.9).

Cizelge 4.9. Dogal Portakal ve Greyfurt Suyundan Farkhi Oranlarda Hazirlanan
Kangimimn Icerdigi Naringinin, Optimum Kosullarda Naringinaz ile

Giderimi
“Omek Ozelligi Sire Naringin % Giderim
°Briks PH dk mg/lL
Greyfurt suyu 9,01 3,29 o 322,247 0,0
11 296,011 8,1
26 269,868 16,3
36 251,088 221
53 231,194 283
Portakal-greyfurt suyyu 10,12 342 0 231,012 0,0
(1:3) 16 204,358 11,5
39 179,034 225
55 161,696 30,0
Portakal-greyfurt suyyu 10,61 352 ¢ 189,711 0,0
1:1) 8 182,607 3,7
37 155,663 179
49 149326 213
Portakal-greyfurt suyu 12,27 3,71 0 68,768 0,0
(3:1) 27 59,337 13,7
37 56,792 17,4
Portakal-greyfurt suyu 13,17 382 0 14,017 0,0
(19:1) 13 12,577 10,3
24 11,639 17,0
Portakal suyu 1339 388 0 - -
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Sekil 4.10. Naringinin Naringinaz Enzimi ile 60°C’de Hidrolizi (D:greyfurt suyu
konsantresi, 11,8 briks ve 2,88 phli; Portakal -greyfurt (3:1) kansim,
12,27 °Briks ve 3,71 pH; o: Portakal cloudy, 11,8 °Briks v 4,03 pH; ®: %
Portakal-greyfurt (1:3) karisim, 10,12 °Briks ve 3,42 pH; A: sulu tepkime
¢ozeltisi, 3,5 pH ; A: sulu tepkime ¢ozeltisi, 4,0 pH)

Sekil 4.10° da greyfurt suyu konsantresi, portakal cloudy, greyfurt ve portakal
suyu karigimlan ve sulu tepkime cozeltilerinde, naringinin naringinaz ile 60°C’de
hidrolizi gbriilmektedir. Baglangi¢ derigimi 200 mg/L naringin olan pH 4,0 ve 3,5
sulu tepkime ¢Ozeltilerinde naringin giderimi kargitagtirildipinda optimum pH olarak
belirlenen pH 4.0’da naringin giderimin daha yiiksek oldufu gorillmektedir.
Greyfurt suyu konsantresi, portakal cloudy, greyfurt ve portakal suyu (1:3) ve (3:1)
kangimlarimin baglangic naringin derisimleri sirastyla 515,65, 191,228, 68,77 ve
231,01 mg/L olarak Olgiilmiistiir. Tepkimenin yaklasik 45 dakika sonunda bu
Orneklerin naringin diizeylerinin baglangi¢ naringin derisimlerine oranlari sirasiyla
0,85, 0,79, 0,80 ve 0,77 olarak saptanmugtir. Sekil 4.10°dan portakal ve greyfurt
orneklerinde naringin gideriminin sulu tepkime ¢ozeltilerinden ¢ok daha az oldugu
goriilmektedir.
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Yapilan ¢ahigmalarda greyfurt suyunun dogal olarak yapisinda bulunan sitrik
asit, fruktoz, glikoz ve naringinin hidrolizi sonucu olugan ramnoz, naringinaz igin
inhibitdr etki gosterdigi belirtilmektedir [13,24,31]. Portakal ve greyfurt Srneklerinin
S/Sp degerlerinin yaklasik aym siirelerdeki sulu tepkime ¢ozeltilerinden ¢ok yiiksek
olmasi; bu meyvelerin igerdifi farkli tiir ve miktardaki asit, seker ve diger
bilegenlerin naringinaz aktivitesini etkileyebilecegi ile a¢iklanabilir. Ayrica portakal
ve greyfurt meyvelerinin baglangi¢ naringin derisimleri ve diger iceriklerinin aym
olmamas: naringin gideriminin farkli oranlarda olmasina neden olmaktadir.
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5. SONUCLAR

Bu caligmada elde edilen sonuglar agagidaki sekilde &zetlenebilir:
Akdeniz Bélgesi’ nde yetigen bazi portakal cegitlerinin;

> Meyve kabuk ve suyunda naringin saptandify (sirastyla 0,50-15,70 mg/L ve
0,12-2,63 mg/L),

> Naringin diizeylerinin gesit ve bolgeler arasindaki farkin t-testine gére %95
oraninda 6nemsiz oldugu,

> Belirlenen naringin diizeylerinin igilebilirlik siniri olan 50 mg/L’ nin altinda
oldugu,

» Bu bolgedeki portakallarin kabuk konsantrelerinde de naringin saptandi
(95-573 mg/L) ve meyve suyu konsantresinde belirlenen naringin diizeyleri
icilebilirlik simrmn altinda iken, kabuk konsantrelerinin naringin diizeylerinin
i¢ilebilirlik stnurinin iistiinde oldugu,

> Teknolojik olarak {iretilmis olan kabuk konsantrelerinin (cloudy) naringin
diizeyi partilere gore belirgin farklihklar gostermektedir.  Portakal kabuk
konsantrelerinin  yliksek naringin  diizeyi, meyvenin dogal kabugundan
kaynaklanabilecegi gibi, 6zellikle portakal meyvesinden fiziksel olarak ayirt edilmesi
gli¢ olan turung ve greyfurt meyvelerinden de kaynaklanabilecegi belirlenmistir.

Akdeniz Bolgesi’ nde yetisen turung ve greyfurt ¢esitlerinin meyve kabuk ve
sularinda ytiksek diizeyde naringin saptandiy;
» Turung meyve kabugunda 1399,62-1568,5 mg/L. ve meyve suyunda 124,52-
325,3 mg/L; greyfurtun meyve kabugunda 3192,70-7024,79 mg/L ve meyve suyunda
308,30-510,07 mg/L. naringin oldugu,
> Naringin diizeylerinin ¢esitlere gore farkliliklar g6stermedigi ve belirlenen
naringin diizeylerinin igilebilirlik s olan 50 mg/L’nin oldukca fistiinde oldugu
saptanmigtir.
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Teknolojik olarak iiretilen portakal kabugu konsantresindeki yitksek naringin
diizeyinin giderilmesi veya daha diisik diizeye indirilmesi igin naringinaz

kullaniminin uyguniugu incelenmis olup, optimum kogullar

Naringin derigimi s 200 mg/L
Naringinaz derigimi : 300 mg/L

PH : 4,0
Sicakhk : 60°C
olarak belirlenmistir.

> Ayrica bu kosullarda naringinazin Ki degeri 0,049-0,179 mM arasinda

saptanmigtir.

Optimum kosullarda; naringin gideriminin siireye gore artig gosterdifi ve
naringin ¢ozeltisinde 86 dakikada % 98,4 olarak belirlenmisgtir.
> Ancak, benzer kosullarda dogal greyfurt suyu, konsantresi ve portakal kabugu
konsantresi drneklerindeki naringin gideriminin yaklagik olarak % 30-40 oraminda
gerceklestigi saptanmigtir.
> Bu orneklerdeki %naringin giderimin sulu reaksiyon ¢ozeltisindeki
giderimden diisiik olmasi; dogal portakal kabuk ve greyfurt suyu konsantrelerinin
pH, seker, asit vb. meyvenin igerigi ile dzellikle greyfurt Grneklerinde baslangig
derigimlerinin yiiksek olmasi ve naringinaz aktivitesini etkileyen bagka bilesenlerin
bulunmalarindan kaynaklanabilecegi saptanmagtir.

Sonug olarak; Akdeniz Bolgesi’ nde yetisen turunggil meyvelerinden elde
edilen friinlerindeki naringinin meyveden kaynaklandif: ve bu iriinlerde taggis
olmadig: tespit edilmistir. Uygulanan bu enzimatik ySntemle, bu bélgede yetigen
turuggil meyvelerinin zellikle kabuk konsantrelerindeki naringinin istenen
diizeylere getirilebilecegi ve acilik gideriminde uygulanabilirligi yiiksek, ekonomik
ve triinlerin diger dzelliklerini etkilememesi gibi bilylik avantajlar saglanabilecektir.
Ayrica bu yontem yiiksek diizeyde naringin igeren greyfurt #irinlerinin aciligimn

giderilmesi i¢in de kullanmaya elverislidir.
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Cesitli Derigimlerde Naringinaz ve Naringin Igeren
Cozeltilerdeki Naringin Miktarimin  Siireye Gore Degisim
Grafiklerinden Elde Edilen Baglangi¢ Tepkime Hizlan

Ek 2. Farkh Sicaklik ve pH’ larda Sabit Naringinaz ve
Naringin Iceren Tepkime Cozeltisindeki Naringin Miktarimin
Zamanla Degisim Grafiklerinden FElde Edilen Baglangic
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Ek 1. Cegsitli Derigimlerde Naringinaz ve Naringin igeren Cozeltilerdeki Naringin
Miktanimn Siireye Gore Degigim Grafiklerinden Elde Edilen Baglangi¢

Tepkime Hizlan
So, mg/L Eo, mg/L
50 100 200 300 600
Vo, mg/L.dk
50 0,39 0,8 2 2,5 3,67
100 0,65 1,04 3 3,37 4,01

300 0,85 1,17 3,63 4,52 3,54
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Ek 2. Farkh Sicakhk ve pH’ larda Sabit Naringinaz ve Naringin Igeren Tepkime
Cozeltisindeki Naringin Miktarimn Zamanla Degisim Grafiklerinden Elde

Edilen Baglangi¢ Tepkime Hizlan
pH Sicaklik, °C
40°C 50°C 60°C
Vo, mg/L.dk
3,50 2,67 2,85 4,09
4,00 3,34 2,76 7.88

4,50 2,44 1,73 6,72
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