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MANDARIN KONSANTRESINDE ACILIGIN DEGIiSiK ENZIMLERLE
GIDERILMESI

OZET

Yapilan bu c¢aligmada, Satsuma cinsi mandarinlerinden (Citrus reticulata) elde
edilen 57 brikse ayarlanmis olan ac1 mandarin suyu konsantresi Limkon Gida Sanayi
ve Ticaret A.S. tarafindan tarafimiza temin edildi. Briksi 11.8’eseyreltilmis olan
mandarin sular1 i¢in naringin igeriginin 18 ppm {izerinde olmasi, mandarin sularmin
pazarlanmasinda ciddi bir sorun teskil etmektedir. Bu arastirmada, yaklagik 40 ppm
naringin icerigine sahip mandarin suyu Ornegindeki naringin miktarini 18 ppm’in
altina azaltmak amaciyla farkli uygulamalar yapildi. % 0.1, %0.3 ve % 0.5 ml
naringinaz enzimi (Novozymes,KTNO2227) ve % 0.1, %0.3 ve % 0.5 ml viskozim-I
enzimi (153.06.10311) farkli sicaklik (45, 50,55 ve 60°C ) ve zaman (1,2 ve 3 saat)
kombinasyonlarinda mandarin suyuyla muamele edildi. HPLC (Agilent-1200 Series)
ile gerceklestirilen naringin analizleri verilerine gore, Yiizde Naringin Indirgenme
oranlarmin sirastyla naringinaz enzimi ve viskozim-1 enzimi i¢in % 45-65 ve % 40-
60oldugu belirlendi.Aragtrmada en  basarili  ¢alisma  parametrelerine
bakildiginda,naringinaz enziminin optimum etkinligini 45°C’de % 0.5 enzim orani
ile 120 dakikada gosterdigi goriildii. Viskozim-1 enzimi i¢in optimum etkinlik
parametrelerinin de 55°C’de % 0.5 enzim orani ile 120 dakika oldugu goriildii.

Anahtar Kelimeler: Mandarin,Naringin, Naringinaz, Viskozim-L
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DEBITTERING OF MANDARIN CONCENTRATE USING DIFFERENT
ENZYMES

ABSTRACT

In this investigation,57 brix bitter Satsumamandarine (Citrus reticulata) juice
concentrate was provided from Limkon Food Endustry and Company. High content
of the Naringin causes serious problems for marketing when the content of the
naringin in mandarine juice is above 18 ppm. In order to reduce bitter taste of the
naringin content in the mandarin juice from 40 ppm to lower than 18 ppm, various
experimements were conducted ; using vizcozyme-I (153.06.10311) and naringinase
(Novozymes,KTNO2227 ) at different incubation temperature (45,50 ,55 and 60°C ) ,
incubation time (1,2 and 3 h) and different ratio of enzymes( % 0.1, 0.3, 0.5) . The
percentages of total reduction in Naringin were estimated (HPLC Agilent 1200) by
using naringinase and vizcozyme-l in which were reduced45-65 % and 40-60 %
respectively . The optimum set of condition were founded for naringinase
concentration was 5 g I at 45 °C for 3h and for vizcozyme-1 concentration was 5 g
I'* at 55 °C for 3h . The extent breakdown achieved under these conditions were
avarage 55 % and 60 % .

Key word: Mandarin, Naringin, Naringinase, Viscoyme-L
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1. GIRIS

Tiirkiye iklimsel yapisi, dogal sartlar1 ve sahip oldugu genis tarimsal araziler
bakimindan tarima elverigli bir {ilkedir. Tim diinyada tarimsal iriinlerin
islenebilecegi alanlarin  kisith olmasi ve diinya niifusunun ¢ogalmasit besin
yeterliliginde problemlere neden olmaktadir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢inde
meyve ve sebze yetistiriciligin yaygmlagmasi bununla beraber toplumdaki tiikketim

aliskanliklarinda koklii degisimlerin olmasi gerekmektedir.

Ulkemizde yetistiriciligi yapilan birgok iiriin belli basl faktorlere bagh olarak farkli
bolgelerde yetistirilmektedir. Sebzelerin yaklasik % 70’1 Akdeniz, Ege ve Marmara
bolgelerinde yetistiriliken meyvelerin % 55-60°1 sadece Ege ve Akdeniz bolgelerinde
iretildigi goriilmektedir. S6z konusu bu farkliliklar iklimsel yapi, toprak igerigi ve
iretimdeki farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Sulama, is¢ilik ve ulasimdaki

kolayliklar da iiretim farkliliklar1 olarak agiklanabilir.

Tirkiye’deki meyve ve sebzelerin illere gore yetistirilme oranina bakildiginda ise
Antalya, Bursa, Izmir, Mersin ve Samsun illerinde %40 civarinda sebze iiretimi
yapilmakta olup; Manisa, Mersin, Aydm, izmir ve Adana ise toplam meyve
tiretiminde yaklagik olarak %30’u 6nemli bir yere sahip olan illerdendir (Akbay ve
ark., 2005).

Turunggillerin insan saglig1 ve beslenmesi agisindan yararlarinin her gecen giin daha
iyl ortaya c¢ikmasi tiiketicilerin bu gidalara yonelmesine neden olmustur. Tiiketim
talebinin artmasiyla da turunggil meyveleri tiim diinyada ticari boyut kazanmustir.
Buna bagli olarak iilkemizde turunggil meyvelerinin {iretim oraninin her yil

gostermis oldugu artisla, yeni tiretim alanlart agilmis ve {irlin verimliligi artmuigtir.

Tiirkiye’de portakal, mandalina, limon, altintop(greyfurt) ve turung ticari anlamda
yetistiriciligi yapilan 6nemli meyvelerdir. Turung meyvesinin lezzeti digerlerine gore
daha aci oldugundan dolayi ticari olarak kullanilmaktansa genellikle farkli turunggil

tiirlerine anag olarak kullanilmaktadir (Karahocagil., 2003).



Bu arastirmamizda kabuklari ile birlikte sikilmig ve 57 brikse konsantre edilmis olan
Satsuma (Citrus reticulata) mandarinleri, 11.8 brikse seyreltilerek naringinaz enzimi
ve viskozim-1 enzimi ile act mandarin suyu konsantresinin bilesimindeki naringin
acilik etken maddesinin indirgenmesi hedeflendi. Ayni zamanda igslem gormeden
dalindan koparildig1 anda tiiketime hazir olan mandarin meyvesinin naringin acihigi
nedeniyle meyve suyuna islenmesinde sorun olusturan Satsuma (Citrus reticulata)
mandarinlerinde, bu aciligimin giderilmesinin arastirilmasi ve boyle bir islemin

mandarin sularmdaki etkilerinin incelenmesi amagland:.



2. LIiTERATUR BIiLGILERI

2.1 Diinya’da Ve Tiirkiye’de Turuncgil Yetistiriciligi

Diinya iizerinde turunggil iriinlerinin iiretimi genis bir alana yayilmis olup, ticari
anlamda Giiney Cin, Akdeniz havzasi, Giiney Afrika, Avustralya, ABD’nin giiney
bolgeleri (Florida, Kaliforniya, Arizona ve Teksas) ve Giiney Amerika’da

yetistiriciligi yapilan meyvelerdir.

Turunggil meyveleri liretiminde en 6nde gelen iilkeler ise; Brezilya, Cin ve ABD’dir.
Bu iilkeler diinyadaki toplam {iretimin yaklasik % 50’smi1 karsilamaktadirlar.
Tiirkiye, Hindistan, Ispanya, Iran, Italya gibi iilkelerde dnemli turuncgil yetistiriciligi
yapan iilkelerdir. Diinya’da toplam turunggil liretiminde portakal,mandarin,limon ve
greyfurt i¢in sirasiyla yaklaslik %65, %20, %12 ve %5 paya sahip olan meyvelerdir
(Karahocagil, 2003).

Tirkiye’de ekolojik, jeolojik ve iklimsel yapisi itibariyle bircok meyve tiiri
yetistirilmektedir. 2008 yilinda yayinlanan rapora gore yetistirilen tiim meyvelerin
yaklasik olarak %18’ini turunggiller olusturmaktadir (TUIK, 2008). Ulkemizde
ozellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde yaygindir ve sirasiyla %90 ve %10 oraninda
turuncgil meyvelerinin iiretimi yapilmaktadir. Uretim oranlar1 az olsada Marmara

Bolgesi ve Dogu Karadeniz Bolgesi’nde de turunggil meyveleri yetistirilmektedir.

Uretimin biiyiik pay1 Akdeniz Bdlgesi’ne ait olup, bu bdlgede Tiirkiye’de iiretilen
portakalin %92’si, limonun %93,77’si, mandarinin %78,21’1, altintopun ise %98,65¢i
Akdeniz Bolgesinde iiretilmektedir. Il bazinda bakildiginda Tiirkiye’deki turuncgil
{iretiminin yaklasik %25’i Adana’da yapilmaktadir (TUIK, 2008).

Turunggil meyvelerinin yetistirmesinde smirlayict faktorler iklim olayr ve don
olayidir. Meyve tiirlerinin diisiik sicakliklara dayanikliliklar1 degisiklik gostermekte
olup, turunggil meyvelerinin Diinya’da genis bir kullanim alanina sahip olmasinda
besleyici degeri, tadi, aromast ve kendine 6zgii tekstiir ve renk gibi 6zelliklerinin

etkisi de biiyiiktiir (Mendilcioglu, 1994).



Turunggiller iklimsel degisimlere karsi olduk¢a duyarli olan meyvelerdir. Sert kig
sartlari, don olaylar1, kuraklik, riizgar ve firtina bu meyve agaglarma ciddi sekilde
zarar verebilir. Dolayisiyla da iretimi etkileyebilmektedir. Buna bagl olarak da fiyat
artiglar1 yasanilabilir. Tiim bu sebeplere bagli olarak yas turunggil meyveleri ve
meyve suyu fiyatlar1 yiiksek diizeyde degiskenlik gosterir ve arz edilen miktarda
gerceklesen degisimlerede oldukca duyarlidir (Giiney., ve Oren., 2012).

Diinya'da ilk meyve suyu iiretimi 1896 yilinda yapilmistir. Cagdas standartlara
uygun olarak nitelendirilebilecek meyve suyu iiretimi yatirimlari ise lilkemizde 1969
yilinda baglamistir. Bosstay iiretimi yapilan ilk meyve suyu 'dur. Bu markay1
sonrasinda Tamek, Meysu, Aroma, Dimes, Ersu ve digerlerinin izledigi
goriilmektedir. Ulkemizde meyve suyu iiretiminin yapildigi iller; Kirklareli, Istanbul,
Bursa, Balikesir, Denizli, Izmir, Afyon, Konya, Nigde, Adana, icel, Hatay, Kayseri,
Tokat ve Amasya'dir (Haskinaci, 2000).

2.2 Turuncgil Meyvelerinin Yapisal Ozellikleri

2.2.1 Turuncgil Meyvelerinin Fiziksel Yapilan

Turunggil meyvelerinin meyve kabuklar1 iki katmandan olusmaktadir. Bu katmanlar
flavedo ve albedo olarak isimlendirilmektedir. Flavedo tabakasi, en distaki ince
tabakadir ve yapisinda karotenoid pigmentleri ile iginde eteri yag lireten guddelerin

mevcut oldugu yag hiicreleri bulunmaktadir.

Central core

Flavedo Juice vesicles

Albedo o,
GoEE . S\ /Oilsacs

Seed
Segment wall

Sekil 2.1 : Turunggil Meyvelerinin Genel Yapisi

Yag bu katmanda “turgor basinci” sayesinde durabilmektedir. Yiiksek basing
uygulamasiyla meyve kabugu sikistirilir ve maruz kaldig1 darbenin etkisiyle yag,

hiicrenin turgor basincim1 yenerek yag guddelerinden fiskirma seklinde meydana
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¢ikar. Flavedonun iizerinde yag damlaciklar1 olarak goriiliir. Goriinen bu damlaciklar
kabuk yag1 olarak ifade edilir ve turunggil sular1 liretiminde 6nemli sorunlara neden
olmaktadir. Flavedo katmaninin en dis1 olan meyvenin yiizeyinde, ince bir mum filmi
bulunur. Bu film yapis1 epidermisi yagmura, su kaybi ve mantar enfeksiyonlarina
kars1 koruyan dogal bir bariyer islevini saglar. Flavedonun altinda yer alan beyaz
renkli albedo katmani ise daha hacimli hiicrelerden olusmaktadir. Bu kisimda besin
maddeleri ve suyu tagiyan damarlar bulunmaktadir. Albedo tabakasi pektince zengin
oldugundan dolay1 turunggil kabuklari, pektin iiretiminde hammadde olarak da

kullanilmaktadir (Turhan ve ark., 2006).

2.3 Meyve Suyu Tiirlerinde Uretim

Cizelge 2.1 : Ticari olarak tercih edilen 6nemli turunggil meyveleri (Doyuran,

Giiltekin, 2008).

Mandarin veya Tangerin | Citrus reticulata

Greyfurt Citrus paradisi

Limon Citrus limon

Lime (asit) Citrus aurantifolia

Lime (tatl) Citrus limetta

Portakal (ac1) C.aurantium, L.subsp.amara
Portakal (tatli) C.aurantium, L.var. dulcis

Meyve suyu ve meyve suyu konsantre sanayii, ana hammadde girdisi olarak meyve
ve sebzeleri igleyen, ara {iriin olarak meyve suyu konsantresi ve meyve piiresi elde
edilmesini saglayan ve bu iirlinlerden meyve suyu, meyve nektar1 ve meyveli

icecekleri iireten gida sanayisine ait bir boliimdiir (Doyuran, Giiltekin, 2008).

Meyve suyu; taze, olgun, saglam ve meyve suyu iiretimine uygun olan meyvelerin
teknigine uygun sekilde islenmesiyle elde edilmis olan meyve suyu veya piirenin
(pulpun), su, seker ve izin verilen asit ilaveleri yapilarak veya yapilmadan
ambalajlanmasi ve 1s1l islem uygulanmasiyla daha dayanikli hale getirilen igecek

olarak tanimlanmaktadir (Doyuran, Giiltekin, 2008).

Turunggil sularmin tiretilmesinde farkli tekniklerin kullanilmasiyla bulanik ve berrak

meyve sular1 elde edilmektedir. Meyvelere uygulanan preslenme islemi sonucunda



elde edilen su farkli uygulamalar ile berrak hale getirilmektir. Visne, elma ve liziim
meyvelerinden bu tekniklerle berrak meyve sular1 iiretilebilmektedir. Bulanik tipteki
meyve sular1 turuncgil sulari ve meyve piireleri olarak ikiye gruba ayrilirlar.
Turunggil sularinin iretilmesinde 6zel ekstraktorler araciligi ile meyve suyu
meyveden alinmaktadir. Bu teknik ile portakal, limon, mandarin ve greyfurttan
bulanik meyve sulari {iretilmektedir. Kayisi, seftali, erik ve domates sular1 tiretimi

yapilan meyve piirelerine 6rnektir (Haskinaci, 2000).

Meyve sular1 degisik etkenlere gore gruplandirilirlar. Gruplandrmada meyve
suyunun berrakligi, meyve eti icerme durumu, katki yapilmasi baz olarak ele
almmaktadir. S0z konusu etkenlere gore meyve sulari; berrak meyve sulari, meyve
nektarlar1 ve meyveli icecekler olmak tizere siniflandirilabilmektedir. Meyve orani
berrak meyve sularinda, meyve nektarlarinda ve meyveli iceceklerde sirasiyla en az

%100, %25-50 ve %10 olmaktadir (Doyuran, Giiltekin, 2008).

Gilintimiizde {iiretilen meyve sularinin ¢ogu konsantrelerden, meyve nektarlar1 ve
meyve pulpundan; meyveli igecekler ise meyve suyu veya meyve plirelerinden
hazirlanmaktadir. Meyve suyu konsantreleri, meyve sularmnin evaporatorlerde 68°
briks derecesine koyulastirilmasiyla hazirlanmaktadir. Boylece ilk hacimlerinde
azalma olsada, yapisal olarak bilesimlerinde onemli bir degisiklik olmadig1 halde
depolama ve nakliye kolaylasmaktadir. Bunlara bagli olarakda maliyet
ucuzlamaktadir. Ayrica mikrobiyolojik acidan olusabilecek bozulmalara karsi daha

direngli tiriinler elde edilmis olmaktadir.

Meyve suyu konsantreleri ve meyve piireleri aseptik kosullar altinda aseptik
tanklarda depolanirlar. Berrak meyve suyu ve meyve nektarlar1 iiretileceginde
bunlara yonetmelik ve kodekslerde izin verilen oOlgiilerde gerekli katkilar ilave
edilmektedir. Katki olarak kullanilacak suyun mineral madde igermemesi, asit ve
sekerin gida maddesi olarak kullanilabilir nitelikte olmasi 6nemlidir (Doyuran,
Giiltekin, 2008). Tiirkiye’de meyve suyu olarak piyasaya sunulan icecekler genel
olarak meyve nektar1 6zelligine sahip olup visne, kayisi, seftali en ¢ok tiiketilenleri

arasinda bulunmaktadir (Doyuran, Giiltekin, 2008).



2.4 Mandarin Meyvesi

Mandarinin anavataninin kuzeydogu Hindistan veya giineybati Cin oldugu
diistiniilmektedir. Diinyaki turunggil tiretiminin % 17’sini (16.5 milyon ton)
mandarin meyvesi olusturmakta olup mandarin iiretici iilkeleri Cin (% 34), Ispanya
(% 10) ve Japonya (% 9) oldugu goriilmektedir. Tiirkiye’deki turunggil iretiminin %
22’si (yaklasik 500.000 ton) mandarindir. Mandarinin diger turunggil tiirlerine gore
soguklara daha direng¢li olmasi yiiksek bir adaptasyon yetenegi olusmasina neden
olmustur. Co6l iklimi, semi tropik ve subtropik iklimlerde rahatlikla
yetistirilebilmektedir. Ancak bazi tiirleri kaliteli iiriin i¢in belli iklimsel 6zelliklere

ihtiya¢ duymaktadir (Kafa, ¢G.,Canihos, E., 2010).

Naringin aciligmin giderilmesi konusunda yiiriittiiglimiiz ¢alismamizda Satsuma
mandarininden elde edilen aci mandarin konsantresi kullanildi. Satsuma
mandarininin, Tirkiye'ye ilk defa Japonya'dan dogu Karadeniz bdlgesine geldigi
konusunda bilgiler mevcuttur. Ozellikle Ege Bolgesi ekolojisine ve iklimsel yapisina
uyum saglayarak genis alanlara yayilmistir. Ulkemizde yetistirilen satsumalarm tiimii
owari grubundandir. Owari grubundaki meyveler tiim diinyada yaygin olarak
yetistirilen ve taninan bir ¢esit mandarindir. Ticari agidan biliyiikk 6neme sahip olan
turunggil cesitleri arasinda soguga en dayaniklis1 olarak da bilinir. Soguklara karsi,
ozellikle ii¢ yaprakli anaci kullanildiginda, diger turunggil ¢esitlerine gore daha
dayanikli oldugu belirtilmistir. Nemli subtropik kosullarda meyveler biiylik
olmaktadir.  Kabuk renklenmesi tam olmadan, meyve eti renklenmesi ve olgunluk
meydana gelebilmektedir. Daha serin bdlgelerde ise meyveler nispeten kiiciik ve
kabuk renklenmesi de daha iyi olmaktadir. Meyve kabugu, hasat doneminde sarimsi
portakal renginde ve hafif piiriizlii yapisal 6zelliklere sahiptir. Kabugun meyve etine
olan bagliligi gevsektir. Depolama ve tasima icin oldukca uygundur. Puflagma
egilimi yliksektir. Meyveler orta biiyiikliikte olup sekilsel olarak ise basiktir. Meyve
eti, koyu portakal rengindedir. Sulu, aromal1 ve kalitesi yiiksek bir ¢esittir. Mandarin
meyvesinin ¢ekirdekleri yoktur. Verimliligi yiiksektir, diizenli olarak meyveler verir
ve periyodisiteye egilimi azdir. Agaglar yayvan tachdir. Erkenci mandarin
yapisimdadir. Ekim ay1 ortalarinda olgunlasir ve sonra agag iizerinde fazla kalamaz
(MEGEP., 2008). Satsumalar “Owari” ve “Wase” olmak iizere iki anagruba
ayrilirlar. Agaglar verimlidir. Erken yasta meyveye yatarlar. Meyveler orta boyda
veya biiyiik olup, ¢ekirdekleri yoktur (Kafa, G.,Canihos, E., (2010).
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2.5 Mandarin Suyu Konsantresi

Mandarin suyu konsantresi; saglam, olgun, taze ve temiz mandarinlerden yikama,
secme, ayiklama, 6gilitme ve presleme igslemlerinin sonucunda elde edilen mandarin
suyunun durultma, filtrasyon ve evaporasyon (yogunlastirma, suyun ugurulmasi)
islemlerine tabi tutulmasi ve istenilen konsantrasyona ayarlanmasi ile elde edilen son
iiriindiir. Mandarin suyu konsantresi karakteristik olarak dogal mandarin tadinda olup
yabanci herhangi bir tat ve kokusu yoktur. Uretilen mandarin suyu konsantresi,
iretim tesisinin teknik sartlacccer1 ve miisteri taleplerine bagl olarak aseptik veya
soguk dolum yolu ile ¢esitli hacimlerde metal veya plastik varil, polikarbonat bidon

ya da gida tankerlerine aktarilarak uygun sartlarda depolanirlar.

Cizelge 2.2 : Mandarin Konsantresinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

Hasat Sezonu Aralik — Subat
Briks 65+ 1
Asitlik 25-9.0
pH 3.0-38
Briks/Asitlik 7—26
Pulp Oram Max. %10
2.6 Mandarin Sularinin Kalitesini Belirleyen Ozellikleri

Ham madde olan mandarinlerde; tat dengesi (kurumadde/asit orani), rengi, acihik
bilesenlerini (naringin, limonin) icermemesi, askorbik asit icerigi, esansiyel yag
icerigi, bulaniklik derecesi ve stabilitesi ile ¢okelen pulp miktar1 gibi aranan baslica

ozellikler meyve suyunun kalitesini belirlemektedir.

Turunggil meyveleri ve trilinlerindeki acilik etmenlerinin arastirilmasinda, kimyasal
agidan farkli iki tip acihik 6gesi belirlenmistir. Bunlar; Flavanoidler (Naringin,
neohesperidin, poncirin) ve limonoidler (limonin, nomilin)’dir. Tiiketicilerin
begenisini olumsuz yonde etkileyen bu acilik maddelerinin uzaklastirilmasi
amaciyla; kimyasal, biyokimyasal ve mikrobiyolojik ya da fizikokimyasal
yontemlere dayanan ¢ok sayida arastirma yapilmis ve yapilmaya devam

edilmektedir.



2.6.1 Meyve Suyunda Bulanikhk ve Stabilite Ozelligi

Son {irtiniin dogal bulaniklig1 ve stabilitesi mandarin suyunun goriiniisiine etki eden
onemli iki faktordiir. Meyve suyunun bulanikligi hiicre duvari parcaciklari, yag
damlaciklari, kromoplastlari ve hesperidin, naringin kristal yapilar1 gibi farkli
pargaciklarindan olusan heterojen bir karigimdir. Bulanikliga sebep olan bu kolloidal
siispansiyonun yaklasik %25’ini lipid yapilari, %34’iinii proteinler ,%32’sini pektin
yapist ve %2’si ya da daha az miktarin1 da seliiloz ve hemiseliilloz yapilarmin
olusturdugu goriilmektedir. Bulanikhik maddelerinin  ortamda bulunmamasi
durumunda da duruya yakin bir gériiniimde, rengi olmayan, meyvenin kendine 6zgii
lezzet ve aromasindan oldukga uzak, sadece sivi bir iiriin olur. Ciinkii turunggillerin
tadim1 ve aromasini Olusturan ¢esitli limonoid, aldehit, keton,alkol, terpen ve
esterlerle rengi olusturan karotenoidlerin ¢ogunlugu bulanikhigi olusturan

stispansiyon halindeki parcaciklarla birlikte bulunurlar.

2.6.2 Meyve Sularinda Tat Ozelligi

Mandarin meyvesinin kabuk renkleri genellikle acik saridan koyu kirmiziya kadar
cesitlilik ihtiva eder. Iyi bir mandarin suyu; turuncu renkte olmalidir. Taze ve olgun
mandarinlerin tipik lezzetine biitiiniiyle sahip ve her tiirlii lezzet kayiplarindan
uzaklastirilmig olmahidir. Mandarin sularmin lezzeti; tat, aroma, dolgunluk ve
goriiniisiin ortak etkisinde olusan kompleks bir duyusal olgudur. Bu olgunun
olusumunda mandarin yapisinda yer alan ¢ok sayida bilesen ve bunlara bagl olarak
da birgok fiziksel, kimyasal ve fizikokimyasal etmen etkili olmaktadir. Mandarin
suyunda etkili olan bashca duyular; tatlilik, eksilik ve aciliktir. Bu duyular, yiiksek
konsantrasyonlardaki sekerler ve organik asitler ile diisilk konsantrasyonlardaki ve
¢ogu aroma oOlusumunda da etkili olan ugucu Dbilesikler tarafindan
belirlenmektedirler (Altan, 1995).

Cesitli turuncgil sularmin {iretiminde veya iiretiminden sonra olusan aci tat,
tiiketicilerin  begenisinin azalmasina ve dolayisiyla dnemli ekonomik problemlere
neden olmaktadir. Bu acilik meyveden kaynaklanabilecegi gibi meyvenin iglenmesi
sirasindaki hatali uygulamalardan da kaynaklanabilmektedir(Lee ve Kim, 2003).
Hidrolik pres, vida tipi presle ekstraksiyon, elle sikma, kabukla ezme ve kabuksuz

ezme gibi degisik bircok ekstraksiyon yOntemlerinin, mandalina suyu, piiresi ve
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kabugunun 6zellikleri iizerindeki etkisinin incelendigi bir ¢calismada, kabukla ezme
yontemi ile elde edilen meyve sularmin aci, hidrolik presle ve elle sikma ile elde

edilenlerin ise ac1 olmadigi ifade edilmistir (Lothave Khurdiya, 1994).

2.7 Meyvelerin Yapisinda Bulunan Fenolik Bilesikler

Tiim bitki metabolizma yapilarinda farkli nitelik ve miktarlarda ¢esitli fenolik
bilesikler vardir. Bu bilesikler sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin
kendilerini  zararhlara karsi korumasinda o6nemli rolii oldugu diistiniilmektedir
(Saldamh, 2007). Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki
temel gruba ayrilirlar. S6z konusu bu bilesikler sebzelerde, meyvelerde, ¢ekirdekler,
caylar, saraplar ve meyve sularinda bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin dagilimi;
tirlerin ekimi, olgunlasma dereceleri, yetistirilmeleri, depolanmalar1 gibi faktorlere

bagli olarak hem nicel hem de nitel farkliliklar: gostermektedir.

Fenolik bilesiklerin bir kism1 meyve ve sebzelerin lezzetinin olusmasinda 6nemli
yeri vardir. Ozellikle de agizda olusan acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat
unsurunun olusmasinda etkilidirler. Bir kismi ise meyve ve sebzelerin sari, sari-
esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olusumuna katki saglarlar. Meyve ve
sebzelerin islenmesi sirasinda enzimatik esmerlesme gibi sorunlara da neden
olabilmektedirler. Bu ozellikler meyve ve sebzeler ile bunlarin iirlinleri i¢in son

derece onemlidir (Giingor, 2007).

Meyveler, ozellikle igerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal
etkilerine bagli olarak saglik {izerindeki olumlu etkileri oldugundan dolay1
fonksiyonel gida olarak da nitelendirilmektedir (Pehluvan, Giileryiiz, 2004).
Beslenme fizyolojisi agisindan 6nemli olan fenolik bilesikler bu 6zelligi ile
"biyoflavonoid" adinm1 da almaktadir. Literatirde bazi kaynaklarda P faktorii

(permeabilite faktorii) veya P vitamini olarak da karsilasmak miimkiindiir. Ayrica

gida bileseni olan fenolik bilesikler; enzim inhibisyonuna neden olmalar1 ve bir ¢ok
gidada kalite kontrol kriteri olmalar1 gibi sebeplerle de onem arz etmektedirler.

(Saldaml, 2007).
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2.7.1 Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar

Bitkisel materyallerdeki fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki
gruba ayrilirlar.Fenolik asitler; hidroksibenzoik ve hidroksisinamik asit olarak ikiye
ayrilirlar. Hidroksibenzoik asitler Cg-C; fenilmetan yapisindadirlar ve bitkisel
gidalarda az miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, hidroksibenzoik asit, gallik
asit, vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise Cg-Cs fenilpropan
yapisindadirlar. Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina
gore farkl 6zellik gosterebilmektedirler. Bitkilerde biiyiik bir kismi organik asitler ve
sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.2 ’de

goriilmektedir (Balasundram ve ark., 2006).

R1
RQAG—COOH RQA%:\>7CHCH —COOH
R3 (b)

R1
R3 (a)

Asit Rl R2 R3 Asit R1 R2 R3

Pp-Hidroksibenzoik H OH| H P- Kumarik H OH H

Pirokate suik H |OH| OH |Kafeik H |OH | OH

Vanilik CH,O |oH| H | Ferulik CH,O| OH H

Siringik CH,0 |OH|CH,O| sinapik | CH,O0| OH | CH,0
Gallik OH |OH| OH

Sekil 2.2 : Fenolik Asitlerin Genel Yapisi

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igerigine sahip olan, difenilpropan (Cg-Cs3-Cs)
yapisindadir. Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif 6zelliklerinden dolay1
kolaylikla glikozitlenme gosterebilirler (Bilaloglu, 1999). Sekil 2.3.’de flavan

tiirevleri olan flavonoidlerin genel yapis1 goriilmektedir.

Flavonoidler yiiksek oranda antioksidan ve radikal yakalama aktivitesi ve bir¢ok
kronik hastaliga yakalanma riskini azaltici, bazi kardiyovaskiiler diizensizlikleri ve
kanseri Onleyici etkiler gosterdigi bildirilen bilesiklerdir. Ayn1 zamanda kanser
sebebi oldugundan siiphe edilen nitrosaminlerin viicutta olusumunun, sinamik asitler

tarafindan  engellendigi de ileri siiriilmektedir. Flavonoidlerin antiviral,
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antimikrobiyal ve antiiltihaplandirict olarak gosterdikleri aktiviteleri, kilcal damar
kirilganhg: tizerinde onleyici etkileri oldugu ve trombosit kiimelesmesini inhibe
edici, antiiilser ve antialerjik 6zellikler gosterdigi de kaynaklarda bulunan bilgiler

arasindadir (Proteggente ve ark., 2003; Cemeroglu ve ark., 2004 ).

Gidalarda yaygin olarak bulunabilen polifenol yapisindaki flavonoidler;
antosiyanidinler,  flavonlar ve flavonollar, flavanonlar, katesinler ve

loykoantosiyanidinler, proantosiyanidinler olarak bes farkli gruba ayrilirlar.

" D - I
ff{} I 1@\\_/; 5
7 2 ]
‘ 6
N “ 3
.9
O

Sekil 2.3 : Flavonoidlerin Genel Yapis1 (Cemeroglu, 2004)

Sekil 2.4’de flavonoidlerin bir grubunu temsil eden flavonun kimyasal yapisi
goriilmektedir. Ortada bulunan halkada cift bag yoktur. Bu glikozitler 6zellikle
turunggillerde yaygin olarak bulunurlar (Cemeroglu, 2004).

En Onemli flavanonlar; Naringin, Hesperidin , Naringenin, Limonin ve
Neohesperidin’dir (Saldamh, 2007).

HO.. /\W o%/{_\>—OH

Sekil 2.4 : Flavanon Kimyasal Yapisi (Cemeroglu, 2004)
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Turunggillerde acilik olusumuna neden olan en 6nemli flavonoidlerden birisi de
naringin (4, 5, 7- trihidroksi flavonon- 7- ramnoglikozit)’dir. Su, alkol ve asetonda
¢oziinebilen naringin bilesiginin saf su icindeki alt esik degeri 20 ppm diizeyinde
oldugu kaynaklarda bildirilmektedir. Erken sezon meyvelerinde acilik etmeni miktari
yiiksekken, meyve olgunlastikga bu miktar azalma gostermektedir (Barmore ve
ark., 1986; Puri ve Banerjee, 2000).

—CH ’ :
0,04 0
Ot/ CH 0.0 OH
oH\ OH
OH OH Y
OH OH
'RAMNOZ GLIKOZ
N\ 7/ \ /

Sekil 2.5 : Naringin Acilik Etken Maddesinin Kimyasal Yapis1

Naringin, meyvenin albedo kismida % 50-60 , dilim zarlarinda ve pulp yapisinda
% 30-40, flavedo tabakasinda da % 5-10 oraninda bulunmaktadir. Naringin bilesigi
20 ppm diizeylerindeki bir derisimde tadilarak hissedilebilecek derecede yogun bir
aciliga sahiptir (Altan, 1983a). Altitop suyunda az miktarda bulundugunda kendine
0zgii acims1 hos bir lezzet vermesine ragmen fazlasi son derece aciliga neden oldugu
hissedilmektedir. Meyve suyunun islenmesi prosediirinde ham maddenin mekanik
olarak zedelenmesi ve diger asamalarda uygulanan hatali 1sitma nedeniyle meyve
suyuna az veya ¢ok miktarda naringin gecisi s6z konusudur (Puri ve Banerjee,
2000).

Diger bir flavanon bilesigi neohesperidindir. Neohesperidin acilik bilesigi CagH3z4011
kimyasal formiile sahip olup turung, li¢ yaprakl (triofoliate orange) ve ponderosa
limonlarinda bulunan bir flavonon glikozididir. Bu, portakal, mandarin, turung,
limon ve agac¢ kavununda yaygin olarak bulunmakta ve tatsiz bir glikozid olan
hesperidinin (CsHz4015) de izomeridir. Ozellikle turung meyvesinin aciliginda rolii

biiytiktiir. Neohesperidin alkol ve suda ¢oziinebilen bir yapidadir. Molekiil esasma
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gore hazirlanan ¢ozeltileri birbiyle kiyaslandiginda neohesperidinin acilig1 naringinin

1/10’u kadardir (Altan, 1983).

OH
OCH,
HO 0 . .
HO OH
0
H3C 0
HO OH O
HO
OH
Sekil 2.6 : Hesperidin kimyasal yapisi
OH
HO
HO
H,C 0
OH
0 OCHs
HO O O
OH
OH O

Sekil 2.7 : Neohesperidin kimyasal yapisi

Limonin bilesigi de onemli bir flavanondur. Kapali formiilii C2sH300g, molekiil
agirhigr 470.52 ve erime noktas1 290-292°C olan, beyaz kristal yapili bir maddedir.
Alkol, aseton ve benzende ¢oziinmekte, petrol eterinde kismen ¢dziinmekte olup
suda ise 6 mg/L gibi ¢ok diisiik bir diizeyde ¢oziinmektedir. Limonin, alkali toprak
metalleri ile tatsiz tuzlar olusturan bir bilesiktir. Ancak bu tuzlar, pH 6 ya da 7’nin
altindayken, aci formdaki dilakton formuna doniismektedir (Higby, 1938).
Olgunlagmig riinlerde limoninin 6n maddesi olan limonin monolakton (I)
mevcuttur. Turunggillerin preslenerek suyu ¢ikartildigida, kisa bir siire i¢inde son
derece ac1 bir lezzet kazandiklar1 goriilir. Bunun nedeni, meyvenin ¢ikarilmasi ile

limonin monolaktonun asitle (pH:3) temas etmesiyle ikinci bir lakton halkas1 eklenir
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ve dilakton limonin Il (limonin) denen aci maddenin meydana gelmesidir. Bu

yiizden bu tip aciliga da gecikmis acilik denir (Altan, 1983b).

OH Asidik pH
————
co;X*  Limonoid D-Halkasi
Lakton Hidrolaz
yadalsi

LIMONIN MONOLAKTON LIMONIN
(Limonin A, lakton) (Limonin A,D dilakton)

Sekil 2.8 : Limonin Monolaktonun Limonoat D-Halkas1 Lakton Hidrolaz Etkisi Ile
Limonine Doniigsmesi

Limonoat D-halkas: lakton hidrolaz” enziminin turunggillerde bulunmasi ya da

asidik ortamda yiiksek sicakliga maruz kalmas1 halinde,Sekil 2.8° de gosterildigi gibi

D-halkas1 hizla kapanir ve aci bir madde olan limonin (limonin dilakton)

olusmaktadir (Altan, 1983b).

Turunggil ve triinlerindeki acilik, tiiketici kabul edebilirligini etkileyen énemli bir
problemdir. Bazi turunggil sularmin hafif acimsi ve mayhos olmasi istenilen bir
Ozellik olmasina Karsin; bu iriinlerde asir1 acilik kalitenin diismesine sebep olur
(Isik., 2008).

2.8. Turuncggillerde Acilik Etmenlerinin Uzaklastirilmasinda Kullanilabilir

Yontemler

Turunggillerde ve tiriinlerindeki acilik, tiiketici kabuledebilirligini etkileyen 6nemli
bir sorundur ve bu sebeple bircok iilkede, meyve sulari ile ilgili bir ¢ok yasal
diizenlemeler yapilmigtir. Turunggil ve triinlerinin yapisindaki acilik bilesenlerinin
diizeyinin kontrol edilmesi, azaltilmasi ya da giderilmebir ¢ok arastirma
yapilmaktadir. Bu arastirmalarda ozellikle Fizikokimyasal yontemler ve

Biyoteknolojik yontemler uygulanmaktadir.
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28.1 Acilik Gidermede Fizikokimyasal Yontemlerin Uygulanmasi

Acilik etmenleri iginde en dnemli bilesikler olan naringin, limonin, hesperisin gibi
yapilarin uzaklastirilmasinda farkli adsorbantlarin kullanimi, siiperkritik CO»
ekstraksiyonu, ultrafiltrasyon ve degisik recineler kullanilmaktadir (Aksay ve Unal,
2002).

2.8.1.1  Adsorbanlarin Kullanimiyla Acihk Giderme

Cizelge2.3 ‘de farkli acilik bilesiklerinin giderilmesinde tercih edilen adsorbantlar

yer almaktadir.

Cizelge2.3 : Adsorbanlarin etki ettigi acilik etmenleri

Kullanilan Adsorbant Eiki Eftigi Actlik Etment
Polistren divinil benzen Naringin
Limonin
Neohesperidin
Narinitin
B-siklodekstrin polimerleri Naringin
Limonin
Nomilin
Naringenin
Eumarin
Seliiloz mono fosfat Naringin
Seliiloz tri asetat Limonin
Florisil (aktif magnezyum) Naringin
Limonin
Poliamid regine Limonin
Navlon (naylon-6 ve naylon-66) Naringin
Diatome topragi Limonin
Polistren ivon defistirici recine  Limonin

2.8.1.2 Beta siklodekstrin Kullanilmasiyla Acilik Giderme

Siklodekstrinler, nisastanin siklodekstringlikoziltransferaz (SGTaz) enzimiyle
pargalanmasi sonucu elde edilen o (1-4) glikozidik bagi ile bagli olan, ayn1 zamanda

indirgen olmayan siklik maltooligosakkaritlerdir (Astray ve ark., 2009).

Turunggil {iritinlerinde naringin, limonin ve nomilinin neden oldugu aciligin
giderilmesinde B-siklodekstrin polimerleri ve tiirevleri (maltosil-B-siklodekstrin vb.)
de basariyla uygulanmaktadir. -siklodekstrinin farkli polimerlerinin acilik
gidermedeki etkisi naringin ve limoninin B-siklodekstrin ile kompleks olusturmast ile

aciklanabilmektedir (Aksay ve Unal, 2002).
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/| OH J-

Sekil 2.9 : B-siklo dekstrin yapis1

. Bir ¢cok vitamin ve renk maddelerinin ¢oziiniirliigiiniin arttirilmasinda,
. Is1, 151k ve oksijene duyarl olan gida bilesenlerinin korunarak raf dmiirlerinin
uzatilmasinda,

o Tiiketici begenisinin kaybma neden olan tat ve koku maddelerinin
maskelenmesinde,

. Aroma, vitamin ve zorunlu yag asitlerinin istenmeyen degisikliklere karsi
stabilizasyonu gibi etkilerinden dolay siklodekstrinler gida endiistrisinde tercih

edilmektedir.

2.8.1.3 Siiper kritik CO;Ekstraksiyonunun Kullanilmasiyla Aciik Giderme

Acilik gidermede uygulanan diger bir yontem de siiperkritik CO;, ekstraksiyon
yontemidir. Yapilan ¢caligmalarda yaklasik 1.5 saatlik bir ekstraksiyonun sonucunda
limonin niceligi 30-60° C arasindaki sicakliklar ve 3000-6000 psi arasindaki
basinglarda % 25 oraninda azaldigi kaydedilmistir. En iyi ekstraksiyonun ise
40° C’de 4000 psi basingta 4 saat siiresince yapilan denemelerde elde edilebildigi ve
limonin miktarmm 17.6ppm’den 6.9 ppm’e diistiigii belirtilmektedir (Kimball, 1987).

Kullanilabilen bu fizikokimyasal yontemlerin dezavantajlar1 su sekilde siralanabilir;

v’ Kimyasal veya fiziksel adsorpsiyonda meyve suyunun kimyasal yapisi az da olsa
etkilenerek besin bilesenlerinde, iriiniin tadinda ve renginde kayiplar ortaya

cikabilmektedir.
v' Kullanilan materyalden meyve suyuna bir kontaminasyon olabilmektedir.

v Kesikli yontemler oldugundan dolayir zaman kaybi olmaktadir.Ayn1 zamanda

verim diisiisiide s6z konusudur (Aksay ve Unal, 2002).
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2.8.2 Acilik Gidermede Biyokteknolojik Yontemlerin Uygulanmasi

Turunggil sularindaki acilik etmenlerinin mikroorganizmalarin ve enzimlerin

kullanilmasiyla kismen veya tamamen parcalanarak aci olmayan formlara

donistiiriildiigli yontemler “biyoteknolojik yontemler” olarak nitelendirilmektedir.

28.2.1 Enzimlerin Kullanilmasiyla Aciik Giderme

Turunggil sularindaki acilik etmenlerinin giderilmesinde model substrat ve dogrudan
meyve suyu iizerinde serbest ve immobilize enzimlerinin kullanilmasi denemeleri
gerceklestirilmistir. Asagidaki Cizelge 2.4.°de goriildiigii gibi naringin aciligmin
giderilmesinde naringinaz , limonin aciliginin giderilmesinde Limonin — D- halka —
laktonhidrolaz (limonin dehidogenaz) immobilize enzimleri, nomilin aciliginin

giderilmesinde de serbest nomilinasetilliyaz enziminin kullanildig1 goriilmektedir.

Cizelge 2.4 : Acilik gidermede kullanilan enzim sistemleri

Enzim Destek Kullamm Sekli  Substrat
Materyali

MNarnginaz Seliilloz asetat Kolon realdtor PNPR™
Citin Kesikli sistem  Naringin

Kolon reakior FINPR

Glikofag EKolon reaktdr Nanngin
kapli cam Prunin
Poliakrilamid  Kesikli sistem  Naringin
jel
Ca-alginat

Limonin-D- Q-sepharose Kolon reaktér Limonin

halka- 1el

lakton

hidrolaz

Nomulin Serbest Kesikh Nomuilin

asetil-livaz  enzim reaktdr

Naringin acihginin enzimatik etkinlikle giderilmesine iliskin olarak bakteri kokenli
enzimler lizerinde ¢ok fazla ¢aligmalar mevcut olup, en etkili sonuglarinda bu

enzimlerden saglandigi desteklenmektedir.

Naringinaz, a- ramnozidaz ve - glukozidaz aktivitesine sahip bir enzimdir.
turunggil sularinda ve turunggil meyvelerinin dogal yapisinda bulunan acilik bilesigi
olan naringinden kaynaklanan aciligin giderilmesi arastirmalarinda tercih edilen bir
enzimdir. En Kaliteli naringinaz enzimi, Aspergillusniger ZG86 tarafindan
iretilmekte olup naringin miktarmi, uygulama siiresine ve sicakligma bagli olarak

onemli oranda azalttig1 bildirilmektedir ( Puri ve Banerjee, 2000).
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Turunggillerdeki naringin yapisi, meyvenin
ramnoz ve prunine (4, 5, 7-
acilig1 da, naringin aciligmin % 33’4 kadar olup ikinci asamada ise prunin, B-glukozidaz
enzimi tarafindan naringenin (4, 5, 7- trihidroksi flavonon) ve D-glukoza hidrolize olmasi ile

aciligin azalmasi saglanmaktadir. Bu reaksiyon Sekil 2.10° de gosterilmistir (Puri ve

Banerjee, 2000).

trihidroksi flavonon -7- glukozit) hidrolize olmaktadir. Pruninin

Naringin

o-L-ramnosidaz .
» Prunin + Ramnoz

B-D-glikosidaz

Prunin ———— Naringenin + Glikoz

Sekil 2.10 : Naringinin naringinaz tarafindan degradasyon basamaklari

Viskozim-1 enzimi igerigindeki arabinaz, seliilaz, beta-glukonaz, hemiseliilaz ve

ksilinaz bilesiklerini bulunduran multi enzim kompleksidir. Bu enzim etkisini

ozellikle elmanin  yapisindaki  polifenol  bilesiklerinin

gostermektedir.
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Cizelge 2.5 : Viscozyme —L Enziminin Karakteristik Ozellikleri

PRODUCT SPECIFICATICN

Betz-glucanase unit FEG
Total viable count

Coliform bactenia

E.coli Mat Detected
Salmonella Mot Detected
Heavy metals Mz
Lead Max
Arsenic Max
Cadrmiurm Max
hercury Max

The enzyme analytical method is availzble from the Customer Center or sales
represeniative.

COMPOSITION
ingradients

Water, CAS no. 7732-18-5

Sucrose, CAS no. 57-50-1

Sodium chloride, CAS no, 7647-14-5
Beta-glucanase (endo-1,3{4)),

CAS no. B2213-14-37

Potassium sorbate, CAS no. 24634-61-5

*Defined as enzyme conc. (dry matter basis)

Kaynak:Novozyme, (2012).

Immobilizasyon teknikleri enzim aktivitesinin incelenmesi yoniinde kullamishdir.
Buna ragmen, acilik giderme kinetigi olduk¢a yavas oldugundan biiylik 6lgekli
iretimler i¢in uygun degildir. En uygun sartlardan sapma olmasi , immobilize
enzimin kolondan yikanmasina ya da inaktivasyonuna neden olabilmektedir. Ayni
zamanda turunggil sularmim pulplu yapist limonin ve naringinin uzaklastirilmasina
engel olabilmektedir. Bu sorunun meyve suyunun islem Oncesi seyreltilmesiyle
Onlenebilecegi sanilmaktadir. Kromotografi cihazlarinda yapilan analiz siiresince
kolonda birikinti olmasi, basingta diisme gibi sorunlar, dogru akis debisinin
bulunmasini ve bazi miithendislik parametrelerinin bilinmesini zorunlu kilmaktadir

(Aksay ve Unal, 2002)
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3. MATERYAL - METOD

3.1 Materyal

Bu aragtirmada, yapisinda yiiksek oranda naringin acilik bileseni barindiranact
mandarin suyu konsantresi kullanildi. Calismalar Istanbul Aydm Universitesi
biinyesinde bulunan ‘Techno Center, Enstrumental Gida Analiz Laboratuvarinda

gercgeklestirildi.

3.1.1 Aci1 Mandarin Suyu Konsantresi

Ac1 mandarin suyu konsantresi Adana’da bulunan Limkon Gida Sanayi ve Ticaret
A.S. tarafindan 9124 numune kodu ile tarafimiza temin edildi. Gerekli kosullarda
yetistirilen ve olgunlagsmasiyla toplanan Satsuma (Citrus reticulata) mandarinlerinin
on islemler sonrasinda kabugu ile beraber sikilmasi, kabuk yagmnm ayrilarak
evaporatorlerde 57 brikse konsantre edilmesi prosediirleriyle islem gdrmesi sonucu
iiretilen act mandarin suyu konsantresi kullanildi. Kimyasal 6zellikleri Cizelge 4.1’
de yer almaktadir. Gelen Aci mandarin suyu konsantresi Ornekleri soguk zincirde

getirildi ve aragtirma siiresince -18°C’de kullanilincaya kadar muhafaza edildi.

Sekil 3.1 : Act mandarin suyu konsatresi
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3.1.2 Kullanilan Cihazlar

Naringin ~ acihiginin enzimatik yontemlerle giderilmesi prosediirleri siiresince
SARTORIUS STEDIM BIOTECH cihazindan elde edilen ultra saf su kullanildi.
Konsatre halde olan 57,72 briks derecesine sahip acit mandarin suyunun 11,8 brikse
ayarlanmasinda REICHERT LEICA ABBE refraktometresi kullanildi. Act mandarin
suyu konsantresindeki naringin aciliginin giderilmesi, esas olarak “Sigma-Aldrich”
firmas: aracilig1 ile temin edilen naringinaz enzimi (Novozymes,KTNO2227) ve
viskozim—| enzimi (153.06.10311) ile farkli sicaklik ve zaman kombinasyonlarinda
muamele edilmesiylesaglandi.Naringin igeriginin belirlenmesi islemleri, ‘Agilent -
1200 Series’ model Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilarak

Fisher and Wheaton metoduna gore naringin analizi gergeklestirildi.

Analizlerde ac1 mandarin konsantresinin ve kimyasal maddelerin hassas tartim1 AND
GR-200 marka analitik terazide saglandi. Ayrica acilik giderme prosediirlerinde
yer alan 95- 100 ° C’de bekletme islemi STUART marka su banyosunda uygulandi.
DRAGON LAB MS-H-S marka 1siticili manyetik karistiric ile enzimlerin mandarin

suyu ile karigtirilmasi ve 1s1 kontrolii saglandu.

Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)’nde mobil faz olarak kullanilacak
bilesigin hazirlanmasi sirasinda kimyasal maddelerin homojen olarak karigmasi i¢in
BANDALIN RK 510 SONOREX marka ultrasonik cihazi ve hassas temizleme
icinde SARTORIUS marka c¢elik filtrasyon vakum sistemi kullanildi.

Sekil 3.2 : Agilent-1200 Series’ model Yiiksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC)
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3.1.3 Kullanilan Enzim Tiirleri

Ac1 mandarin suyu konsantresi bilesiminde bulunan Naringin aciligmin giderilmesi
icin Sigma-Aldrich firmasindan temin edilen Naringinaz ve Viskozim-I enzimleri %
0.1, % 0.3 ve % 0.5 oranlarinda farkli sicaklik ve zaman parametrelerinde numune ile

muamele etmek suretiyle kullanildi.

3.2 Metot

Islemlerin act mandarin sularindan naringini uzaklastrma  etkinliginin
belirlenmesinde acilik giderme islemi uygulanmis ve uygulanmamis mandarin

sularinda, asagidaki uygulamalar yapildi.
3.2.1 Naringin Analizi

3.2.1.1  Analizde Kullanilan Ara¢ — Gere¢ ve Kimyasal Maddeler

Satsuma (Citrus reticulata) mandarinlerinden elde edilen aci mandarin suyu
orneklerinde naringin analizleri Fisher and Wheaton metodunda belirtilen esaslara
uygun olarak yapildi. Naringin analizinde baslica asagida yer alan ara¢ ve geregler

ile kimyasal maddeler kullanildi.

Arac ve Gerecler
v" HPLC Sistemi (Agilent-1200 Series)
v" Kolon (C18; 250 mm x 4 mm) 5Sum gozenek capi), UV dedektor ve
integrator 280 nm
Su banyosu (Stuart marka)
Santrifiij (Rotofix 32-A marka)
0.45 pum naylon filtre (Sekil )
20 pL’liksiringa
12 ml’lik santriftij tiipi
Cam deney tiipleri

Cam beherler

NN N N N N RN

Ependorf tiipleri
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Kimyasal Maddeler :
v" Naringin (Sigma Aldrich, CAS No0:10236-47-2)
Asetonitril (HPLC i¢in uygun saflikta)
Asetik Asit (HPLC igin uygun saflikta)
Su (HPLC i¢in uygun saflikta)
DMF (Dimetilformamid- HPLC i¢in uygun saflikta)

AN N NN

Amonyum Okzalat (HPLC igin uygun saflikta)

Cozeltiler:
Mobil (Hareketli) Faz Cozeltisi: 20 kisim Asetononitril, 80 kistm Su, 2.5 kisim
Asetik Asit ultrosonik cihazinda karistirilmis ve vakum filtrasyon sisteminden filtre

edilerek ¢ozelti hazirland:.

Kimyasal Yardimc1 Cozelti: Dimetil Formamid (DMF), 0.01M Asetik Asit ve
0.025 M Amonyum Okzalat kullanildi. DMF ve 0.01 M Asetik Asit 1/4 oraninda

hazirlandi.

Naringin Stok Coézelti: 120 pg/ml (ppm)’lik belirli hacimde (25 ml) stok ¢ozelti icin
yapilan hesaplama sonuglarma gore gerekli miktarda (0.003g) naringin tartildi ve

kimyasal yardici ¢ozeltisi ile ayarlanda.

Naringin Standart Cozeltisi: Standar ¢ozeltiler hazirlanirken [M;*V1=M;*V,]
denkleminden yararlanilarak 120 ppm’lik naringin stok ¢ozeltisi 15, 20, 25, 30, 35,

40 ppm’e kimyasal yardimci ¢6zeltisi ile seyreltilmesi prosediiriiyle hazirlandi.

3.2.1.2 Naringinaz Enzimi ile Aciigin Giderilmesi Asamalar

1. Cam beherlere 30’ar ml 11.8 briksteki mandarin sular tartildi.

2. 30 ml 6rnek iizerine % 0.1, % 0.3 ve % 0.5 oranlarinda naringinaz enzimi
otomatik pipet ile ilave edildi.

3. 45°C,50°C, 55°C ve 60°C’de ayr1 ayr1 beherler igerisinde 1 saat, 2 saat ve
3 saat olmak iizere 1siticili manyetik karistiricida enzimin etkinligini
gostermesi beklendi.

4. Tim sicakliklar i¢in her saat basinda numune alinarak HPLC’de naringin

analizi prosediiriine uygun olarak yapildi.
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3.2.1.3  Viskozim-L Enzimi ile Acih@in Giderilmesi Asamalar

1. Cam beherlere 30’ar ml 11.8 briksteki mandarin sular1 tartildi.

2. 30 ml mandarin suyu Orneklerinin iizerine % 0.1, % 0.3 ve % 0.5
oranlarinda viskozim-I enzimi otomatik pipet ile ilave edildi.

3.45°C,50°C, 55°C ve 60°C’de ayr1 ayr1 beherler igerisinde 1 saat, 2 saat ve
3 saat olmak iizere 1siticili manyetik karistiriciddaenzimin etkinligini
gostermesi beklendi.

4. Tim sicakliklar i¢in her saat bagsinda numune alinarak HPLC’de naringin

analizi prosediiriine uygun olarak yapildi.

Naringin aciliginin enzim uygulamas: ile giderilmesi amaciyla yapilan denemeler,

her sicaklik-zaman parametre kombinasyonlarinda 2 tekrarli olacak sekilde numune

analizleri yapildi ve sonuglarin ortalama degerleri alindi. Ayn1 zamanda aciligin

giderildigi 6rneklere 2 tekrarl naringin analizi yapildi.

3.2.14 HPLC’de Naringin Analizinin Uygulamasi
Satsuma (Citrus reticulata) mandarinlerinden elde edilen aci mandarin suyu

orneklerinde naringin igeriklerinin belirlenmesi islemi asagida belirtilen sekilde

yapilmistir.

1.

Yukarida belirtilen sicaklik-zaman parametrelerinde farkli enzimlerle muamele
etmis oldugumuz mandarin suyu 6rneklerinden her bir uygulma sonucu 10 ml
numune alindi.

Cam beher igerisine konan 10 ml mandarin suyu 6rnegi tizerine 10 ml de DMF
eklendi.

Sonrasimnda 10 ml 0.025 M Amonyum Okzalat aynicam beher igerisine ilave
edildi.

Son olarak da 20 ml ultra saf su eklenerek hazirlanan ¢ozelti karistirildi.

Su banyosunda enzim inaktivasyonu i¢in 90° C “ de 10 dakika bekletilen
numuneler oda sicakligina sogumaya birakildu.

Daha sonra 0.45 um’lik filtreden gegirilerek filtre edildi ve ependorf tiiplerine
koyuldu.

HPLC Sistemi asagidaki islem kosullarina gore hazirlandi.
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Kolon : C18 (250 mm x 4.6 mm; Sum gozenek capli)

Mobil Faz : 20 kisim Asetonitril, 80 kisim Su ve 2.5 kisim Asetik Asit
Akis Hizi : 1.0 ml/dakika

Dalga Boyu: 280 nm (UV Spektrumu alinarak belirlenmistir)

Islem Siiresi: 10 dakika

Standart madde cozeltileri (15, 20, 25, 30, 35, 40 mg/L) ve filtre edilen
mandarinsuyu 6rneginden 20 uL alinarak HPLC sistemine enjekte edildi.
. Analiz isleminden sonra, HPLC sistemi mobil faz ¢6zeltisi yardimi ile

temizlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Satsuma mandarin sularinda naringin aciliginin enzim uygulamasiyla giderilmesi
caligmalarinda, kullanilan mandarinin 6zellikleri ile denemelerde uygulanan analiz
yontemlerinin uygulanbilirligi ve yinelenebilirligi ile ilgili bulgular bu kisimda
bulunmaktadir. On calismalarda ve acilik giderme arastirmalarinda kullanilan
Satsuma mandarinlerinden elde edilen ve LIMKON Gida San. Tic. A.S.’den temin
edilen 9124 kodlu act mandarin suyu konsantresi numunesinin ozellikleri Cizelge

4.1.’de yer almaktadir.

Cizelge 4.1 : 9124 kodlu Ac1 Mandarin Suyu Konsantresinin Kimyasal Kriterleri

KRITER SONUC
% Briks 57,72

% Asitlik 4,00

pH 3.73
Toplam Canli <1000
Maya — Kiif <500
Koliform 0

Ac1 mandarin suyu Orneklerindeki naringin miktari, standart naringin ¢ozeltilerinin
kolondaki alikonma siirelerinden ve bu ¢ozeltilere ait konsantrasyonlara karsilik
gelen pik alanlarindan faydalanarak belirlendi (Fisher, J.F., Wheaton, T.A., 1976).
Mandarin sularinin naringin  konsantrasyonlari, naringin standartlarmm (Sigma
Aldrich, CAS N0:10236-47-2) konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbanslarin pik
alanlarindan elde edilen standart egriye ait dogrusal bir regresyon denklemine
dayanarak Ornegin absorbans degerine karsilik gelen alan ile belirlendi (Sekil4.1.).
Adana yoresinde yetisen Satsuma (Citrus reticulata) mandarinlerinden elde edilen
mandarin  sularinin  naringin igeriklerinin (ppm) belirlenmesine yonelik olarak
HPLC ile yapilan analizler neticesinde, Sekil 4.2.’de naringinin kolonda alikonma

siiresinin (RT) yaklasik 6 ve 7. dakikalarda oldugu belirlendi.
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Naringin Standart Konsantrasyonlar ( 15-40 ppm)

Sekil 4.1: Naringin Standart Cozeltisi Regresyon Egrisi

T T — T T T T T
(5] ri i

Sekil 4.2 : 9124 kodlu Ac1 Mandarin Suyu Konsantresine Ait 7. Dakikadaki
Naringin Fenolik Bilesigine Ait Piki Gosteren Kromotogram

Naringin standartlarina ait Dogrusal (Linear) Regresyon Denklemi :

PAstandart = @ + b X KonsantrasyonStandart (mg/L)

PAstandart ,standart ¢6zeltinin HPLC sisteminde belirlenen pik alan1 (birim?)’dir.Acilik
giderme arastimamizda  kullandigimiz naringin standart c¢ozeltilerine ait pik
alanlarindan yararlanilarak elde ettigimiz regresyon egrisinde belirlenen naringin
regresyon denklemi [ y= 50.42x -147.3 ]’dir. S6z konusu bu regresyon denklemin
dogruluk yiizdesi de R? = 0.896 olarak tespit edildi.
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Asagidaki Cizelge4.2,4.3.,4.4.,4.5., 4.6., 4.7., 4.8., 4.9. ve Sekil 4.3.,4.4.,.4.5.,4.6.,
4.7. 4.8., ‘de farkl sicaklik ve yygulama siirelerinde, % 0.1,% 0.3 ve % 0.5
Naringinaz enzimi ile muamele edilen 11.8 briksteki mandarin suyu 6rnekleri ile
ilgili numunelerin HPLC ile yapilan naringin analizi verileri asagidaki gibidir.

Cizelge 4.2 : Farkli Sicaklik Ve Siirede % 0.1 Naringinaz Enzimi Uygulamasinda
Naringin Analizi Verileri

Ornek Ad1 | Uygulama Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) | Degisim

Oram

Kontrol - 39.82 -
M-1 1 Saat 28.95 27.29
M-1 2 Saat 25.34 34.85
M-1 3 Saat 22.05 44.62
M-2 1 Saat 32.43 18.55
M-2 2 Saat 30.84 22.23
M-2 3 Saat 27.29 31.19
M-3 1 Saat 30.25 18.87
M-3 2 Saat 27.42 25.12
M-3 3 Saat 24.82 33.44
M-4 1 Saat 35.26 12.93
M-4 2 Saat 30.89 18.77
M-4 3 Saat 30.52 19.74

* M1 (45°C); M2 (50°C); M3 (55°C); M4 (60°C)
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Sekil 4.3 : % 0.1 Naringinaz Enzimin Naringin Bilesigini Indirgeme Grafigi

% 0.1 Naringinaz enzimi ile mandarin suyunun muamele edilmesi sonucu 45° C’de
28.95ppm’den 22.05ppm’e ; 50° C’de 32.43 ppm’den 27.29ppm’e; 55° C’de 30.25
ppm’den 24.82 ppm’e ve 60° C’de 35.26 ppm’den 30.52 ppm’e 180 dakika
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sonucunda azalma oldugu goriildii. Naringinin indirgenme degerleri arasindaki

azalma, grafikte de goriildiigii gibi benzer oranlarda olup % 12-45 araligindadir.

Cizelge 4.3 : Farkli Sicaklik Ve Siirede % 0.3 Naringinaz Enzimi Uygulamasinda

Naringin Analizi Verileri

Ornek Ad1 | Uygulama Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) | Degisim

Oram

KONTROL - 39.82 -
M-1 1 SAAT 22.95 42.36
M-1 2 SAAT 22.61 43.21
M-1 3 SAAT 20.18 49.32
M-2 1 SAAT 24.28 39.02
M-2 2 SAAT 23.22 41.68
M-2 3 SAAT 22.43 43.67
M-3 1 SAAT 30.05 24.53
M-3 2 SAAT 25.93 34.88
M-3 3 SAAT 21.28 46.55
M-4 1 SAAT 27.71 30.41
M-4 2 SAAT 25.70 35.45
M-4 3 SAAT 23.43 41.16

* M (45°C): M, (50°C); M; (55°C); My (60°C)
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Sekil 4.4 : % 0.3 Naringinaz Enzimin Naringin Bilesigini Indirgeme Grafigi

% 0.3 Naringinaz denemelerinde, naringin indirgemesi Sekil 4.4.’te goriildiigii gibi
daha yiiksek oranda diigiis gostermistir. Naringinin indirgenme orami % 25-50

araligindadir.
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Cizelge 4.4 : Farkli Sicaklik Ve Siirede % 0.5 Naringinaz Enzimi Uygulamasinda
Naringin Analizi Verileri

Ornek Ad1 | Uygulama Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) | Degisim

Oram

KONTROL - 39.82 -
M-1 1 SAAT 23.79 40.25
M-1 2 SAAT 20.00 49.00
M-1 3 SAAT 14.47 63.66
M-2 1 SAAT 19.07 52.10
M-2 2 SAAT 16.39 58.83
M-2 3 SAAT 16.20 59.31
M-3 1 SAAT 26.90 32.44
M-3 2 SAAT 18.99 52.31
M-3 3 SAAT 17.37 56.37
M-4 1 SAAT 27.71 30.41
M-4 2 SAAT 25.70 35.45
M-4 3 SAAT 20.68 48.06

* M-1(45°C); M-2(50°C); M-3 (55°C); M-4(60°C)
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Sekil 4.5 : % 0.5 Naringinaz Enzimin Naringin Bilesigini indirgeme Grafigi
g g g

% 0.5 Naringinaz denemelerinde, naringin bilesiginin azalma oran1 %30 -
65seviyelerine yiikselmistir. Sekil 4.5.°de farkli indirgenme egrileri oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.5 :Farkli Sicaklik Ve Siirede % 0.1 Viskozim-1 Enzimi Uygulamasinda
Naringin Analizi Verileri

Ornek Ad1 | Uygulama Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) | Degisim
Oram
KONTROL - 39.82 -
M-1 1 SAAT 35.66 17.37
M-1 2 SAAT 27.34 36.65
M-1 3 SAAT 24.53 43.16
M-2 1 SAAT 31.19 20.81
M-2 2 SAAT 26.50 32.72
M-2 3 SAAT 23.38 40.64
M-3 1 SAAT 32.40 8.86
M-3 2 SAAT 27.85 30.06
M-3 3 SAAT 27.13 31.86
M-4 1 SAAT 32.38 18.68
M-4 2 SAAT 32.83 17.55
M-4 3 SAAT 29.49 33.47

* My (45°C); M, (50°C); M (55°C); M, (60°C)
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Sekil 4.6 : % 0.1 Viskozim-L Enziminin Naringin Bilesigini Indirgeme Grafigi

% 0.1 viskozim-1 enzimi ile mandarin suyunun muamele edilmesi sonucu 45° C’de
35.66ppm’den  24.53ppm’e ; 50° C’de 31.19ppm’den 23.38ppm’e; 55° C’de
32.40ppm’den 27.13ppm’e ve 60° C’de 32.38ppm’den 29.49ppm’e 3 saat
sonucunda azalma oldugu goriildii. Naringinin indirgenme degerleri arasindaki

azalma % 35-45 oranlarina kadar artis gostermektedir.
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Cizelge 4.6 : Farkli Sicaklik Ve Siirede % 0.3 Viskozim-I Enzimi Uygulamasinda
Naringin Analizi Verileri

Ornek Ad1 | Uygulama Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) | Degisim

Oram

KONTROL - 39.82 -

M-1 1 SAAT 28.48 28.47
M-1 2 SAAT 24.64 38.12
M-1 3 SAAT 22.45 43.62
M-2 1 SAAT 27.76 30.28
M-2 2 SAAT 20.48 48.56
M-2 3 SAAT 19.43 51.20
M-3 1 SAAT 30.03 24.58
M-3 2 SAAT 27.21 30.41
M-3 3 SAAT 25.90 34.95
M-4 1 SAAT 30.99 22.17
M-4 2 SAAT 26.25 34.07
M-4 3 SAAT 25.40 36.21

* My (45°C): M, (50°C); M3 (55°C): Ms (60°C)
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Sekil 4.7 : % 0.3 Viskozim-L Enziminin Naringin Bilesigini Indirgeme Grafigi

% 0.3 viskozim-1 ¢alismalarinda, naringin bilesiginin azalma orani parametreler
arasina benzerlik gostererek % 20 -50 seviyelerindedir. Sekil 4.7.’de indirgenme

egrileri goriilmektedir.
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Cizelge 4.7 : Farkl Sicaklik Ve Siirede % 0.5 Viskozim-1 Enzimi Uygulamasinda

Naringin Analizi Verileri

Ornek Adi | Uygulama | Tespit Edilen Naringin %
Siiresi Konsantrasyonu (ppm) Degisim
Orani

KONTROL - 39.82 -
M-1 1 SAAT 21.91 44.97
M-1 2 SAAT 20.36 48.86
M-1 3 SAAT 20.00 49.00
M-2 1 SAAT 20.01 49.74
M-2 2 SAAT 17.94 54.94
M-2 3 SAAT 16.99 57.30
M-3 1 SAAT 31.99 19.66
M-3 2 SAAT 17.12 57.00
M-3 3 SAAT 15.79 60.34
M-4 1 SAAT 33.82 15.06
M-4 2 SAAT 25.99 34.73
M-4 3 SAAT 23.48 41.03

* M; (45°C); M, (50°C); Ms (55°C); M, (60°C)
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Sekil 4.8 : % 0.5 Viskozim-L Enziminin Naringin Bilesigini indirgeme Grafigi

Sekil 4.8.’de ki indirgeme grafigine gore

% 0.5 viskozim —| denemelerinde

Naringinin rediiksiyon orani farkliliklar gostermistir. Genel olarak verilerde naringin

azalmas1 % 20’den % 60 degerlerine kadar artig gdstermektedir.
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Cizelge 4.8 : Naringinaz enzimi ile uygulanan zaman —sicaklik-enzim orani

parametrelerine ait karsilastirmali bulgular

Tespit Edilen Ortalama Naringin Rediiksiyon Oram
Naringinaz Konsantrasyonu (%)
Enzim Orani
(%)
60 dk 90 dk 120 dk 60 dk 90 dk 120 dk
45°C
0.1 28.95 25.34 22.05 27.29 34.85 44.62
0.3 22.95 22.61 20.18 42.36 43.21 49.32
0.5 23.79 20.00 14.47 40.25 49.00 63.66
50 °C
0.1 32.43 30.84 27.29 18.55 22.23 31.19
0.3 24.28 23.22 22.43 39.02 41.68 43.67
0.5 19.07 16.39 16.20 52.10 58.83 59.31
55 °C
0.1 30.25 27.42 24.82 18.87 25.12 33.44
0.3 30.05 25.93 21.28 24.53 34.88 46.55
0.5 26.90 18.99 17.37 32.44 52.31 56.37
60 °C
0.1 35.26 30.89 30.52 12.93 18.77 19.74
0.3 27.71 25.70 23.43 30.41 35.45 41.16
0.5 27.71 23.70 20.68 30.41 35.45 48.06
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Cizelge 4.9 : Viskozim-I enzimi ile uygulanan zaman —sicaklik-enzim orani
parametrelerine ait karsilagtirmali bulgular

Tespit Edilen Ortalama Naringin Rediiksiyon Orani
Viskozim-L Konsantrasyonu (%)
Enzim Orani
(%)
60 dk 90 dk 120 dk 60 dk 90 dk 120 dk
45°C
0.1 35.66 27.34 24.53 17.37 36.65 43.16
0.3 28.48 24.64 22.45 28.47 38.12 43.62
0.5 21.91 20.36 20.00 44,97 48.86 49.00
50 °C
0.1 31.19 26.50 23.38 20.81 32.72 40.64
0.3 27.76 20.48 19.43 30.28 48.56 51.20
0.5 20.01 17.94 16.99 49.74 54.94 57.30
55 °C
0.1 32.40 27.85 27.13 8.86 30.06 31.86
0.3 30.03 27.21 25.90 24.58 30.41 34.95
0.5 31.99 17.12 15.79 19.66 57.00 60.34
60 °C
0.1 32.38 27.85 26.49 18.68 17.55 33.47
0.3 30.99 26.25 25.40 22.17 34.07 36.21
0.5 33.82 25.99 23.48 15.06 34.73 41.03
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o. TARTISMA

Calismamizin temelini olusturan naringin acilik etken maddesi ramnoz, glikoz ve
naringenin kimyasal yapilarinin bilesimiyle olusan kompleks bir bilesiktir. Briks
derecesinin 11.8’¢ ayarlandigi mandarin sular1 i¢in naringin igeriginin 18 ppm
tizerinde olmasi, bu irilinlerin pazarlanmasinda énemli bir sorun teskil etmektedir.
Naringin bilesigi turuncgil meyvelerinde az miktarda bulundugunda turunggillere
0zgii acims1 hos bir lezzet verdigi halde, fazlasi son derece aciliga neden olur. Ham
maddeden meyve suyunun c¢ikarilmasi prosediirlerinde meyvelerin kabuk, zar, ve
merkezinde olusan deformasyon ve yanlis sicaklik uygulamalar1 sebebiyle meyve
suyuna az veya ¢ok miktarda naringin gecisi olabilir. Olusan aci tat, tiiketici

begenisinin azalmasina neden olup 6nemli ekonomik problemlere yol agmaktadir.

Mandarinin kabugu ile sikilarak 57 Brikse koyulastirilmasi prosediirlerinin
avantajlarinina bakildiginda kimysal yapisinda 6nemli bir degisim olmazken
hacimsel olarak azalma s6z konusudur. Buna bagl olarak da depolama ve nakliye
islemleri kolaylagmakta, dolayisiyle meyve suyu iiretim maliyeti azalmaktadir. Ayni
zamanda mikrobiyolojik bozulmalara karsi da daha dayanikli iiriin elde edilmektedir.
Bu avantajlar1 da g6z Oniinde bulundurdugumuzda tiiketicilerin begenisinin
kazanilmasi, ekonomik kayiplarin engellemesi ve ayni zamanda iiriin verimliliginin
arttirilarak Tirkiye’nin meyve suyu sektoriinde diinya pazarinda daha 6n siralarda
yer almasini saglayabilme fikirleriyle; aci mandarin suyu konsantresinin dnemli bir
sorunu olan naringinden kaynakl acilig1 indirgemek amaciyla farkli sicaklik,zaman
ve enzim oranlarmda degisik enzim uygulamalar1 yapildi. Arastirmada naringin
rediiksiiyonunda naringinaz enzimi ve viskozim-l enzimi tercih edildi. Naringinaz
enzimi, Ozellikle naringini ramnoz, glikoz ve naringenine hidroliz ederek aciligi
gidermede kullanilan bir enzim yapisidir. Viskozim 1 enzimi de i¢erigindeki seliilaz ,
hemiseliilaz,  ksilinaz, beta glukanaz  kompleksleriyle fenolik  bilesik

ekstraksiyonlarinda tercih edilmekte olan bir multi enzim yapisidir.
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Aksay ve Unal (2002), turunggil sularmin pulplu ve bulanik yapisindan dolayi
naringinin uzaklastirilmasinda sorun olusturabilecegini ve bu sorunun meyve suyu
iretiminde ©6n uygulama olarak durultulma yOnteminin uygulanmasi ile
onlenebilecegini diisiinmektedir. Yapmis oldugumuz arastirmada, Aksay ve Unal
(2002)’1n calismasinda yer alan bilgiler ve Fisher and Wheaton metoduna gore 39.82
ppm naringin miktarma sahip act mandarin suyu Ornegi 11.8 brikse seyretilerek
kullanild1. 45°C, 50° C, 55°C ve 60°C da yapilan %0.1, %0.3 ve %0.5 oranlarinda
naringinaz enzimi ve viskozim-1 enzimi uygulamalari ile 60, 120 ve 180 dakikada
inkiibasyon denemeleri neticesinde elde edilen verilere iliskin asagida detayh

bilgilendirme yapildi.

Premi ve ark. (1994), Kinnow mandalinalarinin kabuk, ¢ekirdek ve meyve sularmnin
icerdigi limonin ve naringin miktarlarini incelemis olduklar1 denemelerin sonucunda,
en yiiksek naringin ve limonin miktarmin kabukta bulundugunu ifade etmislerdir.
Yine Puri ve ark. (1996)’nin gergeklestirdigi bir bagka ¢alismada Hindistan’in
toplam meyve iiretiminin %45’ini olusturan kinnow mandalina sularinin naringin ve
limonin miktarlarinda biyoteknolojik yontemlerin uygulanmasinin renk, lezzet ve

konsistens lizerinde herhangibi bir olumsuz etkisi olmadigini bildirmislerdir.

Griffith ve Lime., (1959), altintop suyundaki naringin aciliginin naringinaz enzimi
kullanilarak giderilmesine iliskin denemelerinde pH= 3.1 de, diisiik sicaklikta ( +4°C
), naringini kismen hidroliz ederek aciligin azaltilabilecegini ya da 50 ° C gibi
yiiksek sicaklikta tam bir hidrolizasyonla tiim naringin aciliginin giderilebilecegini
gostermiglerdir. Mandarin suyundaki naringin aciligini giderme arastirmamizda 50°
C’de gergeklestirmis oldugumuz analizlerde % 0.5 naringinaz enzimi uygulamasinda
120 dk, 90 dk ve 60 dk icin sirasiyla yiizde indirgenme oranlar1 59.31, 58.83 ve
52.10’dur. Ayni sicaklikta % 0.5 viskozim-1 enzimi denemelerinde 90 dk sonucu %
54.94 ve 120 dk sonucu % 57.30 oraninda indirgenme saglandig1 belirlendi. Bu
veriler ile  g¢aligmamizin  Griffith ve Lime., (1959)’in greyfurt suyunda
gerceklestirdigi uygulama ile paralellik gosterdigi goriildii ancak tamamen yok
edilmesi saglanamadi. Bunun nedeni olarak ortamdaki pH farkliliindan oldugu
diisiiniildii. Fakat yine de 50° C gerceklestirilen calismalar boyunca % 0.1
naringinaz enziminin ve Viskozim | enziminin sirasiyla 60 dk boyunca muamele
edilmesiyle % 18.55 ve % 20.81 seviyelerinde kismi bir hidrolizasyon sagladig:

goriildii.
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Patil ve Dhake (2014)’in yapmis olduklar1 greyfurt suyunda naringin aciligmin
naringinaz enzimi ile giderilmesi arastirmalarinda, baslangigta 814 pg/ ml olan
greyfurt suyu kontrol numunesinin naringin miktar1 % 0.1 ml naringinaz enzimi ile
25,30 ve 40° C’de 4 saat siiredeki inkiibasyonun da naringin konsantrasyonlarinin
sirastyla 491ug/ ml, 375 pg/ ml ve 210pg/ ml diizeylerine ve yiizde olarak sirasiyla
39.68, 53.93, 74.20 indirgendigi belirtilmektedir. Yapmis oldugumuz naringin
indirgeme aragtirmamizda naringinaz enziminin 45 °C’deki en iyi ortalama indirgeme
degerinin yiizde olarak 63.66 degeri ile %0.5 oraninda 180 dakika siire sonunda
goriildii. Ayni sekilde 50°C de %0.5 oraninda uygulama ile 59.31 oraninda ortalama
deger hesaplanarak 180 dakika sonra yapilan analiz ile basarili bir sonu¢ belirlendi.
En basarili verilerin % 0.5 oraninda 180 dakika sonucu 56.37 ve 48.06 ortalama
degisim verileri ile 55° C ve 60° C’lerde oldugu belirlendi.. Tiim arastirma
denemelerinde ise naringinaz enziminin en uygun etkinlik gosterdigi sicaklik —

zaman parametrelerinin 45°C’de 180 dakika oldugu hesaplandi.

Viskozim- 1 enzimi i¢in en iyi ortalama rediiksiyon degerinin 45° C’de ylizde %0.5
oraninda 180 dakikadaki uygulama sonucu degisik sicaklik uygulamalariyla; 45° C,
50°C, 55°C ve 60° C’lerdestrasiyla %49, %57.30, %60,34 ve % 41.03 indirgendigi
belirlendi. Tiim deneme bulgular1 sonucunda Viskozim-I enziminin en uygun etkinlik
gosterdigi sicaklik — zaman parametrelerinin 55° C’de -120 dakika oldugu belirlendi.
Patil ve Dhake (2014)’in yapmis olduklar1 greyfurt suyunda elde etmis olduklari
deneme sonuglar1 verileri ile paralellik gostermekte olup mevcut farkliliklar,
birbirinden farkl kimyasak ve fiziksel kriterlere sahip turunggil meyvelerinin 6rnek

olarak kullanilmasindan dolay1 oldugu diisiiniildii.

Gecmiste yapilan bazi arastirmalarda turuncggillerde acilik giderme calismalar1 sadece
naringin lizerinde enzimle degil cesitli fizikokimyasal ve biyoteknolojik uygulamalarla

saglanmistir.

Stiperkritik CO; ekstraksiyon uygulamasi da acilik giderme iizerinde ¢aligilan farkl
bir fiziksel ara uygulamasidir. Bu ydntem ile gerceklestirilen denemelerde 30-60° C
arasindaki sicakliklarda ve 3000-6000 psi arasindaki basinglarda yaklasik 1.5 saatlik
bir siirede yapilan ekstraksiyon ile limonin niceliginin % 25 oraninda azaldig: ifade
edilmigtir. Optimal ekstraksiyon sartlar1 40° C’de 4000 psi basingta 4 saat siiresince
yapilan uygulama sonucunda elde edildigi ve limonin miktarm 17.6 ppm’den 6.9

ppm seviyesine azaldig belirtilmektedir (Kimball, 1987). S&z konusu bu ¢alisma
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bizim arastirmamizla mukayese edildiginde mandarin suyunda daha etkili oldugu
goriildii. Diger sicaklik ve oranlarla karsilastirildiginda; 50° C’de % 0.1 naringinaz
uygulamasi ile 90 dk sonucu %22.23 ; 55° C’de % 0.1 naringinaz uygulamasi ile 90
dk sonunda % 25.15, 55° C’de % 0.3 naringinaz ile 60 dk sonucu % 24.53 ve 45°
C’de % 0.3 viskozim-I ile 60 dk sonras1 % 28.47, 55° C’de % 0.3 viskozim-I ile 60
dk sonucu % 24.58, son olarak da 60° C’de % 0.3 viskozim-I ile 60 dk sonucu
%22.17 naringin miktarinda azalma oldugu goriildii. Mevcut farkliligin turuncgil

tiirlinden kaynaklandig: belirlendi.

Altintop suyunda yapilan bir ¢alismada, seliilloz mono asetat ve seliiloz tri asetat ile

immobilize edilen Penicillium naringinazi’nin kolon reaktoriinde kullanilmasiyla

naringinin  hidrolizlenme, limoninin ise absorblanma suretiyle ortamdan
uzaklastigindan bahsedilmistir. Naringinin %35 ; Limoninin % 58 oraninda azalma
gosterdigi ifade edilmistir (TSEN ve YU., 1991). Gida endiistrisinde polistren divinil
benzen adsorbantlar kullanilarak turunggil sularmmm aciligmmin giderilmesi tim

diinyada basar1 ile uygulandigindan da s6z edilmistir (Lee ve Kim, 2003).

Turunggil sularmin  Amberlite XAD-16 regineleri ile muamele edildiginde meyve
sularinin ¢ok diisiik maliyetlerle iiretilebilecegi bildirilmistir (EKici, L., Velioglu S.,
2004; Premi ve ark., 1995). Navel portakal ekstraktlarinin, hidrofilik adsorbant
iceren kolondan gecirildigi zaman limonin miktarinda diisiis oldugu ve bu
uygulamanin meyve suyunun kimyasal yapisinda olumsuz degisikliklere neden

olmadigi da vurgulanmistir (Kimball, 1990).

Aragtrmamiz sonuglarma bakildiginda 45° C’de % 0.1 naringinaz enzimi igin
ortalama naringin konsantrasyonu 22.05 ppm seviyesine diiserek % 44.62 oraninda
rediikte oldugu goriildii. Uygulanan % 0.3 ve % 0.5 naringinaz denemelerinde de
yiizde olarak 49 ve 63 seviyelerinde naringin konsantrasyonunda azalma oldugu
belirlendi. Bu azalmalarin belirlendigin naringin analizi kromotogramlar1 Ek 1 ve Ek
2’de mevcuttur. Ayni sekilde Viskozim-1 enzimi i¢inde bu oran % 43.16 olup
naringin konsantrasyonunun 24.53 ppm oldugu tespit edildi. Bu belirlemelere gore
45° C’de naringinaz enziminin 3 saat sonunda Viskozim —| enziminden daha etkili

aktivite sagladig1 goriildii.

Naringinaz ve Viskozim-1 enzimlerinin 45, 50 ve 55C° de etkinligi

karsilastirildiginda genellikle % 30-50 oranlarinda oldugu fakat 60° C’ de yapilan
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uygulamada enzimlerin diger sicaklik ve oranlara gore indirgeme oraninin daha
diistik oldugu goriildii. Bunun nedeni olarak enzim aktivitesinin sicaklia bagh

aktivitesini kaybettigi diisiiniilmektedir.
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EKLER

EK A: 9% 0.5 Naringinaz ile 45°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz

Kromotogrami

EKB: 9% 0.5 Naringinaz ile 50°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EK C: % 0.5 Naringinaz ile 55°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EK D: % 0.5 Naringinaz ile 60°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EKE: 9% 0.5 Viskozim -l ile 45°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EKF: % 0.5 Viskozim -l ile 50°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EKG: % 0.5 Viskozim -l ile 55°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami

EK H: % 0.5 Viskozim -1 ile 60°C de 180 dk deneme sonucu naringin analiz
kromotogrami
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EKA
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EKC
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EKE

VWD A, Waveiengh=260 nm (NARINGINZE042015000010.0)
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EKF

Dilution Factor with ISTD=
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EKG

WWD1 A, Waveiength=2E0 nm (NARINGINGD042015000017.0)
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VIND1 A, Wavaiength=280 nm (NARINGINGD042015000018.0)
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Area Perceat Report
Sorted By H Signal
Multipliasr H 1.0000
Dilusion H 1.0003
Zample Amount: : 1.00000 ng/ul (not u=ed in calc.)
Use Hultiplier & Dilution Factor with ISIDs
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