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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

NAR KABUKLARINDAN ENZIMATIK VE ORGANIK ASIT YONTEMLERI
iLE PEKTIN EKSTRAKSIYONU VE KARAKTERIZASYONU

HALENUR KELES

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

GIDA MUHENDISLiGi ANA BIiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. OZLEM AKPINAR)

Bu calismada nar kabugundan enzimatik ekstraksiyon yontemi ile pektin ekstrakte
edilmis ve elde edilen pektinin fiziksel, kimyasal ve yapisal 6zellikleri geleneksel pektin
ekstraksiyon yontemi olan sitrik asit ile ekstrakte edilen pektin ile karsilagtirilmistir.
Enzimatik pektin ekstraksiyonu i¢in seliilaz enzimi (Aspergillus Niger) kullanilmistir.
Her iki yontem (enzimatik ve geleneksel sitrik asit ekstraksiyonu) yanit yiizey yontemi
kullanilarak optimize edilmistir. Enzimatik ekstraksiyon i¢in optimum kosullar 0.075
U/mL enzim konsantrasyonu, 9.99 g nar/100 mL substrat konsantrasyonu ve 2.58 saat
ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir. Sitrik asitle pektin ekstraksiyonu i¢in optimum
kosullar 8 mL/g solvent/katt orani, pH 1 ve 3 saat ekstraksiyon siiresi olarak
belirlenmistir. Pektin verimleri ise sirasiyla %7.19, %35.35 olarak belirlenmistir.
Pektinlerin FTIR analizleri sonucunda yapilari benzer bulunmustur. Her iki yontemle
elde edilen pektinin yiiksek (DE>50) metoksilli pektin oldugu saptanmistir. Enzimatik
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen pektinin sitrik asitle ekstrakte edilen pektine gore
verimi ve esterlesme derecesi daha yiiksek bulunmustur. Bu caligmanin sonuglari,
simdiye kadar biyoaktif bilesikleri ile 6n plana ¢ikan nar kabugunun pektin iiretiminde
de kullanilabilecegi gdstermistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

CHARACTERIZATION AND EXTRACTION OF PECTIN WITH ENZYMATIC
AND ORGANIC ACID METHODS FROM POMEGRANATE PEELS

HALENUR KELES

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR:PROF. DR. OZLEM AKPINAR)

In this study, pectin was extracted from pomegranate peel by enzymatic extraction
method and the physical, chemical and structural properties of the extracted pectin was
compared to pectin extracted with conventional citric acid extraction method. The
cellulase (Aspergillus Niger) enzyme was used for the enzymatic pectin extraction. Both
methods (enzymatic and conventional citric acid extraction) were optimized by using
response surface methodology. The optimum conditions for the enzymatic extraction
were determined as 0.075 U/mL of enzyme concentration, 9.99 g pomegranate/100 mL
of substrate concentration and 2.58 h of extraction time. The optimum conditions for
pectin extraction with citric acid were determined as 8 mL/g of solvent/solid ratio, pH 1
and 3 h of extraction time. The yields for both pectins were determined as 7.19% and
5.35% respectively. The structures of both pectins were similar to each other based on
the FTIR analysis. Pectins obtained by the both methods were found to be high (DE>
50) methoxylated pectin. The yield and esterification degree of the enzymatically
extracted pectin were found to be higher than those of citric acid extracted pectin. The
results of this study have shown that so far the pomegranate peel, which has come to the
forefront with its bioactive compounds, could be to be used in the production of pectin.

2019, 82
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1. GIRIS

Pektin bitkilerin hiicre duvarinda, 6zellikle meyve ve sebzelerin orta lamellerinde
bulunan dogal bir polisakkarittir. Gida ve gida sanayi disinda kozmetik, ilag, tekstil ve
kagit endiistrisinde kullanilmaktadir. Giinlimiizde dogal iiriinlere talebin artmasi ile
dogal bir polisakkarit olan pektin, degerli bir katki maddesi konumuna gelmistir. Gida
sanayinde kivamlastirici, jellestirici, dolgu maddesi, emiilsifiye ve tekstiir ajan1 olarak

kullanilmaktadir (Thakur ve ark., 1997; Zouambia ve ark., 2009).

Pektinin elde edilmesi; bitki materlinden ekstraksiyon islemi ile baslayip, ekstraksiyon
sonrasi ¢oktiime, filtrasyonu, saflagtirma, kurutma ve 6giitme asamalarini igeren genis
bir tiretim siirecini kapsamaktadir (May, 1990; Kratchanova ve ark., 1994; Lopes da
Silva ve Rao, 2006; Kai ve ark., 2008; Gentilini ve ark., 2014). Ticari pektin iiretimi
icin yaygin olarak kullanilan kaynaklar; turuncgil kabuklar1 (Putnik ve ark., 2017), elma
posasi (Kumar ve ark., 2010) ve seker pancari kiispesidir (Chen ve ark., 2015). Pektin
yaygin olarak bulundugu materyalden sicak asitli su ekstraksiyonu ile elde edilmektedir.
Ekstraksiyon igin mineral asitler yaygin olarak kullanilmasina ragmen; gevresel
kaygilar, atik sorunu ve ekstrakte edilen pektinin depolimerizasyonu gibi sorunlardan
dolayi, farkli yontemler arastirilmaktadir. Bu yontemlerden birisi, mineral asit yerine
organik asit kullanimidir (Yapo, 2009; Giizel ve Akpinar, 2017). Organik asit,
ekstraksiyon verimini artirmakta ve elde edilen pektinin fizikokimyasal 6zelliklerine
daha az olumsuz etki yaratmaktadir. Gerek mineral gerekse organik asit kullaniminda,
kullanilan yiiksek sicakliga bagli olarak pektinin yapis1 ve Ozellikleri bozulabilir
(Ptichkina ve ark., 2008). Bu nedenle son yillarda farkli ekstraksiyon teknikleri
(mikrodalga, ultrasonik, sub-kritik su ve enzimatik ekstraksiyon gibi) arastirilmakta ve

gelistirilmektedir.

Pektin ekstraksiyonunda arastirilan ve bu g¢alismada kullanilan yontemlerden birisi
enzimatik olarak pektinin ekstraksiyonudur (Puri ve ark., 2012). Pektin firetimi,
materyalin enzim etkisiyle ¢oziiniir hale getirilerek ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen
pektinin, alkol ile ¢oktiiriilmesi, filtrasyonu, saflastirilmasi, kurutulmasi ve 6giitiilmesi
asamalarindan olugmaktadir. A¢giga ¢ikan polimer geleneksel asit ekstraksiyonu ile elde
edilen pektine gore daha yiiksek molekiil agirligina sahiptir ve yapisal ve islevsel
Ozelliklerini daha iyi korumaktadir. Ayrica cevre ile dost, daha az atik sorunu olan

secici bir yontemdir (Adetunji ve ark., 2016).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16302685#bib40
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16302685#bib54

Nar (Punica granatum L: punicaceae) eski caglardan beri bilinen taze olarak
tiiketilmesinin yan1 sira gida sanayinde bir ¢ok alanda (meyve suyu, renklendirici, regel
vb) kullanilabilen ve sahip oldugu biyoaktif bilesenler sayesinde insan saglig1 agisindan
onem kazanmis bir meyvedir (Segmen ve ark., 1986). Nar kabuklar1 tim meyvenin
yaklagik %40'm1 olusturmakta (Abid ve ark., 2016) ve biiyiik bir kism1 atilmaktadir.
Daha oOnceki c¢alismalarda; nar kabugunun yaklasik %10 oraninda pektin igerdigi
bildirilmistir (Moorthy ve ark., 2015; Abid ve ark., 2016; Pereira ve ark., 2016; Abid ve
ark., 2017; Khatib ve ark., 2017) ve pektinin de yiiksek metoksilli oldugu bulunmustur
(Pereira ve ark., 2016; Giizel, 2017). Dolayisiyla nar kabugu potansiyel ve alternatif bir
pektin kaynagi olarak kullanilabilir.

Bu caligmanin amaci ¢evreye dost, yapisal ozellikleri korunmus bir sekilde nar
kabuklarindan pektin ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen pektinlerin karakterizasyonudur.
Pektinin enzimatik yontemlerle ekstraksiyonu olduk¢a yeni bir yontem oldugundan
calismalar simirli sayidadir. Bu c¢alismada nar kabuklarindan enzimatik yontem ile
pektin ekstraksiyonu ve ekstraksiyon kosullarmmin enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu ve siire bakimindan optimize edilmesi amaglanmistir. Ayn1 zamanda
sitrik asit ile nar kabuklarindan pektin ekstraksiyon yapilmis ve her iki yontemle
iretilen pektinler karakterize edilerek karsilastirilmis, elde edilen pektinlerin gida

uygulamalarina uygunlugu arastirilmistir.



2. KAYNAK OZETi

2.1. Pektinin Yapis1

Pektin, a-D-galakturonik asit molekiillerinin o-1,4-glikozidik baglarinin birbirlerine
baglanmasiyla olusan, karboksil gruplarinin bir kismi metil alkol ile esterlesmis
poligalakturonik asit zinciridir (Thakur ve ark., 1997). Bitki hiicre duvarinda bulunan
dogal bir polisakkarit olup, hemiseliilloz ve seliiloz ile birlikte pek ¢ok bitkinin orta
lamellerinde bulunmaktadir (Stephen ve ark., 2006; Buggenhout ve ark., 2009). En ¢ok
bu tabakada bulunurken plazma membranina dogru azalmaktadir. Nem orani yiiksek

yerlerde ve biiyiimesi hizli olan bitkilerde pektin daha fazladir (Glickman, 1969).

Pektik maddeler; protopektin, pektinik asit, pektin, pektik asit ve bunlarin tuzlarini
iceren bir gruptur. Pektik asit (poligalakturonik asit); esterlesmemis galakturonik asit
birimlerinden olusan zincirdir. Pektat; poligalakturonik asidin nétral veya asidik haldeki
tuzudur. Pektinik asit; orta derecede metil esteri igerigine sahip pektik maddelere
verilen isimdir. Protopektin ise, pektin zincirleri birbirleriyle esterlesmemis, -COOH
gruplart iizerinden metal iyonu (Mg, Ca) ile baglanmistir. Sinirh sayida fosforik asit
tizerinden ester kopriisii de iceren dogal pektindir. Olgunlasmamis meyvelerde ve ¢ogu
bitki dokusunda protopektin halinde iken olgunlagma ile miktar1 azalmaktadir. Suda
¢oziinmez, kismi hidrolizi ile pektine ve pektinik asit doniisiir. Pektin; degisik oranlarda
metil ester grubu bulunduran seker ve asitle uygun kosullarda jel yapabilme 6zelligine
sahip ve suda coziinebilen bir polisakkarittir. Esterlesme derecesi ve polimerizasyon

derecesine bagli olarak 6zellikleri degisiklik gostermektedir.

Pektin  molekiilii  homogalakturonan  (HG), ramnogalakturonan | (RGI),
ramnogalakturonan 11 (RGII) ve ksilogalakturon (KGA) olmak tizere dort temel yapidan
olusmaktadir (Willats ve ark., 2001). Homogalakturonan (HG); D-galakturonik asit
birimlerinin a(1-4) glikozidik baglariyla baglanmis diiz polimer zincirlerinden olusur ve
karboksil gruplart metil gruplariyla farkli oranlarda esterlesmistir. Ramnogalakturonan
I, ana zincirinin a(1-2) D-galaktronik asit ile o(1-4) L-Ramnoz molekiillerinin
tekrarlanmasiyla meydana gelmis polimerdir. Yan zincirlerini monomerler halinde
baglanmis notral sekerlerden (arabinoz, fruktoz, galaktoz, glukoz, mannoz, ksiloz)
olusturmaktadir. Bitkinin cinsine, seker tiirevlerinine, miktarina ve uzunluguna gore

degisiklik gostermektedir (Axelos ve Thibault, 1991). Galakturonik asit ana zincirine


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0268005X16302685#bib40

ramnoz, apioz, frukoz gibi molekiillerin yan =zincir olarak baglanmasi ile
‘Ramnogalakturonan II” yapist olusmaktadir (Ridley ve ark., 2000). Ana zincire 3 (1-3)-
D-ksilozun yan zincir olarak baglanmasi ile de ‘ksilogalakturonan’ yapisi olusmaktadir

(Willats ve ark., 2001). Sekil 2.1°de pektinin yapisi gosterilmistir.

Homogalakturonan Ramnogalakturonan 11 Ksilogalakturon Ramnogalakturonan |
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Sekil 2.1. Pektinin yapis1 (Vincken ve ark., 2003)

2.2. Pektinin Tarihgesi

[Ik olarak regel yapiminda kullanilan pektin 18. yiizyilda kesfedilmistir. Fransiz
kimyager Louis Nicolas Vauquelin 1700°1i yillarindaki ¢alismalarin da, pektinin bazi
meyve ve sebzelerin jel yapabilme 6zelligini bahsetmistir (Vauquelin, 1790). Bilimsel
olarak ilk yapilan ¢alisma ise, 1825 yilinda Fransiz kimyager Henri Braconnot
tarafindan yapilmistir. Henri Braconnot pektin yapisini tanimlayarak, Yunanca “pektos”
yani “donmak” kelimesinden tiiremis “pektik asit” ismini vermistir. Henri Braconnot
pektini “meyve yapisinin onemli bir pargasini olusturan pektin, pektinaz isimli enzim ile
pektik aside doniisiir ve bu kimyasal yikim sirasinda meyve, hiicre duvarlar1 bozuldukca

yumusar” seklinde tanimlamistir (Braconnot, 1825).

[lk basta endiistriyel regel iireticileri pektin i¢in hammaddeyi, meyve suyu iiretimindeki
meyvelerin atiklarindan temin etmiglerdir. Sanayi devriminin baglamasiyla recel
reticilerinin kaliteli regel iiretmek i¢in pektine olan ihtiyacin arttigini fark etmis ve
ticari olarak pektin iiretimine ge¢mislerdir (Anonim, 2001). Ticari pektin, ilk olarak sivi

bir sekilde Almanya’da 1908 yilinda iiretilip satilmistir. 1913 yilinda patenti alinarak



Amerika’da iiretilen pektinin, diinya genelinde yillik tiretimi 2014 yili itibari ile 80 bin
ton ulagmistir. Tirkiye pektini ithalatla kargilamakta ve gida sanayinde ihtiyacin da

giderek arttig1 goriilmektedir (Arslan, 1994; Anonim, 2001).
2.3. Pektinin Ozellikleri
2.3.1. Pektinin fiziksel ve kimyasal ozellikleri

Pektin acgik renkte olup suda c¢oziinebilen bir polisakkarittir. Ancak yapisi ve
viskozitesinden dolay1, en fazla %4’liik pektin ¢ozeltisi hazirlanabilmektedir. Pektin;
formamid, dimetil formamid, sicak gliserol ve dimetil siilfoksit ¢ozeltileri hari¢ diger
organik ¢oOziiciilerde ¢oziinmemektedir. Bu o6zelliginden dolay1r etanol, metanol,
propanol veya aseton gibi suyla karisabilen ¢oziiciiler, Cu*? ve AI*® ¢ok degerlikli
katyonlar, setiltrimetik amonyum bromiir, suda ¢oziilen polietilen ve kazein gibi

proteinler pektini ¢oktiirmektedir (Kirk-Othmer, 1967; Evranuz, 1985).

Pektinin erime noktas1 olmayip, 1sitildiginda komiirlesmektedir (Ridley ve ark., 2001).
Ortalama molekiil agirligi 10000-400000 Da arasindadir ve ekstraksiyon yontemine ve
elde edildigi kaynagina gore degismektedir (DeVries ve ark., 1986; Rolin, 1993;
Mukhiddinov ve ark, 2000; Novosel’skaya ve ark., 2000). Pektin molekiiliindeki
galaktronik asit gruplari, metil gruplariyla veya katyonlarla beraber veya serbest halde
bulunabilir (Mccomb ve Mcready, 1957). Molekiil agirligi, notralizasyon derecesiyle
dogru orantilidir (Chen ve ark., 1967; Herp ve ark., 1967; Kirk-Othmer., 1967;
Rombouts ve ark., 1986; Tanglertpaibul ve ark., 1987).

Ortamda bulunan sekerler, pektinin viskozitesini etkileyen oOnemli bir faktordiir.
Viskozitesi maltoz ve dekstroz ile dogru orantili sekilde artarken, dekstrin ile ters
orantil1 olarak azalmaktadir (Chen ve ark., 1967). Pektin yliksek optik ¢evirme agisina
sahiptir. D-galakturonik asidin spesifik rotasyonu +51.9° iken, pektinin spesifik
rotasyonu ise yaklasik olarak +230° olarak olglilmiistiir (Mcready ve ark., 1951; Kirk-
Othmer, 1967). Ticari olarak iiretilen pektinlerin kaynaklarina gore 6zellikleri Cizelge
2.1.”de 6zetlenmistir (Zitko ve ark., 1965).



Cizelge 2.1. Ticari pektinlerin 6zellikleri (Zitko ve ark., 1965)

Kaynak Galakturonik Esterlesme Spesifik Viskozite
asit % derecesi % rotasyon (mL/qg)
Aycicegi 717 38.7 +227° 340
Elma 87.1 62.5 +253° 600
Turuncgil 72.9 67 +215° 500
Sekerpancari 68.5 54.8 +215° 174

Pektinin sulu ¢ozeltisi; yapisinda serbest halde bulunan karboksil gruplari sayesinde
asidik bir yapida olup, % 0.5-1’lik pektin ¢dzeltisinin pH’s1 3.2-3.4 arasindadir. Sicak
asitle reaksiyona sokuldugunda asit konsantrasyonuna ve sicaklia bagli olarak metil
ester gruplan ile glikozid baglar hidroliz olup, galaktronik asidi olusturmaktadir.
Yiiksek sicaklikta asit, pektinin depolimerize olmasini neden olarak molekiil agirligini
distiriirken; disiik sicaklikta ise, daha ¢ok metil ester gruplarini hidrolize ederek
pektinin deesterifikasyonunu saglayarak diisik metoksilli pektini olusturur (Kirk
Othmer, 1967; Bozok, 1971). Seyreltik alkali oda sicakliginda metil ester gruplarinin
sabunlasmasini neden oldugundan, poligalakturonik asit zincirlerinde parcalanmaya
sebep olmaktadir. Yiiksek sicaklik derecelerinde ise parcalanma hizi artmaktadir

(Mcready, 1966; Kirk-Othmer, 1967).

2.3.2. Pektinin jellesmesi

Pektinin, pH 1.5-3.5 arasinda %55 seker veya Ca*? iyonlar1 iceren ortamda, en belirgin
ozelligi jellesmesidir. Jellesme 6zelligi, pektini gida sanayiinde 6nemli bir polisakkarit
haline getirmektedir (Lotzkar ve ark., 1946). Esterifikasyon derecesine bagli olarak
ikiye ayrilan pektin; esterlesme orani %50’nin altinda ise diisiik metoksilli (DM),
%350’nin tlzerinde ise yliksek metoksilli (YM) pektin olarak adlandirilmistir ve bu
yiizdesel farkliliklar pektinin jel olusturmasini etkilemektedir (McCready, 1966;
Klavons ve ark., 1986; Rombouts ve ark., 1986; Thibault, 1986; Kujawski ve ark.,
1987). Her iki pektinin kimyasal yapis1 Sekil 2.2° de gosterilmistir.

Diisiik metoksilli pektin; galaktronik asit zincirindeki karboksil gruplarinin Ca*2
katyonuyla iyonik bag kurmasi ve bu sekilde lic boyutlu ag olusturmasiyla
jellesmektedir (Sekil 2.2B) (Axelos ve ark., 1991). Poligalakturonik zincirleri negatif



bosluklardan olusan ikiye biikiilmiis simetri seklinde bir dizin olusturur ve karboksil
gruplarma kars yiiksek seciciligi olan Ca*? iyonlar1 bu bosluklara yerleserek “yumurta
kutusu” baglanmasi olarak tanimlanan jellesme mekanizmasini olusturur (Rao ve ark.,
2006). Diisiik metoksilli pektinde jel olusturma gilicli, metoksil gruplariyla ters
orantilidir (Thibault ve ark., 1986).

Yiiksek metoksilli pektinin jel mekazimasiyla diisiik metoksilli pektinin jel olusturma
mekanizmasindan farkhidir (Sekil 2.2A). Diisilk metoksilli pektin sekersiz ortamda
jellesebilirken, yiiksek metoksilli pektinin jellesmesi i¢in pH’nin 3.6’dan diisiik olmasi
ve %55 oraninda ortamda seker bulunmasi gerekmektedir (Wang ve ark., 2002). Asitli
ortamda karboksil gruplari iyonlasir ve zincirdeki itme kuvvetini azaltarak hidrojen
baglarin1 olusturur. Jel olusum asamasinda, hidrofobik etkilesimler de Onemli rol
oynamaktadir. Bu etkilesimi saglamak icin de su aktivitesinin diistiriilmesi
gerekmektedir. Seker su aktivitesi diisiirdiiglinden, jellesmede ©nemli bir diger

faktordir (Tharanathan, 2003; Rascon-Chu ve ark., 2009).

A COOH CHOOCH, COOH COOH

OH OH OH OH OH OH OH

B CHOOCH, CHOOCH, COOH CHOOCH,

OH OH OH OH OH OH OH OH

Sekil 2. 2. Pektin yapilar1 (A) yiiksek metoksilli pektin (B) diisiik metoksilli pektin

Yiksek ve diisiik metoksilli pektinler, farkli fizikokimyasal o6zelliklere sahip
oldugundan dolayi, farkli uygulamalarda kullanilmaktadir. Yiiksek metoksilli pektin
(yliksek seker konstanstrasyonu ve pH 2.0-3.5) regel iiretimi i¢in gida endiistrisinde

jellestirici, emiilgator ve koyulastiric1 olarak kullanilabilirken; diisiik metoksilli pektin



ise (dusiik seker konstanstrasyonu ve pH 2.5-6.5); diisiik kalorili jole yapiminda, sakiz

tiretiminde, sekersiz ortamda jellesmesinden dolay1 et ve balik konservelerinde, yogurt,

peynir ve siit tirlinlerinde kullanilmaktadir (Thakur ve ark., 1997). Cizelge 2.2’de bazi

ticari ve ticari olmayan materyallerden elde edilen pektinlerin esterlesme derecelerini

gosterilmektedir.

Cizelge 2.2. Bazi ticari ve ticari olmayan pektin kaynaklarinin karsilastirilmasi

Kaynak/Kullamldig: bliim  Pektin Icerigi

Pektin Kaynaklar

(%) Sinifi
Narenciye Kabugu 30-35 YM  Lopes da Silva ve ark., 2006
Elma kabugu 15-20 YM Lopes da Silva ve ark., 2006
Seker pancari kiispesi 15-30 YM Michel ve ark., 1985;
Peng ve ark., 2015
Aygicegi tablasi 5-25 DM  Miyamoto ve ark., 1992;
Wiesenborn ve ark.,1999
Soya Kabugu 28 YM  Kalapathy ve ark., 2001
Kolza tohumu, 6.85 DM  Jeong ve ark., 2014
Papaya(Carica) 25.41 YM  Maran ve ark., 2015
Nar kabugu 6.13 YM  Giizel ve Akpinar, 2019
Kavun kabugu 6.54 YM  Giizel ve Akpinar, 2019
Kivi Meyvesi 8.03 YM  Giizel ve Akpinar, 2019
Portakal Kabugu 11.46 YM  Giizel ve Akpinar, 2019
Elma kabugunda 13.30 YM  Giizel ve Akpinar, 2019
Greyfut Kabugu 20.93 YM  Tasan, 2018
Enginar (Cynara scolymus 22.14 DM  Sabater ve ark., 2018
L.)
Eksi portakal kabugu 28.27 DM  Hosseini ve ark., 2019
Domates kabugu 15.1 YM  Grassino ve ark., 2016a
Carkifelek meyvesi kabugu 7.52-12.67 YM  Freitas ve ark., 2016
Pomelo (Citrus grandis(L.) 19.6 DM  Liew ve ark., 2018

Osbeck)




2.4. Pektin Uretimi

Pektin bitkisel kaynakli bir polisakkarit olup her meyve ve sebzede farkli nitelikte ve
miktarda bulunmaktadir. Molekiil agirligi ve metillesme derecesindeki farkliliklardan
dolay1 farklt hammaddelerden elde edilen pektinlerin jel yapma 0&zellikleri de
birbirinden farklidir. Ayrica, ekstrakte edilen pektinin o6zellikleri ekstraksiyon ve
ekstraksiyon sonrasi iglem sartlarindan da etkilenmektedir (Simpson ve ark., 1984).
Pektin pek ¢ok bitkide bulunmasina ragmen, liretime degecek miktarda tiim bitkilerde
bulunmaz. Ayrica pektinin elde edildigi bitkiye gore de Ozellikleri degistiginden, her
alanda her pektinin kullanimi uygun olmayabilir. Endiistriyel olarak elma posasi,
turuncgil kabuklari, aygicegi tablast ve seker pancari kiispesi en Onemli pektin
kaynaklaridir; ancak ticari olarak pektin ftretimi i¢in en fazla, fizikokimyasal
ozelliklerinden dolay1 turunggil kabuklari tercih edilmektedir (Simpson ve ark., 1984).
Bununla beraber alternatif kaynaklar; kakao kabuklar1 (Chan ve ark., 2013), dut dal
kabugu (Liu ve ark., 2011), sisal atiklar1 (Santos ve ark., 2015), karpuz kabugu (Prakash
ve ark., 2014), portakal, elma, nar, kavun, kivi kabuklar1 (Giizel ve Akpinar, 2019),
kabak (Ptichkina ve ark., 2008), muz kabuklar1 (Oliveira ve ark., 2016), patates posasi
(Yang ve ark., 2018), kurt elmas1 (Solanum lycocarpum) (Torralbo ve ark., 2012) ve
havug posast (Wikiera ve ark., 2015a; Jafari ve ark., 2017) gibi gida atiklar1 da pektin

dretimi i¢in arastirilmaktadir. Yapilan literatiir taramalarinda farkli kaynaklardan elde

edilen pektin ve verimleri Cizelge 2.3°de 6zetlenmistir.



Cizelge 2.3. Baz1 meyve ve sebzelerin pektin igerikleri

Meyve-Sebze

Pektin (%)

Kaynaklar

Portakal kabugu

Limon Kabugu
Elma kabugu
Muz posasi
Seker Pancari
Armut Posasi
Domates Kabugu
Cilek Posast
Havug kabugu
Nar kabugu

Nar kabugu
Kavun kabugu
Kivi Meyvesi
Mandalina kabugu

Greyfurt Kabugu

Enginar (Cynara scolymus L.)

Pomelo(Citrus grandis(L.) Osbeck)

Eksi portakal kabugu

Kurt elmasi (Solanum lycocarpum)

2.95

11.46
16.45

14.5
5.2-12.2
224
0.9-14
2.4-4.8
0.6-0.7
5-15.2
3.92-11.18
6.13

6.54

8.03

15.53
23.10-27.51; 20.93-38.88
22.14

19.6

28.27

33.6

Georgiev ve ark., 2012
Gtizel ve Akpinar, 2019
Giizel ve Akpinar, 2017
Wikiera ve ark., 2015a
Oliveira ve ark, 2016
Mesbahi ve ark., 2005
Celik, 2007; Baker, 1997
Celik, 2007; Baker, 1997
Celik, 2007; Baker, 1997
Jafari ve ark., 2017
Pereira ve ark., 2016
Giizel ve Akpinar, 2019
Giizel ve Akpinar, 2019

Giizel ve Akpinar, 2019

Giizel ve Akpinar, 2017

Wang ve ark., 2015;
Tasan, 2018

Sabater ve ark., 2018
Liew ve ark., 2018
Hosseini ve ark., 2019

Torralbo ve ark., 2012

Pektin iretimi; materyalin sicaklik ve asit etkisiyle c¢oziiniir hale getirilerek

ekstraksiyonu ve ekstrakte edilen pektinin alkol ile ¢oktiiriilmesi, filtrasyonu,

saflastirilmasi, kurutulmasit ve ogiitiilmesi asamalarindan olusur (Yildirim, 2013).

Pektin verimi ve kalitesini etkileyen en Onemli faktor, ekstraksiyon asamasi olup,

ozellikle pH, siire, sicaklik, solvent/¢oziicii orani, ¢oziiciiniin tiirii, hammadde, partikiil

biiyiikliigii onemli derecede etkilemektedir (Grassino ve ark., 2016a; Perussello ve ark.,
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2017). Yiiksek metoksilli ve diisiik metoksilli pektinin iiretim asamalar1 Sekil 2.3°de

gosterilmistir.
Pektin kaynagl 4 : Amonyum
Ekstraksiyon
Su V
Siizme '9 Atik kabuk
Asit
Y
Alkol Coktirme Deesterifikasyon
Y \ 4
Kurutma Alkol geri Kurutma
v doniisiimii V
Ogiitme Ogiitme
YM-Pektin DM-Pektin

Sekil 2. 3. Pektinin endiistriyel liretim stireci (Dixon, 2008)

Asit ekstraksiyon yontemiyle ekstraksiyon islemi sirasinda alet ve ekipmanlar da
korozyona sebep olmakta ve ekstraksiyon sonrasi asitli solventin direk olarak ¢evreye
atilmasi ¢evre agisindan da olumsuz etki yaratmaktadir. Son zamanlarda tiiketicilerin
kimyasal katkilara olan olumsuz bakis agilar1 nedeniyle, dogal {iirlinlere yonelik bir
egilim olusmustur. Bu nedenle pektin ekstraksiyonunda uygulanan mineral asitlerin
kullaniminin azaltilmast veya tamamen {iretimden uzaklastirilmasi daha diisiik
sicaklikta daha az solvent ihtiyact olan ve daha kisa siirede ve yiiksek verimde pektin
izolasyonuna yonelik ¢alismalar yapilmaktadir (Min ve ark., 2011). Ultrason destekli
(ultrasonik) ekstraksiyon, sub-kritik su ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon,

enzimatik ekstraksiyon bunlardan bazilaridir (Atalay ve ark., 2018).

2.4.1. Geleneksel asit ekstraksiyonu ile pektin iiretimi

Asit ekstraksiyon yonteminde 80 ile 100°C arasinda ekstraksiyon sicakliginda, 0.05-2M
konsantrasyonlarinda farkli asitler (stlfiirik, nitrik, sitrik, fosforik, asetik veya
hidroklorik asit) (Georgiev ve ark., 2012) kullanilarak pektin ekstrakte edilmektedir.
Yontemin verimini ve pektinin kalitesini sicaklik, kati/¢6ziicii orani, pH degeri, ¢oziici
ozellikleri, pektin kaynagi, parcacik biiyiikliigii ve diflizyon hiz1 gibi bir¢ok parametre

etkilemektedir. Asitle ekstraksiyon ekonomik olsa da, ekstraksiyon igin asitler
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kullanildigindan pektinin yapisin1  bozabilmekte ve c¢evresel problemlere neden
olabilmektedir. Ayrica pektin ekstraksiyonu sirasinda siire ve uygulanan sicakliga da
bagimli olarak pektinin veriminde ve Kalitesinde azalma meydana gelmektedir
(Adetunji ve ark., 2017). Mineral asit ile ekstraksiyonda organik asitle ekstraksiyona
kiyasla pektin depolimerizasyonu daha fazladir. Bu nedenlerden dolay1 daha ¢evreci ve
dogal olan, organik asitler mineral asitlere alternatif olarak onerilmektedir (Mari¢ ve
ark., 2018). Cizegel 2.4°de asit ekstraksiyon yontemi kullanilarak yapilan ¢alismalar
Ozetlenmistir. Kullanilan pektin kaynagi, coziiciiler ve ekstraksiyon kosullar1 pektin
verimini etkilemekte olup, Ozellikle mineral asitlerle iiretilen pektinlerin verimleri
organik asitle iretilenlere gore daha az oldugu cizelgeden de goriilmektedir.
Ekstraksiyon islemi sirasinda sicaklifin artist ise pektin veriminde olumlu etki

yaratmaktadir.
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Cizelge 2.4. Asit ekstraksiyon kosullarinin ¢esitli meyve ve sebze kabuklarindan elde

edilen pektin verimine etkisi

Sicakhk Siire e 0
Hammadde ©C) (dakika) Coziicii Verim(%o) Kaynak
Portakal kabugu 82 50 pH 1.7, HCI 2.95 Georgiev ve ark.,
2012
Limon kabugu 82 50 pH 1.7, HCI 3.15 Georgiev ve ark,
2012
Muz kabugu 70-90 50 pH 2.0-4.5 5.2-12.2 Oliveira ve ark,
sitrik asit, 2016
Nar kabugu 70-90 50 pH 2.0-4.0 3.92-11.18 Pereira ve ark.,
sitrik asit, 2016
Havug posast 50-90 120-240 pH0.5-2.5 5-15.2 Jafari ve ark.,
sitrik asit, 2017
Greyfut kabugu 80 180 pI-_| 1 H; SO4 38.88 Tasan, 2018
asit
Elma posasi 85 40-150 pH 2.0, _ 145 Wikiera ve ark.,
H, SO, asit 2015a
Kavun 35-95 30-150 pH 1.0 -3.0 2.87-28.98
kabugu sitrik asit,
pH 2.04, HCI 9.72 Raji ve ark., 2017
pH 2.04, H2 SO4 8.38
asit
pH 2.04 nitrik 9.83
Patates posasi 90 180 asit, 14.34
pH 2.04 sitrik 4.08 Yang ve ark.,
asit, 2018
pH 2.04 asetik
asit
Kurt elmasi 80 30 pH 1 nitrik asit 33.6 Torralbo ve ark.,
(Solanum 2012
lycocarpum)
Incir sarmasig 25 30 H.0 5.25
(Ficus pumila) 25 30 pH 4.5 (NH4) 5.46 Liang ve ark.,
¢ekirdeklerinden 85 30 C204 6.07 2012
pH 1.5 HCI
Nar kabugu 6.13
Kavun kabugu 6.54
< Giizel ve Akpinar,
Portakal Kabugu 80 60  pH 1 sitrik asit 83 2019
Kivi meyvesi 11.46
Elma kabugu 13.30
Seker pancari 90 4 pH 1 HCI asit 22.4 Mesbahi ve ark.,

posasi

2005
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2.4.2. Ultrasonik destekli ekstraksiyon ile pektin iiretimi

Insan kulagmin duyabilir frekans 1-1.6 kHz arasinda olup, 20 kHz frekanslar ile
olusturulan ses dalgalarina ultrason denmektedir. Bu dalgalar elektromanyetik
dalgalardan farklidir ve yayilmalar icin bir dizi genlesme (molekiilleri birbirinden
ayiran) ve sikistirma dongiilerini (onlar1 bir araya getiren) iceren bir ortam (kati, sivi
veya gaz) gereklidir. Sivi ortamda git gide biiyliyen ve belirli bir biiyiikliikte patlayan
kavitasyon olarak nitelendirilen hava kabarciklar1 olusmakta ve bu siire¢ ultrasonik
(ultrases) destekli ekstraksiyonun temelini olusturmaktadir (Luque-Garcia ve ark.,
2003). Kavitasyon islemi yaklasik 400 us (mikrosaniye) boyunca yiiksek sicaklik ve
basinglar goriiliir (5000°C ve 1000 atm) (Luque-Garcia ve ark., 2003; Azmir ve ark.,
2013). Ultrasonik dalgalar tarafindan indiiklenen kavitasyon kabarciklart hiicre
bozunmasini saglar ve hiicrelere ¢oziicii girisi yaparak ekstraksiyonu gercgeklestirir

(Barba ve ark., 2015; Tiwari, 2015; Misra ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2017).

Ultrasses destekli ekstraksiyon iki sekilde kullanilabilir. Birinci yontem ultrasonik
banyo, ikincisi ise ultrasonik prob yontemidir. Birinci yontem daha yaygin olarak
kullanilmasina ragmen, iki ana dezavantaji bulunmaktadir. Bu dezavantajlar; daginik
enerji dagilimi ve zamanla giiclin azalarak kullanilan enerjinin bosa gitmesidir. Bu da
ekstraksiyonun tekrarlanabilirligini sinirlamaktadir. Ultrasonik banyo yontemine kiyasla
ultrasonik prob yonteminde, enerji daha verimli ve kontrolli kullanilmaktadir
(Vinatoru, 2001; Luque ve ark., 2003). Bununla beraber prob uglarmin pahali ve

Oomiirlerinin kisa olmasi en 6nemli dezavantajlaridir (Biiyiiktuncel, 2013).

Ultrasonik destekli ekstraksiyonunun etkin ve verimli bir sekilde uygulanmasinda,
ekstrakte edilecek bitkinin Ozellikleri, nem igerigi, partikiil biiytikligi, kullanilan
¢oziicii ve ultrasonik sistemine uygunlugu, kullanilacak sicaklik, basing, frekans,
sonikasyon siiresi ve solvent-biyokiitle oran1 ektraksiyonu Onemli derecede
etkilemektedir. Coziicii/biyo kiitle orani kati partikiil iceriginin artmasiyla ultrasonik
yogunlugu azalttig1 i¢in, bu siralanan parametreler arasinda en 6nemli faktordiir (Wang

ve ark., 2006).

Ultrasonik destekli ekstraksiyon yonteminin avantajlari; ekstraksiyon siiresinin ve

enerji tiiketiminin azaltilmasi, nispeten daha diisiik oranda c¢oziicii kullanimi ve
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ekstraksiyonunda daha etkili bir karigtirma ile daha hizli enerji ve kiitle transferidir.
Ayrica azaltilmig termal ve konsantrasyon gradyanlari, kiigciik ekipman boyutu, proses
kontroliine daha hizl1 yanit, daha hizli1 baglatma, iiretim ve siire¢ adimlarinin azalmasi
da diger avantajlaridir (Chemat ve ark., 2008). Dezavantajlar1 ise; pahali bir sistem
olmasi, verimi kullanilan materyale gore degisiklik gostermesi ve her zaman verimde
istenilen sonuca ulasilamamasidir. Bu nedenler endiistriyel olarak kullanimini
siirlamaktadir (Adetunji ve ark., 2016). Ultrasonik destekli ekstraksiyon yontemi ile
pektin ekstraksiyonu konusunda yapilan bazi ¢alismalar Cizelge 2.5’te sunulmustur.
Cizelgeden goriildiigii tlizere kullanilan hammaddeye bagli olarak yiiksek verimde
pektin elde edilebilmekte ve ekstraksiyon geleneksel yontemlere gore daha diisiik
sicaklikta gerceklesmektedir (50°C’de pektin verimleri %28.07-29.32 arasinda) (Maran
ve Priya, 2015; Hosseini ve ark., 2019).

Cizelge 2.5. Ultrasonik destekli ekstraksiyon kosullarinin ¢esitli meyve kabuklarindan
elde edilen pektin verimine etkisi

Hammadde Frekans Sicakli Siire Solvent Verim Kaynak
(kHz,w) k (dakika) (%)
(€O
Nar kabugu 20 50-70 15-35 pH 1.0-2.0, 4.23-24.18 Moorthy ve
distile su ark., 2015
Uziim posast 37 35-75 20-60 pH 1.0-2.0, 3.19-29.38 Minjares ve
sitrik asit ark., 2014
Domates kabugu 37 60-80 15-90 Amonyum 151 Grassino ve
okzalat ark., 2016a
169/L
okzalik asit 35.7
4g/L
Greyfurt kabugu 20 60-80 20-40 pH 1.5, 23.10-27.51 Wang ve
hidroklorik ark., 2015
20 30-80 10-60 asit 10-18.11  Xuve ark.,
2014
Carkifelek
meyvesi 20 45-85 2-20 pH 2.0, 7.53-12.67  Freitas ve
kabugu nitrik asit ark., 2016
Muz(Musa Prakash
balbisiana) 323 60 27 pH 3.2 8.99 Maran ve
kabugu sitrik asit ark., 2017
Eksi portakal 150 50 10 pH 15 28.07 Hosseini ve
kabugu ark., 2019
Sisal (Agave 61 50 26 asitli su 29.32 Maran ve
sisalana) bitkisi Priya, 2015
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2.4.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon ile pektin iiretimi

Mikrodalga 6zellikle gida sanayinde ekstraksiyon, enzim inhibisyonu ve inaktivasyonu,
mikroorganizmanin inaktivasyonu ve kurutma isleminde kullanilmaktadir (Bouras ve
ark., 2015; Deng ve ark., 2015; Sahin ve ark., 2017). Mikrodalga iki salinimli1 (elektrik
ve manyetik) dik alandan olusan elektromanyetik bir dalga olup; temel bilimdeki
tanimi 300 MHz-300 GHz frekans araliginda bulunulan iyonize edici olmayan
elektromanyetik dalgalardir. Mikrodalga gida igerisinde, hiicresel polar bilesiklerle
temas ettikten sonra iyonik iletime ve dipollerin donmesine neden olarak 1s1
tiretmektedir (Wang ve ark., 2016). Mikrodalga enerjisi 1sinin bir diger formu seklinde
de degerlendirilmektedir (Naqash ve ark., 2017; Sahin ve ark., 2017; Mari¢ ve ark.,
2018).

Mikrodalga destekli ekstraksiyonda, mikrodalganin yarattigi 1s1 ile hammaddenin hiicre
duvarlarimi genlesme mekanizmasiyla tahrip edilmekte ve istenen pek c¢ok degerli
biyoaktif bilesik elde edilebilmektedir. Ekstraksiyonun en dnemli avantajlari, daha az
¢oziicli gerektirmesi, ekstraksiyon siiresinin kisalmasi, verimin artmasi ve diisiik enerji

tilkketimidir (Chemat ve ark., 2017).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon; bitki materyali, solvent ¢esidi ve hacmi, pH,
mikrodalga giicii, sicaklik, zaman gibi pek c¢ok parametreden etkilenmektedir. Bu
yontemle pektin ekstraksiyonu konusunda yapilan c¢aligmalar Cizelge 2.6’da
Ozetlenmistir. Cizelge incelendiginde ekstraksiyon siiresinin diger yontemlere kiyasla,
cok kisaldig1 goriilmekte ve mikrodalga giiciiniin artis1 pektin verimini artirmaktadir

(Kostalova ve ark., 2016).
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Cizelge 2.6. Mikrodalga destekli ekstraksiyon kosullarinin ¢esitli meyve kabuklarindan
elde edilen pektin verimine etkisi

Hammadde Mikrodalga Siire Coziicii Verim Kaynak
giicii (W) (dakika) (%)
Pomelo 390-650 3-7 pH 1.0 -3.0, 4.23-24.18 Chen ve ark.,
kabugu HCI 2016
Eksi portakal 300-700 1-3 pH 1.5-3.0, 3.19 -29.38 Hosseini ve
kabugu sitrik asit ark., 2016a, b
Balkabagi 1200 2-10 pH 2.5, 15.1 -35.7 Kostalova ve
kabugu HCI ark., 2016
Portakal 160-480 1-3 pH 1.0-2.0 23.10-27.51 Prakash ve
kabugu stilfiirik asit ark., 2013
Karpuz 160-480 1-3 pH 1.0-2.0, 10-18.11 Maran ve ark.,
kabugu HCI 2014
Muz kabugu 300-900 1.5-5 pH1.0-3.0 HClI  7.53-12.67 Swamy ve
ark., 2017
Antep fistig1 700 2.75 pH 1.5 18.13 Kazemi ve
(Pistacihoa vera L.) asitli su ark., 2019
Greyfut Kabugu 360 15 pH 1 20.93 Taghan, 2018

2.4.4. Sub-kritik su ekstraksiyonu ile pektin iiretimi

Sub-kritik su, faz degismeden normal kaynama noktasindan daha yiiksek sicakliklara
ulasabilen yiiksek basin¢li sudur. Ekstraksiyonda su ¢oziicii olarak kullanilmakta olup,
basinglt sicak su ekstraksiyonu veya asir1 1sitilmis su ekstraksiyonu olarak
isimlendirilmektedir (Zakaria ve ark., 2015). Yiiksek sicaklik; suyun vizkozitesi ve
yiizey gerilimini azaltirken, diflizyon hizi ve buhar basincini artirmaktadir. Suyun
dielektrik sabiti; 25°C’de 79 civarinda olup, 160°C’de ulastiginda bu deger 43’e, 200°C
sicakliginda ise 33’e diismekte ve bu sekilde iyonik ve iyonik olmayan bilesiklerin
ekstrakte edilmesi miimkiin olmaktadir (Ueno ve ark., 2008; Brunner, 2009; Chen ve
ark., 2015). Coziicliniin diisiik dielektrik sabiti ve yiiksek sicaklik, bitki dokusunda
pektinin ¢oziinlirliiglinii artirarak ekstraksiyon iglemini gerceklestirmektedir (Adetunji

ve ark., 2017; Naqgash ve ark., 2017). Yiiksek sicaklikta, Wander waals, hidrojen ve
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dipol baglar pargalanarak ekstraksiyon verimi artmaktadir. Daha hizli ekstraksiyon
islemi ile daha yiiksek kalitede pektin elde edilebilmektedir (Ueno ve ark., 2008;
Zakaria ve ark., 2015). Sub-kritik su ekstraksiyon yontemi 6zellikle solvent kullanimini
ortadan kaldirdigi igin giivenli (Generally Recognized As Safe, GRAS) olarak kabul
edilmektedir; ancak yontemin uygulama maliyeti olduk¢a yiiksek olup, verimin
matrikse bagimli olmasi, proses kosullarinda herhangi bir hatanin pektin zincirinin
hidroliziyle sonuglanabilmesi, yontemin en 6nemli dezavantajlaridir (Khajavi ve ark.,
2005; Zakaria ve ark., 2016; Adetunji ve ark., 2017). Cizelge 2.7’de sub-kritik su
ekstraksiyonu ile simdiye kadar yapilan ¢alismalar 6zetlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda,
hammaddeye bagiml olarak en yiiksek pektin verimi %24.64 ile 120.72 °C’de seker
pancari kiispesiyle yapilan ekstraksiyonudur (Chen ve ark., 2015a).

Cizelge 2.7. Sub-kritik su ekstraksiyon kosullarinin gesitli meyve kabuklarindan elde
edilen pektin verimine etKkisi

Hammadde Sicakhik Siire Verim Kaynak
) (saat) (%)
Pomelo (Citrus 120 0.33 19.6 Liew ve ark., 2018
grandis(L.) Osbeck)
Turunggil kabugu 120 24 21.95 Wang ve ark., 2014
Elma posasi 150 24 16.68 Wang ve ark., 2014
Kakao kabugu 121 0.30 10.09 Mufioz-Almagro ve
ark., 2019
Seker pancari 120.72 0.40 24.64 Chen ve ark., 2015a
kiispesi

2.4.5. Enzimatik ekstraksiyon ile pektin iiretimi

Bitki hiicre duvari nisasta, seliiloz, hemiseliiloz (ksiloglukanlar) ve pektin gibi birbirine
baglanan ¢oklu polisakkaritlerden olugmaktadir (Acosta-Estrada ve ark., 2014). Bitki
hiicre duvarini hidrolize ederek hiicre gegirgenligini artiran enzimler, ekstraksiyon
islemlerinde son yillarda yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Seliilazlar,
hemiseliilazlar, proteazlar ve minimal pektinolitik aktiviteye sahip hidrolitik enzimler,
pektin ekstraksiyon i¢in kullanilan baslica enzimlerdir (Ptichkina ve ark., 2008; Puri ve
ark., 2012). Enzimler ekstraksiyon sirasinda ¢oziicii/kimyasal madde miktarini azaltip
verimi artirmakta ve yiiksek bir se¢icilik ile pektini ekstrakte etmektedir (Puri ve ark.,

2012). Daha verimli, siirdiiriilebilir ve ¢cevre dostu bir ekstraksiyon olmasi nedeniyle son
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yillarda dikkat ¢ekmektedir (Puri ve ark., 2012). Pektinin enzimatik ekstraksiyonunda

iki temel yaklasim kullanilmakta olup bunlar;

1. Pektini pargalayan enzimlerin kullanilmasi,
2. Bitki hiicre duvarini hidroliz ederek pektini elde edilmesini saglayan enzimlerin
(Seliilaz, amilaz, ve hemiseliilaz gibi enzimler) kullanilmasidir (Panouille ve ark.,

2006).

Pektin ekstraksiyonunda ikinci yaklasim daha yaygindir. Bu yaklasim bitki hiicre
duvarindaki pektin olmayan polisakkaritleri hidrolizleyerek bitki hiicre duvarimdaki
pektin molekiiliiniin aciga c¢ikmasini saglamaktadir. Bu amagla en yaygin kullanilan
enzimlerden biriside seliillaz enzimidir. Seliilaz, bitki hiicre duvarmin en Onemli
polisakkaritlerden biri olan seliilozu hidroliz ederek pektinin ekstrakte edilmesini
saglamaktadir Birinci yaklasim ise; genellikle yiiksek metoksilli pektin kaynagindan
diisiik metoksilli pektin iiretiminde kullanilmaktadir (Ptichkina ve ark., 2008; Puri ve

ark., 2012).

Enzimatik ekstraksiyonun temel prensibi; enzimlerin optimum kosullar altinda bitki
hiicre duvarini hidrolize etmesi ve hiicre duvarindaki ve i¢indeki bilesenleri salinimini
saglamasidir (Sheldon ve Van Pelt, 2013). Enzimatik ekstraksiyon yontemi asitli
solvent gereksinimini azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda ekstraksiyon siiresini de
kisaltabilir. Islem daha diisiik sicakliklarda gerceklestirildigi icin pektinin yaninda
aromalar, pigmentler, yag vb. gibi sicaklifa duyarli maddelerin ekstraksiyonu i¢in de

avantaja sahiptir (Dehghan-Shoar ve ark., 2011).

Enzimatik ekstraksiyonda pektin verimi; reaksiyon siiresine, enzim tipine ve
konsantrasyonuna, sicakliga, pH degerine ve bitki materyalinin partikiill boyutuna
baghdir (Rosello-Soto ve ark., 2016; Poojary ve ark., 2017). Simdiye kadar enzimatik
pektin ekstraksiyonu ile yapilan ¢aligmalarin bazilar1 Cizelge 2.8’de O6zetlenmistir.
Calismalar incelendiginde, siirenin artis1 ekstraksiyon verimini artirmaktadir (Yuliarti
ve ark., 2015). Ayrica farkli enzim kombinasyonlarmin kullanimi da pektin verimini

olumlu etkileyebilmektedir.

Enzimatik pektin ekstraksiyonunda daha dnce belirtildigi gibi asidik pH seviyelerine ve

yiiksek sicakliga ihtiyaci yoktur. Enerji tikketimi daha az, pektin 6zellikleri ekstraksiyon
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kosullarindan daha az etkilenmekte ve elde edilen pektinin molekiil agirligi daha
yiiksektir. Geleneksel yonteme gore daha az ¢oziicii kullanimi, pektinin ¢okeltmesi igin
gerekli olan daha az alkol kullanimi1 anlamina gelir. Bu da uzun vadede endiistri igin
onemli maliyet tasarrufunu saglar (Puri ve ark., 2012; Rosell6-Soto ve ark., 2016; Saha
ve ark., 2017). Enzimatik ekstraksiyonun bu avantajlar1 mevcut olmakla birlikte, bu
teknigin laboratuvar dlgeginin 6tesinde, endiistriyel kullanima ¢evrilmesi hali hazir da
baz1 faktorlerden dolayr sinirli olup ve hala arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Enzimlerin maliyetleride, endiistriyel kullanimini kisitlayan bir baska durumdur (Norton
ve ark., 2006; Puri ve ark., 2012).

Cizelge 2.8. Cesitli meyve artiklarindan enzimatik ekstraksiyon kosullarinin elde edilen
pektin ve verimine etkisi

Sicakhik  Siire Enzim Verim
Hammadde ©C) (saat) (%) Kaynak
50 18 Celluclast 1.5L (Cellulase) 14.5
40 3 Celluclast 1.5L (Cellulase)  4.01-6.53
Wikie
Elma posast 40 3 Viscoferm L. 467-7.00 raveark, 2015
(Arabanaz, seliilaz, - a,b
glukanaz, hemiseliilaz ve
ksilanazi)
25 0.5 Celluclast 1.5L (Cellulase) 4.48
Kivi 50 4 LaminexC2K (Cellulase 82.2 Yuliarti ve ark.,
1V1 posast (endoglukanaz), 2015
hemicellulase xylanase,
arabinoxylanse)
50 4 ValidaseTRL (Cellulase,
hemicellulase, xylanase, 79.1
mannanase, b-glucanase)
Misket limonu 50 4 Multifect B (Cellulase, 79.3 Dominiak ve
kabugu hemicellulase, b-
ark., 2014a
glucanase)
50 4 GC880(Cellulase 78.1
(endoglukanaz))
Balkabas 30 20 Cellulase (endoglukanaz) 4.70
é‘ ca rzgt; 30 20 Hemicellulase (xylanase, Fissore ve ark,
l(\/I(;jscuhatla) arabinoxylanse) 6.12 2009
Karnabahar ark., 2006
Enginar (Cynara 50 36-48 Ce||UC|aS'[ 1.5L (Ce”ulase) 22.14 Sabater ve ark_,
scolymus L.) 2018
Kolza tohumu 50 5 Celluclast 1.5L (Cellulase) 6.85 3 K
(Brassica napus L) eongo\iiar "
50 5 Alcalase 2.5 L (protease)
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Enzimatik pektin ekstraksiyonu hammaddenin uygun enzim ile muamelesi, uygun
sicaklik ve pH da inkiibasyona birakilmasi ve siire sonunda substrat enzim etkilesimi
sonucunda pektin elde edilmesinden olusmaktadir. Enzimatik ekstraksiyon sirasinda
genellikle hiicre duvarinda bulunan polimerleri hidrolize eden enzimler kullanilir.
Pektin ekstraksiyonunda en yaygin kullanilan enzimler seliilaz, proteaz, hemiseliilaz,
alkalaz, ksilanaz, poligalakturonaz, a-amilaz, B-glukosidaz, endopoligalakturonaz ve
pektinazdir (Jeong ve ark., 2014; Yuliarti ve ark., 2015; Wikiera ve ark., 2015b).

e Proteaz; protein ve peptitlerin hidrolizini katalizleyen enzimdir (Wiseman,
1993).

e Alkalaz; proteinlerin hidrolizinde gorev alan enzimdir (Chen ve ark., 1991;
Sutar ve ark., 1991; Chen ve ark., 1995).

e Seliilaz; seliilozu hidroliz eden enzim grubudur (Bahtiyar ve Duran, 2005).

e Hemiseliillaz; hemiseliilozu hidrolize eden enzim grubudur (Giliner ve
Daglioglu, 2008).

e Ksilanaz; ksilani hidroliz eden enzimlerin tamamina ksilanolitik enzim sistemi
ad1 verilir. Bu grupta B-1,4 endoksilanaz, B-ksilosidaz, a-L-araninofuranozidaz,
a-glukuroninaz, asetilksilan esteraz ve fenolikasit esteraz yer almaktadir
(Subramaniyan ve Prema, 2000).

e p-glukozidaz; iki glikoz arasindaki veya glikoz ve bir aril ya da alkil olan
glikon rezidiileri arasindaki B-glikozitik bagi hidroliz eden enzimdir (Henrissat
ve Bairoch, 1996).

e g¢-amilaz; nisastanin a-1,4 baglarin1 rastgele hidrolize edebilen ve a-1,6
dallanma noktalarini atlayan enzimdir (Sun ve ark., 2015).

e Poligalakturonaz; pektik asitteki o-1,4 glikozidik bagini hidrolitik olarak
parcalayan enzimdir (Jacob ve Prema, 2006).

e Endopoligalakturonaz; pektik maddeleri oligogalakturanat birimlerine ¢eviren
enzimdir (Hirose ve ark., 1999)

e Pektinaz; poligalaktronaz, pektin liyaz ve pektin esteraz enzimlerinden olusan
karisimdir (Heerd ve ark., 2012)

Bitki hiicre duvari, ¢esitli polisakaritler (seliiloz, ksiloglukan, pektin) ve proteinlerden
olusur (Carpita ve ark., 2000). Ksiloglukan seliilloza hidrojen bagi ile baghdir.

Seliiloz/ksiloglukan ag1, bir protein ag1 ile birlikte pektik matriksi i¢inde yer almaktadir.
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Son zamanlarda yapilan caligmalar seliilloz ile pektinin yan zincirleri arasinda da
etkilesim oldugunu gostermektedir (Puri ve ark., 2012; Wijesinghe ve Jeon, 2012;
Hammed ve ark., 2013; Sojitra ve ark., 2016). Seliilaz, bitki hiicre duvarlarinin en
onemli polisakkaritlerden biri olan seliilozu hidroliz ederek pektini agiga ¢ikarmaktadir
(Panouillé ve ark., 2006). Seliilaz, hemiseliilaz ve proteazlarin birlikte kullanimi,
seliiloz/ksiloglukan ve protein aglarinin parcalanmasimi ve pektik polisakaritlerin
izolasyonunu kolaylastirmaktadir (Oeschlin ve ark., 2003; Zykwinska ve ark., 2005).
Pektinolitik enzimler kisitli depolimerizasyon yoluyla bitki dokularindaki ¢éziinmeyen
("protopektin” olarak adlandirilan)  pektinleri ¢oziindiirmektedir. Ozellikle bazi
"protopektinazlar” pektini ekstrakte etmek icin asitten bile daha etkili olabilmektedir.
Bitkilerde bulunan nisasta graniilleri pektik polisakaritlerin —ekstraksiyonunu
engelleyebildiginden, ekstraksiyonda  o-amilaz kullanimi pektin elde edilmesine

yardimer olmaktadir (Nakamura ve ark., 1995).

2.5. Seliilazlar

Seliilazlar, seliilozu glikoz monomerlerine parcalayan bir enzim grubudur (Y1 ve ark.,
1999). Seliilozu glikoza hidrolize etmek i¢in en az ii¢ enzim gereklidir. Bunlar: endo-
selulazlar (EC 3.2.1.4), ekzo-selulazlar (EC 3.2.1.91) ve B-glukozidazlardir (EC
3.2.1.21). Endo-selulazlar seliiloz zincirlerinde i¢ baglar1 rastgele hidroliz ederek
oligosakkaritler ~ iretirler. ~ Ekzo-selulazlar  (selobiyohidrolazlar),  seliilozun
indirgenmeyen ucundan, zinciri sellobiyoz iinitelerine ayirir (Be'guin, 1990; Tomme ve
ark., 1995). B-glukozidazlar (sellobiyaz) sellobiyozu glikoza hidrolize etmektedir
(Eveleigh, 1987).

Ticari anlamda seliilaz enzimleri genellikle optimum pH degerlerine gore
siniflandirilmaktadir. Asidik selillazlar pH 4-6 ve 44-55°C’de optimum hidroliz
aktivitesine sahip enzimlerdir. Noétral seliilazlar pH 6-8 ve s 50-60°C de optimum
hidroliz aktivitesine sahip enzimlerdir. Alkali seliilazlar, alkali ortamda genellikle pH
8’in lizerinde optimum seliiloz hidroliz aktivitesine sahip enzimlerdir. Seliilaz enzimi
bircok mikroorganizma tarafindan tretilebilmektedir. Anoxybacillus flavithermus
(Ibrahim ve Ahmed, 2007), Bacillus subtilis (Deka ve ark., 2011), Bacillus thuringiensis
(Lin ve ark., 2012), Bacillus cereus (Lah ve ark., 2012), Bacillus licheniformis (Acharya
ve Chaudhary, 2012), Cellulomonas cellulans (Mishra ve Pandey, 2007), Clostridium
thermocellum (Zhuang ve ark., 2007), Cytophaga hutchinsonii (Mishra ve Pandey,
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2007) seliilaz iireten bakteriler arasindadir. Seliilaz tireten kiifler ve mantarlar arasinda;
Aspergillus niger, Aspergillus terreus, Rhizopus stolonifer (Pothiraj, 2006)
Trichoderma, Penicillium, Botrytis, Neurospora vb. (Pandey ve ark., 1999) yer
almaktadir. Ticari olarak seliilazlar en ¢ok Trichoderma sp. Aspergillus, Penicillium ve
Bacillus suslar1 tarafindan tretilmektedir (Tomme ve ark., 1995; Ito, 1997 ; Teeri ve
ark., 1998).

Selillaz enzimi yaygin olarak gida, kimya, deterjan, kozmetik, kagit ve ilag
endiistrilerinde kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde meyve sularinin
berraklastirilmasinda ve glikoz surubu tiretiminde kullanilmaktadir (Saravanan ve ark.,
2008). Diger endiistri alanlarinda kumaslarda parlaklik ve yumusakligin elde edilmesi
icin, deterjan liretiminde, kotlarin taslanmasinda, endiistriyel atiklarin 6n isleminde ve
yemlerin Kalitelerinin arttirilmasinda kullanilmaktadir (Korlii ve ark., 2008). Cok farkli
endiistriyel kullanimlari nedeniyle seliilazlar, arastirma ve gelistirme (Ar-Ge)
faaliyetlerinde onemli bir konu olmustur. En 6nemli kullanim alan1 biyokiitlenin
biyoyakitlara fermantasyonu esnasinda gerekli sekerlerin tiretimidir (Sun ve ark., 2015;

Coseri, 2017). Son yillarda pektin ekstraksiyonunda da kullanilmaya baglanmistir.

Pektinlerin ekstraksiyonunda yaygin olarak kullanilan, enzim seliilazlardir (Dominiak
ve ark., 2014; Wikiera ve ark., 2015c). Bitki hiicre duvarlarinin temel polisakkariti olan
selilozu hidroliz ederek pektinin ekstraksiyonunu saglamaktadir. Daha Onceki
caligmalarda elma posasindan enzimatik ekstraksiyonla pektin elde etmek igin
Celluclast® 1.5L enzimi kullanilmis ve ekstrakte edilen pektinin asitlerle ekstrakte
edilen pektine kiyasla daha fazla galaktronik asit icerdigi, daha yiiksek metilasyon
derecesine sahip oldugu bulunmustur (Wikiera ve ark., 2015b). Enginardan (Cynara
scolymus L) Celluclast® 1.5L (Celluclast) enzimi kullanilarak tiretilen pektinin, yliksek
verime (21.4 mg g) ve galaktronik asit icerigine (720.0 mg g ) sahip oldugu tespit
edilmistir (Sabater ve ark., 2018). San carkifelek meyvesinden Celluclast® 1.5L
enzimi ile elde edilen pektin veriminin %9.17 ve esterlesme oraninin %86.9 oldugu
saptanmistir (Liew ve ark., 2015). Altin kivi meyve posasiyla yapilan bir bagka
calismada Celluclast® 1.5L enzimi ile %4.48 veriminde pektin elde edilmistir (Yuliarti
ve ark., 2015). Kanola (Brassica napus L.) meyvesiyle yapilan diger bir ¢aligmada
Celluclast® 1.5L enzimi kullanilmistir. Pektin verimi %5.41 ve esterlesme orani
%45.77 olan diisiik metoksilli pektin elde edilmistir (Jeong ve ark., 2014). Sistal

atiklarindan Celluclast® 1.5L enzimi ile elde edilen pektin verimi %14.6 olarak
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bulunmustur (Yang ve ark., 2018a). Pektin verimini artirmak igin seliilazlar ve diger
enzimlerle beraber kullanilabilmektedir. Birden fazla enzimin birlikte ¢alismasi, hiicre
duvarlarinin daha fazla parcalanmasina neden olmakta ve verimi artirabilmektedir.
Cizelge 2.8’de pektin ekstraksiyonunda kullanilan enzim ve enzim kombinasyonlari

sunulmustur.

2.6. Pektinin Kullanim Alanlari

Gida katki maddesi olarak pektin E-440 kodlu ile isimlendirilmekte ve gida
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Pektinin dogal yapisi, dogal iiriinlerin
daha fazla tercih edilmesi, tiiketiciler nezdinde de degerli bir katki konumuna
getirmigtir. Gida sanayinde Ozellikle kivamlastirici, jellestirici, dolgu maddesi,
emiilsifiye ve tekstiir ajan1 olarak kullanilmaktadir. Gida endiistrisinde sekerlemelerde,
meyve dolgu katkisi, firincilik ve pastacilik iirlinlerinde 6zellikle regel, j6le ve marmelat
tiretiminde, siit iriinlerinde ayrica gida sanayi disinda kozmetik, ilag, tekstil, kagit
endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Thakur ve ark., 1997; Zouambia ve ark.,
2009).

Gida sanayinde diisiik kalorili alkolsiiz iceceklerde pektin, tekstiir yapisini
kuvvetlendirmek i¢in, seker yerine kullanilmasi tekstiir kalitesini artirmaktadir.
Dondurulmus iiriinlerde, pektin kullanilmas1 buz kristallerinin kontroliinii saglayarak,
gidanin tat ve rengi gibi 6zelliklerinin daha 1yi korundugunu bildirilmistir. Meyve ve
sebzede bulunan dogal pektinle, sekerli gidalarda (asitligi ytiksek) tekstiir yapisi
saglanmaktadir. Gidaya gore yiiksek metoksilli veya diisiik metoksilli pektin ilave
ederek tekstiir kalitesinin arttirtlacag: bildirilmistir (May, 1990).

Gida sanayindeki recel, jole ve marmelat yapiminda, yiiksek metoksilli (yiliksek seker
konstrasyonu ve pH 2.0-3.5) pektin jel olusturmak amaciyla kullanilmaktadir. Regel ve
marmelat yapiminda diisiik seker konsantrasyonunda, diisiik metoksilli pektin ile kalori
degeri daha diisiik tiriinler hazirlanabilmektedir. Ayni1 sartlar altinda agar ve karragenen
gibi polisakkaritler ile hazirlanan iriinler, diisiik metoksilli pektinle hazirlanandan daha
az dayaniklidir. Sekerleme endiistrisinde pektinin kullanilmasiyla; meyve tadinin
giiclenmesi, elastik yap1 ve sekerde diizgiin-parlak bir yap1 saglanmaktadir (Kar ve ark.,
1999; Herbstreith ve ark., 2013a; Herbstreith ve ark., 2013b).
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Pektin siit ve siit lirlinlerinde protein topaklanmasini 6nleyerek, yogurtta faz ve serum
ayrimin1 Onler. Siit irlinlerine tekstiir gelisimini saglayan pektin, ayn1 zamanda
sineresisi de 6nlemektedir (Kar ve ark., 1999; Corredig ve ark., 2001; Matia-Merino ve
ark., 2004; Willats ve ark., 2006; Kastner ve ark., 2012; Herbstreith ve ark., 2013a;
Herbstreith ve ark., 2013c). Ek olarak pektin kullanimi set tipi (pihtist kirilmamis)
yogurtta, suyu baglamaktadir (May, 1990; Voragen ve ark., 1995). Meyveli yogurtlarda
kalinlastiric1 olarak modifiye nisasta eklenmesi, meyvenin tat ve lezzeti baskilarken,
diisiik metoksili pektin ilavesi ile meyveli yogurtlarda tat ve lezzetinin daha iyi
korundugu belirtilmistir (Graham, 1977). Pektin, mayonezde su tutma kapasitesini ve
tekstiiriinii gelistirirken, ket¢ap ve soslarda istenilen kivami saglamaktadir (Graham,

1977).

Yapilan caligmalarda; 6nemli bir ¢oziiniir diyet lifi de olan pektinin, kandaki kolestrol
ve glukoz seviyesini diislirdiigi ve kanserin yayilmasini engelledigi bildirilmistir
(Arthey ve ark., 1998; Olano-Martin ve ark., 2002; Dongowski ve ark., 2004; Lattimer
ve ark., 2010; Barrow ve ark., 2011; Georgiev ve ark., 2012). Bebek ve ¢ocuklarda sik
goriilen akut bagirsak enfeksiyon hastaliklarinin ve diyare olusumunun pektin katkili
gidalarla beslenme ile azaldigi ve 6zelliklede kursun emilimini de azalttig1 bildirilmistir
(Arthey ve ark., 1998; Eliaz ve ark., 2006; Lattimer ve ark., 2010). Fareler iizerinde
yapilan bir ¢alismada; farelerin diisitk metoksilli pektin ilaveli diyet ile beslenmesi
karaciger, kalp, bobrek ve kemiklerde kursun tutulumunu 6nemli Glgiide azaltmistir.
Kursun (Pb) giderilmesinde pektinin biiyiik rol oynadigini bildirilmistir (Serguschenko
ve ark., 2007). Pektinin toksik bilesenlerin kolay atiliminda etkili oldugu belirtilmistir.
Belirli araliklarla (1-6 giin) turunggil pektini tiiketilmesi As, Pb, Hg, Cd elementlerinin
atilimin1 artirdigs tespit edilmistir (Eliaz ve ark., 2006).

Pektin kozmetik iirlinlerinin, Su-yag emiilsiyonlarinda emiilgator ozelligiyle ince bir
tabaka haline olmasini saglamaktadir. Tekstil sektoriinde pektin, karboksimetil seliiloz

iceren alginat elyafi iiretiminde kullanilmaktadir (Srivastava ve ark., 2011).

2.7. Yanit Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology)

1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan gelistirilen yanit yiizey yontemi ilk olarak kimya
sanayinde uygulamaya baslamistir. Myers ve Montgomery yanit yiizey yOntemini

proseslerin gelistirilmesi ve optimizasyonu icin gerekli istatistiksel ve matematiksel
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tekniklerin birlikte kullanildigi metot olarak agiklamigtir (Myers, 1995).Yanit yiizey
yontemi deneysel c¢alisma sonuglari iizerinde etkili olan ve ¢ok sayida parametrelerden
olusan bir tasarim diizleminde, belirli bir bolgeyi ve bu bolgeye ait optimum noktalari
tahmin edilmesini igermektedir (Turan ve Atundogan, 2011). Bu yontem ii¢ asamadan

olusmaktadir. Bu asamalar;

e Eleme denemeleri
e Bolge arastirmasi ve islemi

e Optimizasyondur

Eleme denemeleri daha az sayida ve daha verimli deneme yapilmasini saglamaktadir.
Bolge arastirmasi ile denemelerle belirlenen bagimsiz degiskenlerin sistem hedefinde
olusturulan u¢ noktalara (optimum noktaya yakinlig1l) cevap verip vermedigini
belirlenmektedir. Optimizasyon asamasinda ise; denemelerin sonucunda optimum nokta
belirlenmektedir (Ko¢ ve Ertekin, 2009; Bas, 2010). Yanit yilizey yonteminde; prosesi
etkileyen parametreler bagimsiz degisken olarak tanimlanirken, yanitlar ise bagimli
degiskenlerdir. Gergek yanit fonksiyonu optimum nokta etrafinda onemli bir egrilik
gostermektedir. Bu egriler lineer olmayan, ikinci dereceden polinomiyal, iissel veya
eksponensiyel modellerle optimum noktalarin belirlenmesinde kullanilmaktadir (Kog ve
Ertekin, 2009; Bas, 2010). Deneme desenleri Box-Wilson ve Box-Behnken tasarimlari

kullanarak olusturulmaktadir.

1. Box-Wilson; merkez esasl bilesik tasarim (CCD): Bu tasarim tam ya da kismi
merkezi noktali 2X faktoriyel dagilimmi igermektedir. Genisletilmis merkez
noktalarini igeren metottur ve 3 tipi bulunmaktadir.

o Merkezi esasl bilesik tasarimi (CCC); CCD’nin orijinal formu olup, tasarim
noktalarinda faktoriyel kare etrafinda dairesel veya kiiresel simetriye sahip
tasarimdir. Her bir faktor icin 5 seviye gereklidir.

e icten cevreleyen merkezi tasarim (CCI); belirli faktdr limitlerinde tam ya da
kismi faktoriyel tasarimini olusturmaktadir. Bu tasarimda her faktor i¢in 5 nokta
gereklidir.

e Yiiz merkezli tasarimi (CCF); bu modelde de her faktor icin 3 seviye vardir

(Turan ve Altundogan, 2011).
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2. Box-Behnken tasarim (BB) faktoriyel tasarim igcermeyen ve en az islem
gerektiren tasarimdir ve her faktor icin 3 seviyeye sahip tasarimdir

(Degirmecioglu ve ark., 2006).

Yanit ylizey yontemi, farkli ekstraksiyon yontemleri ile farkli kaynaklardan pektin
ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Kakao
kabuklarindan pektin elde etmek icin asit (askorbik asit) ekstraksiyonu ile yapilan bir
calismada; yanit yiizey yontemi pH’yi, sicakligi ve silireyi optimize etmek icin
kullanilmistir. Optimum kosullar olarak, pH 2.5, 95°C ve 45 dakika olarak
belirlenmistir ve bu kosullarda pektin verimi %4.2 olarak elde edilmistir (Florentina ve
ark., 2018). Ayvadan pektin elde etmek igin asit ekstraksiyon yontemiyle yapilan
calismada, yanit yiizey yontemi pH’yi, sicakligi ve siireyi optimize etmek igin
kullanilmistir. Optimum kosullar olarak pH 2, 90°C, 90 dakika olarak belirlenmis ve bu
kosullarda pektin verimi %2.86 bulunmustur (Ag¢ikgéz ve Poyraz, 2006). Mango
kabuklarindan asit ekstraksiyon yontemiyle pektin izolasyonunda optimum kosullar; pH
1.16, 63°C, 35 dakika olarak belirlenmis ve bu kosullarda pektin verimi %218.8 olarak

bulunmustur (Oliveira ve ark., 2018).

Greyfurt kabugunda ultrason destekli ekstraksiyon yontemiyle yapilan bir ¢aligmada,
yanit ylizey yontemi ultrasonik giicii, sicakligi ve slireyi optimize etmek igin
kullanilmistir. Optimum kosullar 66.71°C, 12.56 W, 27.95 dakika olup, maksimum
pektin verimi  %27.34 olarak elde edilmistir (Prakash ve ark., 2015a). Patlican
kabuguyla yapilan bir bagka ¢alismada yanit yiizey yontemi ultrasonik giic, pH ve
slireyi optimize etmek i¢in kullanilmis, optimum kosullar 50 W, 30 dakika ve pH 1.5
olarak belirlenmistir ve bu noktada pektin verimi %27.34 olarak bulunmustur (Milad ve
ark., 2019).

Mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemiyle papaya kabuklariyla yapilan ¢alismada,
optimal kosullarin1 tahmin etmek i¢in yanit yiizey yontemi mikrodalga giiclinti, pH’y1
ve siireyi optimize etmek i¢in kullanilmis, optimum kosullar olarak 640 W, 180 saniye,
pH 3 belirlenmis ve %26.69 pektin verimi elde edilmistir (Parniakov ve ark., 2015;
Maran ve ark., 2015). Ejderha meyvesinden pektin ekstraksiyonu ile ilgili yapilan bir
calismada yanit yiizey yontemi mikrodalga giiclinii, sicaklig1 ve siireyi optimize etmek
icin kullanilmis, optimum kosullar 400 W, 45°C, 20 dakika olarak belirlenmis ve

pektin verimi  %7.5 olarak bulunmustur (Thirugnanasambandham ve ark., 2014). Hint
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inciri (Opuntia ficus-indica) ile yapilan bir baska calismada yanit yiizey yontemi ile
optimum kosullar 517 W, 2.15 dakika, pH 2.26 olarak belirlenmis, pektin verimi ise
%12.57 bulunmustur (Lefsih ve ark., 2017).

Yagsiz kolza kiispelerinden enzimatik ekstraksiyon ile pektin izolasyonunda optimal
kosullarini tahmin etmek i¢in yanit ylizey yontemi kullanmis ve optimum kosullarin 1:4
Celluclast-Alcalase orani, pH 5.5 ve 50°C oldugu, verimin %6.85 oldugu ve pektinin
diisiik metoksilli oldugu belirlenmistir (Jeong ve ark., 2014). Enginar (Cynara scolymus
L.)’la yapilan enzimatik pektin ekstraksiyonunda enzim konsantrasyonu, substrat
konsantrasyonu ve siire optimize edilmis, optimum kosullar 10.1 U/g (Celluclast®
1.5L) enzim konsantrasyonu, 27.2 saat ekstraksiyon siiresi ve %6.5 substrat olarak
belirlenmistir ve pektin verimi bu kosullarda 176 mg/g olarak bulunmustur (Sabater ve
ark., 2018). Hint inciri (Opuntia ficus-indica) ile yapilan bir ¢alismada yanit yiizey
yontemi  enzim  konsantrasyonunu, substrat  konsantrasyonunu ve  enzim
kombinasyonunu optimize etmek i¢in kullanilmig; optimum kosullar 2:1 U/U ve 4 U/g
seliilaz/ksilanaz orani1 ve aktivitesi ve substrat konsantrasyonu ise 22 mL/g olarak
belirlenmis ve bu kosullarda pektin verimi ise %16.67 olarak bulunmustur (Bayar ve
ark., 2018).

Yiizey yanit yontemi; bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki matematiksel iligkiyi
ortaya koyan modelin olusturulmasinda deney araliklarinin incelenmesinde, optimum
kosullarin bulunmasinda, ve daha az sayida deney ile daha dogru sonuca ulasilmasina
saglayan bir yontemdir. Bu ¢alismada da nar kabuklarindan enzimatik ve sitrik asitle
pektin ekstraksiyonu yapilarak, pektin verimini en yiiksek veren optimum kosullar yanit

yiizey yontemi ile belirlenmistir.
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2.8. Nar Kabugu

Nar meyvesinin latince ismi Punica granatum olan ve Romali tarih¢i Biiyiik Pliny’in
“natural history” adli kitabinda adi kastaca elmasi olarak isimlendirilen bir meyvedir.
Nar punicaceace familyasindan olup kirmizi renkte, koseli, dikenli, 2-5 metre boylarina

sahip bir aga¢ meyvesi olarak yetismektedir (Ozgiiven ve ark., 2000).

Nar (Punica granatum L.) tropik ve subtropik bir iklim meyvesidir, kurak iklim
kosullar1 dayaniklidir. Narin degisik toprak tiplerinde yasayabildigi -10 °C’ye kadar
dayandigi; fakat -15°C ve altindaki sicakliklarda tamamen 6ldigi bildirilmistir. Narin
anavatani, basta Tiirkiye olmak {izere Giiney Kafkasya, iran, Afganistan, Giiney Asya,

Bat1 Asya, Anadolu ve Akdeniz arasindaki bdlgelerdir (Ozgiiven ve ark., 2000).

Nar genel olarak taze olarak tiiketilmesinin yaninda g¢esitli gida ve gida disi
uygulamalarinda da (pekmez, sos (nar eksisi), meyve suyu, konserve, boya, ilag, sirke,
sitrik asit ve hayvan yemi iiretimi) kullanilmaktadir. Nar ve suyunun ozellikle kalp
hastaliklar1 ve kanser gibi dnemli hastaliklar1 6nledigi bildirilmistir (Lansky ve ark.,
1998). Ayni zamanda damar tikanikligini Onleyici, sindirim sisteminde Ozellikle
kabizlik, mide yanmasi ve kusmay1 Onleyici, viicuttaki ¢esitli agrilarin giderici, idrar
soktiiciiriicii, tansiyon diistiriicii, ates diistiriicii gibi bir¢ok sagliga olumlu etkileri ile
yizyillardir tercih edilen meyvelerin basinda gelmektedir. Bununla birlikte
antimikrobiyal, antiparasitik, antiviral ve antikanserojen gibi 6zellikleri de pek cok
caligmalarla belirlenmistir (Saleh ve ark., 1964; Onur 1983; Yilmaz ve ark., 1992;
Anesini ve Perez 1993; Zhanak ve ark., 1995; Mavlyanov ve ark., 1997; Giindogdu
2006; Cemeroglu 2007; Giindogdu ve ark., 2011).

Nar (Punica granatum) meyvesi ve kabuklari tanen, flavonoid gibi fenolik maddeler ile
steroid Ostrojenler, C-vitamini, organik asitler, sekerler, ursolik asit, betulik asit ve
pektin gibi bircok maddeleri bir arada bulundurmaktadir (Fayez ve ark., 1963; Onur.,
1983). Zengin antioksidan kaynaklari olmasi nedeniyle, kanseri dnlemede biiyiik 6nem
tagimaktadir. Nar ekstraktinin meme kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu zamana ve
konsantrasyona bagl bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir (Sadeghi ve ark., 2015).
Narla yapilan bir calismada; diyabet hastalarinda nar ¢igeginin AST ve ALT degerlerini
disiirdiigii bildirilmistir (Moorthy ve ark., 2015). Nar kabugu ekstraktiyla yapilan

caligmalarda nar kabuklarmin yiiksek oranda fenolik bilesik icerdigi belirlenmistir. Bu
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fenolik bilesiklerin antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, antienflamatuar ve
sitotoksik ozelliklere sahip oldugu belirlenmistir. Kabuk ekstraktlarinin gram pozitif ve
negatif bakterileri ve kiiflere antimikrobiyal etkisi oldugu, nisastayr hidroliz eden ve
enflamasyondan sorumlu enzimleri inhibe edebildigi ve meme ve kemik kanseri
hiicreleri iizerinde sitotoksik aktiviteye sahip oldugu da gozlenmistir (Demir ve ark.,
2019). Onemli bir antioksidan kaynag1 olmasinin yani sira, nar kabuklarindan pektin de
elde edilebilecegi bazi ¢alismalarda gosterilmistir (Cambay, 2011; Moorthy ve ark.,
2015; Giizel, 2017). Ekonomik degeri diisiik olan nar kabuklarinin pektin iiretimi
amactyla kullanimi; hem atik sorununu ¢6zebilir, hem de pektin iiretiminde alternatif bir

kaynak olarak hizmet edebilir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Pektin ekstraksiyonu i¢in; nar kabuklari, yerel marketlerden temin edilen nar (Punica
granatum) meyvesinden elde edilmistir. Nar kabuklar1 dograyici ile pargalanip, oda

sicakliginda kurutulmus ve kurutulan nar kabuklar1 6giitiilerek +4°C’de depolanmustir.

Enzim olarak; Aspergillus niger’'den elde edilmis seliillaz enzimi kullanilmig ve Sigma-
Aldrich (St. Lois, MO, ABD) firmasindan temin edilmistir. Ticari pektin 6rnegi Tito
(Yantai Andre Pectin Co. Ltd., Cin) firmasindan alinmistir. Galaktronik asit, sodyum
tetraborat, siilfamik asit, 3-fenilfenol, Sigma-Aldrich (St. Lois, MO, ABD), dinitro
salisilik asit (DNS), sodyum siilfit, Coomassie Brillantblue, Bovin Serum Albumin
(BSA), Merck KGaA (Darmstadt, Almanya), gallik asit (tri hidroksi benzoik asit), Alfa
Aesar (Almanya) firmalarindan alimustir. Diger kimyasallar da Sigma (Sigma
Chemical Company, MO, ABD), Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya) ya da

Alfa Aesar (Alfa Aesar Almanya) firmalarindan temin edilmistir.

3.2. Yontem
3.2.1. Pektinin sitrik asit ile ekstraksiyonu

Whistler ve BeMiller, (1973) prosediiriine gore sitrik asit yontemiyle pektin
ekstraksiyon gergeklestirilmistir. Ogiitiilen nar kabuklar1 (1 g) farkli hacimlerde (1.59-
18.41 mL/g arasinda) ve sitrik asitle farkli pH’lara (0.66-2.34 arasinda) ayarh
karistirilmis, 80°C’ye ayarli karistirmali su banyosunda farkli siirelerde (0.32-3.68 saat
arasinda) pektin ekstrakte edilmistir. Ekstrakte edilen pektin %96’lik etil alkol ile ilave
edilerek ¢oktiiriilmiis ve +4°C’de 24 saat bekletildikten sonra filtre edilmis ve sirasiyla
%70’1lik asidik etanol (%0.5 HCI), %70’lik etanol ve iki defa %96 etil alkol ile
yikanmistir. Daha sonra etiivde 45°C’de kurutulmus ve 6giitiilmiistiir (Kliemann ve ark.,

2009). Pektin verimi asagidaki formiille hesaplanmstir.

Verim=—2 x 100
m

31



Mo= g cinsinden kurutulmus pektinin agirlig

m= g cinsinden kurutulmus nar kabuklarinin agirlig

3.2.2. Pektinin enzimatik ekstraksiyonu

Pektin ekstraksiyonu 50 mM sitrat tampon ¢ozeltisi (pH 5) iginde 40°C’de
gerceklestirilmistir.  On denemeler ile en yiiksek pektin verimini veren enzimlerden
(seliilaz, hemiseliilaz) seliillaz enzimi secilmistir ve pektin ekstraksiyonu igin
kullanilmistir. Sitrat tampon ¢ozeltisi iginde hazirlanan farkli substrat konsantrasyonlari
(1.06-12.27 g nar/100 mL arasinda), farkli enzim konsantrasyonlar: (0.0099-0.1091
U/mL arasinda) ve farkl: siirelerde (0.32-3.68 saat arasinda) pektin ekstrakte edilmistir.
Ekstrakte edilen pektin %96°1ik etil alkol ile ilave edilerek ¢oktiiriilmiis ve +4°C’de 24
saat bekletilmistir. Daha sonra sirasiyla %70’lik etanol (2 defa) son olarak bir defa
%96’lik etil alkol ile yikanmistir. Filtre edilen pektin daha sonra etiivde 45°C’de
kurutulmus ve ogiitiilmistir (Martinez-Avila ve ark., 2016). Pektin verimi asagidaki

formiille hesaplanmustir.
Verim=—2 x 100
m

Mo= g cinsinden kurutulmus pektinin agirhig

m= g cinsinden kurutulmus nar kabuklarinin agirlig

3.2.3. Deneysel tasarim ve yamt yiizey metodu ile ekstraksiyon kosullarmin

optimizasyonu

Her iki ekstraksiyon yontemi i¢in de optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Organik asit
(Sitrik asit) ile pektin ekstraksiyonu i¢in solvent/nar kabugu orani (1.59-18.41 mL/g),
stire (0.32-3.68 saat) ve solvent pH’s1 (0.66-2.34) araliklarinda optimize edilmistir
(Cizelge 3.1). Optimizasyon i¢in ii¢ degiskenli ve li¢c seviyeli Merkezi Bilesik tasarimi
kullanilmis ve detaylar asagida ¢ikartilmistir.
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e Bagimsiz degiskenler: Solvent/nar kabugu orani, siire, solvent pH’s1

e Bagimh degiskenler: Pektin verimi

Cizelge 3.1. Sitrik asit ekstraksiyonu i¢in denenen bagimsiz degiskenlerin araliklari

Bagimsiz -a -1 0 +1 +a
Degiskenler

Siire (Saat ) X1 0.32 1 2 3 3.68
pH X2 0.66 1.0 1.5 2.0 2.34
SK oran1 X3 1.59 5 10 15 18.41
(mL/g)

Optimum ekstraksiyon kosullarin1 pektin veriminin maksimum oldugu noktalar
secilerek belirlenmistir. Secilen optimum kosullar i¢in se¢ilen model asagidaki esitlikte

(Esitlik 1) agiklanmustir:

Y= bo + biXy + b2Xz + bsXs + buXi? + baXo® + basXs? + bXiXo
+ b13X1 X3+ b23XoX3 (Es. 1)

Esitlikte 1’de Y bagimli degiskenleri bo sabit, b1, b2 ve bz lineer terimleri, b11, b2z ve bss
kuadratik terimleri, biz, b2 ve bz3 (modele optimizasyonuna goére bagimsiz
degiskenlerin ve interaksiyonlarinin tahmini katsayilar1) ve Xi, Xz ve X3 bagimsiz
degiskenleri temsil etmektedir. Regresyon ve grafiksel analizi i¢in; Design-Expert V7
(Stat-Ease Inc., Minneapolis) programi kullanilmigtir. Fischer’s testi model esitligini
elde etmek i¢in Student’s t-test regresyon katsayilariin istatiksel farkini tespit etmek

i¢in kullanilmistir

Enzimatik yontem ile pektin ekstraksiyonu optimizasyonu; siire (0.32-3.68 saat), enzim
konsantrasyonu (0.0099-0.1091 U/mL) ve substrat konsantrasyonu (1.06-12.27 g
nar/100 mL) bakimindan optimize edilmis ve bagimsiz degiskenlerin araliklar1 Cizelge
3.2 de verilmistir. Optimizasyon i¢in li¢ degiskenli ve ii¢ seviyeli Merkezi Bilesik

tasarimi kullanilmig ve detaylar asagida ¢ikartilmistir.
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e Bagimsiz degiskenler: Enzim konsantrasyonu, substrat konsantrasyonu ve siire

e Bagimh degiskenler: Pektin verimi

Cizelge 3.2. Enzimatik ekstraksiyonu i¢in denenen bagimsiz degiskenlerin araliklar

Bagimsiz -q, -1 0 +1 +q,
Degiskenler
Siire (Saat) X1 0.32 1 2 3 3.68

Enzim(U/mL) Xz 0.0099 0.0300 0.0590 0.0890 0.1091

Substrat(g X3 1.06 3.33 6.67 10.00 12.27
nar/100 mL)

Optimum ekstraksiyon kosullarin1 pektin veriminin maksimum oldugu noktalar
segilerek belirlenmistir. Se¢ilen optimum kosullar igin segilen model asagidaki esitlikte

(Esitlik 2) agiklanmustir:

Y= bo + biXs + b2Xz + bsXs + buXi? + baXo® + basXs? + bXiXo
+ b13X1 X3+ b3XoX3 (Es. 2)

Esitlikte 1’de Y bagimli degiskenleri bo sabit, b1, b2 ve bz lineer terimleri, b11, b2z ve bss
kuadratik terimleri, bi>, bi> ve bz (modele optimizasyonuna gore bagimsiz
degiskenlerin ve interaksiyonlarinin tahmini katsayilar1) ve Xi, Xz ve X3 bagimsiz
degiskenleri temsil etmektedir. Regresyon ve grafiksel analizi i¢in; Design-Expert V7
(Stat-Ease Inc., Minneapolis) programi kullanilmistir. Fischer’s testi model esitligini
elde etmek i¢in, Student’s t-test regresyon katsayilarinin istatiksel farkini tespit etmek

i¢cin kullanilmistir.

3.3. Pektin Analizleri

3.3.1. Pektinin kuru madde, kiil, toplam seker, indirgen seker ve protein icerigi

Etiivde 105°C’de sabit agirliga getirilen tartim kaplarina 0.25 g pektin konulmustur.
Ornekler etiivde 105°C’de sabit agirhga gelene kadar kurutulmustur. Pektinin nem ve

kuru madde igerigi asagidaki formiille hesaplanmistir (AOAC, 1989).
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Ornek Pektin—Kurutulmus Pektin
Ornek Pektin

Nem miktar1 (%)= x 100

Kuru Madde(%)=100 — Nem(%)

Kil miktarmi belirlemek i¢in sabit agirliga gelmis porselen krozelere 0.25 g pektin
ornekleri tartilmis ve 550°C’de 6-8 saat kiil firininda agik gri kiil rengi elde edilene

kadar yakilmistir. Pektinin kiil igerigi asagidaki formiille hesaplanmistir (AOAC, 1989).

. Kul Tartimui
Kiil miktar1 (%)=———— X 100
Ornek Pektin

Pektinde toplam seker miktari, fenol siilfirik asit metodu ile glikoz standardi
kullanilarak belirlenmistir (Dubois ve ark., 1956). Bu amag ile; 10 mg pektin, 5 mL
distile su ve 200 pL 0.1 N NaOH karistirilarak 2 dakika kaynatilmis ve stok ¢ozelti
hazirlanmistir.  Stok ¢ozeltiden 100 uL o6rnek alinarak, 50 pL %80’lik fenol
¢Ozeltisinden eklenmis ve iizerinde 2 mL konsantre siilfirik asit eklendikten sonra 10

dakika beklenerek 490 nm’de spektrofotometre de absorbansi okunmustur.

Pektinin indirgen seker miktart DNS (Dinitro salisilik asit) metodu ile glikoz standardi
kullanilarak tayin edilmistir (Miller, 1959). 10 mg pektin, 5 mL distile su ve 200 pL 0.1
N NaOH karigtirilarak 2 dakika kaynatilmigtir. Hazirlanan ¢ozeltiden 100 pL, 900 puL
saf su ile karistirilmis ve iizerine 1.5 mL DNS ¢ozeltisi eklenmistir. 100°C sicaklikta 5
dakika kaynatilmistir. Daha sonra ornekler oda sicakligina sogumaya birakilmis ve

olusan renk spektrofotometrede 560 nm’de okunmustur.

Pektinin protein icerigi Bradford metodu ile BSA (Bovin Serum Albumin) standardi
kullanilarak tayin edilmistir (Bradford, 1976). 10 mg pektin 5 mL su ve 200 pL0.1 N
NaOH karistirilarak 2 dakika kaynatilmistir. Hazirlanan ¢ozeltiden 0.5 mL alinarak 5
mL Bradford ¢ozeltisi ile karistirilmis ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildikten
sonra spektrofotometrede 595 nm’de absorbansi okunmustur. Toplam seker, DNS ve

Bradford ¢ozeltilerin hazirlanisi sirasiyla EK 1, 11, III’te verilmistir.
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3.3.2. Pektinin karakterizasyonu

3.3.2.1. Pektinin Soguk, Sicak Suda ve Alkalide Coziiniirliigii

0.25 g pektin 10 ml %95°1ik alkolle karistirilmis ve iizerine 50 mL distile su eklenip
kuvvetlice g¢alkalanmigtir. Daha sonra pektinin soguk suda ¢oziiniip ¢oziinmedigi
incelenmistir. Karisim daha sonra 85-95°C’de 15 dakika siire ile karistirilmis ve
pektinin sicak suda ¢oziiniip ¢oziinmedigine incelenmistir (Fishman ve ark., 1984). 0.25
g pektin 10 ml %95’lik alkolle karistirilmis ve iizerine 50 mL distile su eklenip
kuvvetlice ¢alkalanmistir. Pektin ¢ozeltisinden 5 mL alinip {izerine 1 mL 0.1 N NaOH
eklenmis ve pektinin soguk alkalide ¢6ziiniip ¢6ziilmedigi incelenmistir. Daha sonra 85-
90°C’de 15 dakika siire ile karistirilarak 1sitilmis (Joslyn, 1980) ve 15 dakika sonunda
pektinin sicak alkalide ¢oziiniip ¢oziinmedigi incelenmistir (Fishman ve ark., 1984).
Degerlendirmede ¢oziindii (+2) kismen ¢ozindi (+1) ve ¢oziinmedi (0) olarak

kaydedilmistir.

3.3.2.2. Pektinin ekiivalent agirlign, metoksil ve anhidronik asit icerigi, esterlesme

derecesi

Ekiivalent agirlik igin; 0.25 g pektin Ornegi tartilip lizerine 5 mL etanol eklenmistir.
Sonra 1 g sodyum kloriir ve 100 mL distile su ile birka¢ damla fenol kirmizisi ilave
edilmistir. Olusan ¢ozeltiyi 0.1 N sodyum hidroksit ile pembe renk olana kadar titre
edilmistir (Aina, 2012). Ekiivalent agirlik (EA) asagidaki formiil ile hesaplanmistir.

_ Ornek Agirlik(g)x100
NaOH sarfiyat(mL)XNormalite NaOH

Metoksil icerigi i¢in; 0.25 g pektin tartilip tizerine 5 mL etanol eklenmigstir. Daha sonra
1 g sodyum kloriir ve 100 mLdistile su ile birka¢ damla fenol kirmizisi ilave edilmistir.
Olusan ¢ozeltiye 12.5 mL 0.25 N NaOH c¢ozeltisi ilave edilerek ¢alkalanmis ve 30
dakika oda sicakliginda bekletilmistir. Sonra 0.25 N HCI ¢ozeltisinden 12.5 mL ilave
edilmis ve 0.1 N NaOH c¢ozeltisi ile titre edilmistir (Aina, 2012). Asagidaki esitlik ile

metoksil igerigi deger hesaplanmistir.
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NaOH Sarfiyat (mL)XNormalite NaOHx31x100
Ornek Agirligt (mg)

% Metoksil Igerigi=

Ekiivalent agirlik ve metoksil igerigi degerleri kullanilarak asagidaki esitlikle
anhidronik asit (AUA) degeri hesaplanmistir (Azad ve ark., 2014). Anhidronik asit
degeri ve metoksil igerigi degerleri kullanilarak asagidaki esitlikle esterlesme derecesi

(DE) hesaplanmistir (Azad ve ark., 2014).

% AUA —176X0.1Z2x100 176X0.1Y X100
WxX1000 Wx1000

_176X%Me0

0 =
% DE 31X%AUA

x 100

7= ekiivalent agirlikta kullanilan NaOH sarfiyat (mL)
Y= metoksil igerigi belirlemede kullanilan NaOH sarfiyat (mL)
W=06rnek agirligi (g)

3.3.3. Pektinde iironik asit tayini

Pektinlerin {ironik asit igerigi m-hidroksidifenil metodu ile D-galakturonik asit standard1
kullanarak belirlenmistir (Melton ve Smith, 2001). 5 mg pektin bir tiip i¢ine tartilmus,
tizerine 1 mL konsantre siilfiirik asit eklenerek buzda 5 dakika karistirilmus, tekrar 1
mL konsantre siilfiirik asit eklenerek buzda 5 dakika karistirilmistir (toplamda 2 mL
konsantre siilfiirik asit). Daha sonra 6rneklerin tizerine 0.5 mL su eklenerek 5 dakika
karistirtlmis ve tekrar 0.5 mL su ilave eklenerek karistirilmistir(toplamda 1 mL su).
Orneklerin  hacmi 10 ml’ye su ile tamamlanmistir ve 10 dakika 2000xg’de
santrifiijlenmigtir. Santiflijlenen 6rneklerin sivi kissmdan 400 pL alinarak 40 pL 4 M
sulfamik asit/potasyum sulfamat ¢ozeltisi (pH 1.6) ile karistirilmis ve 2.4 mL 75 mM
sodyum tetraborat ¢ozeltisi (siilflirik asit i¢cinde hazirlanmis) eklenerek, 20 dakika su
banyosu igerisinde kaynatilmistir. Ornekler oda sicakligina kadar sogutulduktan sonra
tizerlerine 80 pL m-hidroksidifenol ¢ozeltisi ilave edilmistir ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra olusan renk spektrofotometrede 525 nm’de
okunmustur. Uronik asit tayini i¢in kullanilan c¢ozeltilerin hazirlams1i EK IV’te

verilmistir.
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3.3.4. Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisi

Yaklasik 1 mg pektin Fourier transform infrared (FTIR) spektroskopisine (Jasco 4700
Tokyo, JAPONYA) yerlestirilerek titresim frekans araligi 4000-400 cm™olacak sekilde
absorbansi Ol¢ililmiistiir. Pektin metil esterifikasyonu serbest karboksil gruplarinin 1630
(A1s30) cm™ ve esterlesmis gruplarin 1740 (Ai7a0) cm™ pik alan degerleri ile asagidaki

bagint1 ile hesaplanmistir (Virk ve Sogi, 2004).
DE =124.7 xR +2.2013

R = A1740/(A1740+A1630) x 100

3.4. istatistiksel Analiz

Sonuglar, ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Ortalamalar arasindaki
farkliliklar %95 giiven araliginda Duncan testi ile degerlendirilmistir. SPSS (Statistical
Packag for the Social Sciences) istatistiksel bilgisayar programi sonuglari analiz etmek
amactyla kullanilmistir (SPSS, Inc., Chicago, IL, ABD).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Pektinin  Enzimatik Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Kosullarinin

Optimizasyonu

Pektin ekstraksiyonu i¢in giiniimiizde en ¢ok tercih edilen yontemlerinde biri asitle
ekstraksiyon yontemidir (Guo ve ark., 2013). Enzimatik pektin ekstraksiyonu daha
spesifik, 1limli kosullarda gerceklesmesi, pektinin yapisinda degisikliklere neden
olmamasi, korozif kimyasallarin kullanilmamasi ve ¢evre dostu olmasindan dolay1 son
yillarda dikkat ¢eken ve aragtirmalarin yogunlastigi bir yontemdir. Bu ¢alismada yerel
marketlerden alinan nar kabuklar1 kurutularak 6giitiilmiis ve farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan nar kabuklari, farkli enzim konsantrasyonlar1 ve farkli siirelerde (0.32-3.68
saat arasinda) toplam 20 farkli kosulda ekstrakte edilmis ve elde edilen pektin verimleri

ve program tarafindan tahmin edilen verimler Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Yapilan c¢alismalarda en yiiksek verim; enzim konsantrasyonunun 0.0890 U/mL,
substrat konsantrasyonunun 10.00 g nar/100 mL ve siirenin 3 saat oldugu kosulda
%6.84 olarak bulunmustur. En diisiik verime ise 0.0595 U/mL enzim konsantrasyonun
da, 1.06 g nar/100 mL substrat konsantrasyonunda ve 2 saat ekstraksiyon siiresinde
%0.99’dur (Cizelge 4.1). En diisik enzim konsantrasyonunda (0.0099 U/mL) verim
%4.36 (deneyll) iken en yiiksek enzim konsantrasyonunda (0.1091U/mL) pektin
verimi %35.55 olarak bulunmustur. En diisiik ekstraksiyon siiresinde (0.32 saat) verim
%1.92 (deney 9) iken en uzun siirede (3.68 saat) pektin verimi %4.90 (deney 10) olarak
tespit edilmistir.

Enzim konsantrasyonunun 0.0300 U/mL’den 0.0890 U/mL’ye artirilmasi, pektin
verimini 6nemli derecede etkilememekte, hatta diisiik substrat konsantrasyonlarinda
ekstraksiyon siiresine de bagimli olarak verimi negatif etkilemektedir. Enzimin
ortamdaki kullanabilecegi biitlin substrat1 bitirdikten sonra herhangi bir etkisi kalmadigi
goriilmektedir. Substrat konsantrasyonu artirildiginda ise, verim Onemli derecede
artmaktadir. Cizelge 4.1’te gorildiigi {izere ekstraksiyon siiresinin artisiyla pektin
verimi artarken, enzim konsantrasyonun artmasi pektin verimini 6nemli derecede

artirmamis; ancak substrat miktarinin artigiyla beraber verimi olumlu etkilemistir.
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Cizelge 4.1. Deneysel tasarim ve nar kabuklarindan enzimatik ekstraksiyonla elde
edilen pektin verimleri

Deney Siire Enzim Substrat Pektin Verimi
numarasi (saat) (U/mL) (g nar/100 mL) Deneysel Tahmini
1 1 0.0300 3.33 2.62 2.28
2 1 0.0300 10.00 4.29 3.77
3 1 0.0890 3.33 3.19 2.79
4 1 0.0890 10.00 4.79 4.84
5 3 0.0300 3.33 3.61 3.19
6 3 0.0300 10.00 6.61 6.63
7 3 0.0890 3.33 2.65 2.80
8 3 0.0890 10.00 6.84 6.81
9 0.32 0.0595 6.67 1.92 2.46
10 3.68 0.0595 6.67 4.90 4.88
11 2 0.0099 6.67 4.36 4.93
12 2 0.0595 6.67 5.10 5.26
13 2 0.1091 6.67 5.55 551
14 2 0.0595 1.06 0.99 1.41
15 2 0.0595 12.27 5.92 6.03
16 2 0.0595 6.67 5.66 5.26
17 2 0.0595 6.67 5.62 5.26
18 2 0.0595 6.67 4.85 5.26
19 2 0.0595 6.67 4.94 5.26
20 2 0.0595 6.67 5.51 5.26

Pektin verimlerindeki farkliliklardan dolayr en wuygun ekstraksiyon kosullunun
bulunmas i¢in verilerin optimize edilmesi gerekmektedir. Pektinin optimizasyonu i¢in
kullanilan bagimsiz degiskenler ve deneysel veri araligi Cizelge 4.1’de sunulmustur.

Kodlanmis degiskenlere gore kuadratik model Esitlik 3.1°de gosterilmistir.

Y=5.42-0.61X1-0.05X7+1.86X3-0.34X1X2+0.73X1X3+0.14XX3-1.27X12-0.02X %
0.55X3? (Es.3.1)
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Pektin verimi modelinin yeterlili§ini ve uygunlugunu saptamak i¢in varyans analizi
(ANOVA) yapilmis ve sonuglar Cizelge 4.2’de sunulmustur. Enzimatik yontemle nar
kabuklarindan elde edilen pektin verimi igin regrasyon katsayis1 (R?) 0.95 olarak
bulunmus model uyum eksikligi gostermemis (p<0.05) ve regresyon katsayist %95
giiven araliginda istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur. Pred R? Adj R? ile uyum
icindedir. Diisiik varyasyon katsayis1 ve standart sapma deneylerin duyarliliginin
yiiksek ve giivenilir oldugunu gostermektedir. Adequate Precision degerinin 4’den
biiyiilk olmasi deneylerin duyarliligi yiiksek, giivenilir ve model segiminin uygun

oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.2. Nar kabuklarinda enzimatik ekstraksiyonla elde edilen pektin verimlerinin
ANOVA cizelgesi

Tahmini  Kareler Serbestli_k Karelerin F-degeri p-degeri
Kaynak Katsay1  Toplamm Derecesi Ortalamasi Prob > F
Model 5.42 43.899 9 4.878 22.093 < 0.0001
X1 -0.61 0.470 1 0.470 2.129 0.1752
X2 -0.05 0.014 1 0.014 0.063 0.8068
X3 1.86 17.502 1 17.502 79.272 <0.0001
X1 X2 -0.34 0.406 1 0.406 1.837 0.2051
X1X3 0.73 1.910 1 1.910 8.651 0.0148
X2X3 0.14 0.156 1 0.156 0.709 0.4196
X4 -1.27 4.562 1 4562  20.665  0.0011
X2? -0.02 0.004 1 0.004 0.017 0.8999
X3? -0.55 4.308 1 4.308 19.512  0.0013
Residual 2.208 10 0.221
Uyum
Eksikligi 1.568 5 0.314 2451 0.1738
Saf Hata 0.640 5 0.128
Toplam 46.107 19
R% 0.95 Adj R% 0.91 Pred R%0.72 Adeq Precision: 16.26
PRESS: 13.11 C.V.: %10.45 Std. Dev.: 0.47
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Nar kabuklarindan enzimatik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen pektinlerin
verimlerine enzim konstrasyonu, siire ve substrat konsantrasyonu arasindaki etkilesimi
gosteren yanit yiizey ve kontur grafikleri Sekil 4.1’te  sunulmustur. Substrat
konsantrasyonu 6.67 g nar/100mL’de sabit tutuldugunda en yiiksek verim %5.53 olarak,
0.09 U/mL enzim konsantrasyonunda ve 2.48 saatte elde edilmistir. Enzim
konsantrasyonu 0.06 U/mL oldugunda; en yiiksek verimin %6.74 olarak, substrat
konsantrasyonu 9.99 g nar/100 mL de 3.06 saatte oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon
stiresi 3 saat oldugunda; en yiiksek verimi (%6.81), 0.09 U/mL enzim konsantrasyonu
ve 10 g nar/100 mL vermektedir. Substrat konsantrasyonun artist verim {izerinde biiyiik
etki yaratirken enzim konsantrasyonundaki artis verimde biliylik bir artisa neden
olmamistir (Sekil 4.1B ve C). Sekil 4.1A’da goriildiigi tlizere ekstraksiyon siiresinin

uzamasli verimi artirmistir.

Model yeterliligi ve dogrulugu; gercek degere karsi ¢izilen tahmini deger, igsel
studentlestirilmis artiklara karsi ¢izilen normal % olasilik ve deney numarasina karsi
cizilen igsel studentlestirilmis artiklar diyagnostik egrileri ile de degerlendirilmistir.
Sonuglar, deneyler ile tahmin edilen veriler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gostermistir (Sekil 4.2A). Normal % olasilik egrisinin normal bir dagilim gosterdigi,
herhangi bir sapma olmadigi, ayrica tiim verilerin sinirlar (+3) i¢inde kaldig1 goriilmekte

(Sekil 4.2B ve C) ve gelistirilen modelin uygunlugunu dogrulamaktadir.

Nar kabugundan elde edilen pektin veriminin yiliksek olmasi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinin sonunda, program tarafindan Onerilen kosullar arasindan optimum
ekstraksiyon kosulu olarak; 2.58 saat ekstraksiyon siiresi, 0.075 U/mL enzim
konstrasyonu, 9.99 g nar/100 mL substrat konsantrasyonu olarak se¢ilmis ve bu kosullar
altinda yapilan ekstraksiyon sonucunda %7.19 verimle pektin ekstrakte edilmistir
(Cizelge 4.3). Pektin verimi, program tarafindan tahmin edilen verimden daha yiiksek

bulunmustur.
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Cizelge 4.3. Optimum enzimatik ekstraksiyon kosullarinda elde edilen deneysel ve
tahmini pektin verimleri

Siire Enzim Substrat Deneysel Tahmin

(saat) (mL) (g nar/100 Verim Verim
mL) (%) (%)

2.58 0.075 9.99 7.19+0.33 6.69

Daha 6nceki ¢alismalarda nar kabugundan 70-90°C arasinda ve 50 dakikada sitrik asit
ekstraksiyonu ile elde edilen pektinlerin verimi %3.92-11.18 arasinda bulunmustur
(Pereira ve ark., 2016). Bir baska c¢alismada ise 80°C ve 60 dakikada sitrik asit
ekstraksiyonunda pektin verimi %6.13 olarak tespit edilmistir (Giizel ve Akpinar,

2019). 86°C ve 80 dakikada siilfirik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinin verimi
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de % 6.4-11 olarak saptanmistir (Abid ve ark., 2016). Nar kabugundan 20 kHz, 50-70°C
ve 15-35 dakikada ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen pektin, verimi %4.23-
24.18 arasindadir (Moorthy ve ark., 2015). Calismalar kullanilan ekstraksiyon
yonteminin pektin verimini énemli 6lgiide etkiledigini gostermektedir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 daha onceki calismalarda bulunan sonuglara benzerdir. Ozellikler asit

ekstraksiyon yontemi ile elde edilen pektin verimlerine gore daha ytiksektir.

Enzimatik ekstraksiyonla elde edilmis farkli kaynaklarindan elde dilen pektin verimleri
incelendiginde; enginar kabugundan (Cynara scolymus L.) 50°C, 36-48 saatte, %22.14
verimle (Sabater ve ark., 2018), carkifelek meyvesinden %16-27 verimler (Vasco-
Correa ve Zapata, 2017), balkabagindan (Cucurbita Moschata) %4.70 verimle (Fissore
ve ark, 2009), kivi posasindan 25 °C ve 0.5 saatte %4.48 verimle (Yuliarti ve ark.,
2015), hindiba ve karnabahardan 50°C ve 4 saatte %36.4 verimle (Panouille ve ark.,
2006) ve kolza tohumundan (Brassica napus L) 50°C ve 5 saatte %6.85 verimle (Jeong
ve ark., 2014) pektin elde edildigi goriilmektedir. Calismalarda pektinin elde edildigi
kaynaktaki farkliliklarin verimi 6nemli ol¢lide etkiledigi tespit edilmistir. Bu ¢alismada
nar kabuklarinin pektin verimi enginar kabugundan, garkifelek meyvesinden, hindiba ve
karnabahardan diisiik, balkabagi,  kivi posasi ve kolza tohumundan yiiksek

bulunmustur.

4.2. Pektinin Sitrik Asit ile Ekstraksiyonu ve Ekstraksiyon Kosullarinin
Optimizasyonu

Mineral asit kullanilarak yapilan pektin ekstraksiyonu pektin depolimerizasyona neden
oldugundan dolayi, organik asitler mineral asitlere alternatif olarak Onerilmektedir
(Mari¢ ve ark., 2018). Bu calismada ayni1 zamanda sitrik asit kullanilarak da pektin
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Nar kabuklarindan; farkli pH’larda (0.66-2.34),
farkli siirelerde (0.32-3.68 saat) ve farkli solvent/kati (SK) (1.59-18.41 ml/g)
oranlarinda, toplam 20 farkli kosulda pektin ekstraksiyonu yapilmis ve elde edilen
pektin verimleri ile program tarafindan tahmin edilen verimler Cizelge 4.4’de

sunulmustur.

Yapilan c¢alismada, en yiiksek pektin verim; pH 1°de, 5 mL/g SK oraninda ve
ekstraksiyon siiresinin 3 saat oldugu kosullarda %7.92 olarak bulunmustur. En diisiik

pektin verimi ise pH’nin 2.34, SK oraninin 10 mL/g ve ekstraksiyon siiresinin 2 saat
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oldugu kosulda 9%0.63 olarak tespit edilmistir. En kisa ekstraksiyon siiresinde (0.32
saat) pektin verimi %3.12 (deney 1) iken, en uzun ekstraksiyon siiresinde (3.68 saat)
verim %6.63 (deney 20) olarak bulunmustur. Ekstraksiyon siiresinin artmasi verimi
artirmistir. Birgok arastirmaci, ekstraksiyon siiresinin dogrudan verim ekstraksiyonuyla
iligkili oldugunu, bdylece ekstraksiyon veriminin siire arttik¢a arttigimni bildirmislerdir
(Peng ve ark., 2014). Bu muhtemelen kati pargaciklardan ¢ozeltiye pektinin kiitle
aktarimi i¢in daha fazla zaman saglamasindan kaynaklanmaktadir (Wai ve ark., 2010).
En yiiksek pH’da (2.34) pektin verimi 9%0.63 (deney 9) iken, en diisiik pH’da (0.66)
verim %7.30 olarak bulunmustur. pH verimle ters orantili olup, pH artik¢a verim
azalmaktadir. Diisik pH’lar pektinin daha c¢oziiniir hale gelmesini saglamakta,
ekstraksiyonu kolaylastirmakta, dolayisiyla da verimi artirmaktadir. En yiiksek SK
oraninda (18.41 mL/g) pektin verimi %0.79 (deney 7) iken, en diisiik SK oraninda (1.59
mL/g) verim %2.37 (deney 17) olarak bulunmustur. Bitki materyali asit ¢ozeltisi icinde
sitildiginda, hiicre yapisi pargalanarak ¢oziinmeyen pektini ¢oziindiirmektedir (Garna
ve ark., 2010). Bununla beraber asitli ¢6zeltinin oranindaki ¢ok fazla artis, pektini daha
fazla asit ortama maruz biraktigindan, pektinde parcalanmalara neden olmakta ve verimi

negatif etkilemektedir.
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Cizelge 4.4. Deneysel tasarim ve nar kabuklarindan sitrik asit ekstraksiyonla elde edilen
pektin verimleri

Deney Siire pH SK Pektin Verimi
numarasi (saat) (mL/g)
Deneysel Tahmini
1 0.32 1.5 10 3.12 3.32
2 1 2 5 0.92 1.19
3 1 1 5 7.14 6.26
4 1 1 15 1.53 2.09
5 1 2 15 0.77 0.62
6 2 1.5 10 3.44 2.68
7 2 15 18.41 0.79 0.06
8 2 1.5 10 2.22 2.68
9 2 2.34 10 0.63 0.24
10 2 0.66 10 7.30 7.43
11 2 1.5 10 2.60 2.68
12 2 1.5 10 2.37 2.68
13 2 1.5 10 3.15 2.68
14 2 15 1.59 2.37 2.85
15 2 1.5 10 2.25 2.68
16 3 1 15 5.59 5.50
17 3 2 15 0.95 2.02
18 3 2 5 154 1.16
19 3 1 5 7.92 8.26
20 3.68 1.5 10 6.63 6.17

Pektin verimlerindeki farkliliklardan dolayr ekstraksiyon i¢in en uygun kosullun
bulunmasi i¢in verilerin optimize edilmesi gerekmektedir. Kullanilan bagimsiz
degiskenler ve deneysel veri aralig1 Cizelge 4.4’te sunulmustur. Kodlanmis degiskenlere

gore kuadratik model Esitlik 3.2°de gosterilmistir.

Y=-3.71+1.91X1+0.56X2-3.43X3-0.51X1X2+0.36 X1 X3+0.90X2X3+0.73X1%+0.41 X2?-
0.43X3? (Es.3.2)

47



Modelin yeterliligini ve uygunlugunu saptamak i¢in varyans analizi (ANOVA) yapilmis

ve sonuglar Cizelge 4.5°de verilmistir. Organik asit ile nar kabuklarindan elde edilen

pektin verimi igin, regrasyon katsayisi (R?) 0.95 olarak bulunmus model uyum eksikligi

gostermemis (p<0.05) ve regresyon katsayist %95 giliven araliginda istatistiksel olarak

onemli bulunmustur. R?> ve Adj R? yiiksek olmasi modelin uygun oldugunu

gostermektedir. Pred R? Adj R? ile uyum icindedir. Diisiik varyasyon katsayis1 ve

standart sapma deneylerin duyarliliginin yiiksek ve giivenilir oldugunu gostermektedir.

Adequate Precision degerinin 4’ten biiyiilk olmasi deneylerin duyarliligi yiiksek,

giivenilir ve model se¢iminin uygun oldugunu gostermektedir.

Cizelge 4.5. Nar kabuklarinda sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektin
verimlerinin ANOVA ¢izelgesi

Kaynak Tahmini  Kareler Serbestli_k Karelerin F-deger p-degeri
Katsayr1  Toplam Derecesi  Ortalamasi Prob > F
Model -3.71 104.74 9 11.64 22.99 < 0.0001
X1 1.91 3.05 1 3.05 6.03 0.0339
X2 0.56 0.26 1 0.26 0.52 0.4869
X3 -3.43 4.57 1 4.57 9.03 0.0132
X1X2 -0.51 2.05 1 2.05 4.04 0.0721
X1X3 0.36 1.01 1 1.01 1.99 0.1882
XoX3 0.90 6.49 1 6.49 12.82 0.0050
X1 0.73 7.70 1 7.70 15.21 0.0030
X2? 0.41 2.40 1 2.40 4.75 0.0543
X3? -0.43 2.70 1 2.70 5.34 0.0435
Residual 5.06 10 0.51
Uyum
Eksikligi 3.77 5 0.75 2.92 0.1325
Saf Hata 1.29 5 0.26
Toplam 109.81 19
R% 0.95 Adj R% 0.91 Pred R% 0.70 Adeq Precision: 16.29
C.V.%: 22.49 Std. Dev.:0.71 PRESS: 33.24
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Nar kabuklarindan sitrik asit ile elde edilen pektin verimine pH, siire ve SK oranlarinin
arasindaki etkilesimi gosteren yanit ylizey ve kontur grafikleri Sekil 4.3’te sunulmustur.
SK oran1 10 mL/g’da sabit tutuldugunda en yiiksek verim %7.23 olarak, pH 1 de ve 3
saatte elde edilmistir. pH 1.5 oldugunda, en yiiksek verimin %4.38 olarak 7.53 mL/g
SK da ve 3 saatte oldugu goriilmektedir. Ekstraksiyon siiresi 1.5 saat oldugunda en

yiiksek verimi (%6.91) pH 1 ve 1.60 mL/g SK orani1 vermektedir.

Model yeterliligi ve dogrulugu; gercek degere karsi ¢izilen tahmini deger, igsel
studentlestirilmis artiklara karsi ¢izilen normal % olasilik ve deney numarasina karsi
cizilen icsel studentlestirilmis artiklar diyagnostik egrilerle de degerlendirilmistir.
Sonuglar, deneyler ile tahmin edilen veriler arasinda iyi bir korelasyon oldugunu
gostermistir (Sekil 4.4A). Normal % olasilik egrisinin normal bir dagilim gosterdigi,
herhangi bir sapma olmadig1, ayrica tiim verilerin sinirlar (+3) i¢inde kaldig1 goriilmekte

(Sekil 4.4B ve C) ve gelistirilen modelin uygunlugunu dogrulamaktadir.

Nar kabugundan elde edilen pektin veriminin yliksek olmasi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinin sonunda program tarafindan Onerilen kosullar arasindan optimum
ekstraksiyon kosulu olarak; 3 saat ekstraksiyon siiresi, 8 mL/g SK orani, pH 1 se¢ilmis
ve bu kosullar altinda yapilan ekstraksiyon sonucunda %5.35 verimle pektin elde
edilmistir (Cizelge 4.6). Onerilen kosullarda program tarafindan tahmin edilen verimle
deneysel olarak bulunan pektin verimi karsilastirilmis ve deneysel olarak bulunan

pektin verimi tahmin edilen verimden daha diisiik ¢ikmustir.
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B: pH

C: SK orani (ml/g)

C: SK orani (ml/g)

Sekil 4.3. Yanut yiizey ve kontur grafikleri (sitrik asit ile eksttraksiyon)
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Sekil 4.4. Model yeterliligi grafikleri (sitrik asit ile ekstraksiyon)

Cizelge 4.6. Optimum sitrik asit ekstraksiyon kosullarinda elde edilen deneysel ve
tahmini pektin verimleri

Siire pH SK oram Deneysel Tahmin
(saat) (mL/g) Verim Verim
(%) (%)
3 1 8 %35.35+1.04 7.79

Nar kabuklari ile yapilan daha Onceki caligmalar incelendiginde; 80°C’de ve 60
dakikada sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinin verimi %6.13 (Glizel ve
Akpinar, 2019), bir baska ¢aligmada ise %3.92 -11.18 arasinda bulunmustur (Pereira ve
ark., 2016). Siilfiirik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinin verimi ise % 6.4-11
arasinda bulunmustur (Abid ve ark., 2016). Ultrasonik destekli ekstraksiyonda ise
pektin verimi %23.87 olarak tespit edilmistir (Moorthy ve ark., 2016). Organik asitler
ile farkli kaynaklardan ekstrakte edilen pektin verimleri incelendiginde; elma
kabugundan 85°C’de ve 2 saatte %6.2 (tartarik asit), %5.4 (malik asit) ve %5.3 (sitrik
asit) verimle (Cho ve ark., 2019), kavun kabugunda 35-95°C’de ve 30-150 dakikada
%2.87-28.98 verimle (Raji ve ark., 2017) pektin elde edilmistir. Cesitli meyve
atiklarindan yapilan ¢alismada kivi kabuklarindan %8.03, kavun kabuklarindan %6.54,
nar kabuklarindan %6.13, elma kabuklarindan %13.30, turunggil kabuklarindan %11.46
(portakal kabuklar1), %16.45 (limon kabuklar1), %15.53 (mandalina kabuklar1), %22.09
(greyfurt kabuklar1) verimle pektin elde edilmistir (Gilizel ve Akpinar, 2019). Bu

calismanin sonuglart bulunan pektin veriminin literatiirdeki nar kabugu caligmalariyla
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karsilastirildiginda benzer olarak bulunmustur. Bununla beraber, hammaddedeki

farkliliklarin ise pektin verimini 6nemli derecede etkiledigi goriilmektedir.

4.3. Pektinlerin Kuru Madde, Kiil, Toplam Seker, indirgen Seker ve Protein

Icerikleri

Enzimatik ve sitrik asit ile optimum kosullarda ekstrakte edilen pektinlerin kuru madde,
kiil, seker ve protein icerikleri belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.7°de sunulmustur.
Enzimatik ve sitrik asitle ekstrakte edilen pektinlerin kuru madde igerigi sirasiyla
%91.55 ve %69.26, ticari pektinin ise %91.40 olarak tespit edilmistir. Nar kabugunda
ise kuru madde orani %67.43 olarak bulunmustur. Enzimatik olarak elde edilen pektinin
ticari pektinine gére kuru madde igerigi benzer iken organik asit ile elde edilen pektinin
kuru madde igeriginden diisiiktiir. Bu ¢alismada nar kabugunun kiil i¢erigi %5.19 olarak
tespit edilmistir. Sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinin kiil igerigi %0.82,
enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen pektinin %11.31, ticari pektinin ise %14.48
olarak bulunmustur. Enzimatik yontemle ekstrakte edilmis pektinin ve ticari pektinin
kil icerigi %10 un iizerinde iken, organik asit ile ekstrakte edilmis pektinin kiil iceri ise
daha diistiktiir. Pektinde kil igerigi elde edildigi kaynaga ve ekstraksiyon yontemine
gore degismektedir. Sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinlerin kiil igerikleri
yapilan ¢alismalarda %4.73 (ejderha meyvesi) (Muhammad ve ark., 2014), %1.05-12.87
(kivi meyvesi), %1.84 (elma posasi) (Johar ve ark., 1960), %0.50 (mandalina kabugu)
(Johar ve ark., 1960), %0.70 (limon kabugu) (Dang, 1968), %1.08 (elma kabugu),
%1.19 (portakal kabugu), %1.15 (nar kabugu), %1.14 (kivi meyvesi) ve %1.35 (kavun
kabugu) olarak bulunmustur (Giizel ve Akpinar, 2019). Hint incirinden enzimatik
olarak tiretilen pektinin kiil igerigi %8.72 olarak tespit edilmistir (Bayar ve ark., 2018).
Enzimatik ekstraksiyon ile {iiretilen pektinlerin genel olarak kiil igerigi sitrik asitle

tiretilen pektinden daha fazla oldugu goriilmektedir.

Pektinlerin toplam seker miktari, enzimatik ekstraksiyon igin 0.82 mg/mg, sitrik asit
ekstraksiyon igin 0.10 mg/mg, Ve ticari pektin i¢in 0.47 mg/mg olarak tespit edilmistir.
Protein miktar1 enzimatik olarak elde edilen pektinde 0.05 mg/mg, sitrik asit
ekstraksiyonu ile elde edilen pektin de 0.02 mg/mg ve ticari pektin de 0.01 mg/mg

olarak bulunmustur. Indirgen seker miktar1 enzimatik olarak elde edilen pektinde 0.10
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mg/mg, organik asit ile elde edilen pektin 0.10 mg/mg, ticari pektin de 0.08 mg/mg
olarak bulunmustur. Daha onceki yapilan ¢aligmalar incelendiginde, protein miktarlari
asit ekstraksiyon yontemiyle elde edilen pektin de 2.1 mg/mg (mango kabugu)
(Anderson do ve ark., 2018), enzimatik olarak elde edilen pektinde 0.23 mg/mg (hint
inciri meyvesi) (Bayar ve ark., 2018), sub-kritik ekstraksiyon ile elde edilen pektinde
8.6 0/100g-8.1 g/100g (kakao kabugu) (Muifioz-Almagro ve ark., 2019) olarak
bulunmustur. Toplam seker miktar1 sub-kritik ekstraksiyon ile elde edilen pektinde
58.6 g glikoz/100g -28.9 g glikoz/100g (kakao kabugu) (Mufioz-Almagro ve ark., 2019)
ve enzimatik olarak elde edilen pektinde %1.10-1.21 (altin kivi meyvesi) (Yuliarti ve
ark., 2015a) olarak bulunmustur. Yaptigimiz ¢alismaya gore nar kabugundan enzimatik
ve organik asit ile elde edilen pektinlerin protein ve seker miktar: literatiire gore diisiik

¢cikmustir.

Cizelge 4.7. Pektin 6rneklerinde kuru madde, kiil, toplam seker, indirgen seker ve
protein miktarlar

Kuru . .
Pektin Madde Kul TSO pklain Protein Indirgen
(%) o (mg/mg)  Seker(mg/mg)
(%) (mg/mg)
Ticari 91.40+0.16% 14.48+0.20° 0.47+0.05° 0.01+0.00°  0.08+0.00°

Enzim 91.55+1.002 11.31+0.26° 0.82+0.04*  0.05+0.002 0.10+0.012

Sitrik Asit  69.26+0.76° 0.82+0.01° 0.10+0.01°  0.02+0.00° 0.10+0.00?

*Her bir deger, 3 paralelin ortalamasidir. a, b, ¢ Ayni siitunda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak
Duncan testine gore birbirinden farklidir (p<0.05)(Kiil, toplam seker, indirgen seker ve protein miktarlar1 kuru madde
bazinda verilmistir)

4.4. Pektinlerin Coziiniirliigii

Polimerizasyon derecesi, metoksil gruplarinin sayist ve dagilimi pektinin suda
cozlinlirliiglinii etkileyen Onemli unsurlardir. Molekiil agirliginin azalmasi, ortam
sicakligindaki artis ¢Oziliniirliigiinii  artirmaktadir (Thakur ve ark.,, 1997). Nar
kabuklarindan enzimatik ve organik asitle optimum kosullarda elde edilen pektinlerin
sicak/soguk su ve alkali sicak soguk su da ¢oziintirliikleri incelenmis ve sonuglar ticari
pektinin ¢oziiniirligi ile karsilastirilmistir (Cizelge 4.8). Ticari pektin; soguk alkali,

sicak alkali, soguk suda ve sicak suda ¢oziiniirken, enzimatik ekstraksiyonla elde edilen
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pektin de soguk su, sicak su ve soguk suda kismen ¢oziinmiis, sicak suda tamamen
¢Oziinmiistiir. Organik asitle elde edilen pektin ise soguk suda ve soguk alkalide
¢Ozlinmemis, sicak suda sicak alkalide kismen ¢6ziinmiistiir. Nar kabugundan sitrik asit
ekstraksiyonuyla elde edilen pektinin alkali sudaki ¢6ziliniirliigii bakildiginda ¢6ziinmiis
olarak belirlenmistir (Giizel, 2017). Yaptigimiz ¢alismada enzimatik olarak elde edilen
pektin soguk (kismen) ve sicak alkali suda ¢oziiniirken sitrik asit ile elde edilen pektin

soguk alkali/suda ¢6ziinmemektedir.

Cizelge 4.8. Pektinlerin ¢oziintirligi

Pektin Soguk su Sicak Su Soguk Alkali  Sicak Alkali

Ticari +2 +2 +2 +2

Enzim +1 +1 +1 +2
Sitrik Asit 0 +1 0 +2

4.5. Pektinlerin Esdeger Agirhgi, Metoksil icerigi, Galakturonik Asit Anhidronik

Asit igerigi ve Esterlesme Derecesi

Esdeger agirlik enzimatik ekstraksiyonla elde edilen pektinde 391.68 mg, sitrik asit
ekstraksiyonla elde edilen pektinde 308.63 mg ve ticari pektin de 684.32 mg olarak
bulunmustur (Cizelge 4.9). Daha o6nceki galigmalar incelendiginde; misket limonu
kabugundan mineral asit ile elde edilen pektinin esdeger agirligi 635-699, sitrik asitle
elde edilen pektinin esdeger agirhigi 1248-1602, mikrodalga destekli ve mineral asitle
elde edilen pektinin esdeger agirligi 790-794, mikrodalga destekli ve sitrik asitle elde
edilen pektinin esdeger agirh@ 1395-2219 olarak bulunmustur (Rodsamran ve
Sothornvit, 2019). Literatiir ¢alismalariyla karsilastirildiginda iiretilen pektinlerin es

deger agirlig1 daha diisiik bulunmustur.

Metoksil igerigi pektin siniflandirilmasi i¢in 6nemli bir gostergedir. Yiiksek metoksilli
pektin %8-11 metoksil igeriginde %65 ve daha fazla seker iceriginde jel olustururken,
diisiik metoksilli pektin %7'den az bir metoksil igerigine sahip olup diisiik bir seker
iceriginde jeller olusturabilmektedir (Rouse ve ark., 1962). Metoksil icerikleri

54



enzimatik ekstraksiyonla elde edilen pektinde %11.05, sitrik asit ekstraksiyonla elde
edilen pektinde %12.53 ve ticari pektinde ise %5.39 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9).
Enzimatik ve sitrik asit ile elde edilen pektinlerin metoksil icerikleri benzerken, ticari
pektinin metoksil igerigi daha diisiiktiir. Kolza kekiyle enzimatik ekstraksiyon
yontemiyle yapilan ¢aligmada metoksil igerigi %7.47 olarak bulunmustur (Jeong ve
ark., 2014). Misket limonu kabugundan asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinlerin
metoksil igerikleri sirayla %9.21-9.24 (HCI) %09.78-10.51 (sitrik asit) olarak
bulunmustur (Rodsamran ve Sothornvit, 2019). Misket limonu kabugundan mikrodalga
destekli ekstraksiyon ile elde edilen pektinlerin metoksil igerikleri ise sirasiyla %9.15
(HCI), %8.74-9.33 (sitrik asit) olarak bulunmustur (Rodsamran ve Sothornvit, 2019).
Literatiir ¢aligmalariyla karsilastirildiginda iiretilen pektinlerin metoksil icerigi daha

yiiksek bulunmustur.

Anhidronik asit igerigi, pektinin esterlesmesini, safligin1 belirleyen ve pektinin hangi
gida i¢in uygun oldugunu belirlemede 6nemli bir faktordiir (Castillo ve ark., 2014). Bu
calismada, anhidronik asit icerikleri enzimatik ekstraksiyonla elde edilen pektinde
%106.98, sitrik asit ekstraksiyonla elde edilen pektin %116.80 ve ticari pektinde ise
%56.33 olarak bulunmustur (Cizelge 4.9). Enzimatik ve sitrik asit ile elde edilen
pektinlerin anhidronik asit igerigi birbirine yakin ve ticari pektinden daha yiiksektir.
Daha oOnceki caligmalarda; domates kabuklarindan ultrasonik destekli ekstraksiyon
yontemi ve geleneksel ekstraksiyonla yontemiyle elde edilen pektinlerdeki anhidronik
asit iceri8i sirastyla %35.24 ve %31.36-37.55 arasinda bulunmugstur (Grassino ve ark.,
2016). Elma posast ile asit ekstraksiyonla elde edilen pektininin anhidronik asit igerigi
%50.82 olarak bulunmustur (Sato ve ark., 2011). Literatiir ¢alismalariyla

karsilagtirildiginda tiretilen pektinlerin anhidronik asit icerigi daha ytliksek bulunmustur.

Esterlesme derecesi enzimatik ekstraksiyon ile elde edilen pektin i¢in %58.64, sitrik
asit ile elde edilen pektin i¢in %60.89 ve ticari pektin i¢cin ise %54.32 olarak
bulunmustur (Cizelge 4.9). Meyvelerin olgunlasma derecesi ve ekstraksiyon
yontemlerinin  pektinlerin  esterlesme derecesini  etkilemektedir. Daha Onceki
caligmalarda esterlesme dereceleri kivi pektinleri i¢in %82 ve %90 (Azad ve ark., 2014;
Yuliarti ve ark., 2015b), portakal kabugu pektinleri i¢in %63 ve %75 (Georgiev ve ark.,
2012; Venzon ve ark., 2015), limon kabugu pektini icin %55.61 (Georgiev ve ark.,
2012) ve greyfurt kabugu pektini i¢in %56.56-57.54 (Mohamed ve Mohamed, 2015)

olarak bildirilmistir. Misket limonu kabugundan asit ekstraksiyon ile elde edilen
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pektinde esterlesme dereceleri sirayla %70.81-72.81 (HCI) %85.62-87.34 (sitrik asit)
olarak bulunmustur (Rodsamran ve Sothornvit, 2019). Mikrodalga destekli
ekstraksiyonla ile elde edilen pektinde ise esterlesme dereceleri sirayla %77.04-78.49
(HCI) %88.32-91.58 (sitrik asit) olarak bulunmustur (Rodsamran ve Sothornvit, 2019).
Cesitli meyve kabuklarindan organik asit ekstraksiyonu elde edilen pektinlerin
esterlesme dereceleri, elma kabugunda %77.62, portakal kabugunda %69.67, nar
kabugunda %56.74, kivi kabugunda %84.72 ve kavun kabugunda %71.98 olarak
bildirilmistir (Glizel ve Akpiar, 2019). Bu calismada her iki yontemle elde edilen
pektinin yiiksek metoksilli pektin oldugu tespit edilmistir.

Galakturonik asit icerigi pektin saflik indeksini vermektedir (Liang ve ark., 2012).
Incelenen pektinlerin galakturonik asit icerikleri, enzimatik ydntemle elde edilen igin
%28.08, sitrik asit yontemiyle elde edilen i¢in %17.38ve ticari i¢inde %58.01 olarak
saptanmugtir (Cizelge 4.9). Literatiir calismalar1 incelendiginde, ejderha meyvesinden
sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektindeki galaktronik asit igerigi %39.11
(Muhammad ve ark., 2014), Misket limonu kabugundan elde edilen pektinler de
galaktronik asit %91.00-95.93 (HCI) %91.14-95.54 (sitrik asit) olarak bulunmustur
(Rodsamran ve Sothornvit, 2019). Mikrodalga destekli ekstraksiyonla elde edilen
pektinler de ise galaktronik asit sirasiyla %79.29-89.86 (HCI) %81.95-85.18 (sitrik asit)
bildirilmistir (Rodsamran ve Sothornvit, 2019). Greyfurt kabuguyla mikrodalga destekli
ekstraksiyon pektinin galaktronik asit icerigi  %?20.40 olarak bulunmustur (Tasan,
2018). Cesitli meyve atiklarindan organik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektinlerin
galaktronik asit icerikleri, elma kabugunda %79.78, portakal kabugunda %76.33, nar
kabugunda %78.48, kivi kabugunda %94.75 ve kavun kabugunda %92.97 olarak
belirlenmistir (Glizel ve Akpmar, 2019). Literatiir ¢caligmalariyla karsilastirildiginda
tiretilen pektinlerin galaktronik asit igerikleri bazi ¢aligmalardan yiiksek, bazilarindan
ise daha disik bulunmustur. Hammaddedeki ve ekstraksiyon yontemindeki

farkliliklarin buna neden oldugu sonucuna varilmistir.
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Cizelge 4.9. Pektin 6rneklerinde esdeger agirlik, metoksil, anhidronik asit, esterlesme ve
galaktronik asit miktarlari

Pektin Esdeger Metoksil Anhldl.’onlk Esterlesn_le Galakt_ronlk
- o Asit Derecesi Asit
Agirhik (mg) (%) (%) (%) (%)

Ticari 684.32+15.00° 5.39+0.15° 56.33+0.29° 54.32+1.23¢ 58.01+8.492
Enzim 391.68+6.20° 11.05+0.19° 106.98+1.09° 58.64+0.42° 28.08+3.37°

Sitrik 308.62+3.62° 12.53+0.31% 116.80+1.79% 60.89+0.59% 17.38+1.34°¢
Asit

*Her bir deger, 3 paralelin ortalamasidir. a, b ,c Ayni siitunda farkli harflerle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak
Duncan testine gore birbirinden farklidir (p<0.05)

4.6. Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi

FTIR atomlarin baglanma yapisin1 karakterize etmek i¢in kullanilan bir spektroskopik
teknigidir (Tucureanu ve ark., 2016). Pektinin FTIR spektrumdaki karakteristik pikler
4000-400 cm™ arasinda degismektedir. Yaklasik 3400-3200 cm™'deki pikler, OH
gruplaria ait olup ve OH titresim bandin1 gostermektedir. Bunlar polihidroksi gruplari
icin karakteristik zirvelerdir ve ¢ok sayida OH grubunun varligini gostergesidir. 2940-
2900 cm™* pikler C-H (CH, CH2 ve CHa) gerilme bolgesini ifade etmekte ve CH, CH2 ve
CHs galakturonik asit metil ester uzantilarina aittir (Tian, ve ark., 2011; Giizel ve
Akpinar, 2019). 1500-1800 cm™'deki arasindaki pik pektinin yapisal &zelliklerinin
incelenmesinde en Oonemli bolgeler oldugunu pektinin karboksilik asit ve karboksilik
ester gruplariin bulundugunu bolgeler olarak bildirmistir (Chatjigakis ve ark., 1998).
1730 ve 1600 cm™deki pikler, sirasiyla esterlestirilmis karboksilik asit gruplarma ve
esterlenmemis karboksilik asit gruplarina karsilik gelmektedir (Singthong ve ark., 2004;
Winning ve ark., 2009). Her polisakkarit icin 6zgii "parmak izi" bélgesi, 950-1200 cm*
araligindaki piklerden olusmaktadir (Kalapathy ve Proctor, 2001). Her iki yontemle
iretilen pektinin FTIR spektrumlar1 (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6), ticari pektinin FTIR
spektruma (Sekil 4.7) benzerdir ve pektin i¢in bildirilen karakteristik piklere sahiptir.
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Sekil 4.7. Ticari pektininin FTIR spektrumu

FTIR spektrumlarinin 1740 cm™ ve 1630 cm™’deki piklerin alanlarma dayanarak,
esterlesme dereceleri hesaplanmis ve Sekil 4.5, 4.6 ve 4.7°de sunulmustur. Enzimatik
ekstraksiyonla elde edilen pektin, sitrik asit ekstraksiyonu ile elde edilen pektin ve ticari
pektinin yliksek (DE>50) esterlesme derecesine sahip oldugu tespit edilmistir.
Enzimatik (%58.25) ve sitrik asit (%56.84) ektraksiyonu ile {iiretilen pektinlerin
titrasyon asitligiyle esterlesme dereceleri yiiksek oldugu tespit edilmistir. FTIR
spektrumuna gore enzimatik ve sitrik asit yontemlerinde yiiksek esterlesme derecesine
sahip oldugu belirlenmis ve titrasyon asitligi yontemiyle bulunan esterlesme

dereceleriyle uyumlu bulunmustur.
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5. SONUC

Bu ¢alismada 6nemli bir ekonomik degeri olmayan nar kabuklarindan, gida endiistrisi
i¢in 6nemli bir polisakkarit olan pektini elde etmek i¢in enzimatik ekstraksiyon ve sitrik
asit ekstraksiyon yontemleri kullanilmis, ekstraksiyon kosullar1 optimize edilmis ve elde
edilen pektinlerin 6zellikleri karsilagtirllmigtir. Sitrik asit ile pektin ekstraksiyonu igin
optimum kosullar pH 1, siv1 kat1 oram1 8 mL/g ve ekstraksiyon siiresi 3 saat olarak
belirlenmis ve pektin verimi %5.35 olarak bulunmustur. Enzimatik pektin ekstraksiyon
icin optimum kosullar 0.075 U/mL enzim konstrasyonu, 9.99 g nar/100 mL substrat
konsantrasyonu ve 2.58 saat ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmis ve pektin verimi de
%7.19 olarak bulunmustur. Her iki yontemle elde edilen pektininin yiiksek metoksilli
pektin oldugu bulunmustur Enzimatik ekstraksiyon yontemi, organik asit yontemine
kiyasla verimi ve esterlesme derecesi daha yiiksek ve ¢oziiniirliigli daha iyi olan pektin
elde edilmesini saglamistir. Enzimler seliilozu hidroliz ederek seliiloz matrisinde sikisip
kalmis pektin ekstraksiyonunu gergeklestirmekte ve verimin de daha yiiksek olmasini
saglamaktadir. Ayrica enzimatik pektin ekstraksiyon yontemi diger yontemlere kiyasla
asidik ¢oOzelti gereksinimini ortadan kaldirarak, daha diisiik sicakliklarda ekstraksiyon

islemini daha 1liml1 kosullarda ve daha kisa siirede gergeklestirmistir.

Gida endiistri atig1 olarak ortaya ¢ikan nar kabugu birgok Onemli biyoaktif bilesen
icermekte ve bu c¢alisma ile de pektin iiretiminde de kullanilabilecegi gosterilmistir.
Enzimatik pektin ekstraksiyon yontemi ile ilgili calismalar smirli sayidadir ve bu
calisma nar kabuklarindan enzimatik yontemle pektin ekstraksiyonunu gergeklestirerek
literatiirdeki bosluklar1 doldurmustur. Ayrica ¢alisma sonuglart ilerde yapilacak olan
aragtirmalara altyaprt olabilme ve Tretilen pektin yiiksek metoksilli bir pektin
olmasindan dolay gida ve gida dis1 endiistrilerde jellestirici, emiilgator ve kivam artirict
olarak biyouyumlu ve biyobozunur bir polimer olarak kullanilabilme potansiyeline

sahiptir.
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EK 1. Toplam Seker Analizinden Kullanilan Cozeltilerin Hazirlamisi

%80’lik Fenol Cozeltisi hzirlamisi: 80 g fenol almip 100 ml’ye saf su ile
tamamlanmustir.
1 mg/ml D-Glikoz Cézeltisi: 100 mg D-Glikoz tartiip 100 ml saf suda

¢Ozlindliriilmistir.

0.7 y =0,5541x + 0,0404
0 6 R%2= 0,9437

4

0,5

0,4

0,2

0,1

Absorbans (490 nm)

O ‘ T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
Konsantrasyon (mg/mL)

78



EK II. DNS Cozeltisinin Hazirlanisi

DNS Cozeltisi: 5 g dinitrosalisilik asit tartildi 1 g fenol, 0.25 g sodyum siilfit, 5 g
sodyum hidroksit, 6nce 400 ml saf su i¢inde ¢Oziindiiriiliir, sonra hacmi 500 ml

tamamlanir. Standart olarak 2.5 mg/ml konsantrasyonda glikoz ¢ozeltisi kullanilmistir.

Glikoz Kurve Grafigi
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EK I1l. Bradford Yonteminden Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanisi

50 ml %095 etil alkol, 100 ml ortofosforik asit, 100 mg brillant blue hazirlanmistir. 200
ml’ye saf su ile getirlerek bu ¢ozeltiden 25 ml alinmis, 100 ml saf su eklenerek 125 ml
bradford ¢6zeltisi hazirlanmistir. Koyu renkli kapakli sisede buzdolabinda saklanmaistir.

Standart olarak 1mg/ml konsantrasyonda BSA ¢6zeltisi kullanilmustir.

BSA Kurve Grafigi:
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EK IV. Uronik Asit Yonteminden Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanist

%0.5 NaOH Cozeltisi: 0.5 g kadar NaOH tartilir ve bir miktar su ile
manyetikkaristiricida ¢Ozdiirtilerek hacmi 100 ml’ye tamamlanir.
m-hidroksidifenil Cozeltisi: 0.15 g kadar 3-fenilfenole 80 mL %0.5 NaOH ¢6zeltisi
eklenir ve hacmi 100 ml’ ye %0.5 NaOH ¢ozeltisi ile tamamlanir.
75 mM Sodyumtetraborat Cozeltisi: 1.501 g kadar sodyumtetraborata 90 ml
konsantre siilflirik asit eklenir ve manyetik karistiricida ¢ozdiiriilerek hacmi 100 ml’ye

asitletamamlanir

4 M Siilfamik asit/Potasyum Siilfamat Cozeltisi: 38.84 g kadar siilfamik aside 50
mlsaf su eklenir. Doygun KOH yavas yavas eklenerek pH 1.6’ya ayarlanir ve hacmi
100ml’ ye doygun KOH ile tamamlanir.

Galaktronik Asit Kurve Grafigi
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